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Indigo is one of humanity’s most important sources of blue color. Synthetic in-
digo is produced from oil refining by-products and uses chemicals that are harmful to the
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but to improve the coloring result, the woad leaves should be chopped and extracted in hot
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1 Johdanto

Indigo on ollut historiallisesti yksi ihmiskunnan térkein sinisen varin lahde, ja erityisesti
denimteollisuuden ansiosta se on sitd edelleen. Nykydan valtaosa tuotetusta indigosta
on synteettista, mutta ennen synteettisen indigon keksimista 1800-luvun lopulla saatiin
indigoa kasveista (Blackburn, Bechtold & John, 2009; Balfour-Paul, 2006, s. 81—87).
Kasviperdista indigoa saadaan muun muassa trooppisista Indigofera-suvun kasveista
seka varitattaresta (Polygonum tinctorium) ja morsingosta (Isatis tinctoria), jotka menes-
tyvat viileAmmisséakin olosuhteissa (Raisdnen, Primetta & Niinimaki, 2015, s. 31—34;
Balfour-Paul, 2006, s. 91—94). Synteettista indigoa valmistetaan &ljyn jalostuksen sivu-
tuotteista. Kiinnostus luonnonindigoon on herannyt viime vuosina uudelleen samalla kun
huoli ympariston tilasta ja kestavasta kehityksestéd on saanut jalansijaa, ja 6ljypohjaisille
uusiutumattomille materiaaleille on pyritty [6ytamaan uusiutuvia vaihtoehtoja. (Vuorema,
2008, s. 8—11.)

Luonnonindigon kayttaminen ei kuitenkaan yksistaan takaa ymparistoystavallista var-
jaysprosessia. Indigovarjaysprosessi on ns. kyyppivarjaysta, jossa veteen liukenematon
indigo pelkistetddn ensin vesiliukoiseen muotoon, jotta se padsee tunkeutumaan tekstii-
likuituun. Tekstiili upotetaan tahan varitttmaan indigon leuko-muotoon, ja kun se sitten
nostetaan pois liemesta, ilmassa oleva happi hapettaa leukoindigon jélleen veteen liu-
kenemattomaan muotoon ja tekstiili saa sinisen varinsa (Raisanen ym., 2015). Historial-
lisesti indigo on pelkistetty kaymisprosessia hyédyntamalla, mutta nykyaan pelkistami-
sessda kaytetaan padasiassa natriumditioniittia (Na>S204). Se on tehokas ja nopea pel-
kistdja melko alhaisissakin lampdtiloissa ja lisdksi se on edullista. (Meksi, Ticha, Kechida
& Mhenni, 2012.) Natriumditioniitti on kuitenkin ongelmallinen monin tavoin. Ensinnékin
se hapettuu helposti ilmakehan hapen vaikutuksesta ja se voi kuumentua ja syttya ilman
hapen ja kosteuden vaikutuksesta. Sen hajoamistuotteet pelkistysprosessissa ovat hai-
tallisia ymparistolle ja voivat esimerkiksi sydvyttda putkistoa. (Bozi¢ & Kokol, 2008).
Viime aikoina onkin tehty runsaasti tutkimusta, jossa on etsitty ymparistdystavallisempia
pelkistysmenetelmid indigovarjaykseen, kuten esimerkiksi sahkokemiallinen pelkistys tai
pelkistys erilaisilla sokereilla korkeassa pH:ssa (mm. Vuorema 2008; Meksi ym., 2012;
Shin, Choi & Yoo, 2014; Saikhao, Setthayanond, Karpkird & Suwanruji, 2017; Saikhao,
Setthayanond, Suwanruji, Karpkird & Bechtold, 2018).

Tassa tutkimuksessa tarkastellaan ympéristoystavallisia indigovarjaysprosesseja puuvil-

lalle. Indigo eristetd&n tuoreista morsingon lehdista uuttamalla ja pelkistetdén seka glu-



koosilla etta fruktoosilla. Vertailunaytteet pelkistetaan natriumditioniitilla. Saaduilla vari-
liemilla tehdaén koevarjaykset puuvillakankaalle. Varjaystulokset mitataan spketrofoto-
metrisesti ja tuloksia verrataan niin morsinkolajikkeen, uuttomenetelméan kuin pelkistyk-
senkin suhteen. Lisaksi tarkastellaan varin vesipesun ja hankauksen kestoa eri lajik-
keilla, uuttomenetelmilla ja pelkistysmenetelmilld. Tavoitteena on 16ytad ymparistdysta-
vallinen indigovarjaysmenetelma, joka sopii erityisesti kotivarjareille ja kasityénopetuk-

seen.

2 Indigo

Indigo on yksi vanhimmista ihmisen kayttamista variaineista. Kiehtovaa indigossa on se,
ettd toisin kuin monia muita kasvivareja, indigovériainetta ei saada kasvista suoraan,
joten silla varjagminen on vaatinut erityista osaamista ja taitoa. Indigo on kasveissa va-
rittdminé esiasteina, joista se saadaan muutettua siniseksi variaineeksi varsin monimut-
kaisten prosessien kautta. Moniin muihin kasvivareihin verrattuna indigo on myés varin-
kesto-ominaisuuksiltaan erinomainen. Erityisesti sen valonkesto-ominaisuudet ovat yli-
voimaiset, minka vuoksi se onkin syrjayttanyt kaikki muut sinista véria antavat varikasvit
(Réaisdnenym., 2015, s. 31). Tama tekikin indigosta harvinaisen ja arvostetun variaineen,

varien kuninkaan ja kuninkaiden varin”, kuten Cardon (2007, s. 335) kirjoittaa.

2.1 Synteettinen indigo

Vuonna 1883 saksalainen kemisti Adolf von Bayer onnistui selvittdmaan indigon eli indi-
gotiini-molekyylin kemiallisen rakenteen (kuva 1). Indigotiini on indigovariaineen paaasi-
allinen sinisen varin lahde, ja usein tata molekyylirakennetta kutsutaankin yksinkertai-
sesti indigoksi. M&aratietoisen tyon tuloksena 14 vuotta mydhemmin Badiche Anilin und
Soda Fabrik (BASF) toi markkinoille synteettisen indigon kauppanimella Indigo Pure, ja
niin tdma ”varien kuningas” saatiin maailmanlaajuisesti kaikkien ulottuville. (Cardon,
2007, s. 336; Balfour-Paul, 2006, s. 82—84.) Synteettista indigoa valmistetaan &ljyteol-

lisuuden sivutuotteena syntyvasta aniliinista (Vuorema, 2008, s. 8; Siitonen, 2010.
/.
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Kuva 1: Indigon eli indigotiini-molekyylin rakennekaavio. Indigotiini on paaasiallinen sini-

sen varin lahde indigossa.



Synteettinen indigo ei kuitenkaan 1900-luvun alussa syrjayttanyt luonnonindigoa valitt6-
masti, vaan niita kaytettiin pitkan aikaa rinnakkain, silla monet varjarit suhtautuivat syn-
teettiseen indigoon varauksella. Alkuun BASF joutuikin jopa lisdédmaan synteettiseen
indigovariaineeseensa hajusteita, silla luonnonindigoa kayttdmaan tottuneet varjarit kai-
pasivat indigokasvien tuoksua. Tuoksun lisdksi synteettinen indigo eroaa luonnonindi-
gosta myos varjaystuloksen suhteen. Vaikka synteettisen ja kasviperaisen indigon sini-
nen vériaine, indigotiini, onkin kemialliselta rakenteeltaan identtinen, sisaltda luon-
nonindigo lisdksi my6s muita variaineita ja epapuhtauksia, jotka muuttavat varjaystu-
losta. Luonnonindigo siséltda muun muassa indirubiinia, joka on indigotiinin muodostu-
misen sivureaktiona syntyva punainen variaine. Synteettinen indigovariaine puolestaan
on hyvin "puhdasta”, joten se ei juurikaan sisalla indigotiinin lisdksi muita variaineita tai
epapuhtauksia. Indigokasvien viljelijat vetosivatkin 1900-luvun alussa elinkeinoaan puo-
lustaessaan naiden epapuhtauksien, erityisesti indirubiinin, tarkeyteen syvan sinisen
varjaystuloksen saavuttamiseksi. Vahitellen synteettinen indigo kuitenkin syrjaytti luon-
nonindigon laajalti, mutta luonnonindigoa kaytetdan edelleen muun muassa pienimuo-
toisessa varjayksessa ja perinteisissa uskonnollisiin seremonioihin liittyvissa tarkoituk-
sissa. (Balfour-Paul, 2006, s. 83—87.)

Vaikka synteettisen indigon kehittamisen jalkeen on keksitty myds lukuisia muita syn-
teettisia sinisia variaineita, on indigo sailyttanyt asemansa sen omaleimaisten ominai-
suuksien vuoksi. Esimerkiksi indantreenisininen on erittéain hyvin pesua ja hankausta
kestava synteettinen sininen vériaine. Indigon luontainen heikkous, varin huono han-
kauksen kesto, kédéantyi kuitenkin sen voitoksi denimkankaan ja siitd tehtyjen housujen,
sinisten farkkujen, suosion my6té. Vain indigolla saadaan aikaan farkuille tyypillinen ku-
lunut ulkoné@ko, joka on miellyttéanyt kuluttajia jo vuosikymmenia. (Balfour-Paul, 2006, s.
87.)

2.2 Indigokasvit

Indigokasveja on viljelty eri puolilla maailmaa antiikin ajoista asti. Aiemmin ajateltiin, etta
indigovarjayksen taito on peraisin tekstiilien alkukotina pidetysté Intiasta, mutta nykyka-
sityksen mukaan indigovarjaysmenetelmia keksittiin itsendisesti eri puolilla maailmaa eri
aikoina paikallisista indigokasveista (Balfour-Paul, 2006, s. 3—4). Vaikka indigoa tuotta-
via kasveja l6ytyy lukuisista eri kasvisuvuista ja niiden kasittely sen tuottamiseksi kasvi-
materiaalista vaihtelee, on kaikista naista kasveista saatava sininen véariaine, indigotiini,

kuitenkin kemialliselta rakenteeltaan taysin sama, samoin kuin myds synteettisella indi-



govariaineella (kuva 1). Indigon puhtaus, eli esimerkiksi indirubiinin ja muiden epéapuh-
tauksien maara variaineessa voi kuitenkin vaihdella eri lahteiden valilla runsaastikin.
(Balfour-Paul, 2006, s. 84; Cardon, 2007, s. 338.)

Trooppisilla alueilla indigon tuotantoon viljeltiin Indigofera-suvun kasveja, erityisesti Indi-
gofera tinctoriaa. Kiinassa ja Japanissa laajalti indigovarjaykseen viljelty kasvi oli varita-
tar (Polygonum tinctorium). Euroopassa puolestaan muodostui keskiajalla kukoistava te-
ollisuudenala morsingon (Isatis tinctoria) viljelyn ja siitd saatavan indigovariaineen tuo-
tannon ymparille. Morsinkoteollisuus kukoisti aina 1600-luvulle saakka, jonka jalkeen se
alkoi hiipua kauppareittien avauduttua ja trooppisen indigon markkinoille tulon myoéta, ja
lopullisesti synteettisen indigon keksiminen my6ta. (Balfour-Paul, 2006, s. 89—94; Ko-
kubun, Edmonds & John, 1997.) Sittemmin kiinnostus kasviperaisen indigon tuotantoon
on kuitenkin herannyt uudelleen ja 1900-luvun lopulla ja 2000-luvun alussa perinteisten
indigokasvien viljelya on elvytetty mm. Euroopassa (Cardon, 2007, s. 366—386; Keski-
talo & Vuorema, 2001; Angellini, Tozzi & Nassi O Di Nasso, 2004 ja 2007).

Indigofera-suvun kasvien, varitattaren ja morsingon lisaksi indigovarjayksessa on kay-
tetty paikallisesti myos lukuisia muita kasveja. Balfour-Paul (2006, s. 90—96) mainitsee
mm. Lansi-Afrikassa viljellyn Lonchocarpus cyanescensin, Aasian vuoristoisilla alueilla
(Kiinan keski- ja lounaisosat, Thaimaa, Myanmar, Koillis-Intia, Bhutan, Laos, Vietnam,
Bangladesh ja Malakan niemimaan alue) kasvavan Strobilanthes flaccidifoliuksen, Kaak-
kois-Aasiassa viljellyn Marsdenia tinctorian seké Intian etela- ja keskiosista, Myanma-
rista ja Malakan niemimaan alueelta kotoisin olevan Wrightia tinctorian. Kolme ensiksi
mainittua ovat kuitenkin merkittavimpia laajamittaisessa luonnonindigon tuotannossa, jo-

ten nama kasvit on syyta esitella tarkemmin.

2.2.1 Morsinko

Morsinko (Isatis tinctoria) on kaksivuotinen ristikukkainen kasvi. Se on sukua mm. kaa-
lille seka rypsille ja rapsille. Ensimmaisen& vuonna se kasvattaa lehtiruusukkeen, joka
muistuttaa hieman pinaatin lehtiruusuketta (kuva 2). Lehdet ovat kirkkaan vihredt, pitku-
laiset ja karkeé kohti kapenevat. Aikaisin toisena vuonna morsinko kasvattaa noin metrin
korkuisen kukkavarren, jossa on hyvin pienia keltaisia kukkia suurissa kukinnoissa. Suo-
messa kukat aukeavat yleensa kesakuun alussa. Morsingon hedelma on litted ja pitku-
lainen litu, joka sisdltda yhden siemenen. Kypsané ne ovat ruskeita tai mustanpuhuvia.

Indigon esiasteita muodostuu vain ensimmaisen vuoden lehtiruusukkeeseen. (Balfour-



Paul, 20086, s. 93; Cardon, 2007, s. 367; Keskitalo & Vuorema, 2005.) Nuorissa lehdissa

indigon esiasteiden maara on suurempi kuin vanhoissa (Kokubun ym., 1998).

Kuva 2: Morsingon (Isatis tinctoria) ensimmaisen vuoden lehtiruusukkeita omassa kuk-
kapenkissani kesalla 2019.

Kaakkois-Aasiasta kotoisin oleva morsinko kasvaa luontaisesti kuivassa, kivikkoisessa
tai hiekkaisessa maassa. Sitéa on viljelty laajalti Euroopassa, missa se oli noin 1100-lu-
vulta 1600-luvulle paaasiallinen indigovéariaineen lahde. Morsinkoa tavataan myos pai-
koin Pohjois-Afrikassa ja Aasiassa aina Turkista Keski-Aasian maiden seka Himalajan
alueille. Siirtolaiset veivat morsingon mukanaan myds Pohjois-Amerikkaan. (Cardon,
2007, s. 367; Oberthdr, Graf & Hamburger 2004a.) Samaan Isatis-sukuun kuuluu myos
kiinalainen morsinko Isatis Indigotica, joka kasvaa muun muassa Kiinan, Korean ja Ja-
panin alueella (Cardon, 2007, s. 367). Kiinalaisessa morsingossa indigon esiasteiden
maéara on suurempi kuin eurooppalaisessa morsingossa, mutta se on myods herkempi
saan vaihteluille, erityisesti hallalle ja yopakkasille, seka hyonteisille kuin eurooppalainen
morsinko (Balfour-Paul, 2006, s. 93; Angelini, Tozzi & Nassi O Di Nasso, 2007).

Morsingolla on syvalle yltava paalujuuri, joka on herkka liialliselle markyydelle, ja sita
tulisi siksi kasvattaa hyvin lapaisevassd, multavassa maassa (Keskitalo & Vuorema,



2005). Morsinko tuottaa paremman indigosadon, kun se saa riittavasti typped, joten riit-
tavasta lannoituksesta kannattaa viljelyssa huolehtia. Muutaman vuoden viljelykierto on
morsingolle hyvaksi. Jo keskiajalla huomattiin, etta kolmen vuoden morsingon viljelyn
jalkeen maa tarvitsi pitkan lepokauden, sillda morsingon viljely koyhdytti maata pahoin.
(Balfour-Paul, 2006, s. 99). Suomessa morsingosta saadaan tyypillisesti kaksi lehtisatoa,
ensimmainen heina-elokuun vaihteessa ja toinen syyskuussa (Keskitalo & Vuorema,
2005). ltaliassa tehdyn morsingon viljelykokeen mukaan lammin ja aurinkoinen saa lisasi
morsingon lehtisatoa ja sen tuottamien indigon esiasteiden maaraa. Valon maara vaikutti
indigon esiasteiden maaraan lehdissa niin, etta valoisimpaan aikaan keratyssa sadossa
esiasteita oli eniten. (Angelini ym., 2007).

2.2.2 \Vdritatar

Varitatar (Polygonum tinctorium, tunnetaan myés nimell& Persicaria tinctoria) on yksi- tai
kaksivuotinen, subtrooppinen noin 30—80 cm korkea kasvi. Silld on tummat sinivihreat
lehdet, jotka kasvavat kierteisessé lehtiasennossa vihreista tai lahes punaisista varsista.
Royhymaisesti kasvavien pienten kukkien vari vaihtelee valkoisesta tummaan pinkkiin.
Pinkkikukkaisten lajikkeiden uskotaan tuottavan enemman indigon esiasteita, kuin val-
kokukkaisten. (Balfour-Paul, 2006, s. 94; Cardon, 2007, s. 379; Angellini ym., 2004.)

Varitatar on kotoisin Vietnamin ja etelaisen Kiinan alueelta, ja lisaksi sita on viljelty laajalti
Japanissa ja Koreassa. Se viihtyykin kosteassa ja lampimassa trooppisessa tai sub-
trooppisessa ilmastossa, mutta parjaa myds vileAmmassa. Varitattaren viljely onnistuu
my0s lauhkealla ilmastovythykkeella Euroopassa, missa sen viljelya on kokeiltu muun
muassa Ranskassa ja Italiassa. (Balfour-Paul, 2006, s. 94; Cardon, 2007, s. 380.) Kos-
teilla alueilla viihtyvana subtrooppisena kasvina varitatar on kuitenkin herkka kuivuu-
delle, mika voi haitata viljelya esimerkiksi Valimeren alueella (Angellini ym., 2004). Var-
jayksessa varitatarta voidaan kasitella samoin kuin morsinkoa, mutta se tuottaa huomat-
tavasti enemman indigovariainetta kuin morsinko. Indigon esiasteet muodostuvat aino-

astaan kasvin lehtiin. (Balfour-Paul, 2006, s. 94.)

2.2.3 Indigofera-suvun kasvit

Trooppiseen Indigofera-sukuun kuuluu ldhes 800 eri kasvilajia, joista muutamissa on
runsaasti indigon esiasteita. Indigofera-suvun kasveista tarkein ja eniten varjayskayttoon
viljelty laji lienee Indigofera tinctoria. Se on monivuotinen pensas, joka voi hyvissa olo-
suhteissa kasvaa jopa 2 metria korkeaksi. Silla on suhteellisen suuret pareittain kasvavat

lehdet ja pitkat ja kapeat joko suorat tai kaaren muotoiset siemenkodat. Siemenet ovat



pienia ja mustia, ja niita onkin usein kuvailtu ruudin nékoiseksi. (Balfour-Paul, 2006, s.
91—92.)

Indigofera-suvun varikasvien etuna on, etta sukuun kuuluu useampia indigon esiasteita
tuottavia lajeja, jotka viihtyvat hieman vaihtelevissa olosuhteissa. Niinpéa Indigofera-kas-
veja on voitu viljella laajalti trooppisella vydhykkeella ja subtrooppisen vydhykkeen lam-
pimammilla alueilla Aasiassa, Afrikassa ja Amerikassa, silla eri kasvuolosuhteisiin on
voitu valita niissé parhaiten menestyvét lajit. Tyypillisesti Indigofera-suvun kasvit viihty-
vat lapéaisevassa ja ravinteikkaassa maassa. Indigon esiasteet sijaitsevat yksinomaan
kasvin lehdissa. (Cardon, 2007, s. 354—358.)

Indigon saanto vaihtelee suuresti eri Indigofera-lajien vélilla, mutta yleisesti naista kas-
veista saadaan selvasti enemman indigovariainetta kuin kylmemmilla alueilla viihtyvista
indigokasveista, kuten morsingosta ja varitattaresta. Nuorissa lehdissa on enemman in-
digon esiasteita kuin vanhoissa ja erityisesti vanhan kasvin nuorissa lehdissa on enem-
man indigon esiasteita kuin nuoren kasvin lehdissa. (Cardon, 2007, s. 359.) Aivan erityi-
nen etu Indigofera-suvun kasveissa on, etta niista saatava indigovariaine on voitu erottaa
lehdista ja kuivata tiiviiksi ja hyvin sailyviksi pigmenttikakuiksi, joka mahdollisti maailman-

laajuisen kaupankaynnin (Balfour-Paul, 2006, s. 92).

3 Luonnonindigon kemiaa

Indigon esiasteista ensimmaisina tunnistettiin indikaani, joka on indoksyylin ja glukoosin
muodostama glykosidi (kuva 3). Indikaani on Indigofera-suvun kasvien paaasiallinen in-
digon esiaste ja pitkddn sen ajateltiin olevan ainoa indigon esiaste, jota olisi kaikissa
indigokasveissa. Sittemmin huomattiin kuitenkin, ettd morsingossa indigon esiaste oli
erilainen kuin Indigofera-suvun kasveissa. Tama indigon esiaste nimettiin isataani B:ksi
ja aina 2000-luvulle saakka ajateltiin, ettd Isataani B on morsingossa paaasiallinen indi-
gon esiaste. Oberthir, Schneider, Graf ja Hamburger (2004b) selvittivat kuitenkin, etta
sekd eurooppalaisessa morsingossa (Isatis tinctoria), ettd kiinalaisessa morsingossa
(Isatis indigotica) on kolmaskin indigon esiaste, isataani A (kuva 4), jota on néissa kas-
veissa selvasti enemman, kuin isataani B:t& tai indikaania. Samalla myds isataani B:n
rakenne tarkentui. (Cardon, 2007, s. 337—339; Kokubun ym.,1998; Gilbert, Hill, Crespo,
Mas, Lewis., Rudolph & Cooke, 2000; Oberthir, ym., 2004b.)
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Kuva 4: Isataani A:n ja isataani B:n rakennekaavio.

Oberthlrin ym. (2004a) tutkimuksessa selvitettiin indigon esiasteiden maaria ja suhteita
pakastekuivatuissa morsingon lehdissa. Tutkimuksen mukaan isataani A:n maara oli
morsingolla noin 1,0—7,6 % lehtien kuivapainosta ja sen maara naytti kasvavan kasvu-
kauden edetessa niin, ettda myohemmin keratyissa lehdissa sita oli enemman. Isataani
B:n maara oli selvasti isataani A:ta vahaisempi, noin 0,4—2,3 % kuivapainosta. My6s
isataani B:n maara naytti hieman kasvavan kasvukauden edetessa. Isataani A:n ja B:n
yhteismaara morsingonlehdissé oli 2,5—8,8 % kuivapainosta. Morsingon lehdissa oli
tutkimuksen mukaan myo6s indikaania, mutta sen osuus oli indigon esiasteista pienin,
vain noin 0,2 - 0,9 % kuivapainosta. Isataani A:n osuus oli indigon esiasteista suurin lapi
kasvukauden. Kesakuussa keratyissa naytteissa isataani A:ta oli 1—3 kertaa niin paljon
kuin isataani B:ta ja kasvukauden lopussa isataani A:n osuus kasvoi entisestaan niin,
etta sita oli 5—10 kertaa niin paljoin kuin isataani B:td. Indikaanin maaraa verrattiin tut-
kimuksessa isataani B:hen; isataani B:ta oli noin 2—3 kertaa niin paljon kuin indikaania,
eika lehtien keraysajankohta juurikaan vaikuttanut tdhan suhteeseen. (Oberthiir ym.,
2004a.)

Riippumatta siitd, mité indigon esiasteita kasvissa on tai missa suhteessa niita on, kay-
tannodssa kaikki muuttuvat indigoksi samalla tavalla. Kun lehdet hajoavat, niissa olevat
entsyymit vapautuvat ja aiheuttavat hydrolyysin, joka hajottaa indigon esiasteet, indikaa-
nin, isataani A:n ja isataani B:n indoksyyliksi ja sokereiksi. Indigoa (indigotiinia) muodos-
tuu, kun kaksi indoksyylimolekyylia yhdistyy hapetuksen johdosta (kuva 5). Reaktion te-
hokkuus, eli se, kuinka paljon indigopigmenttid saadaan, riippuu esiasteista ja entsyy-
meist4, joita reaktiossa on lasna, seka olosuhteista, joissa lehdet ovat (pH, l[Ampdtila ja

hapen maard). Tietyissa olosuhteissa indoksyylistd voi muodostua isatiinia. Isatiinin ja



indoksyylin yhdistyessa syntyy punaista indirubiinia. Indirubiinin muodostumiseen vai-
kuttavia tekijoita ei viela taysin tunneta. Siihen vaikuttaa kuitenkin ainakin pH ja lampd-
tila, silla heikko emaksisyys ja korkea lampdtila nayttaisi edistavan indirubiinin muodos-
tumista. (Cardon, 2007, s. 338—339.) Indirubiinin kaytt6a punaisena variaineena rajoit-
taa sen huono valon kesto (Stoker, Cooke & Hill, 1998). Luonnonindigossa indirubiinia
on kuitenkin aina mukana, mika antaakin sille hieman synteettisesté indigosta poikkea-

van vérin (Balfour-Paul, 2006, s. 84).
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Kuva 5: Indigon (indigotiinin) ja indirubiinin muodostuminen indikaanista. Reaktio on

sama myds Isataani A:n ja B:n tapauksessa. (Cardon, 2007, s. 338.)

3.1 Indigon erottaminen morsingon lehdista

Perinteisesti morsingon lehdet murskattiin sadonkorjuun jalkeen hienoksi lehtimassaksi
ja muotoiltiin palloiksi, jonka halkaisija oli noin 10—12 cm. Lehtipallojen annettiin sitten
kuivua neljastad kuuteen viikkoa. Indigovariaine muodostui morsinkopalloissa kuivatuk-
sen aikana. Murskatuista lehdistad vapautuvat entsyymit muuttivat indigon esiasteita in-
doksyyliksi, joka taas hapettui indigoksi. Kuivattuina palloina indigovériaine sailyi hyvin
ja oli helppo kuljettaa. Varjaysta varten morsinkopalloista valmistettiin kaymiskyyppi: pal-
lot murskattiin, niihin lisattiin vettd ja annettiin kdyda muutamien viikkojen ajan. Véariliemi
valmistettiin tastd kdyneesta lehtimassasta. (Balfour-Paul, 2005, s. 104—106; Cardon,
2007, s. 369—370; Blackburn ym, 2009.)

Perinteinen indigon eristys morsingosta ei ole kovin tehokasta, silla se on hidas mene-
telma ja se vaatii lampétilan pysymisen melko korkeana pitk&n aikaa. Lisdksi menetelmé&

on nykyvarjarin vaatimuksiin "likainen” ja tuottaa myds melko ikavia hajuhaittoja. (Stoker



ym., 1998.) Nykyaan indigo pyritdankin eristdméaan lehdista uuttamalla sen esiasteet ve-

teen ja muuttamalla ne sitten indigoksi liemen pH:ta nostamalla ja hapettamalla.

Morsingossa olevat paaasialliset indigon esiasteet isataani A ja isataani B ovat hyvin
epastabiileja yhdisteita ja ne alkavat hajoamaan sokereiksi ja indoksyyliksi valittmasti,
kun lehdet poimitaan, joten lehtid ei voi kuivattaa ja sailéa (Stoker ym. 1998). Oberthir
ym. (2004a) mittasivat indigon esiasteiden maaraa eri tavoin kuivatuista morsingonleh-
distd. Sek& huoneenlammaossa ettd 40 °C lampdétilassa kuivatuista lehdista ei I10ytynyt
lainkaan isataani A:ta tai B:td. Sen sijaan nestemaisella typella jaadytetyissé, pakaste-
kuivatuissa lehdissa isataani A:ta oli 10,7 % ja isataani B:t& 0,27 %. Kaikista kolmesta
naytteesta loytyi indikaania, kuivatuista enemman kuin pakastekuivatuista. Koska isa-
taani A on kuitenkin morsingossa paaasiallinen indigon esiaste, ei lehtien kuivattamista
voi suositella, vaan indigo tulisi eristda lehdistda mahdollisimman pian sadonkorjuun jal-
keen. Perinteinen morsinkopallojen teko ja kuivatus eroaa tassa suhteessa kuitenkin ta-
vallisesta kuivattamisesta. Kun lehdet jauhetaan ja muotoillaan palloiksi ennen kuiva-
tusta, alkavat lehdista vapautuvat entsyymit muuttaa indigon esiasteita indoksyyliksi,
joka taas hapettuu indigoksi. Jos lehdet kuivatetaan kokonaisina, naita reaktioita ei juu-
rikaan tapahdu. (Oberthier ym. 2004a.)

Stoker ym. (1998) tutkivat indigon uuttamista morsingon lehdista veteen eri lampoti-
loissa. Lehtien vahapinta rikottiin ensin kiehuvan kuumalla vedella, ja lampdtila laskettiin
sitten uuttolampétilaan (30 °C, 60 °C ja 90 °C), jossa se pidettiin koko uuton ajan. Koska
isataani B on vakaampi happamissa olosuhteissa, uutokseen liséttiin 10 % suolahappoa
(HCI) sen stabiloimikseksi. Lehtia uutetiin pimeéssa noin 17 tuntia, jonka jalkeen lampo6-
tila laskettiin nopeasti 25 asteeseen, lehdet poistettiin, uutokseen pH nostettiin ammoni-
akilla 9 ja 10 vadlille ja sita ilmastettiin pienella kompressorilla. Uuttoliuoksen lampdtilan
valinta on ongelmallista, silla lilan korkeassa lampétilassa indoksyylista voi muodostua
enemman isatiinia, joka muuttuu indoksyylin kanssa reagoidessaan indirubiiniksi (Stoker
ym. 1998, Cardon, 2007, s 338—339). Liian alhaisessa lampdtilassa taas entsyymit,
jotka pilkkovat indoksyyliglukosidia indoksyylin muodostamiseksi, pysyvat aktiivisina ja
indoksyyli muodostuu ennenaikaisesti. Tutkimuksessa alhaisempi l[ampdtila tuotti kui-
tenkin eniten indigoa, ja 30-asteisella uutoksella saatu indigon maara oli kertaluokkaa
suurempi kuin 60- ja 90-asteisella uutolla saadut maarat. Toisaalta jo 5 minuutin uutto
100-asteisessa vedessa tuotti yhtd paljon indigovariainetta, kuin 17 tunnin 30-asteinen
uutto. Oletettavasti pitk& uuttoaika korkeassa lampdtilassa tuhosi indigoa. (Stoker ym.,

1998.) Vuoreman (2008) vaitoskirjatutkimuksessa kaytettiinkin hyvin lyhytta uuttoaikaa.
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Morsingonlehtia uutettiin 80-asteisessa deionisoidussa vedessa 8 minuuttia, jonka jal-

keen lehdet poistettiin ja lampdtila laskettiin nopeasti huoneenlampoiseksi.

Siitonen (2010) tutki teknillisen kemian diplomitydssaan monipuolisesti morsingon uutto-
olosuhteiden vaikutusta indigon saantoon. Uuttoja tehtiin kokonaisilla ja pilkotuilla leh-
dilla kolmessa eri lampdtilassa (40 °C, 60 °C ja 80 °C), puhtaalla vedelld, suolavedella
(NaCl-liuos) ja happamalla liuoksella (HCI, pH n. 2). Kokonaisuuttoaika oli tutkimuksessa
120 minuuttia, ja uutoksesta otettiin naytteitd uuton aikana yhteensa 13 kertaa. Lehtien
pilkkominen ja lampdtilan nostaminen paransivat indigon saantoa. Pilkkominen kasvat-
taa nesteen ja kiintean aineen vélista rajapintaa ja aineenvaihto nayttaisi olevan suurem-
paa leikkauspinnalta, jossa ei ole lehden suojaavaa vahapintaa (Siitonen, 2010). Kas-
vien rikkoutuessa lehdista vapautuu my6s entsyymeja, jotka hajottavat indigon esiasteita
indoksyyliksi (Kokobun ym. 1998). Hapan uuttoliuos myds paransi saantoa, suolan lisda-
minen uuttoveteen puolestaan huononsi sitéd. Siitonen (2010) toteaa, ettd todenndkoi-
sesti huonompi indigon saanto suolaliuoksella johtui siitd, etta koska uuttoveteen oli jo
liuennut natriumkloridia, oli lehden ja uuttoveden vélinen konsentraatioero pienempi kuin
puhtaalla vedella tai happamalla liuoksella. Han jatkaa, etta tdssa tapauksessa uuttove-

den kovuudella voi olla samansuuntaisia vaikutuksia.

Mielenkiintoinen tulos Siitosen tutkimuksessa oli, ettéd 80 °C:een alkulampétilalla puh-
taassa vedessa ja suolavedessa uutettujen kokeiden indigon saannot alkoivat laskea 45
minuutin uuttoajan jalkeen. Happamassa liuoksessa laskua ei tapahtunut. Indigon saan-
non heikkeneminen johtuu todennakdisesti epatoivottujen sivureaktioiden kasvusta.
Happamassa liuoksessa indoksyylimolekyylit ovat stabiilimpia, jolloin sivureaktioita ta-
pahtuu vahemman. (Siitonen, 2010.) Tulos on jokseenkin yhtenevainen Stokerin ym.
(1998) kanssa, jotka myos totesivat pitkan uuttoajan korkeassa lampétilassa heikenté-
van indigon saantoa, vaikkakin Stokerin ym. tutkimuksessa uuttoajat olivat viela selvasti

pidempié ja uuttoliuokset happamia.

Siitonen (2010) tutki lisaksi, onko uutoksen sekoittamisella vaikutusta indigon saantoon.
Lehdet olivat pilkottuja. Erityisesti puhtaan veden tapauksessa lehtien sekoittaminen uu-
ton aikana paransi selvasti indigon saantoa. Happamassa liuoksessa ero oli hyvin pieni.
Huomionarvoista oli, ettd puhtaalla vedella ja sekoittamisella paastiin lahes samaan in-

digonsaantoon kuin happamallakin liuoksella.

11



3.2 Indigon pelkistdminen

Koska indigovariaine ei liukene veteen, ei silla voi varjata sellaisenaan, vaan varjaami-
sen taytyy tapahtua, kun se on vesiliukoisessa muodossaan. Kaytanndssa vaihtoehtoja
on kaksi: varjata indoksyylilla ennen kuin se on hapettunut indigoksi (indigotiiniksi) tai
pelkistamalla indigo ennen véarjaysta vesiliukoiseen muotoon. Tavallisesti indigovariaine
pelkistetdaan natriumditioniitin avulla emaksisissa olosuhteissa leukoindigoksi, joka on
vesiliukoinen. (Cardon, 2007, s. 339—340.) Hapettumis-pelkistymisreaktiot ovat kemial-
lisia reaktioita, jossa elektroneja siirtyy aineelta toiselle. Aine, joka luovuttaa elektroneja,
hapettuu ja aine, joka ottaa vastaan elektroneja, pelkistyy. Hapettumis- ja pelkistymisre-
aktiot liittyvat aina yhteen, silla kun joku aine luovuttaa elektroneja ja hapettuu, on jonkin
toisen aineen otettava vastaan luovutetut elektronit, eli pelkistyttava. Aineita, jotka itse
hapettuvat, sanotaan pelkistimiksi, koska hapettuessaan ne luovuttavat elektroneja ja
pelkistavat toisen aineen. Vastaavasti aineita, jotka itse pelkistyvat, sanotaan hapetti-
miksi. (Hannola-Teitto, Jokela, Leskela, Nasakkala, Pohjakallio & Rassi, 2006a, s. 107.)

Indigo pelkistyy ensin emaksisessé liuoksessa happamaan leukomuotoon, joka on niu-
kasti vesiliukoinen valkoinen aine, ja jota kutsutaan myds indigovalkoiseksi. Kun indigo-
valkoinen reagoi emaksen kanssa, se muuttuu emaksiseksi leukoindigoksi, joka on ve-
siliukoinen ja joka imeytyy selluloosakuituihin (kuva 6). Varjattava tekstiili upotetaan ve-
siliukoiseen leukoindigoon, jolloin se paésee tunkeutumaan tekstiilikuituun. Kun tekstiili
nostetaan pois variliemesta, ilmassa oleva happi hapettaa leukoindigon takaisin siniseksi
veteen liukenemattomaksi indigoksi ja se jaa kiinni kuituun. Teollisuudessa hapettami-
nen voidaan tehda my6s kemiallisesti vetyperoksidin avulla, jolloin hapettuminen tapah-
tuu nopeammin kuin ilmassa olevan hapen avulla. Voimakkaamman varin saamiseksi
tekstiilia voidaan upottaa variliemeen ja hapettaa useita kertoja perdkkain. (Cardon,
2007, s. 339—340; Blackburn ym., 2009.)

Variliemen pH:lla on suuri merkitys indigovariaineen imeytymisessa selluloosakuituun.
Kun hapan leukoindigo reagoi emaksen kanssa, se muuttuu ensin eméaksisen leukoindi-
gon mono-ionimuotoon. Kun emasta lisdtd&n edelleen, leukoindigo muuttuu di-ionimuo-
toon (kuva 6). (Blackburn ym., 2009; Vuorema, 2008, s. 15.) Kun varjaysliemen pH on
korkea, noin 12—13 tai korkeampi, leukoindigon ionisaatiotaso kasvaa ja samalla myos
puuvillan hydroksyyliryhméat alkavat ionisoitua. Kun seka varimolekyyli ettd puuvilla on
negatiivisesti varautunut, ne hylkivat toisiaan ja vari imeytyy huonommin puuvillakuituun
aiheuttaen heikomman varjaystuloksen. (Bozi¢ & Kokol, 2008.) Leukoindigon mono-

ionimuotoa, joka imeytyy tehokkaimmin puuvillakuituun, esiintyy eniten, kun variliemen
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pH on noin 11, joten tata voidaan pitda ideaalisena pH:na puuvillan indigovarjaykseen
(Blackburn ym., 2009).
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Kuva 6: Indigon (indigotiinin) pelkistyminen ensin happamaksi leukoindigoksi, sitten
emaksen lisayksen ansioista mono-ionimuotoon ja kun emasta lisataan edelleen, di-
ionimuotoon (Blackburn ym., 2009; Vuorema, 2008, s. 15).

Redoxpotentiaali eli hapetus-pelkistyspotentiaali on kemiallinen suure, joka kertoo ai-
neen kyvysta ottaa vastaan tai luovuttaa elektroneja ja siten toimia hapettimena tai pel-
kistimend. Hapetus-pelkistyspotentiaalin yksikkd on jannitteen yksikko, voltti. Mita pie-
nempi (enemman negatiivinen) aineen redoxpotentiaali on, sitd voimakkaampi pelkistin
aine on. Redoxpotentiaaleja vertaamalla voidaan arvioida, tapahtuuko aineiden hapettu-
mis-pelkistymisreaktio spontaanisti. Aine, jonka redoxpotentiaali on pienempi, pelkistaa
suuremman redoxpotentiaalin omaavan aineen, mikali ne paasevéat sahkokemiallisesti
kosketuksiin toistensa kanssa. (Hannola-Teitto, Jokela, Leskeld, Nasékkéala, Pohjakallio
& Rassi, 2006b, s. 16—19.) Indigon redoxpotentiaali on noin -600 mV. Jotta indigo saa-
daan pelkistettya, taytyy pelkistimena kaytetyn aineen redoxpotentiaalin olla -600 mV:n
luokkaa tai pienempi (enemman negatiivinen), jotta indigo pelkistyy. Pelkistysolosuhteilla
on suuri merkitys varjaystuloksen ja varinkesto-ominaisuuksien kannalta, silla liiallinen
pelkistimen maara voi johtaa ylipelkistymiseen ja sen myodta heikompaan varjaystulok-
seen ja varin kestoon. Ylipelkistymisessa indigon molekyylirakenne jarjestyy uudelleen
peruuttamattomasti ja variaine tuhoutuu. (Bozi¢ & Kokol, 2008; Blackburn ym, 2009;
Bechtold & Pham, 2019, s. 280; Meksi ym., 2012.)
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3.2.1 Natriumditioniitti

Yleisimmin indigon pelkistamisessa kaytetaan natriumditioniittia (Na2S20.). Natriumdi-
tioniitti on aarimmaisen tehokas pelkistin, joten sen avulla indigo voidaan pelkistaa te-
hokkaasti ja nopeasti. Natriumditioniitti hapettuu kuitenkin todella helposti ilman hapen
vaikutuksesta ja emaksisessé liuoksessa sen stabiilisuus laskee nopeasti lampdétilan
noustessa myds ilman happea. Taman vuoksi natriumditioniittia joudutaan kayttamaan
ylen maarin, jotta korvataan hapettunut natriumditioniitti. Natriumditioniitin tehokkuus voi
olla toisinaan myos ongelmallista, silla liian suuri natriumditioniitin konsentraatio varjays-
liemessa voi johtaa my0s indigon ylipelkistymiseen, ja siten varjaystuloksen heikkene-
miseen. (Bozi¢ & Kokol, 2008; Blackburn ym, 2009; Bechtold & Pham, 2019, s. 280;
Meksi ym., 2012.)

Natriumditioniitti hajoaa myrkyllisiksi sulfaateiksi (S037), sulfiiteiksi (S037) ja tiosulfaa-
teiksi (S,037). Jatevedessa voi olla myds merkittavia maaria itse natriumditioniittia, joka
myo6s on ymparistolle haitallinen. Natriumditioniitti vaikuttaa jatevesien aerobisiin proses-
seihin, joten jatevesiin on lisattava ylimaaraista hapetinta sen neutraloimiseksi. Jateve-
sien korkea sulfaatti- ja sulfiittipitoisuus tekee niista erittain syovyttavia, joten ne voivat
aiheuttaa my0os teknisia ongelmia putkistoon. Lisaksi sulfaattijagdmista voi muodostua an-
aerobisen hajoamisen tuloksena myrkyllisia vetysulfaatti-ioneja (HS™). (Bozi¢ & Kokol,
2008.)

3.2.2 Sahkokemiallinen pelkistiminen

Sahkodkemia on kemian osa-alue, joka tutkii hapettumis-pelkistymisreaktioita, joissa syn-
tyy tai kuluu sahk6a (Hannola-Teitto ym., 2006b). Sahkdkemialliset reaktiot perustuvat
varauksen siirtymiseen elektrodilta elektrolyyttiliuokseen. Negatiivisesti varautunut elekt-
rodi, eli katodi, luovuttaa elektroneja. Positiivisesti varautunut elektrodi, eli anodi, puo-
lestaan vetaa elektroneja puoleensa. Pelkistymisreaktiot tapahtuvat siis katodin pinnalla,

ja anodi taas toimii hapettajana. (Blackburn ym., 2009.)

Indigo voidaan pelkistdd sahkokemiallisesti ns. suoraan tai epésuorasti. Suorassa sah-
kokemiallisessa pelkistamisessa indigo on kiintein& hiukkasina eméksisessa liuoksessa.
Pelkistyminen tapahtuu katodin luovuttaessa elektronin suoraan kiinteélle indigolle. Pel-
kistynyt indigo on nyt vesiliukoisessa muodossa ja liukenee eméksiseen liuokseen. Epa-

suorassa sahkokemiallisessa pelkistimisessa katodin pelkistysteho siirretdan elektro-
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lyyttiliuokseen lisddmalla siihen liukeneva redoxpari, joka toimii valittajana katodin ja in-
digon valilla kuljettaen elektronit katodilta variaineelle. (Vuorema, 2008; Vuorema, John,
Keskitalo, Kulandainathan & Marken, 2008; Blackburn ym., 2009.)

Suoran sahkokemiallisen pelkistamisen ongelmana on, etta pelkistyminen tapahtuu vain
katodin pinnalla. Jotta elektronin siirtyminen katodilta indigolle tapahtuu, niiden taytyy
olla kosketuksissa, mika rajoittaa pelkistystehoa (Blackburn ym., 2009). Ep&suorassa
sahkokemiallisessa pelkistdmisessa puolestaan valittdjaaineelle on lukuisia vaatimuk-
sia, joiden tulee tayttya: silla on esimerkiksi oltava riittdvan alhainen redoxpotentiaali (n.
-700 — -600 mV), se ei saa olla herkka indigovariliemesséa oleville aineille (esim. puuvil-
lan epapuhtaudet, veden kovuus, kasviperaisen indigon tapauksessa myos indigon epa-
puhtaudet), katodin pintareaktioille tai kemiallisille reaktioille, jotka edeltavat tai seuraa-
vat katodi-elektronien siirtoa, se ei saa olla myrkyllinen eik& se saisi siirtya variaineen
mukana tekstiilikuituun. Valittajina on tutkittu mm. eri rautakomplekseja ja antrakinonijoh-
dannaisia. Rajoitteistaan huolimatta indigon sdhkokemiallinen pelkistdminen on suotuisa
menetelma, silla se vahentdd kemikaalien kayttéa varjayksessa huomattavasti. (Black-
burn, 2009; Vuorema, 2008; Vuorema ym., 2008.) Menetelm&n monimutkaisuuden ja

laitevaatimusten vuoksi se ei kuitenkaan sovi kotivarjarille tai kasityon opetukseen.

3.2.3 Biologinen pelkistaminen

Ennen nykyaikaisia pelkistysmenetelmia indigo pelkistettiin kdymisen avulla. Kuivatut
morsinkopallot murskattiin, kasteltiin ja annettiin kdyda isoissa kasoissa joitakin viikkoja.
Hoyryavaa morsinkokasaa kasteltiin ja kdannettiin saanndllisesti tasaisen kaymisen var-
mistamiseksi. Variliemi valmistettiin lisdamalla lampimaén veteen taméa kaynyt lehti-
massa ja tuhkalipeda tai kalkkia (Ca(OH),). Usein lisattiin myos leseita ja krappia eli va-
rimataraa (Rubia tinctoria). Kauppareittien avauduttua eurooppalaisiin morsinkokyyppei-
hin lisattiin usein myds Indigofera-suvun kasveista perdisin olevaa trooppista indigoa.
Vériliemi pidettiin noin 60 °C:n lampdotilassa ja muutamassa paivassa liemen vari muuttui
kirkkaan keltaiseksi ja kyyppi oli valmis varjaykseen. Morsinkokyyppi saattoi pysya sopi-
valla ainesosien lisddmisella toimintakykyisena pitkiakin aikoja, jopa kuukausia. (Balfour-
Paul, 2005, s. 119—123; Cardon, 2007, s. 369—370; Blackburn ym., 2009.)

Kaymiskyypin toiminta perustuu bakteeritoimintaan. Perinteiselld tavalla valmistetun
morsingon kaymiskyypin bakteeriflooraa tutkimalla on selvinnyt, etta paaasiassa kyy-
pissa vaikuttaa kolme termofiilisté aerobista bakteeria, Geobacillus palidus, Ureibacillus

thermosphaericus ja Bacillus thermoamylovorans. Néaiden bakteerien hengitys poistaa
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kyypista happea ja ne mahdollistavat siten fermentoivan anaerobisen bakteerin kasvun
kyypissd. Tama anaerobinen bakteeri, Clostridium isatidis, kykenee pelkistamaan indi-
gon leukomuotoon. (Blackburn ym., 2009; Padden, Dillon, John, Edmonds, Collins &
Alvarez, 1998.)

Nicholson & John (2005) tutkivat varimataran (Rubia tinctorum) vaikutusta indigon biolo-
giseen pelkistamiseen. Varimatarassa olevat antrakinonit kiihdyttivat indigon pelkisty-
mista Clostridium isatidis -bakteerin avulla. Varimataran lisddminen sai myos, Clostri-
dium papyrosolvens -bakteerin pelkistamaan jossain maarin indigoa, vaikka ilman véri-
mataraa se ei pystynyt indigoa pelkistamaan. Antrakinonit todennakoisesti muuttavat
joko indigopartikkelin tai bakteerin pinnan ominaisuuksia siten, etta elektronin vaihto bak-
teerin ja indigon valilla helpottuu. (Nicholson & John, 2005.)

Bakteeritoimintaan perustuva biologinen pelkistdminen voisi olla ympéristoystavallinen
vaihtoehto nykyisille indigon ja muiden kyyppivarien pelkistysmenetelmille, mutta siihen
liittyvid mekanismeja ei tunneta viela tarpeeksi hyvin, jotta sita voitaisiin hyddyntaéa laa-
jamittaisesti. On edelleen epaselvaa, kuinka bakteerit vuorovaikuttavat indigon kanssa,

jotta pelkistyminen tapahtuu. (Blackburn ym., 2009.)

3.2.4 Pelkistaminen sokereilla

Indigon pelkistamista eri sokereilla on tutkittu runsaasti. Erityisesti glukoosin kykya pel-
kistda indigoa on tarkasteltu useissa vertaisarvioiduissa tutkimuksissa, mutta myos
muita sokereita ja orgaanisia yhdisteité on tarkastelu. Eri tutkimuksissa on keskitytty paa-
asiassa tarkastelemaan sokerien redoxpotentiaaleja ja pelkistysolosuhteiden vaikutusta

niihin, seka varjaystuloksia eri sokereilla pelkistetyilla véarjaysliemilla varjattaessa.

Saikhao ym. (2017) pelkistivat thaimaalaista kasviperaista indigoa glukoosilla ja vertasi-
vat sitd natriumditioniittiin. Tutkimuksessa mitattiin redoxpotentiaaleja ja tehtiin varjays-
kokeet puuvillalle. Redoxpotentiaalia tarkasteltiin [ampétilan ja pelkistysajan suhteen.
Varjaystuloksia verrattiin varin voimakkuuden osalta ja lisaksi verrattiin varin vesipesun
kestoa. Natriumditioniitin redoxpotentiaali oli odotetusti enemman negatiivinen kuin glu-
koosin, mutta myds glukoosin redoxpotentiaali oli riittava indigon pelkistamiseen. Opti-
maaliseksi pelkistysajaksi osoittautui seka glukoosilla ettd natriumditioniitilla 10 minuuttia
ja lampdtilaksi 70 °C. Varjayskokeessa natriumditioniitilla saatiin jonkin verran voimak-
kaampia véreja, kuin glukoosilla. Voimakkaimmat varjaystulokset saatiin molemmilla pel-
kistimilla 10 minuutin varjaysajalla. Varin pesunkestotesteissa glukoosilla pelkistetty in-

digo osoittautui vesipesun kestoltaan hieman natriumditioniitilla pelkistettyd paremmaksi.
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Vuorema (2008) on tutkinut morsingosta eristetyn indigon pelkistamista glukoosilla ja
antrakinonien kayttdd glukoosipelkistyksen katalyyttind. Antrakinonit osoittautuivatkin
erittdin tehokkaiksi katalyyteiksi. Eméaksen (NaOH) konsentraatiota liuoksessa voitiin las-
kea selvasti jo pienen antrakinonimaaran lisdyksen myota. Myds lampdtilan nosto tehosti

indigon pelkistymista.

Glukoosin lisdksi myds muita sokereita on tutkittu indigon pelkist&djind. Saikhao ym.
(2018) vertailivat fruktoosia, glukoosia, laktoosia, maltoosia ja galaktoosia indigon pel-
kistamisessa natriumditioniittiin. Eri sokereilla ja natriumditioniitilla pelkistetyilla liemilla
varjattiin puuvillakangasta ja naista vertailtiin seka varjaystulosta etté varinkesto-ominai-
suuksia. Lisdksi tutkimuksessa tarkasteltiin kaytetyn eméksen, natriumhydroksidin
(NaOH) ja kalsiumhydroksidin (Ca(OH)2), vaikutusta varjaystulokseen. Tutkimuksessa
kaytettiin synteettista indigoa.

Natriumditioniittiin verrattuna sokerit vaativat korkeamman pelkistyslampétilan. 50 °C:n
lampotilassa sokereista paras redoxpotentiaali saavutettiin fruktoosilla (-716,3 mV) ja
heikoin galaktoosilla (-702,5 mV) ja glukoosilla (-703,9 mV). Kun lampétilaa nostettiin 70
°C:een, laskivat myds galaktoosin ja glukoosin redoxpotentiaalit selvasti alle -700 mV:iin
ja ne olivat stabiilimpia kuin 50 °C:ssa. Varjaystulokset eri sokereilla pelkistdessa, kun
emaksena kaytettiin natriumhydroksidia, olivat vaaleampia, vihreampia ja kirkkaampia,
kuin natriumditioniitilla pelkistettaessa. Sokereista voimakkaimman varin antoi fruktoosi,
mutta sekin oli kuitenkin natriumditioniittia vaaleampi. Kun eméaksena kaytettiin kalsium-
hydroksidia, oli sokereilla pelkistetyt varjaystulokset vaaleampia, vihreampia ja vahem-
man kirkkaita, kuin vastaavat sokerilla pelkistetyt liemet, joissa emaksena oli kaytetty
natriumhydroksidia. Sen sijaan natriumditioniitilla pelkistetyista variliemista kalsiumhyd-
roksidi antoi voimakkaamman varin kuin natriumhydroksidi. Taman arveltiin johtuvan
lienten erilaisista pH-arvoista. Emasta laitettiin jokaiseen liemeen saman verran, mutta
koska natriumditioniitti aiheuttaa liemissé pH:n laskua, oli naiden liemien pH todennakoi-
sesti lahempana 11,5, minka kirjallisuuden perusteella tiedetddn olevan optimaalinen in-
digon selluloosakuituun imeytymiseen. Sokerit eivat laske pH:ta yht& voimakkaasti, joten
liemien pH oli todennakoéisesti korkeampi, ja leukoindigo oli siten muodossa, joka ei kiin-

nity selluloosakuituun yhta hyvin. (Saikhao ym., 2018)

Varin vesipesunkesto oli Saikhaon ym. (2018) tutkimuksessa natriumditioniitilla erin-
omainen riippumatta siitéq, mitd emasta oli kaytetty. Sokereilla pelkistettdessa natrium-

hydroksidi antoi paremman vesipesunkeston kuin kalsiumhydroksidi, mutta molemmilla
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emaksilla sokereilla pelkistetyt liemet antoivat hieman heikomman vesipesunkeston kuin
natriumditioniitti. Hankauksen kesto seka kuivana ettd markana oli sokereilla pelkistetta-
essa parempi kuin natriumditioniitilla. Emaksella ei ollut vaikutusta sokerilla pelkistettyjen
hankauksenkestoihin, natriumditioniitilla pelkistetyista naytteistd hankauksen kesto mar-

k&na oli hieman parempi kalsiumhydroksidilla.

Meksi ym. (2012) tutkivat glukoosin, asetolin ja asetoiinin pelkistyskykya verrattuna nat-
riumditioniittiin. Naiden a-hydroksikarbonyylien ja natriumditioniitin redoxpotentiaalit mi-
tattiin ilman indigoa ja indigon kanssa kahdessa eri lampdétilassa (50 °C ja 75 °C) ja eri
pitoisuuksilla. Varjayskokeissa tarkasteltiin varin voimakkuutta. Varjattava materiaali oli
puuvillaa ja kaytetty indigo synteettista.

a-hydroksikarbonyylit eivat olleet yhta voimakkaita pelkistimia kuin natriumditioniitti,
mutta erityisesti korkeammassa lampdtilassa niiden redoxpotentiaali oli kuitenkin riittéva
pelkistam&an indigoa. Varjayskokeissa natriumditioniitilla saatiin voimakkain varjaystu-
los 50 °C:n lampétilassa. Kuitenkin kun lampdétila nostettiin 75 asteeseen, kaikki kolme
a-hydroksylikarbonyylia antoivat voimakkaamman varjaystuloksen kuin natriumditioniitti.
(Meksi ym., 2012.)

Erityisesti pienimuotoiseen kotivarjdykseen kaytettavissa resepteissa indigoa pelkiste-
taan usein myos esimerkiksi ylikypsilla hedelmilla tms. tuotteilla, jotka sisaltavéat eri so-
kereita. Shin ym. (2014) tutkivat elintarviketeollisuuden jatteend syntyvan korealaisen
karhunvatukan ’bokbunjan’ (Rubus coreanus) maskin kayttoa indigon pelkistimend. Bok-
bunja-marjat sisaltavat pelkistimena toimivia sokereita, kuten mm. glukoosia, fruktoosia
ja sakkaroosia. Lisdksi marjat sisaltavat runsaasti antioksidantteja, jotka voivat auttaa

pelkistysprosessiin stabiloinnissa (Shin ym., 2014).

Bokbunjan maskilla pelkistettiin synteettisté indigoa ja sen redoxpotentiaali mitattiin.
Saadulla variliemella varjattiin ramikangasta ja varjaystuloksista tarkasteltiin vérin voi-
makkuutta. Redoxpotentiaali laski bokbunjamaskilla noin -550 mV — -600 mV, mika oli
riittdva indigon pelkistamiseen. Variliemen redoxpotentiaali pysyi stabiilina liemen mas-
kin maarasta riippuen 1—13 vuorokautta. Voimakkaimmat varjaystulokset saatiin 1—2
vuorokauden pelkistysajalla. (Shin ym., 2014.) Bokbunjan maskilla on siis potentiaalia
ekologisena indigon pelkistimend, mutta pelkistysprosessi kestda selvasti kemiallista
pelkistystad pidempaan. Tutkimuksessa ei mydsk&aan verrattu varjaystuloksia natriumdi-

tioniitilla saataviin varjaystuloksiin.
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4 Vari

Ihminen, jolla on normaali nakoaisti, pystyy erottamaan toisistaan satoja tuhansia tai jopa
miljoonia eri varisavyja (Rihlama, 1992, s. 13; Arnkil, 2007, s. 152). Véariaistimus syntyy,
kun nakyvan valon aallonpituusalueella oleva (380—780 nm) s&hkbmagneettinen sateily
heijastuu tarkasteltavasta kohteesta ihmisen silm&&n, impulssi etenee né&koher-
mosaikeita pitkin aivoihin ja aivot tekevat tulkinnan kohteesta ja sen varista. Aivoilla on
variaistimuksen synnyssa erittdin merkittava rooli. (Rihlama, 1992, s. 12.) Lisaksi siihen
vaikuttaa myds muun muassa valaistus ja katsomiskulma. Variaistimus onkin hyvin sub-
jektiivinen kokemus. Objektiiviseen varin maarittelyyn on kehitetty kuitenkin varijarjestel-
mia ja varin mittaamiseen mittalaitteita, joilla kukin varisavy voidaan maaritella yksiselit-

teisesti.

4.1 CIELAB variavaruus

Kansainvalinen valaistuskomissio CIE (Comission Internationale de I'Eclairage) otti
1920-luvulla tavoitteekseen luoda jarjestelman, jolla voitaisiin tarkasti ja yksiselitteisesti
maaritella kaikki ihmisen havainnoimat varit. Vuonna 1931 valmistui CIE xyz -jarjes-
telma, josta on tullut yksi yleisimmin kaytettavista varistandardeista. Se tunnetaan myos
nimella CIE 1931. (Arnkil, 2007, s. 165.) CIE xyz -jarjestelméssa varit ilimaistaan kahden
koordinaatin ja valon heijastusprosentin avulla. Koordinaatit viittaavat varidiagrammiin,
jossa puhtaat varit sijaitsevat venytetyn hevosenkengdn muotoisella kaarella (kuva 7).
Kaaren rajaaman alueen keskella on ns. valkopiste, jota kohti siirtyessa varien arsyke-
puhtaus vahenee. Harmaa-asteikko sijoittuu kohtisuoraan kuvaustasoa vasten. (Rih-
lama, 1992, s. 32.)
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06 |=
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Kuva 7: CIE xyz-diagrammin xy-taso. Tata tasoa vasten kohtisuoraan z-akselille sijoittuu
harmaa-asteikko. Kuvan lahde: Chigogora, Fleming & Sharma 2019.
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CIE xyz-jarjestelman ongelmana on, etta se ei ole symmetrinen, joten silla ei esimerkiksi
voi havainnollistaa visuaalisia varieroja geometrisina etaisyyksina. Jarjestelmaan onkin
julkaistu sittemmin useampia uudistuksia, joista ehk& tunnetuin on vuonna 1976 julkaistu
CIE L*a*b* (lyhenne CIELAB). CIELAB on taysin symmetrinen, tasajakoinen variavaruus
(kuva 8). Kahden varin valinen geometrinen etaisyys variavaruudessa vastaa niiden vi-
suaalista etaisyytta. (Arnkil, 2007, s. 168.)

White (+L*%) (Yellow)
2 +b
/

‘1‘ Yellow
+b*

( Red 60 60 +a"
Greep ! +a* (Green) (Red)

-60
Black (Blue)

Kuva 8: CIELAB-vériavaruus (vas.) ja sen poikkileikkaus (oik.). Poikkileikkauksen kes-
kella nakyy neutraali harmaa keskipiste ja kromaattisuus kasvaa kohti pallon pintaa. Ku-
vien lahde: https://sensing.konicaminolta.asia/what-is-cie-1976-lab-color-space/

CIELAB-vériavaruus rakentuu opponenttivarien varaan siten, etté sen a-akselilla on vas-
takkain vihred ja punainen, ja b-akselilla sininen ja keltainen. a-akselilla positiiviset arvot
ovat punaisia ja negatiiviset vihreita ja b-akselilla positiiviset arvot ovat keltaisia ja nega-
tiiviset sinisia. L-akseli eli harmaa-akseli on a- ja b-akselia vasten kohtisuorassa ja se voi
saada arvoja valilla 0...100. L:n arvo 100 on puhdas valkoinen ja 0 on puhdas neutraali
musta. Varien kyllaisyys eli kromaattisuus kasvaa pallon muotoisessa variavaruudessa

ulospéin mentdessa ja avaruuden keskella on neutraali harmaa. (Arnkil, 2007, s. 169.)

4.2 Spektrofotometrinen varin mittaaminen

Spektofotometri on laite, jonka toiminta perustuu varipinnasta heijastuvan sahkémag-
neettisen sateilyn aallonpituuden mittaamiseen. Spektrofotometrissa on sisainen kalib-
roitu valonlahde ja se mittaa kohteen pinnasta heijastuvan valon muutaman nanometrin
aallonpituusjaksoissa. Kun ndma mittaustulokset yhdistetaan, saadaan kohteen spektri-
jakauma. (Arnkil, 2007, s. 156—157.) Mittalaite muuttaa spektrijakauman vastaamaan

jonkin variavaruuden tristimulusarvoja, esimerkiksi CIELAB-véariavaruuden L*-, a*- ja b*-
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arvoja. Mittauksessa voidaan kayttaa erilaisia valonlahteita ja tarkastelukulmia ja mit-
tauksessa voidaan huomioida pinnan kiillon aiheuttama sironta tai jattaa kiilto huomioi-
matta (Butts, 2015). Tekstiilien varinkesto-ominaisuuksien standardeissa (mm. SFS-EN-
ISO 105-A04, SFS-EN-ISO 105-A05) suositellaan kaytettavaksi valonlahteena paivan-
valoa vastaavaa standardivalonlahdetta D65 (varilampétila 6504 K) ja tarkastelukulmana
10°.

5 Tutkimustehtava ja tutkimuskysymykset

Tassa tutkimuksessa tarkastellaan kyyppivarjaysta morsingolla (Isatis tinctoria) ja mor-
sinkolajikkeen, indigovarin uuttomenetelmén seka indigon pelkistysmenetelméan vaiku-
tusta varjaystulokseen ja varinkesto-ominaisuuksiin. Tavoitteena on l6ytaa tavallista nat-
riumditioniitilla tehtavaa pelkistysta ymparistdystavallisempi toimiva menetelma, jota voi-
daan kayttdd muun muassa kasitydonopetuksessa peruskoulussa tai vapaassa sivistys-

tydssa seka kotivarjayksessa.

Tutkimus pyrkii vastaamaan seuraaviin tutkimuskysymyksiin:
1. Miten eri morsinkolajikkeet vaikuttavat varjaystulokseen ja véarinkesto-ominai-
suuksiin puuvillaa varjatessa?
2. Milla tavalla morsingonlehtien uuttoaika ja kokonaisten tai silputtujen lehtien uut-
taminen vaikuttavat puuvillan varjaystulokseen?
3. Miten glukoosin ja fruktoosin kayttd pelkistimena vaikuttaa varjaystulokseen ja

varinkesto-ominaisuuksiin natriumditioniittiin verrattuna puuvillaa varjatessa?

6 Kokeellinen tutkimus kasityotieteessa

Kokeellisessa tutkimuksessa mitataan jonkin yhden késiteltavan muuttujan vaikutusta
toiseen muuttujaan. Tietystd populaatiosta valittua naytetta analysoidaan erilaisten koe-
jarjestelyjen valossa harkitusti ja systemaattisesti olosuhteita muutellen. Koejarjestely
suunnitellaan tarkasti, jotta saadaan aikaan muutos yhdessa tai useammassa muuttu-
jassa samalla kun kontrolloidaan muita muuttujia. Muutokset mitataan numeerisesti.

(Hirsjarvi, Remes & Sajavaara, 1997, s. 130.)

Kokeellisessa tutkimuksessa on l&ahtbkohtaisesti olemassa jokin teoria tai hypoteesi, joka
halutaan empiirisen aineiston avulla osoittaa todeksi. Koesuunnitelmaa tehdessa on
maariteltdva kaikki sellaiset muuttujat, joilla on yhteys koeasetelmaan, ja suunnitella nii-

den kontrollointi. (Anttila, 2005, s. 272). Kokeessa tietyt muuttujat, ns. taustamuuttujat,
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pidetddn vakiona, ja tutkittavaa muuttujaa, jota kutsutaan myds riippumattomaksi muut-
tujaksi, varioidaan. Nain saadaan tietoa muuttujien vaikutuksesta toisiinsa ja tutkittavaan
iimiéon. Taustamuuttujan ja riippumattoman muuttujan liséksi kokeellisessa tutkimuk-
sessa voi olla kontrollimuuttuja, johon tutkittavaa riippumatonta muuttujaa verrataan.
Kontrollimuuttuja on ns. nollandyte, jossa riippumattoman muuttujan tutkittavaa ominai-
suutta ei ole. (Raisanen, 2014, s. 108; Metsdmuuronen, 2005, s. 1133.)

Kokeellisessa tutkimuksessa pyritdan aina tulosten toistettavuuteen. Tutkimuksessa
kaytetdan sellaisia tieteellisia instrumentteja, jotka ovat kaikkien tutkijoiden kaytetta-
vissa. Kokeet suoritetaan ja raportoidaan niin tarkkaan, etté toisten tutkijoiden on mah-
dollista suorittaa koe uudelleen samalla tavalla ja verifioida tai osoittaa vaaraksi kokeen
tulokset. (Anttila, 2005, s. 270-275.) Tekstiilien tutkimuksessa kokeet suoritetaan usein
tiettyjen standardien mukaisesti, jolloin kaikki saman standardin mukaan tehdyt kokeet
ovat keskenaan vertailukelpoisia. Sisdinen ja ulkoinen validiteetti on kokeellisessa tutki-
muksessa valttamattomyys. Siséisella validiteetilla tarkoitetaan kokeellisessa tutkimuk-
sessa sita, johtuvatko koetuloksissa havaitut erot juuri kasiteltavana olleen muuttujan
manipuloinnista. Ulkoinen validiteetti taas liittyy tulosten edustavuuteen ja siihen, voi-

daanko niita yleistaa tdman nimenomaisen kokeen ulkopuolelle. (Anttila, 2005, s. 273.)

Kokeellisin menetelmin saatua tietoa on pidetty ja pidetdén usein yha luotettavimpana ja
arvostetuimpana tietona, kun tarkoituksena on tarkastella syy-seuraussuhteita ja tehda
aukottomia paatelmia tutkimustuloksista. Aukottominkaan tutkimusasetelma ei kuiten-
kaan pysty vastaamaan kaikkiin haasteisiin. Kokeessa voidaan joutua tinkimaan ilmién
monimuotoisuuden ja erityispiirteiden huomioimisesta, ja yksinkertaistaa koetilannetta
niin, etta tarkastelu rajoitetaan vain tiettyihin, kiinnostuksen kohteena oleviin muuttuijiin,

verrattuna todelliseen tilanteeseen. (Metsamuuronen, 2005, s. 1128-1129).

Aina kaikkia taustamuuttujia ei ole mahdollista tai tutkimusintressin kannalta tarpeellista
kontrolloida. Talldin puhutaan kvasikokeellisesta tutkimuksesta. Kvasikokeellisessa tut-
kimuksessa tutkija pyrkii niin Iahelle kokeellista tarkkuutta, kuin mahdollista, mutta paa-
huomio kiinnitetdan siséiseen ja ulkoiseen validiteettiin, eli siihen miten hyvin tutkimus
on suoritettu olosuhteista huolimatta. Kokeen poikkeavuudet ja rajoitukset on otettava
huolellisesti huomioon ja kokeen kulku raportoida tarkasti, silla myds kvasikokeellisen

tutkimuksen tavoitteena on kokeen toistettavuus. (Anttila, 2005, s. 274-275.)
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Tassa tutkimuksessa on kaytetty kvasikokeellista tutkimusmenetelmaa, silla kaikkia tu-
loksiin mahdollisesti vaikuttavia tekijoita ei ole pystytty vakioimaan. Esimerkiksi varjays-
kasvien lehtien kokojakaumaa ei pystytty vakioimaan, vaikka tiedetaan, etta indigon esi-
asteiden méaéara on eri ikaisissa ja kokoisissa morsingon lehdissa erilainen. Tehdyt komp-
romissit on kuitenkin pyritty raportoimaan mahdollisimman tarkasti ja huomiomaan tulos-

ten tarkastelussa.

6.1 Koeasetelma

Tutkimuksessa tarkastellaan kolmea eri morsinkolajiketta, lajike A, B ja C. Niista tehtiin
varin erotukset kolmella eri uuttomenetelmalld, lukuun ottamatta lajiketta C, josta vérin
erotus tehtiin lehtien vahaisemman maaran vuoksi vain yhdelld menetelmalla. Eristetty
indigo pelkistettiin fruktoosilla ja glukoosilla sekd natriumditioniitilla. Saaduilla liemilla
varjattiin puuvillakangasta. Varjayskokeista tarkasteltiin paitsi varjaystulosta, myds véarin
vesipesun kestoa seka hankauksen kestoa morsinkolajikkeen, uuttomenetelméan ja pel-

kistimisen suhteen (kuva 9).

| Lajike A | | Lajike B | | Laiikec
Vérin Uutto 1: kokonaiset lehdet, Uutto 2: kokonaiset lehdet, 30 Uutto 3: pilkotutlehdet, 30
eristye 10 min uuttoaika, hapetus 30 min uuttoaika, hapetus 30 min min uuttoaika, hapetus 30
lehdistd
Pelkistis 0-ndyte: Na,S,0, 4 g/I, Na,S,0, 10 g/I, Fruktoosi 10 g/I, Glukoosi 10 g/I,
Y NaOH 4 g/I, 50 °C NaOH 12 g/I, 70 °C NaOH 12 g/I, 70 °C NaOH 12 g/I, 70 °C
Véirjéys | Varjays (Linitest): 50 °C, 10 min
____________________________________________________________ - A ]
v P S
| Varjaystulos (CIELAB) | SFS-EN-ISO 105-C06: Varien SFS-EN-ISO 105-X12: Colour
pesunkesto koti- ja fastness to rubbing
Tulosten
y ’ pesulapesussa
mittaaminen /
ja tulkinta //\
SFS-EN-ISO 105-A05: Instrumental SFS-ISO 105-A04: Testikankaiden
assessment of change in colour for tahriutumisen maarittdminen
determination of grey scale rating varinmittauslaitteella

Kuva 9: Koeasetelma.

6.2 Aineisto ja tutkimusmenetelmat

Morsingon (Isatis tinctoria) lehtia saatiin tutkimusta varten Luonnonvarakeskuksen Joki-
oisten koeviljelmilta (Tietotie 4, 31600 Jokioinen). Kasvit keréttiin 26.10.2018. Keraysta

edeltavana yona lampdtila oli limatieteen laitoksen Jokioisten saahavaintoaseman mu-
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kaan kaynyt alimmillaan -3,2 “C:ssa ja lievempié yopakkasia oli esiintynyt myds jo aiem-
min syys — lokakuun vaihteessa (kuva 10), mutta lehdet olivat edelleen silmamaaraisesti
arvioituna hyvakuntoisia. Terminen kasvukausi alkoi, eli vuorokauden keskilampétila
nousi pysyvasti +5 asteen ylapuolelle 14.4.2018 ja loppui muutama paiva ennen kasvien
keraysta, 22.10.2018. Tehoisan lampétilan summa kasvukauden 2018 aikana Jokioisilla
oli 1730 °Cvrk ja kasvukauden sadesumma 262,8 mm. Tehoisa lampdétilan summa las-
ketaan summaamalla vuorokauden keskilampétilojen +5 °C:een ylittdva osa kasvukau-
den ajalta, ja sita kaytetdan yleisesti kuvaamaan kasvukauden lampdéolosuhteita. Tehoi-
san lampdtilan summa oli kasvukaudella 2018 Jokioisilla mittaushistorian korkein (alk.
1961). Sadesumma oli noin 70 % tavanomaisesta. (https://iimatieteenlaitos.fi/terminen-
kasvukausi.)

Jokioinen observatorio

40 35

30

20 /\[/\//\\/\\/w/\/\/\/\/\J\/V/\/\
WW’A\/\,/W

H ‘ “ I |

50 bl La C kb .I_.||.,|I Y A TN

10
1.4.2018 1.5.2018 1.6.2018 1.7.2018 1.8.2018 1.9.2018  1.10.2018

0

Lampotila °C

=N
v O
Sademaara mm

N Sademaara (mm)

Ylin lampétila (°C) — Alin lampétila (°C)

Kuva 10: Vuorokauden ylin ja alin lampétila seka vuorokauden sademaara limatieteen
laitoksen Jokioisten observatorion sdéhavaintoasemalla 1.4. — 26.10.2018. Sdahavain-
toaineisto: https://iimatieteenlaitos.fi/havaintojen-lataus

Morsinkoa oli saatavilla kolmea eri lajiketta, jotka ovat perédisin Maa- ja elintarviketalou-
den tutkimuskeskuksen MTT:n (nyk. Luonnonvarakeskus) vuoden 2002 viljelykokeista.
Lajike A on korjuuaikakokeesta, lajike B rivivali- ja siemenmaéarakokeesta ja lajike C on
lajikokeen koejasen 6.
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Kuva 11: Lajikkeen A (vas.) ja lajikkeen B (oik.) lehti& ennen huuhtelua.

Lajiketta A saatiin kerattya runsaasti. Lehtien kokojakauma oli n. 5-38 cm. Keskikokoisia
jaisoja lehtia oli runsaasti, ja kokojakauman pienimpia lehtia vahemman. Osa isommista
lehdista oli jo hieman lakastuneen nakadisia, silla niissa oli ruskeita pisteitd ja joidenkin
lehtien reunat kellersivat hieman (kuva 11). Lajiketta B saatiin myds melko runsaasti.
Lehdet olivat hieman pienempié ja tuoreemman nékoisia, kuin lajikkeessa A. Lehtien
kokojakauma vaihteli noin 7 ja 23 cm:n valilla (kuva 11). Lajiketta C saatiin vahiten, yh-
teensé 1,2 kg. Lehtien kokojakauma vaihteli noin 5 cm:sté 20 cm:iin. Tassa lajikkeessa
oli muita enemman kokojakauman pienempié lehtia. Kerattyja lehtia sailytettiin yon yli

muovipusseissa viiledssa tilassa ja vari erotettiin niista 27.10.2018.

6.2.1 Indigon eristys morsingosta

Indigon eristys morsingon lehdista tehtiin 27.10.2018 Helsingin yliopiston Kasvatustie-
teellisen tiedekunnan varjadmossa (Siltavuorenpenger 10). Lehtimateriaalista poistettiin
isommat roskat ja lehdet huuhdeltiin viileélla vedella (kuva 12). Vérin eristyksessa kay-

tettiin kolmea hieman toisistaan poikkeavaa uuttomenetelmaa:

1. Kokonaisia lehtid uutettiin 80 °C:ssa vedessa 10 minuuttia (kuva 14). Vetta kay-
tettiin 2,5-kertainen maara lehtien massaan nahden. Lehdet siivil6itiin pois ja
liemi jAdhdytettiin viiledssa (n. 15 °C) vesihauteessa 25 asteeseen. Liemeen li-
sattiin kalsiumhydroksidiliuosta, kunnes sen pH oli 9,5. Lienta hapetettiin pump-
paamalla siihen ilmaa akvaariokayttoon tarkoitetulla Sera Precision Air 275 R
Plus -pumpulla puolen tunnin ajan (kuva 15).
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2. Kokonaisia lehtia uutettiin 80 °C:ssa vedessa 30 minuuttia. Vetta kaytettiin 2,5-
kertainen méaara lehtien massaan nahden. Lehdet siivilditiin pois ja liemi jadhdy-
tettiin viileassa (n. 15 °C) vesihauteessa 25-asteiseksi. Liemeen liséttiin kalsium-
hydroksidiliuosta ja lisaksi kiinteaa kalsiumhydroksidia, kunnes pH oli 9,5. Kiin-
teda kalsiumhydroksidia lisattiin siksi, etta pelkalla liuoksella pH:ta ei saatu nou-

semaan riittdvan korkeaksi. Hapetus tehtiin samoin kuin menetelmassa 1.

3. Lehdet pilkottiin veitsella pieneksi hakkeeksi (kuva 13) ja uutettiin 80 ‘C:ssa ve-

desséa 30 minuuttia. Muutoin toimittiin, kuten menetelmassa 2.

Hapettamisen jalkeen liemiin lisattiin sataprosenttista etikkahappoa, kunnes niiden pH
oli 5. Liemia sailytettiin suljetuissa pulloissa jadkaapissa varjaykseen asti.

Menetelmalla 1 uutettiin kaikkia kolmea morsinkolajiketta. Lehtid kaytettiin 1,2 kg ja vetta
3 litraa. Menetelmalla 2 ja 3 uutettiin vain lajikkeita A ja B, kumpaakin 1,2 kg per mene-
telma. Lajiketta C saatiin yhteensa vain 1,2 kg, joten sita riitti ainoastaan yhteen uuttoon.
Menetelma 1 oli yhtenevainen Luonnonvarakeskuksessa aiemmin tehtyihin varinerotus-
kokeisiin (Keskitalo, 26.10.2018).

I——-

Kuva 12: Morsingonlehdistd huuhdeltin maa-aines ja muut epapuhtaudet viiledlla ve-
della.
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Kuva 14: Morsingonlehtid uutettiin ampérissa, ja lehtia paineltiin alaspdin toisella @mpa-
rill&, jotta kaikki lehdet pysyivéat upoksissa veden alla. Kuvat: Riikka Raisé&nen.

Kuva 15: Indigon esiasteet hapetettiin indigoksi puhaltamalla liemeen ilmaa pienella il-
mapumpulla. Pelkistynyt indigo nakyy sinisind hippuina vaahdon pinnalla.
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6.2.2 Indigon pelkistys ja ndytteiden varjaaminen

Indigon pelkistaminen ja naytteiden varjaaminen suoritettiin 22.3.2019 ja 28.3.2019 Hel-
singin yliopiston Kasvatustieteellisen tiedekunnan véarjgamaossa (Siltavuorenpenger 10).
Varjays suoritettiin Original Hanau Linitest-laitteella. Linitest on laboratoriovarjaykseen
ja pesunkeston testaukseen kaytettava laite, jolla voidaan samanaikaisesti varjata tai
pesta 8 erillistd naytettd 400 ml:n vetoisissa naytepurkeissa. Laite pyorittdd naytteita ve-
sihauteessa, jonka lampétila voidaan saataa haluttuun lukemaan. Pelkistamisessa kay-
tettéavien kemikaalien ja sokerien maara seka pelkistys- ja varjayslampdatila ja -aika paa-

tettiin aiemman tutkimuksen perusteella (taulukko 1).

Koska sdilytyksessa veteen liukenematon indigo painuu liemen pohjalle, kaadettiin koko
liemi ensin isoon astiaan, sekoitettiin hyvin ja mitattiin sitten nayteliemet. Talla tavoin
pyrittiin saamaan mahdollisimman tasalaatuiset varjaysliemet. Jokaista lienta mitattiin
400 ml Linitest- laitteen varjayspurkkiin ja liemien lampdtilat nostettiin vesihauteessa 70
°C:een. Indigoliemeen lisattiin 48 g 10-prosenttista hatriumhydroksidiliosta (12 g/l NaOH)
ja 4 g (10 g/l) natriumditioniittia, fruktoosia tai glukoosia.

Taulukko 1: Indigon pelkistdmisolosuhteet seké varjaysolosuhteet eri tutkimuksissa.

Pelkistdminen Varjaaminen
lam- lam-
maara | potila | aika pétila | aika
tutkimus | pelkistdja g/l °C |min| emids |madrdg/l| pH | (°C) min
Saikhao ditioniitti 10
ym. (2017) | glukoosi 20 | 79 | 10| NaoH 12 10
ditioniitti (1 min
. 11,8 vari, 2
Meksi ym. glukoosi 21,6 75 10 | NaOH 12 - 25 | min ha-
asetol 3 12,0 petus)
asetoiini 2 X6
D-glukoosi
D-fruktoosi 12 (NaOH)
i D-galaktoosi @
\S/?rlml.d(‘;ng) Ialioosi 10 70 10 2:(%:;1‘ & 15 30 0,5
n (Ca(OH)2)
maltoosi
ditioniitti
bokbunja
Shinym. |sludge 80 Ca(OH); 33,3 60 20

Liemen annettiin pelkistya vesihauteessa 70 °C:een lampdtilassa 10 minuuttia (kuva 16).
Liséksi jokaisesta liemesta tehtiin vertailunayte, jossa kaytettiin tavallisesti teollisessa
indigovarjayksessa kaytettavid kemikaalimaaria: 4 g/l natriumhydroksidia ja 4 g/l nat-

riumditioniittia, kun oletuksena oli, ettéd indigoa olisi noin 2 g/l. Natriumditoniitin maara
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teollisessa varjaamisessa on yleensa noin kaksinkertainen indigon maaraan néhden,
jotta saavutetaan mahdollisimman hyva pelkistyminen. Pelkistyslampdétila tassa vertailu-
naytteessa oli 50 °C ja pelkistysaika 10 minuuttia. (Xin, Chong & Tu, 2000; Meksi ym.,
2012.) Kustakin liemesta pelkistettiin siis yhteensa nelja naytetta (taulukko 2). Liemien

pH mitattiin pelkistysajan lopuksi, ennen varjattavan naytteen lisaamista purkkiin (liite 1).

Taulukko 2: Tassé tutkimuksessa indigon pelkistamiseen kaytetyt kemikaalien ja soke-
rien maarét ja pelkistysolosuhteet.

Maara | NaOH | Pelkistyslam- | Pelkistys- |Varjayslam- |Varjays- Hapetus-
Pelkistaja | (g/1) (g/1) potila (°C) aika (min) | potila (°C) aika (min) [aika (min)
Na2S204 4 4 50 10 50 10 10
Na,S204 10 12 70 10 50 10 10
Fruktoosi 10 12 70 10 50 10 10
Glukoosi 10 12 70 10 50 10 10

Kuva 16: Vasemmalla vesihauteessa 70 °C:ssa olevat variliemet pelkistysajan alussa.
Liemien pinnalla on sinista indigovaahtoa, mutta liemen vari on jo alkanut muuttua kel-
taisen tai oranssin savyiseksi. Oikealla variliemet pelkistyksen lopussa. Varjattavat kan-
gasnhaytteet on jo lisatty purkkeihin. Purkeissa takarivissa on vasemmalla Na,S:0::lla ja
oikealla fruktoosilla pelkistetty liemi, edessé keskella on glukoosilla pelkistetty liemi.

Indigovarjayksessa yleisesti kaytetty liemisuhde on 1:50, joten varjaykseen valmisteltiin
8 g:n painoiset naytepalat valkoisesta puuvillaharsokankaasta (Eurokangas, Harsokan-
gas A100, 100 % puuvilla, 110 g/m?). Kangaspalat kasteltiin perusteellisesti ennen var-
jaysta liottamalla niitd huoneenlampdisessa vedessa tunnin ajan ennen varjaysta. Koska

indigovarjayksessa varjaysaika on melko lyhyt, lammitettiin Linitest-laitteen vesihaude
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valmiiksi 50 °C:een ennen varjaysta, sen sijaan etta hauteen lampdétilaa olisi nostettu

vahitellen varjaysajan kuluessa.

Naytteita varjattiin 50 asteen lampdétilassa 10 minuuttia. Varjaysajan paatyttya naytteet
poistettiin naytepurkeista, ylimaardinen variliemi puristettiin niista pois ja ne asetettiin
pyykkitelineeseen huoneenlampd6n hapettumaan 10 minuutiksi. Taman jalkeen naytteet
huuhdeltiin kddenlampdisella vedella ja kuivatettiin kuivauskaapissa 60 °C:ssa 60 mi-

nuuttia.

6.2.3 Varjadystulosten mittaaminen

Naytteiden varit mitattin Konica Minolta CM-2600d -spektrofotometrilla. Mittauksissa
kaytettiin D65 valonlahdetta ja 10° tarkastelukulmaa. Mittaukseen tarvitaan aina varjatyn
naytteen lisdksi ns. vertailundyte, johon mittausta verrataan. Vertailunaytteena kaytettiin

esipestya varjaamatonta testikangasta.

Koska testikangas oli melko ohutta ja lapikuultavaa, taiteltiin naytepalat mittauksia varten
nelinkerroin ja aseteltiin valkoisen paperin paalle. Naytteet olivat varjaytyneet hyvin ta-
saisesti, joten kustakin naytteesta otettiin vain yksi varimittaus. Liséksi tehtiin vastaavat
mittaukset, jossa vertailunaytteind kaytettiin kunkin morsinkolajikkeen ja uuton standar-
dimenetelmalla pelkistettya ja varjattyd nollanaytetté (4 g/l NaOH, 4 g/l Na»S,0., pelkis-
tys 50 asteessa 10 minuuttia, varjays 50 asteessa 10 minuuttia). Mittaustuloksena saatiin
seka vertailundytteen etta tutkittavan naytteen L*-, a*- ja b*-arvot, eli naytteen valkoi-
suus, vihred — punainen -akselin arvo ja sininen — keltainen -akselin arvo, tutkittavan
naytteen ja vertailunaytteen L*-, a*- ja b*-arvojen erot, AL*, Aa* ja Ab*, sekd kokonais-

varimuutos AE*.

6.2.4 Vdrin vesipesun kesto

Varin vesipesun keston testit suoritettiin standardin SFS-EN-ISO 105-C06 mukaisesti.
Testit suoritettiin Original Hanau Linitest-laitteella, jonka vesihaude |Ammitettiin ennen
pesutestin suoristusta valmiiksi 40 °C:een. Naytteen tahrivuutta testattiin SDL Atlaksen
monikuitukankaalla (kuva 17), jossa on samassa kankaassa raitoina seuraavat kuidut:

diasetaatti, valkaistu puuvilla, polyamidi, polyesteri, polyakryyli ja villa.
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Kuva 17: SDL Atlas Textile Testing Solutionsin monikuitukankaan kuitutiedot.

Testattavasta kankaasta ja monikuitukankaasta leikattiin molemmista 100 +/-2 mm x 40
+/-2 mm palat ja ne aseteltiin paallekkain niin, etta testattava kangas oli monikuitukan-
kaan oikeaa puolta vasten ja peitti sen taysin. Kankaat ommeltiin yhteen toiselta lyhyelta
sivultaan (kuva 18).

Kuva 18: Pesunkeston testia varten valmisteltu naytepala. Alimmaisena on monikuitu-

kangas ja sen paalla tutkittava nayte. Kankaat on ommeltu yhteen toiselta lyhyelta sivul-
taa.

Standardin SFS-EN-ISO 105-C06 mukaista pesujauhetta (AATCC 1993 Standard Refe-
rence Detergent WOB) sekoitettiin 4 g/l 40-asteiseen veteen. Linitest-laitteen naytepurk-

31



keihin lisattiin 150 ml 40-asteista pesuaineliuosta, tutkittavat naytteet seka 10 kpl te-
raskuulia, joiden halkaisija oli 6 mm. Naytepurkit asetettiin Linitest-laitteeseen ja annettiin

laitteen kayda 40 °C lampdétilassa 30 minuuttia.

Linitest-laitteen pysahdyttya naytteet huuhdeltiin 1 minuutin ajan kaksi kertaa erillisessa
vesiastiassa, jossa oli 100 ml 40-asteista vetta. Huuhtelun jalkeen ylimaarainen vesi pu-
ristettiin naytteista ja ne kuivatettiin kuivauskaapissa 60 asteessa 30 minuuttia niin, etta
testikangas kosketti monikuitukangasta ainoastaan ommellulta sivulta. Monikuitukan-
kaan varinmuutokset ja ndytepalan haalistuminen arvosteltiin instrumentaalisesti spekt-
rofotometrilla (SFS-EN-ISO 105 A04 ja SFS-EN-ISO 105 A05). Monikuitukangasnaytetta
verrattiin sellaiseen nollanéytteeseen, joka on pesty samalla testausmenetelmalla, mutta
ilman varjaysnaytetta. Varjaysnaytettd verrattiin vastaavaan pesemattomaan nayttee-

seen.

6.2.5 Varin hankauksen kesto

Varin hankauksen keston testi suoritettiin standardin SFS-EN-ISO 105-X12 mukaisesti.
Testissa tarkastellaan, kuinka paljon varjatysta kankaasta irtoaa varia hangatessa val-
koiseen kankaaseen, kun hankauskangas on kuiva ja kun se on marka. Hankauskan-
kaan varin muutos arvioitiin instrumentaalisesti spektrofotometrilla (SFS-EN-ISO 105-
A04). Varjatysta kankaasta leikattiin naytettd kohden yhteensa nelja 50 mm x 200 mm
palaa; kaksi kuteen ja kaksi loimen suuntaisesti. Hankauskankaasta leikattiin yhtd monta
50 mm x 50 mm palaa. Naytteet asetettiin hankauksen keston testid varten suunniteltuun
laitteeseen, jossa naytteista kahta (yksi kuteen suuntainen ja yksi loimen suuntainen)

hangattiin kuivalla hankauskankaalla ja kahta méaralla hankauskankaalla (kuva 19).

Kuivahankaus: Varjatty kangas kiinnitettiin alustaan, jossa oli veden kestavaa hiomapa-
peria estamassa kankaan liukumista. Hankauskangas kiinnitettiin hankaustappiin, joka
kohdistaa varjattyyn naytteeseen 9 Newtonin voiman. Tappia hangattiin varjattya kan-
gasta vasten laitteen kammesta kaantamalld nopeudella 1 kierros/sekunti 10 kertaa
eteenpdin ja 10 kertaa taaksepain. Hankauskankaan varinmuutos arvioitiin spektrofoto-

metrilla.

Markahankaus: Varjatty kangas kiinnitettiin alustaan, jossa on veden kestavaa hioma-
paperia estamassa kankaan liukuminen. Varjatty kangas oli kuiva. Hankauskangas pun-
nittiin ja kasteltiin sitten niin, etta vetta imeytyi siihen 95-100 %. Veden imeytyminen var-

mistettiin punnitsemalla hankauskangas uudelleen. Markéa hankauskangas kiinnitettiin
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hankaustappiin ja naytettd hangattiin samoin kuin kuivahankauksessakin. Hankauskan-

kaan annettiin kuivua huoneenlammaossa ja varinmuutos arvioitiin sitten spektrofotomet-

rilla.

Kuva 19: Vérin hankauksen keston testauslaite. Testattava kangas kiinnitetddn alustaan
ja valkoinen hankauskangas laitteen hankaustappiin. Hankauskankaan varinmuutos voi-
daan arvioida joko harmaa-asteikolla tai spektrofotometrisesti.

6.3 Mittausaineiston analysointi

Eri morsinkolajikkeita, uuttomenetelmia ja pelkistysmenetelmia verrattiin laskemalla
naista varjaystulosten ja varinkestotestien tulosten keskiarvoja. Kun halutaan tehda joh-
topaatoksia kahden toisistaan riippumattoman populaation eroista, voidaan niiden otos-
ten keskiarvoja verrata eri keskiarvotesteilla. Keskiarvotestit kertovat, onko keskiarvojen
ero tilastollisesti merkittava. Yksi tehokkaimmista keskiarvotesteista on t-testi: jos vertail-
tavissa otoskeskiarvoissa on eroja, se havaitaan varmimmin t-testilla. Sen kaytéssa on
kuitenkin rajoitteita: mittauksen on oltava valimatka-asteikon tasoista ja testattavan po-
pulaation, erityisesti pienten otosten yhteydessa, tulisi houdattaa normaalijakaumaa.
Otosten on myos oltava toisistaan riippumattomia. T-testi ei aseta rajoitteita otoskoille.
Jos otoskoko kuitenkin on hyvin pieni ja otoksien varianssit eroavat voimakkaasti toisis-
taan, ei t-testi ole luotettava ja ei-parametrisen testin kayttd on suotavaa. (Ranta, Rita &
Kouki, 1994, s. 185-192; Metsamuuronen, 2005, s. 365-371.)

Ei-parametriset testit eivat edellytd populaation normaalijakaumaa ja ne sopivat myoés
jarjestysasteikolliselle datalle. Ei-parametrisista testeista t-testid vastaa Mannin-Whit-
neyn U-testi. Se on teholtaan ldhes t-testin veroinen ja sita tulisikin kayttaa aina, jos
epéillaén t-testin edellytysten voimassaoloa (Ranta ym., 1994, s. 195). Kaytanntssa siis,

mikali otoskoko on niin pieni, ettei voida varmistua populaation normaalisuudesta, tai
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mittaus on suoritettu valimatka-asteikkoa heikommalla mittarilla, on varminta kayttaa U-

testia (Metsdmuuronen, 2005, s. 361).

U-testissa kahden riippumattoman otoksen havaintoaineisto yhdistetaén ja asetetaan
suuruusjarjestykseen. Havainnot korvataan sitten jarjestysluvuillaan. Jarjestysluvuista
lasketaan testisuure U, joka ilmaisee kuinka monta kertaa otoksen A havainto edeltaa
otoksen B havaintoa. Jos nollahypoteesi on tosi, eli verrattavat keskiarvot tai mediaanit
ovat yht& suuret, ei kummankaan otoksen havaintojen tulisi olla systemaattisesti toisen
otoksen havaintoja pienempid, vaan havainnot ovat yhdistetyssa aineistossa sekaisin.
(Ranta ym., 1994, s. 195).

U-testi mahdollistaa myds muunlaisten nollahypoteesien kayton. Mikali havaintoarvot
ovat vahintdén valimatka-asteikollisia, voidaan testata nollahypoteeseja, jotka edellytta-
vat havaintojen kertomista vakiolla. Nollahypoteesi voisi esimerkiksi olla, ettd populaati-
osta B mitattu ominaisuus on 1,2 kertaa niin suuri kuin populaatiossa A. Talléin otoksen
A havainnot kerrotaan 1,2 ja suoritetaan U-testi normaalisti. Mikali keskiarvot nyt ovat
yhta suuret, nollahypoteesi hyvéksytaan. Tallaisten nollahypoteesien tarkastelu t-testilla
voi olla ongelmallista, koska vakiolla kertominen muuttaa havaintojen varianssia. (Ranta
ym., 1994, s. 201-202.)

Tassa tutkimuksessa otoskoot olivat hyvin pienia, eika niiden voida olettaa noudattavan
normaalijakaumaa, joten keskiarvojen vertailut tehtiin Mann-Whitneyn U-testilla. Tilastol-

lisen merkitsevyyden rajana kaytettiin 5 prosentin merkitsevyystasoa (p < 0,05).

7 Tulokset ja niiden tarkastelu
7.1 Varjaystulokset

Kaikki tassa tutkimuksessa varjatyt naytteet olivat hyvin vaalean sinisia (kuva 20). Huo-
noon varjaystulokseen on voinut vaikuttaa moni seikka. Kesa 2018 oli erittdin lammin,
mink& voi olettaa lisdnneen indigon esiasteiden konsentraatiota morsingon lehdissa. Ta-
han tutkimukseen lehdet kerattiin kuitenkin varsin myohaan, vasta lokakuun lopulla, jol-
loin indigon esiasteet olivat jo varmasti vahentyneet lehdiss& huomattavasti. Angelinin
ym. (2007) tutkimuksessa erityisesti lampimé&né kesana indigon esiasteiden maara oli
selvasti laskenut jo elokuun sadossa ja suurimmat indigon esiasteiden maarat havaittiin
lehdissé, jotka oli keratty paivan ollessa vield mahdollisimman pitka. Varjaystulokseen
vaikutti heikentavasti myos se, ettei lehtid ollut mahdollista uuttaa valittoméasti kerdami-

sen jalkeen, joten indigon esiasteita ehti todennakoisesti jonkin verran hajota lehdissa

34



ennen uuttoa. Tata pyrittin vahentdmaan sailyttamalla keratyt lehdet suljetuissa pus-

seissa viiledssa tilassa yon yli ja aloittamaan uutto valittdmasti seuraavana aamuna.

Koska indigon méara uutoksissa oli odotettua pienempi, oli puolestaan kirjallisuuteen
perustuva arvio tarvittavasta natriumhydroksidin maarasta todennakoisesti liian suuri.
Varjaysliemien pH-arvot vaihtelivat noin 11,9 ja 12,5 valilla (lite 1), mika on useiden tut-
kimusten perusteella hieman liian korkea puuvillan indigovarjaykseen (Blackburn ym.,
2009; Bozi¢ & Kokol, 2008; Vuorema, 2008, s. 15). Korkeassa pH:ssa indigo esiintyy
padasiassa negatiivisesti varautuneessa di-ionimuodossaan, ja lisdksi puuvillan hyd-
roksyyliryhmét ionisoituvat. Kun seké indigo etta puuvilla ovat negatiivisesti varautuneita,
ne hylkivat toisiaan ja varin siirtyminen kuituun on heikkoa. Liian korkea pH siis toden-
nakoisesti heikensi varjaystuloksia. Myds pelkistimen mé&éara saattoi olla liian suuri va-
haiseen indigomaaraan suhteutettuna. Tama voi aiheuttaa ns. ylipelkistymistd, joka
myds heikentda varjaystulosta (Bozi¢ & Kokol, 2008; Blackburn ym, 2009; Bechtold &
Pham, 2019, s. 280; Meksi ym., 2012).

Kuvassa 21 on kaikkien varjattyjen naytteiden kokonaisvarimuutos AE verrattuna esi-
pestyyn varjddmattomaan kankaaseen. Suurin kokonaisvarimuutos saatiin uuttamalla
lajikkeen B pilkottuja lehtia 30 minuuttia ja pelkistamalla indigo natriumditioniitilla stan-
dardimenetelmalla. Pienin kokonaisvarimuutos taas saatiin uuttamalla lajikkeen A koko-

naisia lehtia 10 minuuttia ja pelkistamalla indigo ylisuurella natriumditioniittimaaralla (10
all).

Kuva 20: Varjatyt naytteet. Vasemmalla nelja ensimmaista naytetta on uuton 1 ja lajik-
keen A naytteet jarjestyksessa: 1) standardipelkistys, 2) Na S04, 3) fruktoosi ja 4) glu-
koosi. Seuraavat nelja ndytettad on uuton 1 lajikkeen B naytteet, seuraavaksi uutto 1 lajike
C, uutto 2 lajike A, uutto 2 lajike B, uutto 3 lajike A ja uutto 3 lajike B niin, ettd naytteet
ovat aina pelkistimen suhteen samassa jarjestyksessa.
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Kokonaisvarimuutos AE*
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Kuva 21: Varjattyjen naytteiden kokonaisvarimuutos AE esipestyyn varjaamattomaan
kankaaseen verrattuna. Naytteet on nimetty niin, ettéd nimen alussa oleva numero viittaa
uuttomenetelmé&éan (1 = kokonaiset lehdet, 10 min uuttoaika, 2 = kokonaiset lehdet, 30
min uuttoaika ja 3 = pilkotut lehdet, 30 min uuttoaika), kirjain A, B ja C viittaa morsinko-
lajikkeeseen (A = korjuuaikakoe, B = rivivali- ja siemenmaarékoe, C = laji-kokeen koeja-
sen 6.) ja lopuksi on ilmoitettu pelkistin.

Kuvassa 22 on varjattyjen naytteiden L*-arvo, eli ndytteen vaaleus/valkoisuus. L* voi
saada arvoja valiltd 0-100 niin, ettéd 100 on puhdas valkoinen ja 0 on neutraali musta.

Koska varjaystulokset olivat hyvin vaaleita, on kaikkien naytteiden L*-arvot ovat varsin

suuria.
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Kuva 22: Varjattyjen naytteiden vaaleus L*. L*:n arvot voivat vaihdella 0 ja 100 valilla,
niin etta 100 on puhdas valkoinen ja 0 neutraali musta.

7.1.1 Uuttomenetelmat
Kuvia 21 ja 22 silmamaaraisesti tarkasteltaessa naytteiden kokonaisvarimuutoksessa ja

L*-arvoissa nayttaisi olevan eroa eri uuttomenetelmien valilla. Kuvassa 23 on laskettu eri
uuttomenetelmien keskimaaraiset kokonaisvarimuutokset varjaamattomaan kankaa-
seen verrattuna. Uutossa 1 on tassa tarkastelussa mukana vain lajikkeet A ja B, jotta eri
uutot ovat keskenaéan vertailukelpoisia. Keskiarvojen eroa tarkasteltiin U-testilla. Suurin
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keskimaarainen kokonaisvarimuutos saatiin uutolla 3. Ero on tilastollisesti merkitseva
seka uuttoon 1 (p = 0,00) ettd uuttoon 2 (p = 0,001) verrattuna. Uuton 1 ja 2 ero sen

sijaan ei ole tilastollisesti merkitseva (p = 0,161).

Keskimaarainen kokonaisvarimuutos AE*, uutto

20,00
15,00 17,21
X5 10,00 11,05
9,49
5,00
0,00
uutto 1 uutto 2 uutto 3

Kuva 23: Kokonaisvarimuutos esipestyyn varjagdmattomaan naytteeseen verrattuna kes-
kimaarin eri uuttomenetelmilla. Uutto 1: kokonaiset lehdet, 10 minuutin uuttoaika. Uutto
2: kokonaiset lehdet, 30 minuutin uuttoaika. Uutto 3: pilkotut lehdet, 30 minuutin uutto-
aika. Uutossa 1 on mukana tassa tarkastelussa vain lajikkeet A ja B.

Kuvassa 24 on eri uuttomenetelmien keskimaaraiset L*-arvot, eli naytteiden keskimaa-
rainen vaaleus. Uutoissa 1 ja 2 keskim&arainen L*-arvo on hyvin lahella toisiaan eika
niiden valilla ole tilastollisesti merkitsevaa eroa (p:12 = 0,083). Sen sijaan uuton 3 naytteet
ovat muita naytteitd tummempia. Ero on tilastollisesti erittdin merkitseva (pis = 0,000 ja

P23 = 0,001).

Keskimaarainen vaaleus L*, uutto
100,00

80,00
84,13 82,51

60,00 ie e

L*

40,00

20,00

0,00
uutto 1 uutto 2 uutto 3

Kuva 24: Eri uuttomenetelmilla saatujen varinaytteiden keskimaarainen vaaleus L*. Uu-
tossa 1 on tassa tarkastelussa mukana vain lajikkeet A ja B.

Kokonaisvarinmuutoksen ja vaaleuden liséksi voidaan verrata naytteiden a*- ja b*-ar-
voja, eli naytteen sijaintia CIELAB-avaruuden (a*,b*)-koordinaatistossa (kuva 25). Uuton
1 naytteet asettuvat a*-akselilla (vihred — punainen) melko tasaisesti nollan ympéaristoon.

Uuton 2 ja 3 naytteet ovat a*-akselilla negatiivisempia eli vihreampia, kuin uutossa 1.
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Kaikkein vihreimmat varjaystulokset saatiin uutossa 3, eli pilkotuilla lehdilla 30 minuutin
uuttoajalla. b*-akselilla (sininen — keltainen) kaikki naytteet asettuvat nollan alapuolelle,

eli siniselle.

Varinadytteiden sijainti (a*,b*)-koordinaatistossa,

uutto
10
8
= 6
()
£ 4
©
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g 2 @ uutto 1
. =
910 8 6 -4 D 2 4 6 8§ 10 Auutto2
=
@ 4 uutto 3
* "i’
Ne] ¢
I
10

a* (vihrea - punainen)

Kuva 25: Varinaytteiden sijainti CIELAB-avaruuden (a*,b*)-koordinaatistossa
uuttomenetelmittain. Uutossa 1 on tassa tarkastelussa mukana vain lajikkeet A ja B.
Kun vertaillaan eri uuttomenetelmilla saatujen varindytteiden keskimaaraisia a*- ja b*-
arvoja, nahdaan, etta erityisesti a* -akselilla uuttojen valilla on eroja (kuva 26). Uuton 1
naytteet ovat selvasti vahemman vihreita kuin uutossa 2 ja 3. Erot ovat tilastollisesti mer-
kitsevia (pi2 = 0,021 ja p13 = 0,002). Uuton 3 naytteet ovat vihnreampia kuin uuton 2, mutta
tama ero ei ole tilastollisesti merkitseva (p2; = 0,161). b* -akselilla erot ovat pienempia
(kuva 27). Uuton 2 naytteet ovat keskimaarin hieman sinisempid, kuin uuttojen 1 ja 3
naytteet, mutta erot eivat ole tilastollisesti merkitsevid (p12 = 0,505, p1z = 1,00 ja p2s =
0,878).

Eri uuttomentelmien keskimaarainen a*-arvo

uutto 1 uutto 2 uutto 3

0,00
-0,33
-0,50

-1,00 -1,21
-1,50

-1,99
-2,00

-2,50

Kuva 26: Keskimaarainen a*-akselin arvo eri uuttomenetelmilla. Uutossa 1 on tasséa tar-
kastelussa mukana vain lajikkeet A ja B.
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Eri uuttomenetelmien keskimaarainen b*-arvo

uutto 1 uutto 2 uutto 3

0,00
-1,00
-2,00
-3,00

-4,00

b*

-5,00
-6,18
'6,00 '6,35
-6,87
-7,00
-8,00

Kuva 27: Keskimaarainen b*-akselin arvo eri uuttomenetelmilla. Uutossa 1 on tassa tar-
kastelussa mukana vain lajikkeet A ja B.

Pidemmalla uuttoajalla ja lehtien pilkkomisella saatiin siis voimakkaampi varjaystulos,
mutta samalla naytteiden vari muuttui vihreammaksi. Sen sijaan sininen — keltainen -
akselin arvoon, eli b*-arvoon uuttomenetelmalla ei kuitenkaan ollut merkittavaa vaiku-
tusta, vaan kaikki naytteet olivat lahes yhta sinisid. Uuton 3 voimakkaampi ja vihreampi
vari saattoikin liittya osittain myds morsingossa olevien muiden variaineiden lisdantymi-
seen variliemessa. Hartl, Gaibor, Van Bommel, ja Keijzer (2015) tarkastelivat tutkimuk-
sessaan morsingosta saatavia toivottuja ja epatoivottuja varjaystuloksia, ja l6ysivat tuo-
reilla morsingonlehdilla varjatyista naytteista indigotiinin ja indirubiinin lisdksi mm. tunte-
mattoman indigotiinin kaltaisen sinivihrean komponentin seka keltaisia flavonoideja. Tal-
laisten komponenttien lisddntyminen variliemessa voisi johtaa havaittuun vinreampaan

varjaystulokseen.

7.1.2 Morsinkolajikkeet

Varjaystulosta verrattiin myos eri morsinkolajikkeiden, A, B ja C, suhteen. Lajikkeiden
vertailu tehtiin vain uuton 1 naytteista. Suurin keskimaardinen kokonaisvarimuutos esi-
pestyyn varjaamattomaan kankaaseen saatiin lajikkeella B, toiseksi suurin kokonaisva-
rimuutos oli lajikkeella C ja pienin muutos lajikkeella A (kuva 28). Lajikkeen B kokonais-
varimuutos oli tilastollisesti merkitsevasti suurempi kuin lajikkeen A (pas = 0,029), mutta
lajikkeen B ja C sekéa A ja C valinen ero ei ollut tilastollisesti merkitseva (psc = 0,114 ja
pac = 0,114).
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Keskimaarainen kokonaisvarimuutos AE*,
lajikkeet
12,00
10,00 11,03

8,00 9,42
7,96

dE*

6,00
4,00

2,00

0,00
A B C

Kuva 28: Keskimaardinen kokonaisvarimuutos AE* esipestyyn varjaamattomaan kan-
kaaseen verrattuna eri morsinkolajikkeilla. Tarkastelussa on mukana vain uuton 1 nayt-
teet.

Uutossa 1 kaikkien kolmen lajikkeen L* -arvot olivat varsin suuria, eli naytteet olivat hyvin
vaaleita. Lajikkeella B keskimaarainen L*-arvo oli pienin, eli naytteet olivat keskimaarin
tummempia, kuin lajikkeilla A ja C (kuva 29). Lajikkeiden A ja B valinen L*-arvojen ero
oli tilastollisesti merkitseva (pas = 0,029), mutta lajikkeiden A ja C seka B ja C vélinen
ero ei (pac = 0,114 ja psc = 0,200).

Keskimaardinen vaaleus L* morsinkolajikkeilla

100,00
90,00
80,00 87,21
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

82,79 84,07

L*

A B C

Kuva 29: Keskimé&arainen L*-arvo eli naytteiden vaaleus eri morsinkolajikkeilla. Tarkas-
telussa on mukana vain uuton 1 naytteet.

Kuvassa 30 esitetdan naytteiden sijainti CIELAB-avaruuden (a*,b*)-koordinaatistossa

morsinkolajikkeittain. Naytteet asettuvat melko lahelle toisiaan ja hajonta on pienta.
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Varinadytteiden sijainti (a*,b*)-koordinaatistossa,

lajikkeet
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Kuva 30: Varjaysnaytteiden sijainti CIELAB (a*,b*)-koordinaatistossa eri morsinkolajik-
keiden suhteen. Tarkastelussa on mukana vain uuton 1 naytteet.

Keskimaaraisia a*- arvoja tarkastellessa huomataan, etta lajikkeen A naytteet asettuvat
a*-akselilla keskimaarin positiiviselle puolelle, eli punaiselle, mutta lajikkeet B ja C nega-
tiiviselle, eli vihrealle puolelle (kuva 31). Ero ovat kuitenkin hyvin pienid, eivatka ne ole

tilastollisesti merkitsevia (pas = 0,686, pac = 0,200, psc = 0,200).

Keskimaarainen a*-akselin arvo, lajikkeet
0,60
0,40 0,46
0,20

0,00
-0,20
@© 0.40 -0,43
-0,60
-0,80
1,00 -1,06
-1,20
Kuva 31: Eri morsinkolajikkeiden varjaysnaytteiden keskim&arainen a*-akselin (vihrea —
punainen) arvo. Tarkastelussa on mukana vain uutin 1 naytteet.
Sininen — keltainen -akselilla, eli b* -akselilla kaikki naytteet asettuvat nollan alapuolelle,
eli siniselle. Suurimmat sinisen arvot saatiin lajikkeella A ja pienimmat lajikkeella B. Erot
ovat kuitenkin pienia, eivatka ne ole tilastollisesti merkitsevia (pas = 0,200, pac = 0,686,

Pec = 0,114).
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Keskimaardinen b*-akselin arvo, lajikkeet

A B C

0,00
-1,00
-2,00
-3,00

-4,00

b*

-5,00 2

-6,00

-7,00 -7,58

5,00 -8,16

-9,00
Kuva 32: Eri morsinkolajikkeiden varjaysnaytteiden keskiméaérainen b*-akselin (sininen
— keltainen) arvo. Tarkastelussa on mukana vain uuton 1 néytteet.
Lajikkeita A ja B verrattiin toisiinsa viela niin, ettd mukana oli kaikkien uuttojen naytteet.
Talléin myos lajikkeella A CIELAB-avaruuden a*-akselin arvo oli negatiivinen, mutta
muutoin tulokset olivat samanlaiset kuin pelkilla uuton 1 naytteillakin: lajikkeen B koko-
naisvarimuutos oli suurempi ja L*-arvo pienempi. Erot olivat tilastollisesti merkitsevia
(paex = 0,020 ja p.» = 0,024). Lajikkeen B naytteet olivat myos vihreampia ja vdhemman
sinisia kuin lajikkeen A (kuva 33), mutta erot olivat hyvin pienia, eivatka ne olleet tilastol-

lisesti merkitsevia (par = 0,242, ppr = 0,347).

Keskimaaraiset a*- ja b*-akselin arvot,
lajikkeet A ja B

Lajike A Lajike B

0,00
-1,00 s -1,44
-2,00
-3,00 a*
-4,00 b*
-5,00

-6,08
-6,00

-6,85
-7,00
-8,00
Kuva 33: Lajikkeiden A ja B keskimaaraiset CIELAB-avaruuden a*- ja b*-akselien arvot.
Vertailussa on mukana kaikki lajikkeiden A ja B naytteet.
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7.1.3 Pelkistimet

Eri pelkistysmenetelmien suhteen tarkasteltuna suurin kokonaisvarimuutos esipestyyn
varjadmattomaan kankaaseen verrattuna saatiin ns. standardimenetelmalld, jossa pel-
kistimena kaytettiin natriumditioniittia 4 g/l, emésta (NaOH) oli 4 g/l, pelkistyslampdétila ol
50 °C ja pelkistysaika 10 min. Toiseksi suurin kokonaisvarimuutos saatiin fruktoosilla ja
kolmanneksi suurin glukoosilla (10 g/l fruktoosia tai glukoosia, NaOH 12 g/l, pelkistys-
[Ampdtila 70 °C ja -aika 10 min). Pienin kokonaisvarimuutos saatiin natriumditioniitilla,
kun sita kaytettiin ylimaarin (10 g/l) samoissa pelkistysolosuhteissa kuin sokereita (kuva
34). Erot olivat kuitenkin pienid, eivatka ne olleet tilastollisesti merkitsevia (taulukko 3).
Tummimmat naytteet, eli pienin keskimaarainen L*-arvo, saatiin myds standardimene-
telmalla, mutta myds L*-arvojen erot olivat pienid, eivatka ne olleet tilastollisesti merkit-

sevia (kuva 35, taulukko 3).

Keskimaarainen kokonaisvarimuutos AE*,
pelkistimet

14,00

12,00 12,86 1232
10,00 11,65 11,71

8,00

dE*

6,00
4,00
2,00

0,00

Standardi Na2S204 Fruktoosi Glukoosi

Kuva 34: Keskimaardinen kokonaisvarimuutos esipestyyn varjddmattomaan kankaa-
seen verrattuna eri pelkistimilla.
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Keskimaardinen vaaleus L*, pelkistimet

90,00
80,00
80,40 81,96 81,42 81,93
70,00
60,00

50,00

L*

40,00
30,00
20,00
10,00

0,00
Standardi Na2S204 Fruktoosi Glukoosi

Kuva 35: Varinaytteiden keskimaarinen L*-arvo eli vaaleus eri pelkistimilla.

Kuvassa 36 on vdrinadytteiden sijainti CIELAB-avaruuden (a*,b*)-koordinaatistossa eri
pelkistimilla. Fruktoosilla ja glukoosilla pelkistetyt naytteet asettuvat seka a*- etta b*-ak-
selilla hyvin [&helle toisiaan. Samoin standardimenetelmalla ja natriumditioniitilla pelkis-
tetyt naytteet asettuvat lahelle toisiaan, mutta hieman erilleen sokereilla pelkistetyista
naytteistd. Standardimenetelmalld ja natriumditioniitilla pelkistettyjen naytteiden a*-arvo
onkin enemman negatiivinen, eli naytteet ovat vinreampia, kuin fruktoosilla tai glukoosilla
pelkistetyissa naytteissa (kuva 37). Ero on tilastollisesti merkitseva (taulukko 3). Glukoo-
silla pelkistetyt naytteet ovat hieman vihreampia kuin fruktoosilla pelkistetyt, mutta ero

on pieni, eika se ole tilastollisesti merkitseva.

Varindytteiden sijainti (a*,b*)-koordinaatistossa,

pelkistin
10
8

= 6
3]
= 4
2 2 ¢ Standardi
()
v
. - A Na25204
.qg"-lO 8 -6 4 2 2 4 6 8 10 Fruktoosi
c
Z 4 Glukoosi
B oAl

A’ *® 1
-10
a* (vihrea - punainen)
Kuva 36: Varinaytteiden sijainti CIELAB-avaruuden (a*,b*)-koordinaatistossa eri pelkis-
timilla.
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b*-akselilla eniten negatiiviset, eli sinisimmaét arvot saatiin standardimenetelmalla (kuva
38). Ero on tilastollisesti merkitsevé jokaiseen muuhun pelkistimeen verrattuna (taulukko
3). Myo6s natriumditioniitin ero sokereihin on tilastollisesti merkitseva. Glukoosilla pelkis-
tetyt naytteet olivat keskimaarin hieman fruktoosilla pelkistettyja sinisempid, mutta taméa

ero ei ollut tilastollisesti merkitseva (taulukko 3).

Keskimaardinen a*-arvo, pelkistimet
Standardi Na2S204 Fruktoosi Glukoosi
0,00
-0,20
-0,40
-0,60
-0,80
* 1,00
-1,20
-1,40
-1,60 -1,73
-1,80
-2,00

-0,59 0,67

-1,65

Kuva 37: Keskimaardinen CIELAB-avaruuden a*-arvo eri pelkistimilla pelkistetyilla nayt-
teilla.

Keskimaarainen b*-arvo, pelkistimet

Standardi Na25204 Fruktoosi Glukoosi
0,00

-1,00
-2,00
-3,00
-4,00
-5,15
-5,00 -5,67
-6,00

b*

700 =7/,25)
-8,00 -8,39
-9,00

Kuva 38: Keskimaardinen CIELAB-avaruuden b*-arvo eri pelkistimilla pelkistetyilla nayt-
teilla.
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Taulukko 3: Eri pelkistimien AE*-, L*, a*- ja b*-arvojen keskiarvovertailujen p-arvot. Ti-
lastollisesti merkitsevat arvot on lihavoitu (p < 0,05).

P(AE*) | p(L¥) p(a*) p(b*)
Standardi vs. Na;S;0, 0,535 0,318 1,000 0,017
Standardi vs. fruktoosi 0,620 0,456 0,007 0,001
Standardi vs. glukoosi 0,710 0,535 0,017 0,002
Na,S,04 vs. fruktoosi 0,902 1,000 0,128 0,026
Na,S,04 vs. glukoosi 0,902 0,805 0,073 0,038
Fruktoosi vs. glukoosi 1,000 1,000 0,710 0,620

Kun natriumditioniitilla, fruktoosilla ja glukoosilla pelkistettyjen naytteiden varjaystuloksia
verrattiin standardimenetelmalla pelkistettyihin naytteisiin, olivat ne keskimééarin vaa-
leampia, vahemman vihreita ja vahemman sinisia (taulukko 4). Yksittaisissa tapauksissa
saatiin muutamia standardimenetelmaa hieman tummempia ja sinisempié varjaystulok-
sia myos sokereilla (lite 2), mutta padasiassa varjaystulokset olivat parempia standardi-

menetelmalla pelkistaessa.

Kun standardimenetelm&a ja natriumditioniittia verrattiin keskenaan, tehtiin tarkea huo-
mio. Molemmissa menetelmissé on sama pelkistin, mutta standardimenetelméassa nat-
riumditioniittia on kaytetty selvasti vahemman. Natriumditioniitin lis&&minen ei siis pa-
ranna varjaystulosta, vaan painvastoin heikentaa sita. Liiallinen pelkistimen maara voi
johtaa indigon ylipelkistymiseen, joka heikentdd varjaystulosta (Bozi¢ & Kokol, 2008;
Blackburn ym, 2009; Bechtold & Pham, 2019, s. 280; Meksi ym., 2012).

Taulukko 4: Natriumditoniitilla, fruktoosilla ja glukoosilla pelkistettyjen naytteiden L*-, a*-
ja b*-arvojen keskimaarainen ero standardimenetelmalla pelkistettyihin naytteisiin. Posi-
tiivinen muutos tarkoittaa L*-arvoissa vaaleampaa naytetta, ja a*- ja b*-arvoissa vahem-
man vihreda/sinista naytetta.

Pelkistin dL* da* db*
Na,S,04 2,17 0,16 1,36
Fruktoosi 3,29 1,60 2,22
Glukoosi 2,35 1,20 2,87

7.2 Varinkesto-ominaisuudet

7.2.1 Virin vesipesun kesto
Vérin vesipesun keston testeissa tarkasteltiin varin haalistumista ja tahrivuutta monikui-
tukankaalle. Harmaa-asteikon arvot maariteltiin ensin laskennallisesti ja pyoristettiin sit-

ten vastaamaan yhdeksanportaista asteikkoa, missa arvosana 1 on huonoin ja 5 paras.
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Haalistumisen osalta naytteiden vesipesun kesto oli lahes kaikilla naytteilla heikko (liite
3). Kuvassa 39 on kaikki naytteet pestyna ja kuivatettuna. Monet naytteista on lahes
valkoisia, ja l&hinn&a uuton 3 naytteissad on selvemmin sinista varia jaljella. Tosin erityi-

sesti uuton 1 naytteet olivat alun alkaenkin hyvin vaaleita.

Kuva 39: Haalistuneet naytteet vesipesun keston testin jalkeen. Merkinnoissd numero
viittaa uuttoon, ensimmainen kirjain (A, B, C) morsinkolajikkeeseen ja toinen kirjain pel-
kistykseen: S = standardimenetelmé, D = natriumditioniitti, F = fruktoosi ja G = glukoosi.

Laskennallisista harmaa-asteikon arvoista laskettiin haalistumisen arvosanojen keskiar-
vot eri uutoille, morsinkolajikkeille ja pelkistimille. Uutoista paras keskimaaréinen har-
maa-asteikon arvosana saatiin uutolla 3, l&hes yhta hyva arvosana uutolla 1 ja huonoin
uutolla 2 (kuva 40). Uuttojen 1 ja 3 valinen ero ei ollut tilastollisesti merkitseva (piz =
0,574), mutta sen sijaan uuton 1 ja 2, seka uuton 2 ja 3 valiset erot olivat tilastollisesti
merkitsevia (p12 = 0,003 ja p2s = 0,000). Uutossa 1 hieman parempia arvosanoja saatiin
erityisesti fruktoosilla ja glukoosilla pelkistetyilla naytteilld, mutta uutossa 3 taas painvas-
toin standardimenetelma ja natriumditioniitti antoivat sokereita paremman tuloksen. Uu-

tossa 2 kaikki naytteet parjasivat yhta huonosti.

Uuttomenetelmalla on oletettavasti vaikutusta l&hinna siihen, kuinka paljon lehdista saa-
tiin eristettyd indigoa ja kuinka paljon mukana oli morsingon muita variaineita tai epétoi-
vottujen sivureaktioiden myota syntyneitd variaineita, kuten esimerkiksi indirubiinia ja
keltaisia flavonoideja. Uutossa 3, missa pilkottuja lehtid uutettiin 30 minuuttia, saatiin

suurimmat kokonaisvarinmuutokset sekd tummimmat naytteet. Paras vesipesun kesto
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liittyikin luultavammin siihen, ettd myo6s varjaystulos oli nailla naytteilla paras. Uuton 1
hieman paremmat vesipesun kestot liittynevat taas lahinna hyvin heikkoon varjaystulok-
seen. Laskennallinen harmaa-asteikon arvosana saadaan muun muassa kokonaisvari-
muutoksen AE* ja vaaleuden muutoksen AL* avulla. Vaikka nayte olisi peseytynyt lahes
valkoiseksi, jaa pestyn ja pesemattoman naytteen valinen varimuutos silti melko pie-

neksi, kun varjatty nayte on alun perinkin hyvin vaalea ja huonosti varjaytynyt.

Vesipesun kesto/haalistuminen, uuttomenetelma

1 1,18 1,21

0,52

uutto 1 uutto 2 uutto 3

Kuva 40: Keskimaarainen naytteiden haalistumisen harmaa-asteikon arvo eri uuttome-
netelmilla vesipesun keston testisséa. Uutossa 1 on vertailussa mukana vain lajikkeet A
ja B.

Eri morsinkolajikkeista paras harmaa-asteikon arvosana saatiin lajikkeella A ja heikoin
lajikkeella C. Erot olivat kuitenkin melko pienia, eivatka ne olleet tilastollisesti merkitsevia
(pas = 0,886, pac = 0,114, psc = 0,057). Keskiarvot laskettiin vain uuton 1 naytteista.
Lajiketta A ja B verrattiin myds toisiinsa niin, ettd vertailussa oli mukana kaikki ndiden
lajikkeiden naytteet (kuva 42), mutta ero pysyi suunnilleen samana, eika se ollut tassa-
kaan vertailussa tilastollisesti merkitseva (p = 0,478).
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Vesipesun kesto/haalistuminen, lajikkeet

1 1,36
1,00
0,55

lajike A lajike B lajike C

Kuva 41: Keskim&arainen naytteiden haalistumisen harmaa-asteikon arvo eri morsinko-
lajikkeilla vesipesun keston testissa. Vertailussa on mukana vain uuton 1 naytteet.

Vesipesun kesto/haalistuminen, lajikkeet A ja B

1,10
0,83

lajike A lajike B
Kuva 42: Keskimadarainen naytteiden haalistumisen harmaa-asteikon arvo lajikkeella A
ja B vesipesun keston testissa. Vertailussa on mukana lajikkeiden kaikki naytteet jokai-
sesta uutosta.
Eri pelkistimistd paras haalistumisen arvosana saatiin fruktoosilla ja heikoin glukoosilla
seka standardimenetelmalla (kuva 43). Pelkistimien erot olivat kuitenkin hyvin pienid,

eivatka ne olleet tilastollisesti merkitsevid (taulukko 5).
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Vesipesun kesto/haalistuminen, pelkistin

5,00
4,00
3,00
2,00

1,00

1,07
0,84 0,88 0,84

0,00

Standardi Na2S204 Fruktoosi Glukoosi

Kuva 43: Keskimaarainen naytteiden haalistumisen harmaa-asteikon arvo eri pelkisti-
milla vesipesun keston testissa.

Taulukko 5: Eri pelkistimien vesipesun keston/haalistumisen harmaa-asteikon arvosano-
jen keskiarvovertailujen p-arvot.

p(GS)
Standardi vs. Na,S,04 0,710
Standardi vs. fruktoosi 0,259
Standardi vs. glukoosi 0,383
Na,S,04 vs. fruktoosi 0,620
NazS;04 vs. glukoosi 0,710
Fruktoosi vs. glukoosi 1,000

Vesipesun keston testissa varin tahrivuuden arvosanat olivat puolestaan kaikilla néyt-
teilla erinomaisia. Polyesterilla, polyakryylilla ja villalla tahriutumisen arvosanat olivat kai-
killa naytteilla 5, mikd on paras mahdollinen arvosana. Puuvillalla yksi nayte (uutto 2,
lajike A, pelkistys glukoosilla) sai arvosanan 4-5, mikd on toiseksi paras arvosana, ja
kaikki muut naytteet arvosanan 5. Diasetaatilla hieman alle puolet ja polyamidilla vajaa

kolmannes naytteistd sai arvosanan 4-5 ja loput arvosanan 5.

Keskimaaraisia harmaa-asteikon arvosanoja verrattiin diasetaatin ja polyamidin osalta
eri uutoilla (kuva 44), morsinkolajikkeilla (kuva 45) ja pelkistimilla (kuva 46). Uuttojen
valilla erot tahrivuudessa olivat diasetaatilla hyvin pienia, eivatka ne olleet tilastollisesti
merkitsevia (p12 = 0,798, p13 = 0,574, p23s = 0,959). Samoin diasetaatilla morsinkolajikkei-
den tahrivuuden erot olivat hyvin pienia, eivatka ne olleet tilastollisesti merkitsevia (pas =
0,886, pac = 0,343, psc = 0,886). Polyamidillakin seka uuttojen ettd lajikkeiden valiset
harmaa-asteikon arvosanojen erot olivat pienia, mutta uuton 2 ja 3 vélinen ero seka la-

jikkeen B ja C valinen ero olivat kuitenkin tilastollisesti merkitseva (p2s = 0,002 ja psc =

50



0,029). Muiden uuttojen seka lajikkeiden valiset erot eivat polyamidilla olleet merkitsevia
(p12 = 0,083, p13 = 0,505, pas = 0,886 ja pac = 0,343). Lajikkeiden vertailussa oli mukana

vain uuton 1 naytteet.

Diasetaatilla eri pelkistimista parhaaseen tahrivuuden arvosanaan paastiin fruktoosilla
(kuva 46). Fruktoosin ero muihin pelkistimiin oli tilastollisesti merkitseva (taulukko 6).
Muilla pelkistimilla arvosanat olivat hyvin lahell& toisiaan, eiké& niiden valilla ollut tilastol-
lisesti merkitsevia eroja. Polyamidilla eri pelkistimien véliset erot olivat diasetaattia pie-
nempid, eivatka ne olleet tilastollisesti merkitsevia (taulukko 6).

Vesipesun kesto/tahrivuus, uutto

5
475 4,82 a71 88 470 477
4
3
diasetaatti
2 polyamidi
1
0
uutto 1 uutto 2 uutto 3

Kuva 44: Diasetaatin ja polyamidin tahriutuvuus eri uuttomenetelmilla keskimaaraisina
harmaa-asteikon arvosanoina. Uutosta 1 on mukana vertailussa vain lajikkeet A ja B.

Vesipesun kesto/tahrivuus, lajikkeet

5
4,77 4,80 4,72 483 4,72 4,70
4
3
diasetaatti
2 polyamidi
1
0
lajike A lajike B lajike C

Kuva 45: Diasetaatin ja polyamidin tahriutuvuus eri morsinkolajikkeilla keskimaaraisina
harmaa-asteikon arvosanoina. Vertailussa on mukana vain uuton 1 naytteet.
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Vesipesun kesto/tahrivuus, pelkistin

4
3
diasetaatti
2 polyamidi
1
0
Standardi Na2S204 Fruktoosi Glukoosi

Kuva 46: Diasetaatin ja polyamidin tahriutuvuus eri pelkistimilla keskim&araisina har-
maa-asteikon arvosanoina.

Taulukko 6: Diasetaatin ja polyamidin tahriutuvuuden harmaa-asteikon arvosanojen kes-
kiarvovertailujen p-arvot eri pelkistimilla. Tilastollisesti merkitsevat arvot (p < 0,05) on
lihavoitu.

p(GS) diasetaatti p(GS) polyamidi
Standardi vs. Na,S,04 0,710 0,318
Standardi vs. fruktoosi 0,026 0,073
Standardi vs. glukoosi 0,805 0,209
Na,S,04 vs. fruktoosi 0,011 0,259
Na;S5;04 vs. glukoosi 0,805 0,710
Fruktoosi vs. glukoosi 0,011 0,318

Vérin haalistumisen ja tahrivuuden liséaksi mielenkiintoista vesipesun keston tarkaste-
lussa on naytteiden varin muuttuminen vesipesussa. Pestyt naytteet olivat odotetusti
vaaleampia kuin pesemattdmat naytteet, mutta ne olivat myds vahemman vihreita ja
enemman sinisia (kuva 47). Naytteissa on oletettavasti ollut mukana myds morsingon
muita variaineita, kuten esimerkiksi keltaisia flavonoideja, jotka ovat lahteneet pesussa

pois ja ndytteiden vari on siten muuttunut.
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Varimuutokset vesipesun jalkeen (kaikki naytteet)

8,00
6,00
4,00
2,00

0,00

-2,00
-4,00

-6,00
dL* da* db*

Kuva 47: Naytteiden keskim&ardinen muutos L*-, a*- ja b*-arvossa vesipesun jalkeen.

Erityisen mielenkiintoista on naytteiden varinmuutokset b*-akselilla, eli sininen — keltai-
nen -akselilla. Kuvissa 48-50 on pestyjen naytteiden b*-arvojen muutokset keskimaarin
eri uutoilla, lajikkeilla ja pelkistimilla. Eri uuttomenetelmistd suurin muutos b*-arvossa,
saatiin uutolla 3. Lehtien pilkkominen on siis mahdollisesti lisannyt morsingon keltaisten
variaineiden maaraa variliemessa, jotka huuhtoutuivat pesussa pois, ja b*-akselin arvot
muuttuivat sinisemmiksi. Erot eivat kuitenkaan olleet tilastollisesti merkitsevia (p12 =
1,000, p13 = 0,234, p23 = 0,105).

Naytteiden b*-arvon muutos vesipesussa, uutto

0,00

-1,00
-2,00

-3,00

=358
-4,00 -4,19

-5,00 -5,43

-6,00
uutto 1 uutto 2 uutto 3

Kuva 48: Naytteiden b*-arvon muutos vesipesussa keskimaarin eri uuttomenetelmilla.
Uutosta 1 on vertailussa mukana vain lajikkeet A ja B.
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Lajikkeista pesun myoéta suurin muutos b*-akselilla, eli sininen — keltainen -akselilla saa-
tiin lajikkeella B (kuva 49). Lajikkeella B b*-akselin arvo oli alun perin vahiten sininen,
joten mahdollisesti téassa lajikkeessa keltaisten flavonoidien osuus oli suurempi kuin la-
jikkeilla A ja C. Namakaan erot eivat kuitenkaan olleet tilastollisesti merkitsevia (pas =
0,200, pac = 0,486, psc = 0,200). Jos lajikkeita A ja B verrataan toisiinsa niin, ettd mukana
on kaikki naiden lajikkeiden naytteet (kuva 50), kasvaa lajikkeiden valinen ero hieman ja

ero on myds tilastollisesti merkitseva (p = 0,004).

Naytteiden b*-arvon muutos vesipesussa,

lajikkeet
lajike A lajike B lajike C
0,00
-1,00
-2,00
-2,76
-3,00 3,40
-4,00
! -4,57
-5,00

Kuva 49: Naytteiden b*-arvon muutos vesipesussa keskimaarin eri lajikkeilla. Vertailussa
on mukana vain uuton 1 naytteet.

Naytteiden b*-arvon muutos vesipesussa,
lajikkeet A ja B

lajike A (kaikki) lajike B (kaikki)
0,00

-1,00

-2,00

-3,00

-4,00 4,56

-5,00

-6,00 -6,30
-7,00

Kuva 50: Naytteiden b*-arvon muutos vesipesussa keskimé&arin lajikkeilla A ja B, kun
vertailussa on mukana kaikki néiden lajikkeiden naytteet.
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Eri pelkistimien suhteen tarkastellessa keskim&arainen muutos b*-akselin arvossa oli
standardimenetelmalla pienempi, kuin muilla pelkistimilla (kuva 51). Standardimenetel-
malla pelkistetyt naytteet olivatkin alun alkaenkin eniten sinisid, joten siksi muutos b*-
akselilla on pienempi. Muilla pelkistimilla b*-arvon muutokset olivat lahempana toisiaan.

Erot eivat olleet tilastollisesti merkitsevia (taulukko 7).

Naytteiden b*-arvon muutos vesipesussa,
pelkistimet

Standardi Na2S204 Fruktoosi Glukoosi
0,00

-1,00

-2,00

-3,17
-3,00 !

-4.00 -4,21

-4,95 -4,81
-5,00

-6,00
Kuva 51: Naytteiden b*-arvon muutos vesipesussa keskimaarin eri pelkistimilla.

Taulukko 7: Naytteiden sininen — keltainen -akselin muutoksen keskiarvovertailun p-ar-
vot eri pelkistimilla.

p(Ab*)
Standardi vs. Na;S;04 0,053
Standardi vs. fruktoosi 0,259
Standardi vs. glukoosi 0,053
Na,S,04 vs. fruktoosi 0,535
NazS;04 vs. glukoosi 0,902
Fruktoosi vs. glukoosi 0,620

Taulukossa 8 tarkastellaan naytteiden absoluuttisia L*-, a*- ja b*-arvoja vesipesun jal-
keen keskimaarin eri uuttomenetelmilla, lajikkeilla ja pelkistimilla. Uuttomenetelmista ve-
sipesun jalkeen sinisimmat ja tummimmat naytteet saatiin uutolla 3. Uuton 3 néaytteilla
my0ds a*-akselin arvot ovat |&hinn& nollaa, eli ndytteissa ei ole juuri lainkaan vihreaa tai
punaista. Kun lajikkeita tarkastellaan vain uuton 1 osalta, saatiin sinisimmat naytteet la-
jikkeella A, mutta ne ovat samalla myos erittain vaaleita. Jos taas tarkastellaan vain la-
jikkeita A ja B niin, ettd mukana on kaikki naiden lajikkeiden naytteet, ovat lajikkeen B
naytteet selvasti sinisempia. Yksittaisista naytteista sinisin tulos saatiin myos lajikkeella
B (liite 5). Pelkistimista sinisimmaét naytteet saatiin natriumditioniitilla ja tummimmat nayt-

teet standardimenetelmalla.
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Taulukko 8: Naytteiden absoluuttiset L*-, a*- ja b*-arvot vesipesun jalkeen keskimaéarin

eri uuttomenetelmilld, lajikkeilla ja pelkistimilla.

L* a* b*
uutto 1 88,32 1,93 -9,75
uutto 2 88,18 1,65 -10,97
uutto 3 81,70 0,11 -11,60
lajike A (uutto 1) 89,33 2,36 -10,31
lajike B (uutto 1) 87,32 1,51 -9,20
lajike C (uutto 1) 88,46 2,16 -9,94
lajike A (kaikki) 84,07 0,79 -10,83
lajike B (kaikki) 79,34 -0,57 -12,37
Standardi 84,76 0,76 -11,29
Na,S;04 86,29 1,06 -11,46
Fruktoosi 87,42 1,81 -9,84
Glukoosi 87,17 1,82 -10,02

7.2.2 Virin hankauksen kesto

Varinaytteiden hankauksen kesto oli myos erinomainen. Kaikkien naytteiden varin kui-
vahankauksen keston arvosana oli 5, mik& on paras mahdollinen arvosana. Mark&han-
kauksessa muutamalla uuton 2 ja 3 naytteellda arvosanat olivat 4-5, mikd on asteikon
toiseksi paras arvosana (liite 4). Markahankauksen laskennallisista harmaa-asteikon ar-

voista laskettiin keskiarvot ja niita verrattiin eri uuttojen, lajikkeiden ja pelkistimien valilla.

Uuton 3 markéhankauksen arvosanat olivat hieman uuttoa 1 ja 2 huonompia (kuva 52).
Ero oli pieni, mutta tilastollisesti merkitseva (pis = 0,003 ja p2s = 0,001). Uuttojen 1 ja 2
valinen ero oli hyvin pieni, eikd se ollut tilastollisesti merkitseva (p:2 = 0,696). Morsinko-
lajikkeista lajikkeen B hankauksen keston arvosanat markdhankauksessa olivat hieman
huonompia, kuin lajikkeen A ja C (kuva 53). Ero oli pieni, mutta tilastollisesti merkitseva
(pas = 0,038 ja psc = 0,002). Lajikkeiden A ja C valilla ei ollut tilastollisesti merkitsevaa
eroa (pac = 0,161). Vertailussa oli mukana vain uuton 1 naytteet. Kun lajikkeita A ja B
verrattiin keskendan niin, ettd mukana oli kaikki kyseisten lajikkeiden naytteet, kasvoi ero

(kuva 54) ja sen tilastollinen merkitsevyys hieman (p = 0,000).
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Harmaa-asteikon arvosana markahankauksessa,

uutto
5
4,88 4,89 4,77
4
3
2
1
0
uutto 1 uutto 2 uutto 3

Kuva 52: Keskimaarainen harmaa-asteikon arvosana varin hankauksen keston testissa
eri uutoilla. Uutosta 1 on vertailussa mukana vain lajikkeet A ja B.

Harmaa-asteikon arvosana markahankauksessa,

lajikkeet
5
4,91 4,85 4,95
4
3
2
1
0
lajike A lajike B lajike C

Kuva 53: Keskimaarainen harmaa-asteikon arvosana varin hankauksen keston testissa
eri morsinkolajikkeilla. Vertailussa mukana vain uuton 1 naytteet.
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Harmaa-asteikon arvosana markahankauksessa,
lajikkeet A ja B

20 4,79

lajike A Lajike B

Kuva 54: Keskiméaarainen harmaa-asteikon arvosana varin hankauksen keston testissa
morsinkolajikkeille A ja B. Vertailussa on mukana kaikki kyseisten lajikkeiden naytteet.
Erot varin hankauksen kestossa eri pelkistimien valilla olivat hyvin pienia (kuva 55). Pa-
ras arvosana saatiin glukoosilla ja huonoin standardimenetelmallda. Naiden kahden pel-
kistimen valinen ero oli tilastollisesti merkitseva, mutta muiden pelkistimien valiset erot

eivat olleet (taulukko 9).

Harmaa-asteikon arvosana markahankauksessa,

pelkistimet
5
4,81 4,86 4,87 4,88
4
3
2
1
0
Standardi Na25204 Fruktoosi Glukoosi

Kuva 55: Keskimé&arainen harmaa-asteikon arvosana vérin hankauksen keston testissa
eri pelkistimille.
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Taulukko 9: Varin hankauksen keston eri pelkistimien valisen keskiarvovertailun p-arvot.
Tilastollisesti merkitseva arvo on lihavoitu (p < 0,05).

p(GS)
Standardi vs. Na;S;04 0,150
Standardi vs. fruktoosi 0,069
Standardi vs. glukoosi 0,024
Na,S,04 vs. fruktoosi 0,511
Na;S;04 vs. glukoosi 0,511
Fruktoosi vs. glukoosi 0,874

Hieman heikommat vérin hankauksen keston arvosanat nayttavat liittyvan lahinna var-
jaystulokseen. Niilla naytteilla, joilla varjaystulos oli parempi, oli varin hankauksen keston
arvosana hieman muita huonompi. Tulos on looginen. Naytteistd, joissa oli varia alun
alkaenkin hyvin vahan, ei siirtynyt varia juurikaan hankauskankaaseen, joten hankauk-
sen keston arvosana on erinomainen. Paremmin varjdytyneissa naytteissa varia ol

enemman, joten sitd paasi siirtymaan enemman myo6s hankauskankaaseen.

8 Tutkimuksen luotettavuus

Kvasikokeellisessa tutkimuksessa tutkimuksen luotettavuutta arvioidaan sisaisen ja ul-
koisen validiteetin avulla. Ulkoisella validiteetilla tarkoitetaan tulosten edustavuutta ja
yleistettavyytta, eli sitd, voidaanko niita yleistaa toisiin samanlaisiin olosuhteisiin ja koh-
teisiin. Sisdinen validiteetti puolestaan kertoo siita, johtuvatko erot tassa tutkimustilan-
teessa nimenomaan suoritetuista kokeista, vai jostain muusta, ja tuottaako muuttujien
koettelu tassa tutkimuksessa tarvittavat muuttujien sisaiset ja valiset erot. Siséinen vali-
diteetti on siis koko kvasikokeellisen tutkimuksen metodologian paatavoite. (Anttila,
2005, s. 273))

Taman tutkimuksen tulosten yleistettavyytta heikentaa se, etta morsingon lehdet poimit-
tiin vasta aivan kasvukauden lopussa, tyypillisen satokauden ulkopuolella. Parempaan
yleistettavyyteen olisi paasty tekemalla tutkimus ns. paasadon lehdistad esimerkiksi elo-
kuussa, mutta tamén tutkimuksen aikataulun kannalta se ei ollut mahdollista. Tutkituissa
lehdissé indigon esiasteiden maéara oli vahentynyt jo selvasti, joten varjayskokeet eivat
anna todellista kuvaa indigon esiasteiden maarasta naissa morsinkolajikkeissa yleensa.
Tutkimuksen luotettavuuteen vaikuttaa myos se, ettéa lehtimateriaalista ei ollut mahdol-
lista valita vain tietyn kokoluokan lehtia. Eri lajikkeilla lehtimateriaalin kokojakaumassa
oli jonkin verran eroa, mika on voinut vaikuttaa varjaystuloksiin. Toisaalta lajikkeella C,

jossa oli kokojakauman pienimmat lehdet, ei kuitenkaan saatu parhaita varjaystuloksia,

59



vaikka tavallisesti nuoremmissa lehdissa onkin enemman indigon esiasteita kuin van-
hemmissa lehdissa (Kokubun ym., 1998). Lajikkeiden valilla on siis varmasti muitakin

kuin vain lehtien ika- ja kokojakaumasta johtuvia eroja.

Morsingonlehtien uutto-olosuhteet vaikuttavat niin indigon saantoon kuin epéatoivottujen
sivureaktioiden esiintymiseenkin. Muun muassa veden kovuus voi olla sellainen tekija,
joka vaikuttaa uuton onnistumiseen (Siitonen, 2010). Veden kovuuden vaikutusta voisi
tutkimusolosuhteissa eliminoida kayttamalla esimerkiksi deionisoitua vetta. Koska taméan
tutkimuksen tarkoituksena oli kuitenkin tarkastella erityisesti kotivarjarille ja kasitydnope-
tukseen soveltuvia indigovarjdysmenetelmia, koettiin deionisoidun veden kaytto turhaksi.
Kaytetty Helsingin kaupungin vesijohtovesi oli kuitenkin jokaiselle naytteelle samanlai-
nen, joten vaihtelua naytteiden vélille ei siitd aiheutunut. Liitteena 6 on vesilaitoksen ana-

lyysi veden ominaisuuksista varjayksen ajankohdalta.

Lampadtilalla on merkitysta niin uutossa kuin indigon pelkistyksessa ja varjayksessakin.
Varjayslampdétila oli kaikille naytteille tasainen, silla se on sdadettavissa Linitest-laitteen
termostaatin avulla. Sen sijaan uutto- ja pelkistyslampotilan saételyyn ei ollut kaytetta-
vissa vastaavaa tekniikkaa, vaan uuttoveden seka pelkistyksessa kaytetyn vesihauteen
lampdtilaa seurattiin paristokayttoisilla lampdmittareilla ja pyrittiin saatamaan sahkolie-
den lammitystehoa niin, etta veden lampdétila pysyi tasaisena. Seka uutossa etta pelkis-
tyksessa veden lampétila vaihteli kuitenkin hieman pysyen kuitenkin noin viiden asteen
vaihteluvdlilla tavoitellusta lampétilasta. Samoin varin vesipesun keston testisséa pesu-
lampdtila saatiin saadettya kaikille naytteille samaksi Linitest-laitteella, mutta huuhtelu-
veden lampdtilaa kontrolloitin paristokayttdisilla lampdmittareilla ja nain ollen niissa

esiintyi pienté vaihtelua.

Varin vesipesun ja hankauksen keston testeissa tutkimuksen luotettavuutta pyrittiin pa-
rantamaan suorittamalla testien arvostelu instrumentaalisesti spektrofotometrilla. Vaih-
toehtoisesti naytteet voitaisiin arvioida visuaalisesti harmaa-asteikon avulla, mielellaén
kahden riippumattoman arvioijan toimesta. Koska kaytettavissa olisi ollut vain yksi melko
kokematon arvioija, todettiin instrumentaalinen arviointi luotettavammaksi menetel-

maksi.

Rinnakkaisnaytteiden tekeminen liséisi tutkimuksen luotettavuutta. Tassa tutkimuksessa
vertailtavia muuttujia oli kuitenkin niin paljon, ettéa tydmaaran rajaamisen vuoksi kullakin
uutto-, morsinkolajike- ja pelkistinyhdistelmalla varjattiin vain yksi nayte. Naytteiden maa-

raa rajoitti myos saatavilla olleen lehtimateriaalin maara. llman rinnakkaisnaytteitakin eri
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uuttomenetelmien vertailuun saatiin kuitenkin kahdeksan naytetta uuttoa kohden ja pel-
kistinten vertailuun seitseman naytetta pelkistintd kohden. Morsinkolajikkeista naytteita
saatiin vain nelja kutakin lajiketta kohden, mika vahentaa tutkimuksen luotettavuutta la-

jikkeiden osalta.

Koska indigovarjays on perinteista puretevarjaysta selvasti monimutkaisempi ja vaike-
ampi prosessi, vaatii se siksi varjarilta enemman taitoa. Tamankin vuoksi useampien
rinnakkaisnaytteiden varjaaminen olisi parantanut tutkimuksen luotettavuutta, jotta var-
jarin kokemattomuudesta mahdollisesti johtuva vaihtelu varjaystuloksissa vahenisi.
Koska lehtimateriaalia oli kuitenkin rajallinen maara, pyrittiin tatd kokemattomuudesta
johtuvaa vaihtelua vahentaméaan esitestaamalla pelkistys- ja varjdysmenetelmié kaupal-
lisesti hankitulla luonnonindigolla (Indigofera tinctoria, Tetri Design). Esitesteissa ei kui-

tenkaan osattu arvioida tutkimuksen vériliemien vahaista indigomaaraa.

9 Pohdinta

Tutkituista morsinkolajikkeista lajike B eli Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskuksen
MTT:n (nyk. Luonnonvarakeskus) vuoden 2002 rivivéli- ja siemenmaarékokeesta perai-
sin oleva lajike tuotti suurimman kokonaisvarinmuutoksen ja tummimmat varjaysnayt-
teet. Lajikkeen B véarjaysnaytteiden b*-akselin arvot, eli ndytteen sinisyys jai kuitenkin
verrokkejaan hieman pienemmaéksi. Ero tosin oli pieni, eik& se ollut tilastollisesti merkit-
seva. Morsingossa on indigon esiasteiden liséksi myds muita variaineita, muun muassa
keltaisia flavonoideja (Harlt ym., 2015). Olisi mielenkiintoista tutkia tarkemmin naiden
morsinkolajikkeiden sisdltamia variaineita ja verrata niiden maarid. On mahdollista, etta
lajikkeessa B oli hieman muita enemman keltaisia variaineita, mika vaikutti sen b*-akse-
lin arvoon. Vesipesussa kaikkien naytteiden b*-arvot muuttuivat enemman sinisiksi, joten
oletettavasti keltaisia variaineita peseytyi naytteista pois vesipesussa. Lajikkeiden kes-
kimaaraisia varimuutoksia vesipesun jalkeen vertailtaessa b*-arvo muuttui vesipesun
my6ta eniten sinisen suuntaan lajikkeella B, ja myds yksittaisista naytteista eniten nega-
tiivinen absoluuttinen b*-arvo eli sinisin nayte saatiin lajikkeella B. Oletettavasti keltaista
varia oli siis lajikkeen B naytteissa ennen pesua eniten. Olisi myds hyodyllista tutkia,
saataisiinko eri morsinkolajikkeilla samansuuntaisia tuloksia aiemmin kasvukaudella ke-
ratyista lehdistd. Taman tutkimuksen lehtimateriaali kerattiin aivan kasvukauden lo-
pussa, jolloin indigon esiasteiden maara on jo vahentynyt lehdissd. Tuloksista ei siten
selvid, oliko lajikkeen B lehdiss& alun perin enemman indigon esiasteita kuin muissa

lajikkeissa, vai vahenivatkd ne vain hieman muita lajikkeita hitaammin. Myds muiden
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variaineiden konsentraatio lehdissa voi vaihdella kasvukauden aikana. Taman selvitta-
minen vaatisi tutkimuksen, jossa indigon ja muiden variaineiden maaraa ja varjaystulok-

sia verrattaisiin useamman kerran kasvukauden aikana.

Uuttomenetelmista suurimmat kokonaisvarimuutokset ja tummimmat naytteet saatiin uu-
tolla 3 eli uuttamalla pilkottuja lehtia 80-asteisessa vedessa 30 minuuttia. Ero kokonai-
sena uutettuihin lehtiin oli merkittava. Sen sijan b*-akselin arvo, eli naytteiden sinisyys,
ei kuitenkaan lehtien pilkkomisen my6té juurikaan kasvanut. Tahankin todennakdisesti
vaikutti morsingossa olevat keltaiset variaineet, silla vesipesun jalkeen uuton 3 naytteet
olivat eniten sinisid. Todennakdisesti lehtien pilkkominen vapautti niista enemman kel-
taisia variaineita, mutta ilman puretusta ne eivat kuitenkaan tarttuneet puuvillakuituihin
pysyvasti, vaan peseytyivat vesipesussa pois. Myts morsingon eri variaineiden konsent-
raatio eri tavoin uutetuissa variliemissa olisi mielenkiintoinen tarkentavan jatkotutkimuk-

sen aihe.

Pelkistysmenetelmista suurin kokonaisvarimuutos ja tummimmat naytteet saatiin stan-
dardimenetelmalla, mutta erot eri pelkistimien valilla olivat pienia. Sen sijaan b*-akselin
arvot olivat natriumditioniitilla pelkistetyilla liemilla (standardi ja Na»S204) selvéasti soke-
reita enemman negatiivisia eli sinisempia. Natriumditioniitti on tehokas pelkistaja ja sen
huomasi tdssa varjayskokeessa selvasti; natriumditioniitilla pelkistetyt liemet (standardi
ja NazS,0.) muuttuivat valittdmasti kirkkaan keltaisiksi, kun taas sokereilla pelkistetyt
(fruktoosi ja glukoosi) muuttivat varia vahitellen pelkistysajan kuluessa, eika véri koskaan
muuttunut yhtd kirkkaan keltaiseksi kuin natriumditioniittia sisaltavilla liemilla. Tarkea
huomio oli kuitenkin, etta natriumditioniitin maaran lisdaminen ei parantanut varjaystu-
losta, vaan painvastoin lilan suuri pelkistimien maaré johtaa huonompaan véarjaystulok-
seen. Teollisessa varjayksessd, missa indigon maara on tarkkaan tiedossa, on sopivan
natriumditioniitin maarakin helpompi maarittdd. Kotivarjarin on kuitenkin vaikeampi tie-
téd, kuinka paljon indigoa tuoreista morsingonlehdista saadaan ja mika silloin on sopiva
pelkistimen maara. Erityisesti, kun indigon esiasteiden maara vaihtelee myds morsin-
kosatojen valilla. Olisikin mielenkiintoista tutkia, mik& on pienin mahdollinen natriumdi-
tioniitin maara, jolla saadaan aikaiseksi hyva varjaystulos, esimerkiksi kiloa tuoreita mor-
singonlehtia kohden ensimmaisesta lehtisadosta, joka tyypillisesti Suomessa saadaan
heina-elokuun vaihteessa ja toisaalta toisesta lehtisadosta, joka saadaan tyypillisesti

syyskuussa (Keskitalo & Vuorema, 2005).

62



Vaikka natriumditioniitilla varjaystulokset olivat sinisempid, onnistui indigon pelkistys kui-
tenkin oikein hyvin myos sokereilla. Fruktoosia ja glukoosia ei taman tutkimuksen perus-
teella voida laittaa paremmuusjarjestykseen, silla niiden valilta ei juurikaan 16ytynyt eroja.
Fruktoosilla saatiin hieman suurempi kokonaisvarimuutos, mutta toisaalta glukoosilla
pelkistetyt naytteet olivat hieman sinisempid. Mitkdan varjaystuloksista saaduista pie-
nista eroista ei myoskaan ollut tilastollisesti merkitsevia. Varin vesipesun keston tes-
teissa fruktoosi sai hieman glukoosia paremman tahrivuuden arvosanan diasetaatilla,
mutta vaikka tama ero olikin tilastollisesti merkitseva, oli se niin pieni, ettei silla ole mitdéan

kaytannon merkitysta.

Koska sokerit eivat ole yhta tehokkaita pelkistimia kuin natriumditioniitti, ei ylipelkisty-
mista valttamatta tapahdu sokereilla yhta pienilla pelkistinmaarilla kuin natriumditio-
niitilla. Meksi ym. (2012) kuitenkin osoittivat, ettd muun muassa glukoosilla ylipelkisty-
mista kylla tapahtuu, kun sen méaréa vain on riittdvan suuri. Kyseisessa tutkimuksessa
kaytettiin synteettistd indigoa, jota oli testiliuoksissa 2 g/l. Glukoosilla varjaystulokset al-
koivat heikentya ylipelkistymisen vuoksi, kun glukoosin konsentraatio nousi yli 21,6 g/l.
Varjaystulosten heikkeneminen ei kuitenkaan tapahtunut yhta nopeasti kuin natriumdi-
tioniitilla, jolla varjaystulosten lasku ylipelkistymisen vuoksi oli melko jyrkké&. Tuoreilla
morsingonlehdilla varjatessa ei indigon maaraa kuitenkaan voi arvioida yhta tarkasti kuin
jauhemaista indigoa kayttéessa, joten Meksin ym. (2012) tutkimuksen tuloksia ei voi suo-
raan hyoddyntda morsinkovarjayksessa. Optimaalisen fruktoosin ja glukoosin maaran

maarittely morsinkovarjayksessa vaatisikin oman vastaavan tutkimuksensa.
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Liitteet

Liite 1: Pelkistyksen ja varjayksen olosuhteet

Hape-
Pelkistys Varjays tus
glu- fruk-
uu- | koosi | toosi Na,S,04 | NaOH aika aika | aika

Pvm tos | (g) (8) (g) (8) pH ldmp. (°C) | (min) | lamp.(°C) | (min) | (min)

28.3.2019 | 1A 1,6 1,6 (12,41 50 10 50 10 10
22.3.2019 | 1A 4 4,8112,13 70 10 50 10 10
22.3.2019 | 1A 4,8112,03 70 10 50 10 10
22.3.2019 | 1A 4,8112,08 70 10 50 10 10
28.3.2019 | 1B 1,6 1,6 12,51 50 10 50 10 10
22.3.2019 | 1B 4 4,8 112,06 70 10 50 10 10
22.3.2019 | 1B 4,8111,93 70 10 50 10 10
22.3.2019 | 1B 4,8111,93 70 10 50 10 10
28.3.2019 | 1C 1,6 1,6 (12,47 50 10 50 10 10
22.3.2019 | 1C 4 4,8112,12 70 10 50 10 10
22.3.2019 | 1C 4,8112,01 70 10 50 10 10
22.3.2019 | 1C 4,8112,01 70 10 50 10 10
28.3.2019 | 2A 1,6 1,6 (12,26 50 10 50 10 10
22.3.2019 | 2A 4 4,8112,12 70 10 50 10 10
22.3.2019 | 2A 4,8 112,07 70 10 50 10 10
22.3.2019 | 2A 4,8112,09 70 10 50 10 10
28.3.2019 | 2B 1,6 1,6 (12,19 50 10 50 10 10
22.3.2019 | 2B 4 4,8112,04 70 10 50 10 10
22.3.2019 | 2B 4,8111,95 70 10 50 10 10
22.3.2019 | 2B 4,8111,96 70 10 50 10 10
28.3.2019 | 3A 1,6 1,6 (12,19 50 10 50 10 10
22.3.2019 | 3A 4 4,8112,03 70 10 50 10 10
22.3.2019 | 3A 4,8111,97 70 10 50 10 10
22.3.2019 | 3A 48| 11,9 70 10 50 10 10
28.3.2019 | 3B 1,6 1,6 12,3 50 10 50 10 10
22.3.2019 | 3B 4 4,8112,08 70 10 50 10 10
22.3.2019 | 3B 4,8111,99 70 10 50 10 10
22.3.2019 | 3B 4,8111,91 70 10 50 10 10




Liite 2: Naytteiden CIELAB-arvot verrattuna standardimenetelmalla pelkistettyihin nayt-
teisiin eri uutoilla ja lajikkeilla.

Uutto | Lajike | Pelkistin | L* a* b* dL* da* db* dE*
Standardi 82,06 -1,09 7,97 [——- | | |-
A Na,S;04 83,05 0,22 -6,97 0,99 1,31 1,01 1,93
Fruktoosi 81,45 0,93 -6,92 -0,62 2,02 1,05 2,36
Glukoosi 84,46 0,79 -7,03 2,40 1,88 0,95 3,19
Standardi 80,99 -1,10 -7,19 [ —--—- |- e
1 B Na,S;04 81,95 -1,01 -4,92 0,96 0,09 2,27 2,47
Fruktoosi 80,50 0,07 -4,12 -0,49 1,17 3,07 3,32
Glukoosi 81,77| -0,19| -3,90 0,77 0,91 3,29 3,50
Standardi | 79,08 -0,86| -7,81|--  |--m |eeeee [
C Na,S,04 82,91 -1,28 -7,98 3,83 -0,42 -0,16 3,86
Fruktoosi 86,59 -0,52 -8,22 7,50 0,34 -0,41 7,52
Glukoosi 83,49 -0,55 -7,75 4,41 0,30 0,06 4,42
Standardi i 0 N B e T R ==
A Na,S;04 82,16 -1,71 -5,64 -0,59 -0,27 1,83 1,95
Fruktoosi 84,85 -0,18 -7,45 2,10 1,26 0,03 2,45
) Glukoosi 78,28 -0,33 -4,04 -4,47 1,11 3,44 5,75
Standardi 77,56 -1,93 e e R T
B Na,S;04 82,38 -1,93 -6,00 4,82 0,00 3,25 5,81
Fruktoosi 82,84 -0,61 -6,03 5,28 1,32 3,22 6,32
Glukoosi 80,18 -1,79 -4,71 2,63 0,14 4,54 5,25
Standardi 74,00 -2,33 -6,98 --—- |- |-
A Na,S,04 77,76 -2,32 -7,10 3,76 0,01 -0,13 3,76
Fruktoosi 78,64 -0,09 -3,96 4,64 2,24 3,01 5,97
3 Glukoosi 78,33 -0,57 -3,78 4,32 1,76 3,19 5,66
Standardi 70,10 -3,92 -8,96 -—-—- |- |-
B Na,S;04 71,52 -3,55 -7,49 1,41 0,38 1,47 2,07
Fruktoosi 74,75 -1,11 -3,41 4,65 2,82 5,55 7,77
Glukoosi 76,51 -1,64 -4,32 6,41 2,29 4,64 8,24




Liite 3: Varin vesipesun keston harmaa-asteikon arvot.

Uutto | Lajike | Pelkistin Haalistu- Tahriminen
minen poly- polyes- | polyak-
diasetaatti | puuvilla | amidi teri ryyli villa

Standardi 1 5 5 4-5 5 5 5

A Na2S204 1 5 5 5 5 5 5
Fruktoosi 2,5 5 5 5 5 5 5

Glukoosi 2 4-5 5 5 5 5 5

Standardi 1 4-5 5 5 5 5 5

1 B Na2S204 1 4-5 5 5 5 5 5
Fruktoosi 1,5 5 5 5 5 5 5

Glukoosi 1 5 5 5 5 5 5

Standardi 1 4-5 5 4-5 5 5 5

C Na2S204 1 4-5 5 4-5 5 5 5
Fruktoosi 1 5 5 4-5 5 5 5

Glukoosi 1 5 5 4-5 5 5 5

Standardi 1 5 5 5 5 5 5

A Na2S204 1 4-5 5 5 5 5 5
Fruktoosi 1 5 5 5 5 5 5

5 Glukoosi 1 4-5 4-5 5 5 5 5
Standardi 1 4-5 5 5 5 5 5

B Na2S204 1 4-5 5 5 5 5 5
Fruktoosi 1 5 5 5 5 5 5

Glukoosi 1 5 5 5 5 5 5

Standardi 2 5 5 4-5 5 5 5

A Na2S204 2 4-5 5 4-5 5 5 5
Fruktoosi 1 5 5 4-5 5 5 5

3 Glukoosi 1 5 5 5 5 5 5
Standardi 1,5 4-5 5 5 5 5 5

B Na2S204 1,5 5 5 5 5 5 5
Fruktoosi 1 5 5 5 5 5 5

Glukoosi 1 4-5 5 5 5 5 5




Liite 4: Varin hankauksenkeston harmaa-asteikon arvosanat marka- ja kuivahankauk-

sessa.

Harmaa - harmaa-asteikon arvosana

Markahankaus

Kuivahankaus
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Liite 5: Naytteiden L*-, a*- ja b* arvot vesipesun jalkeen seké& niiden muutos verrattuna
varjattyyn pesemattdmaan naytteeseen.

Uutto Lajike Pelkistin L* a* b* dL* da* |db*
Standardi 88,63 1,75 -8,95 3,68| 3,34| -0,8
Lajike A Na25204 89,91 2,29| -11,16 4,96 | 2,67 | -4,56
Fruktoosi 89,12 2,61| -10,52 3,22 2,31| -3,69
Glukoosi 89,66 2,77 -10,59 6,58 | 2,42| -4,56
Standardi 86,69 1,26 -8,91 6,2| 2,49 -1,45
Uutto 1 | Lajike B Na25204 87,7 1,38 -9,77 8,34| 2,43| -6,07
Fruktoosi 87,96 1,59 -9,11 6,88| 1,44| -4,89
Glukoosi 86,91 1,82 -8,99 8,85 1,89 -5,86
Standardi 87,16 1,84 | -10,27 8,58 | 2,79| -2,64
Lajike C Na25204 88,44 2,03| -10,54 8,75| 3,98| -3,99
Fruktoosi 88,81 2,35 -8,9 514 2,79| -1,2
Glukoosi 89,44 2,42 -10,06 7,45| 3,58| -3,22
Standardi 88,19 1,66 -11,13 599| 2,97| -2,94
Lajike A Na25204 87,45 1,77 | -11,16 503| 3,57| -4,86
Fruktoosi 90,21 2,41 | -10,46 6,76 | 2,99| -2,85
Uutto 2 Glukoosi 89,89 2,12 -9,73 7,58 2,68 -4,1
Standardi 86,31 0,56 | -11,63 7,31 2,68| -2,46
Lajike B Na25204 88,1| 1,41| -11,97| 7,46| 3,25| -5,41
Fruktoosi 88,05 1,8| -10,95 83| 2,48| -5,34
Glukoosi 87,25 1,43 -10,7 8,93 2,86| -5,55
Standardi 81,08 -0,22| -12,91 461| 1,78| -4,51
Lajike A Na25204 83,86 -0,08| -11,97 596| 2,56| -3,91
Fruktoosi 85,75 1,52 -8,9 7,35| 1,84 -5,27
Uutto 3 Glukoosi 85,58 1,93 -9,53 6,47 | 2,24| -4,56
Standardi 75,28 -1,56| -15,26 8,13| 2,06| -7,37
Lajike B Na25204 78,56 -1,38| -13,68 8,57| 1,68| -5,85
Fruktoosi 82,04 0,42| -10,03 9,68 1,48, -6,2
Glukoosi 81,48 0,24| -10,51 831 1,58| -5,79
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Analyysi

Lampatila

Alk aliteetti
Ammoniumtypgi, MH,-N
Kokonaiskloon
Eokonaiskowuus
Org. kokonaishiili, TOC
Pemanganaattiluku
pH

Sameus
S3hkonjehtavuus
Khoridi

Sulfaattinkki
Fluoridi

Kalsium, Ca
Magnesium. Mg
Maftrium, Na
Ealium, K

Rauta, Fe
Mangaani, Mn
Aburniini, Al
Fadmium, Cd
Kromi, Cr

Fupari, Cu
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Sinkki, Zn
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Hapu, laim luku 25°C
Maku, laim Juku

aj

)

pSicm

mgil
g
g
g
g
g
g
pgi
pgi

prny il
mpni 100 mil
mpni 100 mil

Menetelmd

Sis. meneteima

SFS-EM 150 9953-1:1926
IS0 T150-1:1884, muunn.
Sis. menetelma

SF5 30031287

SFS-EM 1484:1087

SFS 30361281

SFS5 3021:1879

SFS-EM IS0 70272018
SFS-EM 27BB3:1924

Sis. menetelma DA

Sis. menetelma DA

Sis. menetelma DA
SFS-EM 150 118B85:2002
SFS-EM 150 11885:2009
SFS-EM 150 11885:2009
SFS-EM 150 11885:2009
SFS5 3028:1878

SFS-ENM IS0 118852009
SFS-EM 150 17204-2:2016
SFS-EM IS0 17204-2:2016
SFS-EM 1SO 17204-2:2016
SFS-EM IS0 17204-2:2016
SFS-EM 150 17204-2:2016
SFS-EM 150 118B85:2002

SFS-EM 150 G222-1099
SFS-EM IS0 9308-2:2014
SFS-EM IS0 9308-2:2014

Sis. menetelma
Sis. menetzima

Puhdistettu wesi

Vanha-
Pitkakoski kaupunki
34 3.2
0,73 072
0,08 0,08
0,44 0,42
28 3.0
1.9 1.8
35 38
a3 3.4
0,06 0,06
148 149
47 43
a.1 8.3
0.1 =01
18 20
1.8 1.8
5.8 589
1.3 1.3
35 <20
<3 <3
4 =3
=0,02 =0,02
=0,05 =0,05
0,0 0,0
<01 <01
=5 =h
=1 <1
=1 =1
=1 <1
0.4 0.0
0,3 0.1

Liite 6: HSY:n raportti veden laadusta varjayskokeiden vérin vesipesun keston testien
ajankohdalta.
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Anakyysi teetetty alihankintana MetropoliLab-laboratoriossa.
Se on FINAS-akkreditointipalvelun akkreditoima testauslaboratorio TOS3,
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valvontatutkimuksista 13522015 sek3 muutos 8832017



