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1 Johdanto

Teurasveri sisaltad runsaasti proteiineja, joita ei talla hetkella hyddynnetd kovin
tehokkaasti. Eri puolilla maailman veri on suuri jatevirtojen l&hde teurastamoilla, vaikka
Suomessa suurin osa meneekin vield nykyadn turkiseldinten rehuksi (Belhocine 1998;
Raevuori 2010). Turkiseldintuotannon oletetaan kuitenkin véhenevan huomattavasti
lahitulevaisuudessa, joten veren proteiinien tehokkaaseen hyddyntamiseen myds Suomessa
on paineita (Karhula ym. 2008). Veren proteiineilla on hyvia ravitsemuksellisia
ominaisuuksia (Duarte ym. 1999). Kuitenkaan veren kaytto sellaisenaan elintarvikkeissa ei
ole nykyisten ruokailutottumusten mukaista, mutta se voitaisiin jalostaa kaytettavéksi
uusilla helpommin hyvéksyttavilla tavoilla. Veri voidaan helposti erotella erilaisiksi
jakeiksi, joista tarkeimpia ovat punasolujen hemoglobiini- ja globiinijakeet sekd plasman
albumiini-, globiini- ja fibrinogeenijakeet (Autio ym. 1983; Davila ym. 2007). Veren
jakeet sellaisinaan tai jatkojalostettuina voisivat soveltua elintarvikkeissa kaytettaviksi.

Ravitsemuksellisuuden liséksi veren proteiineilla on hyvia toiminnallisia ominaisuuksia
(Alvarez ym. 2009). Veren proteiineille elintarvikekaytén kannalta tarkeimpia teknologisia
ominaisuuksia ovat emulgointi-, vaahtoutumis- ja geeliytymiskyvyt. Plasmaproteiinit ovat
teknologisilta ominaisuuksiltaan tehokkaita laajalla fysiologisella alueella, koska ne ovat
usean ominaisuuksiltaan erilaisen proteiinin seos. Proteiinien liukoisuudella on edella
mainittuihin ominaisuuksiin suuri vaikutus ja pH:lla on suuri vaikutus taas liukoisuuteen.
Veriproteiinien teknologisia ominaisuuksia tutkittaessa tarkeitd muuttujia ovatkin pH ja

proteiinipitoisuus.

Veren jakeita voidaan kéyttdd elintarvikkeissa mm. kananmunan, rasvan ja
natriumkaseinaatin ~ korvaajana  sekd  muutoin  rakenteen,  sdilyvyyden ja
ravitsemuksellisuuden parantajana (Lee ym. 1993; Duarte ym. 1999; Cofrades ym. 2000;
Silva ym. 2003; Rawdkuen ym. 2004). Veriproteiineja voidaan yhteisen alkuperédn

johdosta hyddyntaa erityisesti lihatuotteissa, kuten makkaroissa ja pateissa.

Ultrasuodatus on elintarviketeollisuudessa paljon hyddynnetty menetelmé haluttujen
ainesosien konsentroimiseen ja se soveltuu hyvin proteiinipitoisten liuosten kasittelyyn
(Mulder 1996). Kalvon ominaisuuksiin vaikuttaa kuitenkin useita tekijoita ja menetelma

vaatii optimoinnin kullekin materiaalille. Kalvon tehokkuutta mitataan l&péisevyydella ja
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selektiivisyydelld. Lapaisevyyttd mitataan kalvon |&pi virtaavan permeaattivuon
suuruudella ja siihen vaikuttaa suodatuksen liikkeelle paneva voima, esimerkiksi paine tai
pitoisuusero. Selektiivisyys on kalvon kyky lapdista tai pidattdd erotettavana olevia
molekyyleja. Suurimmat ongelmat kalvosuodatuksessa ovat konsentraatiopolarisaation ja
likaantumisen aiheuttamat vuon hidastuminen ja kalvon huokosten tukkeutuminen, joka
voi johtaa kalvon kayttdidn lyhenemiseen. Veriplasman konsentroimista ultrasuodatuksella
on tutkittu jo pitkdan; viime aikoina kiinnostusta on heréttdnyt erityisesti
ultrasuodatusmenetelman  hyddyntdminen  veriplasman  proteiinien  kerdadmiseksi
elintarvikekéyttoon (Fernando 1981; Torres 2002).

Vastepintamenetelmd on tehokas tutkittaessa useita muuttujia samanaikaisesti (Myers ym.
2009). Menetelméssa suuren tietomaaran kasittelemiseen tarvitaan suhteellisen vahén
kokeita. Tulosten perusteella voidaan arvioida muuttujien arvoja myds sellaisissa
olosuhteissa, joita ei ole kokeellisesti tutkittu. Menetelma soveltuukin ultrasuodatuksen
optimointiin, silld ultrasuodatuksen olosuhteisiin vaikuttaa samanaikaisesti useita

muuttujia.

Kirjallisen tutkimuksen tavoitteena oli perehtyd veren késittelyyn ja veriproteiinien
ominaisuuksiin, ultrasuodatuksen ja vastepintamenetelman hyddyntdmiseen kartoittaen
samalla mahdollisia  veriproteiinien  hyddyntdmiskohteita elintarviketuotannossa.
Kokeellisen tutkimuksen tavoitteena oli kehittda ultrasuodatusmenetelmaé sian veriplasman
konsentroimiseksi ja mitata konsentraatin teknologiset ominaisuudet elintarvikekéytén
nédkokulmasta sekd valmistaa koetuote plasmakonsentraattia kdyttden. Tutkimuksessa sian
veren plasmaa konsentroitiin ultrasuodatuksella ja menetelmén optimointiin hyédynnettiin
vastepinta-analyysid. Plasmakonsentraatin soveltuvuus elintarvikkeiden raaka-aineeksi
maédritettiin mittaamalla teknologiset ominaisuudet emulgoituvuus, vaahtoutuvuus ja

geeliytymiskyky sek& valmistamalla lauantaimakkaraa plasmaproteiineja hyddyntéen.



2 Kirjallisuuskatsaus

2.1 Ultrasuodatus

Ultrasuodatus on elintarviketeollisuudessa runsaasti kaytetty menetelmd. Sitd voidaan
hyodyntdd myos veren kasittelyssa. Taman tutkimuksen kokeellisessa osiossa sian veren
plasmaproteiineja konsentroitiin ultrasuodatuksella ja ultrasuodatuksen parametrien

mallintamiseen kaytettiin vastepintamenetelméa.

2.1.1 Kalvosuodatus

Kalvosuodatuksella pyritadn erottamaan liuoksessa olevia komponentteja toisistaan, miké
perustuu puolildpéisevédédn kalvoon kahden faasin, syottovirran ja permeaatin, valilla
(Mulder 1996). Kalvon lapéisevad virtaa kutsutaan permeaatiksi ja kalvon pidattamaa
virtaa retentaatiksi. Kalvon materiaali vaikuttaa mm. adsorption vaikutuksesta
lapaisevyyteen, sovelluksen kemialliseen tasapainoon sekd kalvon puhdistukseen.
Ultrasuodatuksessa kéytettavat kalvot ovat yleensa asymmetrisid ja huokoista materiaalia
paéllystettynd ohuella paallyskerroksella, joka on aluskerrosta huomattavasti tiiviimpi.
Ohut paallyskerros saakin yleensé aikaan proteiinien erottumisen prosessissa. Yleisimmin
kaytdssa on orgaanisista polymeereistd valmistettuja kalvoja. Polyeetterisulfoni on yksi
erittdin suosittu kalvosuodatuksen perusmateriaali (Ulbricht ym. 2007). Muita usein
kaytettyjd materiaaleja ovat monet muut polysulfonit ja monet selluloosaesterit (Mulder
1996). My0s epéorgaanisia keraamisia kalvoja kaytetddn. Keraamisten kalvojen hyvié
puolia ovat hyva lammonsietokyky, kemiallinen kestdvyys ja pitkd kayttoika. Ne
soveltuvat kaytettavaksi erityisesti vaativissa olosuhteissa, joita orgaaniset polymeerit eivét

valttdmatta kesta.

Kalvosuodatusmenetelmédn  etuja  verrattuna  muihin  proteiinien  erotus- ja
konsentrointimenetelmiin ovat usein jatkuvatoiminen erotusprosessi, matala energian
kulutus ja lempedt prosessiolosuhteet (Mulder 1996). Menetelmd voidaan myds helposti
yhdistdd muihin menetelmiin ja prosessin mitoitus suureen mittakaavaan on suhteellisen

helppoa.
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Ultrasuodatusmenetelmaa kaytetdén jo lahes kaikilla teollisuuden aloilla, mm. elintarvike-,
la&ke- ja kemianteollisuudessa. Elintarvikealalla menetelméé hyddynnetddn erityisesti
meijeriteollisuudessa, jossa kaytossd olevia sovelluksia ovat esimerkiksi maidon
konsentroiminen, juuston valmistaminen ja heraproteiinien talteenotto (Sharma ym. 1993,
Yee ym. 2007; Govindasamy-Lucey ym. 2011). Muita elintarvikealan sovelluksia ovat
muun muassa perunan proteiinien talteenotto, hedelm&mehujen ja alkoholijuomien
selkeyttaminen sek& tuotannon jatevesien puhdistaminen (Gongalves ym. 2001;
Zwijnenberg ym. 2002; Cassano ym. 2011; Lo ym. 2011). My®ds veriplasman proteiinien

konsentroimiseksi ultrasuodatusta on tutkittu jo pitk&an (Fernando 1981).

Kalvojen ominaisuudet vaihtelevat paljon kohteena olevan prosessin tai sovelluksen
olosuhteista riippuen. Kaytettdvat suodatuslaitteistot ja kalvojen rakenteet ovat erittéin
monimuotoisia. Suodatettavaa liuosta voidaan esimerkiksi Kierrattdd useita kertoja kalvon
ylitse tai kalvot voivat olla sarjassa paremman lopputuloksen saavuttamiseksi (Mayani ym.
2009; Echavarria ym. 2011).

2.1.2 Suodatusolosuhteet

Suodatusolosuhteiden fysikaaliskemialliset tekijat vaikuttavat suodatuksen tehokkuuteen.
Kalvon tehokkuutta voidaan madrittaa lapaisevyydelld ja selektiivisyydell4d. Niihin
vaikuttaa mm. kalvon materiaali ja suodatettavan aineen ominaisuudet. Suodatuksen tehoa
heikentavid tekijoita ovat konsentraatiopolarisaatio ja kalvon likaantuminen.
Konsentraatiopolarisaatiossa kalvon pinnalle alkaa kertya partikkeleita ja kalvon lapdiseva
vuo hidastuu. Kalvon likaantuminen on kalvon huokosten tukkeutumista, joka on vaikeasti
puhdistettavissa tai jopa peruuttamatonta. Likaantumisen takia kalvojen kéyttoika voi jaada

lyhyeksi.

Lapaisevyys

Lapaisevyys on usein verrannollinen liikettd ajavaan voimaan, joka voi olla esimerkiksi
paine, lampdotila tai pitoisuusero (Mulder 1996). Liikett4 ajava voima saa suodatettavan
aineen suotautumaan kalvon Iapi. Ultrasuodatuksessa esimerkiksi paine voi vaihdella

1-10 bar:n valilla. Liian korkeassa paineessa molekyylit pakkautuvat kalvon pinnalle ja
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huokosiin tukkien kalvon ja tyrehdyttden vuon. Ultrasuodatuksessa vuo voi vaihdella
valilla 10-50 I/m? h bar:a kohden, huokoskoko valilla 1-100 nm ja kalvon paksuus voi olla
esimerkiksi 150 um (Mulder 1996). Lapéaisevyyteen vaikuttavat huokoskoko, kalvon

materiaali, suodatus lampdtila ja pH, kriittinen vuo ja liuoksen ionivahvuus (Mulder 1996).

Field ym. (1995) maédritteli kriittisen vuon kisitteen: (Ultrasuodatusta) aloitettaessa on
olemassa vuon arvo, jonka alapuolella vuo ei vdhene ajan suhteen ja jonka yl&puolella
havaitaan likaantumista”. Kriittisen vuon arvo riippuu mm. virtausdynamiikasta. Vuon
suuruuteen vaikuttavat suodatusolosuhteet, esimerkiksi kalvon ylittdvd paine-ero.
Suuremmalla paineella saavutetaan suurempi vuo, mutta liian korkea paine aiheuttaa
pysyvéa likaantumista ja vuon nopeaa heikkenemistd. Likaantuminen on huomattavasti

vahaisempad tydskenneltdessé kriittista vuota alhaisemmissa olosuhteissa.

Lapaisevyyttd mitataan permeaattivuolla eli virtauksen tilavuudella kalvon lapi pinta-alaa
ja aikayksikkod kohden (Mulder 1996). Tarkasteltaessa painetta liikett4 ajavana voimana,
paineen kasvaessa permeaattivuo kasvaa. Kriittinen vuo on se piste, jossa permeaattivuon
kasvu alkaa hidastua. Kun paineen lisdys ei enda kasvata vuon arvoa, on saavutettu

rajoittava vuo.

Vuo/voima -suhdetta voidaan kuvata yhtalolla:

J=-AdX/dx (Mulder 1996), 1)
jossa
J=vuo

A = fenomenologinen kerroin
dX/dx = liikettd ajava voima X:n gradienttina, joka on kohtisuorassa lapaisevyyden

muodostamaan esteeseen.

Fenomenologinen kerroin A vaihtelee sen mukaan, missé yksikdssa vuo ilmaistaan.

Esimerkkind massa- ja tilavuusvuot (yhtéalét 2 ja 3).

Massavuo:

Jm = =D dc/dx (Fickin lain mukaan), (2)
jossa

D = diffuusiovakio

¢ = konsentraatiogradientti.
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Tilavuusvuo:

Jv =—L, dP/dx (Darcyn lain mukaan), (3)
jossa

L, = lapdisevyysvakio

P = painegradientti.

Kalvon l&pdisevd vuo vadhenee suodatuksen edetessd. Se johtuu péadasiassa
konsentraatiopolarisaatiosta ja kalvon likaantumisesta, silld ne lisddvat suodatuksen
vastusta (Porter 1972). Naytetta késiteltdesséd vuo on usein vdhemmaén kuin 5 % puhtaalla

vedelld saadun vuon arvosta (Mulder 1996).

Ultrasuodatuskalvo, konsentraatiopolarisaatio ja kalvon likaantuminen aiheuttavat
resistanssia kalvon l&pi virtaavalle aineelle. Kalvon aiheuttama resistanssi maaritetdén
puhtaan veden resistanssilla puhtaalle kalvolle ja likaantumisen aiheuttama resistanssi
saadaan madrittamalla puhtaan veden resistanssi suodatuksen jalkeen likaantuneelle
kalvolle. Eri resistanssien vaikutuksia voidaan maarittdd mallintamalla resistansseja

sarjassa (eng. resistance-in-series model).

Resistanssi = —- (Mulder 1996), 4)
nxJ

jossa

p = paine

n = dynaaminen viskositeetti

J =vuo.

Suodatuksen aiheuttama resistanssi saadaan laskemalla kokonaisresistanssin seka kalvon ja

likaantumisen aiheuttaman resistanssin erotus.

Suodatuksen resistanssi:

Rg= Rr—Rm—R¢ (Mulder ym. 1996), (5)
jossa

Rt = kokonaisresistanssi

Rm = puhtaan kalvon resistanssi

R = likaantumisen aiheuttama resistanssi.
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Selektiivisyys

Kalvon selektiivisyys tarkoittaa kalvon kykya pidattaa tai lapaistd erotettavana olevia
ainesosia. Selektiivisyys perustuu usein ja etenkin aikaisemmin perustui yleisesti kalvon
huokoskokoon, jolloin erottelu perustuu partikkelikokoon. Proteiiniliuoksia suodatettaessa
yleensd perussaantond pidetdan sitd, ettd partikkeleiden kokoeron téytyy olla vahintéén
kymmenkertainen (Ghosh 2000; Saxena 2009). Proteiinien molekulaarinen koko ei
kuitenkaan aina kerro niiden todellista halkaisijaa, joka voi vaihdella paljon suhteessa
kokoon (Ghosh & Cui 2000). Viime aikoina on tutkittu paljon my6s muiden
ominaisuuksien aikaansaamaa selektiivisyyttd. Hydrodynaamiset vuorovaikutukset
partikkelien ja huokosten seindman valill4 heikentdvét partikkeleiden lapéisya (Dechadilok
& Deen 2009). Kalvon huokoset ovat usein asymmetrisia ja huokoskoossa on vaihtelua
vaikuttaen proteiinien lapaisyyn. Viiltojen kaltaisia huokosia omaavilla kalvoilla on
parempi suorituskyky ja selektiivisyys kuin symmetrisia huokosia omaavilla kalvoilla
(Kanani ym. 2010). Huokoskoon liséksi selektiivisyyteen vaikuttaa liuoksen pH ja
konsentraatio seka kalvon ja proteiinien elektroninen varaus (Ghosh & Cui 1998; van Reis
ym. 1999). Dechadilokin ym. (2009) mukaan varautuneiden partikkeleiden ympérille
muodostunut ionipilvi voi olla huomattavasti partikkelin halkaisijaa suurempi ja siten

vaikuttaa partikkeleiden l&paisevyyteen.

Koska proteiinit ovat amfolyyttisid aineita, sopivin pH suodatukseen on usein l&hell&
proteiinin isoelektristd pistettd pl (Ghosh & Cui 1998). Isoelektrisessd pisteessa proteiinin
nettovaraus on nolla, jolloin proteiinien lapimitta on pienimmalldén ja ne l&péisevat kalvon
helpoiten. Kuitenkin isoelektrisessé pisteessd proteiinit saattavat muodostaa keskendén
komplekseja aiheuttaen kalvon likaantumista (Lo ym. 2005). Proteiinin isoelektrisesta
pisteestd poikkeavassa pH:ssa proteiinien varaus on positiivinen pH:n ollessa pl:n
ylapuolella tai negatiivinen pH:n ollessa pl:n alapuolella. Kaukana pl-arvostaan olevat
voimakkaasti varautuneet proteiinit voivat reagoida sahkdisen vuorovaikutuksen kautta
muiden proteiinien kanssa muodostaen suurempia komplekseja, jolloin suodatuskalvo
likaantuu herkésti (Hiltunen & Metsdmuuronen 2007). Kalvon materiaalilla ja kalvon
pinnan kasittelyll4 voidaan vaikuttaa kalvon ja partikkeleiden valiseen repulsioon ja pH:n
vaikutukseen suodatuksessa (Ghosh & Cui 1998).
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Kalvon selektiivisyyttd liuokselle kuvataan joko retentiolla R tai erotuskertoimella o.
Laimeita vesiliuoksia suodatettaessa kaytetddn yleenséd retentiota. Retentio R on
dimensioton arvo 0-1 véliltd. Jos R = 1, vain liuotin lapéisee kalvon. Jos R = 0, sek&

liuotin etta liuenneet aineet lapaisevét kalvon vapaasti.

Retentio:

R=(ct—cp)/cs=1—-cy/cs (Mulder 1996), (6)
jossa

cs: liuenneen aineen konsentraatio syottévirrassa

Cp - liuottimen konsentraatio permeaatissa

Erotuskerrointa o kaytetddn kalvon selektiivisyyttd kuvaamaan suodatettaessa orgaanisia
nesteitd ja kaasuseoksia. a on aina suurempi kuin 1. Jos A:n ldpdiseviisyys kalvolle on
suurempi kuin B:n, erotuskerroin merkitddn aap. JOS B ldpdisee kalvon paremmin kuin A,

erotuskerroin merkitddn og/a. Jos aap = ag/a = 1, erottumista ei tapahdu.

Erotuskerroin:

aam = (Ya/ys) / (xa/xg) (Mulder 1996), (7)
jossa

aass - Selektiivisyys kerroin A:sta ja B:sta koostuvalle seokselle

ya and yg : A:n ja B:n konsentraatio permeaatissa

Xa and Xg : A:n ja B:n konsentraatio syottévirrassa

Konsentraatiopolarisaatio ja likaantuminen

Suurimmat ongelmat ultrasuodatuksessa ovat konsentraatiopolarisaatio ja likaantuminen.
Konsentraatiopolarisaatiossa virtaus kalvon lapi vetdd partikkeleita mukanaan kalvon
rajapinnalle, kalvo ei lapéise kaikkia partikkeleita ja sen pinnalle alkaa kertya syottovirtaa
tihedmpi kerros ja muodostuu konsentraatiogradientti (Porter 1972). Kalvon pinnalle
muodostuu tihed kerros, jonka konsentraatio ei endd kasva kalvoa lahestyttédessa (Kuva 1).
Suuri pitoisuus saattaa aiheuttaa liuoksen geeliytymisen muodostaen ik&an kuin toisen
kalvon alkuperéisen kalvon pinnalle ja heikentden huomattavasti liuoksen virtausta kalvon
lapi. Konsentraatiopolarisaatiota voidaan vahentdd pienentdmalld rajakerroksen paksuutta
(Mulder 1996). Alkuperainen permeaattivuo voidaan jalleen saavuttaa huuhtomalla kalvo
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Kuva 1. Konsentraatiopolarisaatio ja suodoskakun muodostuminen. (a) Virtausnopeuden ollessa Kriittisen
vuon alapuolella muodostuu konsentraatiopolarisaatiokerros. (b) Virtausnopeuden ollessa kriittisen vuon
ylapuolella partikkeleita kasaantuu kalvon pintaan ja muodostuu geelikerros eli suodoskakku. J = vuo,
Cb = konsentraatio syottévirrassa, Cg = konsentraatio geelikerroksessa (Kuva muokattu lahteistda Song &
Elimelech 1995; Mulder 1996).

esim. vedelld. Ultrasuodatuksessa konsentraatiopolarisaatio on voimakasta, koska kalvon
lapdisevd vuo on suuri, makromolekyylien diffuusio melko matala ja retentio yleensa
melko korkea. Konsentraatiopolarisaatio pienentdd vuota, heikentda saantoa ja voi johtaa

kalvon likaantumiseen.

Kalvosuodatuksen  likaantumisilmiossa  (eng.  fouling)  konsentraatiopolarisaation
aiheuttamana erotettavaa materiaalia kertyy membraanin pinnalle ja huokosiin pienentéen
permeaattivuota. Kalvon likaantumisen mekanismeja ei vield kunnolla tunneta (Chen ym.
2004). Ainakin kalvon rakenne ja materiaali vaikuttavat likaantumisilmiéon. Huokosten
muodolla, yhteyksill& toisiinsa ja huokostiheydell& on myos suuri vaikutus likaantumiseen

(Chandler & Zydney 2006). Likaantumista ei voida kokonaan estdd, mutta siihen voidaan
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vaikuttaa suodatusolosuhteilla ja kalvon materiaalilla. Kalvon materiaali vaikuttaa
sovelluksen kemialliseen tasapainoon ja kalvon puhdistukseen. Likaantunut kalvo voidaan
usein puhdistaa, mutta se yleensa lyhent&4 kalvon kayttéikaa. Kalvon materiaalin tulisi olla
likaantumista ehkéisevdd ja puhdistettavissa. Likaantumisherkkyyteen vaikuttavat

materiaalin termiset ja kemialliset ominaisuudet.

Likaantumisen erilaiset tyypit ovat huokosten tukkeumat (eng. pore blockage), huokosten
umpeenkuroutuminen (eng. pore constriction) ja suodoskakun muodostuminen kalvon
pintaan (eng. cake filtration) (Ho & Zydney 2000; Wu ym. 2011). Huokosten tukkeumassa
partikkelit tukkivat huokosen suuaukon eikd huokoseen péddse endd uusia partikkeleita.
Huokosten umpeen kuroutuessa partikkelit tarttuvat huokosen muodostaman kanavan
pintaan pienentden huokosen halkaisijaa. Kalvon pintaan muodostunut suodoskakku
kasvattaa suodatuksen resistanssia samaan tapaan kuin konsentraatiopolarisaatio (Kuva 1).
Erityyppinen likaantuminen aiheutuu erilaisten partikkeleiden ominaisuuksista. Wu ym.
(2011) olettivat huokosten umpeenkuroutumisen aiheutuvan liukoisesta materiaalista,
huokosten tukkeutumisen aiheutuvan kolloideista ja kakun muodostumisen aiheutuvan
Kiinteista partikkeleista. Likaantumisessa huokosten tukkeutuminen on
konsentraatiopolarisaatiosta poiketen usein peruuttamatonta ja likaantunut kalvo erittdin
vaikea puhdistaa (Chen ym. 2004). Likaantumisen ymmartdminen onkin tarkedad ja
hydrodynaamisilta ominaisuuksiltaan likaantumisen minimoivia kalvomateriaaleja tulisi
kehittaa.

2.1.3 Ultrasuodatuksen hyddyntadminen teurasverimateriaaliin

Ultrasuodatusta voidaan hyddyntad teurastamoiden jatekuormituksen pienentdmisessa.
Veri on merkittdvin biologinen kuormittaja teurastamoiden jatevesissa (Belhocine ym.
1998). Belhocinen ym. (1998) tutkimuksissa havaittiin ultrasuodatuksen olevan erittéin
tehokas teollisuuden jatevirtojen biologisen saastuttavuuden pienentdmismenetelma.
Orgaaninen kalvo osoittautui epédorgaanista kalvoa tehokkaammaksi teurastamoiden
jatevirtojen puhdistamisessa. Liséksi ultrasuodatuksen havaittiin olevan haihduttamista

huomattavasti taloudellisempi menetelma jatteen mééran vahentamiseksi.

Ultrasuodatusta voidaan myos hyddyntad teurasveren proteiinien talteen kerd@miseksi.

Fernando (1982) ja Belhocine ym. (1998) totesivat ultrasuodatusmenetelman soveltuvan
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plasmaproteiinien konsentroimiseen. Torres ym. (2002) lisdksi totesivat ultrasuodatuksen
soveltuvan kanan veren konsentrointiin tavoitteena elintarvikekaytté. Ultrasuodatuksella
konsentroitu veriplasma on ravitsemukseltaan l&hes kaseiinin veroinen proteiinilahde
(Delanay 1975).

Tarkeimpid verimateriaalin ultrasuodatukseen vaikuttavia tekijoita ovat paine, lampétila ja
kalvon materiaali (Torres ym. 2002; Lo ym. 2005). Ndiden lisdksi myds virtausnopeus ja
pH voivat olla merkittavasti vaikuttavia tekijoita (Torres ym. 2002; Lo ym. 2005). Lo ym.
(2005) havaitsivat, ettd pH:n sdatdminen isoelektrisesta pisteesta poikkeavaksi mahdollisti

paremman ultrasuodatustuloksen teurastamoiden jatevesid suodatettaessa (Lo ym. 2005).

2.2 Vastepintamenetelméa

Vastepintamenetelmd on viime aikojen kaytetyin optimointimenetelméa tieteellisesséa
tutkimuksessa (Bas & Boyaci 2007). Vastepintamenetelméda kéytetddn myds usein
teollisuudessa, jotta saavutetaan tehokkain mahdollinen prosessointi (Myers ym. 2009).
Vastepintamenetelm& soveltuukin hyvin toisen paljon teollisuudessa kaytettdvén
menetelman, kalvosuodatuksen, parametrien optimointiin. Menetelmé&n avulla saadaan
minimoitua suoritettavien kokeiden méaéara ultrasuodatusprosessin optimaalisia olosuhteita
madritettdessd. Suoritettavien kokeiden mé&&ra voisi kattavassa koeasetelmassa muutoin
olla hyvinkin suuri, silla ultrasuodatuksen tehokkuuteen vaikuttaa useita eri parametreja.
Vastepintamenetelmd soveltuu optimoimaan kemiallisten ja biologisten prosessien
muutoksia, joita voidaan kuvata toisen kertaluvun polynomisella yht&lolla (Bas & Boyact
2007).

Vastepintamenetelmdssé tavoitteena on tuntemattoman suureen y selvittdminen tunnettujen
suureiden  Xp,Xp,Xs,...,.Xk funktiona y = f (X,X2,X3,....Xk) (Myers ym. 2009).
Vastepintamenetelmda voidaan kéyttdd optimin etsimiseen. Vastepinta-analyysi on
vaiheittainen menetelmé, jossa edetddn systemaattisesti alkupisteesta kohti optimia. Optimi
voi joko maksimoida tai minimoida vasteen arvon. Vastepintamenetelméalla selvitetan,
milla tekijoilla eli faktoreilla on todellinen merkitys vasteisiin ja milld muuttujilla on
merKittévid synergisia tai antagonistisia yhteisvaikutuksia (MODDE User Guide). Tarkeitéa
tekijoita ovat ne, joiden vaihtelulla on huomattavia vaikutuksia vasteisiin (MODDE User
Guide). Vastepinta-analyysilla pyritddn selvittdmaan, miten tekijat vaikuttavat vasteisiin.
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Vastepinta-analyysissa luodaan matemaattinen malli, jonka kertoimet pyritddn

selvittdméan koesuunnittelun avulla saatavan tiedon perusteella (MODDE User Guide).

2.2.1 Faktorikokeet

Faktorikokeiden avulla saadaan tietoa tekijéiden vaikutuksesta vastemuuttujiin.
Vastemuuttuja on tutkimuksen keskeisen mielenkiinnon kohteena oleva ominaisuus. Usein
faktorikokeissa jokaisella faktorilla on kaksi tasoa, korkea ja matala (Kuva 2). Eri
muuttujien yksikot tai arvojen jakautuminen voivat olla hyvinkin vaihtelevia. Jotta
muuttujat vaikuttaisivat vasteisiin tasaisemmin ja yksikoilla ei olisi merkitystd, parametrit
normalisoidaan ja muuttujat saavat arvot -1 ja 1 (Bas & Boyaci 2007). N&itd kutsutaan
2% faktorikokeiksi, jolloin  kokeessa on k tekijdd. Téarked erityistapaus ovat
2%-faktorikokeet. 2°-faktorikokeessa on 2% = 2 x 2 = 4 kasittelykombinaatiota. Faktoreiden
paavaikutus voi olla positiivinen tai negatiivinen. Jos vaikutus on positiivinen, tekijan
siirtyminen matalalta tasolta korkeammalle tasolle kasvattaa vastemuuttujan arvoa ja
painvastoin vaikutuksen ollessa negatiivinen. Kuitenkaan 22-faktorikokeita ei voida tai
haluta aina kayttaa. Esim. jos tekijoita on paljon, 2>-kombinaatioiden maara kasvaa todella

nopeasti.

Osafaktorikokeilla voidaan selvittdd tekijoiden pédvaikutukset ja matalan asteen
yhdysvaikutukset. Osafaktorikokeissa oletetaan, ettd tiettyd astetta suurempia
yhdysvaikutuksia ei ole. Koska kaikkia kombinaatioita ei tarvitse tutkia, péaastdan
huomattavista pienemmalla maaralla kokeita. Osafaktorikokeita varten on selvitettava,

mitka tekijat ovat merkittavia (Myers ym. 2009).

2.2.2 Toisen asteen vastepinta-analyysi

Toisen asteen vastepinta-analyysien avulla voidaan selvittaa tekijoiden optimaalinen
yhdistelm& (Myers ym. 2009). Jyrkimman nousun menetelm& on tarkein toisen asteen
vastepinta-analyyseistd. Minimi& etsittdessd kyseessa on jyrkimmén laskun menetelma.
Ensin luodaan ensimmaisen tason malli faktorikokeita kayttden. Ensimmaisen tason mallin
perusteella suoritetaan kokeita, joiden pohjalta luodaan uusi malli. Lé&hella optimia
jyrkimmén nousun menetelméa ei endd pade yhtd hyvin, koska aiemmin merkityksettémat
yhdysvaikutukset muuttuvat merkitseviksi. Jyrkimmé&n nousun malli onkin 1&hinnd

esivaihe, jolla paastaan lahemmads optimia ja voidaan ottaa kayttéon toisen asteen malli.
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b ab b ab
+
Faktori b
1 a 1 a
- + - +
Faktori a

Kuva 2. 2%-faktorikokeiden yhdysvaikutuksen havainnollistaminen ja merkintatavat. Vasemmanpuoleisessa
ruudussa on tekijoiden vélilla yhdysvaikutus, mutta oikeanpuoleisessa yhteisvaikutusta ei ole. Merkkien
selitykset: — : matala taso, + : korkea taso, 1: molemmat faktorit matalalla tasolla, ab : molemmat faktorit
korkealla tasolla, b : faktori A korkealla ja faktori B matalalla tasolla, a : faktori A matalalla ja faktori B
korkealla tasolla (Kuva muokattu ldhteestd Myers ym. 2009).

Toisen asteen malli (Myers ym. 2009):

yv=p0,+ Zﬁﬁﬁ + Z B.x] + ZZ Pyxx; +€

~

i<j j=2

(8)

Geometrisen pinnan optimia kutsutaan stationaariseksi pisteeksi tai keskukseksi. Jos
keskus ei ole maksimi eikd minimi se on satulapiste. Toisen asteen mallin sovitteesta
saadaan lineaarinen yhtaloryhmd, jonka ratkaisemalla saadaan stationaarisen pisteen
koordinaatit. Usean muuttujan yhtdaikainen tutkiminen on monivasteoptimointia (Myers
ym. 2009). Optimoitaessa tulisi tietdd suurin piirtein, milta alueelta optimi I6ytyy, jotta
voidaan madrittdd alue, mistd optimia etsitddn. Voidaan myods madrittad kaytettdvyyden
alue, jota rajaa esim. prosessin mahdolliset toimintaolosuhteet.

Yleisin toisen asteen vastepinta-analyysimenetelméd on keskuskomposiittikoesuunnittelu,
joka kehitettiin jo 1950-luvulla (Box & Wilson 1951). D-optimaalisuus on eniten kaytetty
keskuskomposiittikoesuunnittelun optimaalisuuskriteeri (Myers ym. 2009).
D-optimaalinen koesuunnittelu keskittyy hyvéan mallin parametrien arviointiin. Se on
toisen kertaluvun polynominen malli. Optimaalisen kokeen suunnittelussa koepisteiden

paikat koealueella valitaan niin, ettd tavoitefunktio minimoituu (Piche & Ruohonen 2010).
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D-optimaaliseen koesuunnitteluun voidaan kéyttdd koodattuja faktoreita, mik& ei ole
mahdollista muilla optimaalisuusmenetelmilld. D-optimaalisuuden tavoitefunktio on
muotoa (Piche & Ruohonen 2010):

=det((XTX)™1)

Jn(X) =
T , ©)

et(XTX)
jossa
Jp (X) = tavoitefunktio
X = datamatriisi,
det(X"X) = matriisin X"X determinantti ja

X" = matriisin X transpoosi.

Talléin minimoituu regressiomallin b luottamusellipsoidien tilavuus (Piche.& Ruohonen
2010).

2.2.3 Vastepintamenetelma verimateriaalin ultrasuodatuksessa

Torres ym. (2002) tutkivat vastepintamenetelmalld paineen, virtausnopeuden ja kalvon
leikkauskoon vaikutuksia kanan veren proteiinien konsentrointiin ultrasuodatuksella
23-faktorikokein. Kokeiden perusteella pystyttiin arvioimaan optimiolosuhteet plasman
konsentroimiselle. Heiddn mukaansa kaikilla tutkituilla tekijoilla oli vaikutusta plasman
konsentrointiin. Kuitenkin virtausnopeuden vaikutuksen oli erittdin merkittdvd muihin

tekijoihin verrattuna.

Vastepinta-analyysia kayttdmalla onkin mahdollista huomattavasti parantaa suodatuksen
lopputulosta, esimerkiksi Lo ym. (2005) saivat veripitoisen jateveden ultrasuodatuksen
keskimé&araisen vuon kaksinkertaistettua vastepinta-analyysin avulla. Lo ym. (2005)
havaitsivat ~ vastepinta-analyysimenetelmalla  kvadraattista ~ mallia  hyddyntden
teurastamoiden jatevesid puhdistettaessa tarkeimmiksi parametreiksi pH:n, tilavuusvirran

ja kalvon ylittdvan paine-eron.

Téaman tutkielman  kokeellisen osan tutkimuksien analysoinnissa  kaytet&éan
vastepintamenetelmédéd ja D-optimaalista koesuunnittelua ultrasuodatuksen parametrien

optimointiin sian veren plasman konsentroimiseksi.
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2.3 Teurasveren proteiinit

Sianlihaa tuotetaan Suomessa yli 200 000 tonnia vuosittain (SVT: Lihantuotanto).
Lihantuotannon sivutuotteena syntyy myos suuri méara teurasverta. Suomessa suurin osa
teurasverestd kaytetddn lahinnd turkiseldinten rehuksi ja pienemmadassd madrin
elintarvikkeeksi. Lihantuotannon sivutuotteena syntyvastd verestd elintarvikekaytt6on
menee 600 tonnia ja rehukayttdén 8 500 tonnia (Raevuori ym. 2010). Pieni osa kuitenkin
paatyy myos teurastamoiden jatevesiin. Turkiseldintuotanto elinkeinona on vahenemadssa
Suomessa, mika lisad tarvetta teurasveren uusiin hyddyntdmistapoihin (Karhula ym. 2008).
Suomessa sikoja teurastetaan yli 2 miljoonaa kappaletta vuosittain (SVT: Lihantuotanto).
Yhdesta siasta on mahdollista ker&td noin 3 litraa verta (Ockerman & Hansen 1999). Sian
veren proteiinipitoisuus on noin 19 % (Méarquez ym. 2005), jolloin veren proteiinia kertyisi
yli 1 700 tonnia vuodessa. Maaré on merkittava, sillda Suomessa tuotetaan vuosittain noin
75000 tonnia maitoproteiinia ja noin 7700 tonnia kananmunaproteiinia (SVT:

Kananmunien tuotanto; SVT: Maito- ja maitotuotetilasto).

Belhocinen ym. (1998) mukaan eldinten veri on térkein orgaaninen epépuhtaus
teurastamoiden jatevirroissa. Veri siséltdd arvokkaita proteiineja ja ne voitaisiin ottaa
talteen seka edelleen myyntiin. Belhocine ym. (1998) tutkivat algerialaisen El Harrachin
teurastamon jatevirtojen kuormittavuutta mikrobiologisin ja fysikokemiallisin menetelmin.
Suurin osa jateveden kuormituksesta oli perdisin eldinten verestd. Belhocine ym. (1998)
kayttivat maarityksissa biologista hapenkulutusta, BODs-lukua, eli 5 vuorokauden aikana
20 °C:ssa mikrobien orgaanista ainesta hajottaessa kuluttamaa happimaaraa. Veren BODs
arvo oli 85 mg/l O, teurastamon jatevirtojen kokonais-BODs -arvon ollessa 3,6 mg/l O,.
Belhocinen ym. (1998) tutkimuksissa ultrasuodatuksen havaittiinkin huomattavasti
vahentdvén teollisuusjateveden saastuneisuutta. Suomessa rehuksi paatynyt veri hyodyttaa
teurastamoita nykyaddn myos taloudellisesti, mutta turkistuotannon véhentyessé
teurasverestd tulee suuri puhdistuskustannuksia aiheuttava jatevirta. Euroopan Unionin
direktiivin 91/271/ETY mukaan teollisuuden jatevedet on ennen jatevedenpuhdistamoille
johtamista esikasiteltdvd asianmukaisella tavalla ja my6s jatevedenpuhdistamoille
johtamattomien teollisuusjatevesien paastoilla on vaatimukset. Direktiivin  mukaan

yhdyskuntajatteen puhdistettujen jatevesien sallittu BODs-arvo on vain 25 mg/l O,.



22

Tuotantoeldinten veren hyodyntdmismahdollisuuksia on tutkittu useilta elédinlajeilta, kuten
naudalta (Lee ym. 1993; Duarte ym. 1999; Silva ym. 2003; Silva & Silvestre 2003;
Bizzotto ym. 2005), sialta (Ramos-Clamont ym. 2003; Chang ym. 2007; Davila ym. 2007)
ja kanalta (Torres ym. 2002). Vaikka eri tuotantoeldinlajeilta kerétylla wverelld on
koostumuksessaan ja ominaisuuksissaan pienid eroavaisuuksia, ne ovat silti samankaltaisia
(Ramos-Clamont 2003). Taulukossa 1 on esitetty eri tuotantoeléinlajien veren ja veren
fraktioiden proteiinipitoisuudet verrattuna lihan proteiinipitoisuuteen. Kanan veressa on
pienin proteiinipitoisuus (Marquez ym. 2005). Punasolujakeen proteiinipitoisuus taas on
naudalla pienin. Plasman proteiinipitoisuus on kanalla huomattavasti pienempi kuin

naudalla ja sialla (Marquez ym. 2005).

Veren soluista suurin osa (99 %) on punasoluja. Hemoglobiini on tarkein proteiini
punasoluissa. Hemoglobiinipitoisuus veressd on siipikarjalla 9 000 mg/100 ml, naudalla
11 000 mg/100 ml ja sialla 12 700 mg/100 ml (Sjaastad ym. 2010). Punasolujakeesta noin
38 % on raakaproteiinia, jonka kuiva-aineesta hemoglobiinia on naudalla noin 80 % ja
sialla noin 87 % (Autio ym. 1983). Hemoglobiinista 6 % on rautapitoista hemia ja loput
94 % on globiinia (Autio ym. 1983). Veriplasma sisdltdd suuren maaran erilaisia
proteiineja (Taulukko 2). Plasma on heraan, soijaproteiiniin ja kananmunaan verrattavissa
oleva luonnollinen proteiiniseos. Tarkeimmat plasman proteiinit ovat albumiini ja
fibrinogeeni (Davila 2006). Naiden lisaksi plasmassa on suuri joukko erilaisia globuliineja,
joista tarkeimpia ovat immunoglobuliinit. Jopa 60 % plasman proteiineista on albumiinia,
noin 40 % globuliineja ja noin 3 % fibrinogeenia. Plasma siséltdd pienempid maaria myos
useita muita proteiineja. Veren proteiineilla on suuri koko vaihtelu muutamasta kDa:sta
lahes tuhanteen kDa:n (Taulukko 2). Suuri vaihtelu koossa ja rakenteessa mahdollistaa

veriproteiinien monipuoliset teknologiset ominaisuudet.

Taulukko 1. Eri tuotantoeldinlajien lihan ja veren proteiinipitoisuus g/100 g ndytettd (Marquez ym.
2005)

Materiaali Nauta Sika Siipikarja
Liha, 19,3 18,3 20,3

Veri 19,18 19,07 12,77
Punasolut 27,11 31,32 31,53
Plasma 7,21 6,65 3,46

a) www.finelli.fi (31.10.2010)
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Taulukko 2. Plasmaproteiinien molekulaarinen koko ja maara plasmassa (Davila 2006)

MW (kDa) Maéard (mg/100ml)

Albumiini 66,5 3000 - 5000
Fibrinogeeni 340 200 — 450
Globuliinit

- Immunoglobuliinit 150 — 950 900 — 2500

- a- globuliinit 26 — 725 700 — 1400

- B- globuliinit 35— 440 300 — 550
Muut koagulaatioproteiinit 58 — 320 30-80
Komplementtiproteiinit 24 —540 150 - 300
Pienimolekyylipainoiset proteiinit 5-14 <5

2.3.1 Veren ja sen fraktioiden kasittely

Veri sellaisenaan on elintarvikkeissa vaikeasti hyddynnettavissa oleva materiaali. Veren
kasittelyyn on kehitetty useita menetelmid. Eri menetelmi& yhdisteleméll& voitaisiin saada
veren eri osat kattavasti hyddynnettya.

Veren kaésittelyssa on otettava huomioon, ettd se on mikrobiologisesti erittdin herkka
materiaali. Terveessa eldimessd veri on kaytdnndssa steriilid, mutta on heti kerdd@misesta
lahtien altis mikrobeille. Veri kerdtdan teurastamoilta teurastuksen yhteydessd pyrkien
valttdmaan kontaminaatiota. Usein kéytetdan suljettuun kerdysastiaan letkulla yhdistettya
pistoveists, jotta veri ei pédse kosketuksiin ympdriston tai eldimen ihon kanssa.
Kerdysastiaan voidaan hyytymisen estamiseksi lisétd esimerkiksi EDTA:ta (Belchocine
ym. 1998; Silva ym. 2003; Silva & Silvestre 2003; Bizzotto ym. 2005) tai natriumsitraattia
(Duarte ym. 1999; Torres ym. 2002; Chang ym. 2007; Davila ym. 2007; del Hoyo ym.
2008). Sailyvyyden parantamiseksi voidaan lisatd myo6s bakteriosidia (Belchocine ym.
1998).

Verta voidaan prosessoida sellaisenaan, mutta yleensd siitd erotellaan plasma- ja
punasolujakeet. Usein plasman erottamiseen punasoluista kdytetddn sentrifugointia (Duarte
ym. 1999; Torres ym. 2002; Silva ym. 2003; Silva & Silvestre 2003; Davila ym. 2007;
del Hoyo ym. 2008). Solujen erottamiseksi sentrifugointi olosuhteet olivat tutkimuksesta
riippuen valilla 900-5000 g 15-20 minuutin ajan. Sentrifugoinnilla saadaan eroteltua
verisolu- ja plasmafraktiot verisolujen painuessa pohjaan. Seerumin erottamiseen

verisoluista voidaan myos kéyttdd hyydyttdmismenetelmaa. Veren, johon ei ole lisatty
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hyytymisenestoainetta, voidaan antaa hyytyd ja ndin saadaan erotettua veren seerumi
punasolujen ja fibrinogeenin jaadessa hyytyméan (Ramos-Clamont ym. 2003). Plasmaa on
noin 50-60 tilavuus-% ja verisoluja 40-50 tilavuus-% veresta (Torres ym. 2002; del Hoyo
ym. 2008). Noin 70 % veren kokonaisproteiinimaarasta on verisolujakeessa ja noin 30 %

plasmajakeessa (Duarte ym. 1999).

Veriplasma voidaan konsentroida kayttdmalla ultrasuodatusta (Belchocine ym. 1998;
Duarte ym. 1999; Torres ym. 2002). Veriplasman konsentrointi
kalvosuodatusmenetelmélla on havaittu olevan haihdutusmenetelm&d huomattavasti
taloudellisempaa ja sitd hyodyntdamalla saadaan myds lopputuotteen hiilijalanjalked
pienennettyéd (Jevons & Awe 2010). Ultrasuodatuksella plasman proteiinipitoisuus on saatu
nostettua 5-11 %:n tasolle ja proteiinihdvikki permeaattiin on vahéista (Torres ym. 2002).
Liséksi kalvosuodatuksen hyddyntdminen proteiinien fraktiointiin ja puhdistamiseen on
suuren Kiinnostuksen kohteena. Suuren mittakaavan prosesseissa kalvosuodatuksen etuja
kromatografiamenetelm&&n verrattuna ovat edulliset kustannukset ja helpompi skaalaus
tehdasmittakaavaan tuotekehitysvaiheesta (Saxena ym. 2009). Suodatusolosuhteita
saataméallda voidaan kalvosuodatuksella erotella plasmaproteiineja, esim. seerumin
albumiinia ja immunoglobuliineja (Ghosh & Cui 2000). Kalvosuodatuksen suurimmat
ongelmat ovat konsentraatiopolarisaatio ja likaantuminen sek& niista johtuva
permeaattivuon hidastuminen. Plasmaan lisatyn etanolin on havaittu lisddvan likaantumista
ja hidastavan permeaattivuota ainakin orgaanisia aineita suodatettaessa yleisesti
kaytettavalla polysulfonikalvolla (Jaffrin ym. 1997). Likaantumista voidaan ehkaistd ja
lopputuotteen proteiinipitoisuutta parantaa my0s muodostamalla séhkokenttd, joka
nopeuttaa isoelektristd pistettd korkeammassa pH:ssa olevien happamien, negatiivisesti

varautuneiden proteiinien siirtymista kalvon lapi (Tarazaga ym. 2006).

Kalvosuodatuksen liséksi veresta voidaan erotella erilaisia jakeita monin eri kasittelyin
(Kuva 3). Veriplasma voidaan erotella jakeiksi saostamalla suolan avulla (eng. salting out)
tai kromatografiamenetelmalla (Moure ym. 2003; Ramos-Clamont ym. 2003; Davila ym.
2007). Nailla  menetelmilla  onnistuu  ainakin  fibrinogeeni-, albumiini- ja
immunoglobuliinijakeiden  erottelu.  Verisolujakeesta voidaan eristdd hemi- ja
globiinijakeet happamalla asetonikarboksimetyyliselluloosa —menetelmalla (Autio ym.
1983). Menetelméssa saostettu hemi erotetaan globiinin vesiliuoksesta. Lundell ym. (1990)

keksivét vield tehokkaamman tavan erottaa hemi tai hemiini hemoglobiinista hajottamatta



25

Globiini
-solut+fibrinogeeni Hemoglobiini
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Albumiini
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Globuliinit
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ultrasuodatus/ Globuliinit
kromatografia
Plasma
Fibrinogeeni
Sentrifugointi Globiini
Solut Hemoglobiini
Solujen
hajottaminen Hemi/hemiini

Hapan asetonikarpoksi-
metyyliselluloosa -menetelmd

Kuva 3. Verestd eri kasittelyin saatavat jakeet.

hemin rakenteita. Globiini voidaan erottaa punasoluista myos dekolorisointimenetelmall&
(GOomez-Juarez ym. 1999). Proteiinit voidaan erottaa myds saostamalla etanolilla (Moure
ym. 2003).

Jakeet usein kuivataan kuljettamisen ja séilyttdmisen helpottamiseksi. Kuivaukseen
voidaan kayttdd useita menetelmid, esim. sumutus- tai kylmékuivausta (Lee ym. 1993;
Duarte ym. 1999). Jakeet voidaan kuivata suoraan erottelun tai vasta konsentroinnin
jalkeen. Kuivausta voidaan kayttaa kaikkiin veren jakeisiin: verisoluihin, veriplasmaan tai
hajotetuista verisoluista eroteltuihin jakeisiin, kuten hemoglobiini- tai globiinijakeisiin
(Lee ym. 1993, Duarte ym. 1999; Bizzotto ym. 2005).
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2.3.2 Veren proteiinien teknologiset ominaisuudet

Veren teknologiset ominaisuudet ovat oleellisia suunniteltaessa veren ja sen jakeiden
hyodyntamistd elintarviketuotannossa. Ne maéérittelevat verestd saatavien tuotteiden
mahdolliset kéyttokohteet. Tarkeimpid veriproteiinien teknologisia ominaisuuksia ovat
lihan, soijan ja kananmunankin ominaisuuksiin vaikuttavat emulgointi-, geeliytymis- ja

vaahtoutumiskyvyt. Proteiinien liukoisuudella on suuri vaikutus néaihin ominaisuuksiin.

Liukoisuus

Liukoisuus vaikuttaa proteiinien muihin toiminnallisiin  ominaisuuksiin, kuten
emulgoituvuuteen, vaahtoutuvuuteen ja geeliytymiskykyyn (de Witt & Klarenbeek 1984).
Voimakkaat kasittelyt, jotka siséltdvat suuria pH:n, lampdtilan tai ionivahvuuden
vaihteluita yleens&d denaturoivat proteiineja johtaen liukoisuuden vahenemiseen ja
proteiiniryhmittymien  muodostumiseen ja proteiinien  biologisen  aktiivisuuden

menetykseen (Ustunul & Sypien 1997).

Plasmaa voitaisiin lisdtd parantamaan elintarvikkeiden proteiinipitoisuuden ja
-koostumuksen liséksi tuotteen vedensidontakykya. Plasmaproteiinien liukoisuus on noin
65-80 % (del Hoyo ym. 2008). Liukoisuus on heikointa lahelld plasman isoelektrista
pistettda eli pH-arvossa 6,4. Isoelektrisesséd pisteesséd proteiinien nettovaraus on
pienimmalldén ja ne péasevét kasautumaan yhteen ja liukoisuus véhenee. pH-asteikon
aaripaita kohti liukoisuus paranee, vaikka pH:lla ei olekaan kovin suurta vaikutusta
plasman proteiinien liukoisuuteen. Plasman deionisointi parantaa plasmaproteiinien
liukoisuutta noin 15 % kun taas plasman dekationisointi heikentdd liukoisuutta noin 10 %
(del Hoyo ym. 2008).

Seerumin  proteiinien liukoisuus on hieman suurempi kuin edelld mainittu
plasmaproteiinien liukoisuus (Ramos-Clamont ym. 2003). Seerumin liukoisten proteiinien
osuus on suurimmillaan korkeassa pH:ssa ja vdhenee pH:n alentuessa. pH:ssa 8 liukoisten
proteiinien osuus on 92 % ja pH:ssa 5 enda 70 %, mika vastaa plasman liukoisten

proteiinien méaaraa (Ramos-Clamont ym. 2003).
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Suolapitoisuudella  on  merkittdvd  vaikutus  proteiinijakeiden  liukoisuuteen.
Albumiinijakeen liukoisuus on korkea, parhaimmillaan lahes 90 % (Ramos-Clamont ym.
2003). Deionisoituun veteen liuotetun albumiinin liukoisuus on hieman korkeampi kuin
0,15 ja 0,25 M suolaliuokseen liuotettaessa. Myods véakevammassd suolaliuoksessa
liukoisuus on miedompaa suolaliuosta matalampi. pH:lla ei ole vaikutusta albumiinijakeen
liukoisuuteen. Immunoglobuliinijakeen liukoisuus on sitd vastoin suurin korkeimmassa
suolapitoisuudessa ja matalin deionisoidussa vedessa. Immunoglobuliinien liukoisuus on
matalin pH:ssa 6 jadden alle 70 % ja korkein pH:ssa 8 parhaimmillaan yltden 96 %.
Suolapitoisuuden liséksi globiinijakeen liukoisuus riippuu fraktiointimenetelmasta.
Happamalla asetonilla fraktioidulla globiinilla on pH:ssa 6 hyva liukoisuus (noin 90 %)
suolattomassa ja matalasuolapitoisessa (0,25 M) ympdristossa (Silva ym. 2003).
Karboksimetyyliselluloosa-menetelmall& fraktioiduilla globiineilla liukoisuus on heikompi,
noin 40 % vastaavissa olosuhteissa. Sen sijaan lihatuotteiden normaalissa
suolapitoisuudessa (0,25 mol/l) kummallakin menetelmalla fraktioiduilla globiineilla oli
erittdin matala liukoisuus. Punasolujen dekolorisointimenetelmélla fraktioidun globiinin
liukoisuus on matalassa pH:ssa heikko. Nettoliukoisuus nousee pH-arvon 6 ylapuolella
ollen 90 % pH:ssa 12 (Gomez-Juarez ym. 1999).

Vaahtoutumisominaisuudet

Vaahtoutumiskykyd kuvaa vaahdon mé&ard, joka saadaan muodostettua liuoksen tilavuutta
kohti. Proteiinit ovat tarkeimmat vaahtoutumistekijat elintarvikkeissa, koska ne
pidattaytyvat voimakkaasti kaasu-vesi -rajapintaan ja aikaansaavat hyvan vakauden
(Murray 2007). llma/vesi -rajapinnan muodostumiseen tarvitaan mekaanista energiaa ja
pinta-aktiivisia  aineita  yllapitdmaan  rajapinta  (del Hoyo ym.  2008).
Vaahdonmuodostuskykyd mitattaessa madritetddn vaahdon tilavuus ja stabiilisuus seka

pH:n vaikutus niihin.

Plasman vaahtoutumisominaisuudet ovat hyvét ja vaahtoutuminen voimistuu pH-asteikon
aaripdissé (del Hoyo ym. 2008). Plasman vaahtoutumiskyky on suurin pH-alueella 3—4 (del
Hoyo ym. 2008, Alvarez ym. 2009). Happamuuden laskiessa pH-arvoon 2
vaahtoutumiskyky heikkenee huomattavasti. pH:n noustessa pH-arvon 4 vylépuolelle
vaahtoutumiskyky pienenee melko lineaarisesti. Dekationisoidun ja deionisoidun plasman

vaahtoutumiskyky on pienin lahelld plasmaproteiinien isoelektrista pistetta pl 6,4 ja kasvaa
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pH:n aaripditd kohti ollen kuitenkin suurin matalassa pH:ssa (del Hoyo ym. 2008).
Vaahtojen stabiilisuus on hyva, 15 minuutin kuluttua vaahdon tilavuus pienentyy plasmalla
20 %, dekatioinisoidulla plasmalla 22 % ja deionisoidulla plasmalla 28 % (del Hoyo ym.
2008).

Proteiinifraktioista globuliinien ja fibrinogeenin vaahtoutumiskyky kasvaa pH:n noustessa
(Alvarez ym. 2009). Albumiinin vaahtoutuvuus on suurin pH:ssa 6 ja laskee pH-asteikon
aaripaita kohden. Plasmaproteiinifraktiot jaavét kuitenkin parhaimmillaankin alle 50 %
plasman vaahtoutuvuudesta. Hemoglobiinin vaahtoutumiskyky kasvaa pH:n noustessa ja
vaahtoutuvuus on pH:ssa 8 yhta hyvin kuin plasmalla pH:ssa 4 (Alvarez ym. 2009).
Globiinin  vaahtoutumisominaisuudet riippuvat kaytetystd globiinin  fraktiointi-
menetelmastd (Yang & Lin 1998). Globiinin vaahtoutumiskyky on voimakkainta
happamassa (pH 2-3) ja heikoin neutraalissa (pH 7-8) (Yang & Lin 1998). Alvarez ym.
(2009) mukaan globiinin vaahtoutumiskyky on vaahdon maé&ardn ja pH-riippuvuuden

suhteen samanlainen kuin plasmalla.

Emulgointiominaisuudet

Veren proteiinien joukossa on pinta-aktiivisia proteiineja, jotka voivat toimia
emulgointiaineina. Emulgointiaineita kaytetddn emulsioiden aikaansaamiseksi seké
emulsioiden ja vaahtojen pysyvyyden parantamiseksi. Emulgoitumisominaisuuksia ovat
emulgointikyky, emulsion stabiilisuus ja emulgointiaktiivisuus. Emulgointikyky kertoo,
kuinka hyvin proteiini pystyy emulgoimaan rasvaa. Emulsion stabiilisuus kertoo, kuinka
hyvin emulgaattorina toimiva proteiini pystyy sailyttdmaan emulsion rakenteen esim.

kuumennuksen aikana.

Emulsioilla on térkead rooli elintarviketuotannossa. Niitd tarvitaan mm. makkaroissa,
majoneeseissa ja margariineissa. Veren proteiineilla emulgointiaineina kaytettdessd on
hyva emulgointikyky ja stabiilisuus. Veriplasma siséltada useita eri proteiineja, jotka voivat
toimia emulgointiaineina. Plasman toimiminen emulgaattorina onkin néiden proteiinien
yhteistoiminnan  tulos.  Veren  proteiinien  emulgointiominaisuudet  vastaavat
elintarviketuotannossa lahinnd kananmunan, erityisesti keltuaisen, ja soijaproteiinien
ominaisuuksia. Kananmunan emulgointiominaisuudet johtuvat pééasiassa LDL-, livetiini-,

HDL- ja fosvitiiniproteiineista. My0s soijaproteiini on seos monia erilaisilla
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ominaisuuksilla varustettuja proteiineja. Eri proteiinit toimivat emulgointiaineina eri
pH:ssa (Anton & Gandemer 1999), joten eri proteiineja sisaltdvat materiaalit ovat hyvia
emulgaattoreita, koska ne toimivat laajalla pH-alueella. Esim. kananmunan keltuainen
emulgaattorina pH:ssa 3 0ljy-vesi rajapinnalla on ladhinna fosvitiineja ja pH:ssa 9
apoproteiineja LDL:sta ja HDL:sta (Anton & Gandemer 1999).

Caldironin ja Ockermanin (1982) mukaan veriplasman liukoisten proteiinien
emulgointikyky on 2-3 kertaa korkeampi kuin lihalla. Plasman proteiineilla paras
emulgointikyky saavutetaan melko matalalla proteiinipitoisuudella 0,1-0,2 g/100 ml (Silva
& Silvestre 2003; Bizzotto ym. 2005). Plasman demineralisointi parantaa ja suolan
lisédminen heikentdd emulgointiominaisuuksia (Silva & Silvestre 2003; del Hoyo ym.
2008). Toimintakyky suuremmassa suolapitoisuudessa olisi kuitenkin hyo6dyllista
kaytettdessd plasmaa lisdaineena liha- ja sailyketuotteissa, joissa suolapitoisuus on

tyypillisesti suurempi kuin plasmassa.

Plasman pH:lla ei ole suurta vaikutusta emulgointikykyyn (Silva & Silvestre 2003; Alvarez
ym. 2009). Plasmaproteiinihydrolysaatteilla on plasmaa heikompi emulgointikyky edelleen
heiketen pH-asteikon &&ripéissa (Silva & Silvestre 2003). pH:ssa 5,0 — 6,0 hydrolysaattien
emulgointikyky on vain hieman plasman emulgointikykya alhaisempi, mutta pH:ta 3 tai 4
alhaisemmassa ja pH:ta 7 tai 8 korkeammassa pH:ssa emulgointikyky l&hes olematon (0 g
6ljya / mg proteiinia). Punasolujen globiinin emulgointikyky paranee pH:n noustessa
(Gomez-Juarez ym. 1999; Alvarez ym. 2009). Plasmaproteiineista poiketen, hydrolysointi

paransi globiinin emulgointikykyé (Bizzotto ym. 2005).

Plasman proteiineista fibrinogeenilla on suurin emulgointikyky (Alvarez ym. 2009).
Fibrinogeenin emulgointikyky on suurempi kuin plasmalla sellaisenaan. Muiden
plasmaproteiinien emulgointikyky on plasman emulgointikykyé alhaisempi ja albumiinin

emulgointikyky on heikoin.

Geeliytymisominaisuudet

Geeliytymistd tutkittaessa selvitetddn reologiset ja rakenteelliset ominaisuudet. Geelin
reologisiin ominaisuuksiin kuuluu geeliytymispiste, varastomoduuli g’ ja faasisiirtyminen.

Geelista selvitettavia rakenteellisia ominaisuuksia ovat kovuus, elastisuus, koheesiivisuus
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ja vedenpidatyskyky. Geelien ominaisuuksiin vaikuttaa plasman proteiinipitoisuus, pH,

kuumennuslampétila ja -aika seka sailytyslampotila (O’Riordan ym. 1989a).

Plasma proteiinien aggregoituminen alkaa lampétilassa 60-75 °C pH:sta (pH 4,5-7,5)
riippuen (Déavila ym. 2007). Davila ym. (2007) tulokset geeliytymisen alkamislampdtilasta
ovat yhtenevaiset Alvarez ym. (2009) tuloksiin, joiden mukana pH:ssa 6,0 plasman
geeliytyminen alkaa 71°C:ssa. Eri plasmaproteiinien geeliytymisl&mpotiloissa on
kuitenkin eroja, esim. a- ja B-globuliinien geeliytyminen alkaa jo 44 °C:ssa (Alvarez ym.
2009). Matala pH nopeuttaa ja tehostaa geeliytymistd mutta kuitenkin heikentda etenkin
plasmasta valmistetun geelin kestavyyttd. Plasmaproteiinien isoelektristd pistetta (pl 5,0)
korkeammassa pH:ssa geeleistd tulee kiintedmpid kuin matalassa pH:ssa (O’Riordan ym.
1989a). Seerumista valmistetussa geelissa pH:n vaikutukset sitd vastoin olivat pienemmat
(Davila ym. 2007). Pitoisuudeltaan 6 % plasmaproteiiniliuos riittdd muodostamaan geelin
(Alvarez ym. 2009). Plasmasta erotellut proteiinijakeet muodostivat geelejé viela plasmaa
alhaisemmalla proteiinipitoisuudella, albumiinit ja hemoglobiini 4 % ja globuliinit 2 %
pitoisuudella (Alvarez ym. 2009). Albumiinista valmistettu geeli oli heikoin ja plasmasta

valmistettu geeli vahvin (Davila ym. 2007).

Suolojen lisd&minen plasmasta valmistettuihin geeleihin voi parantaa geelien kestavyytta
(O’Riordan ym. 1989b). Pieni suolapitoisuuden nostaminen eli 0,01 M CacCl, tai 0,02 M
MgCl; lisédminen vahvisti geeleja mutta tata suurempi suolapitoisuus kuitenkin jo heikensi
niitd. Koheesiivisuus oli parempi mutta palautuminen heikompi geeleissé, joihin oli lisatty

suoloja.

Plasman ominaisuuksia voitaisiinkin muokata haluttuihin elintarvikkeisiin sopiviksi

muokkaamalla plasman koostumusta ja saatamalla pH:ta.

Muut ominaisuudet

Veren ja veren jakeiden mikrobiologinen laatu on tarked suunniteltaessa materiaalin
kayttoa elintarviketuotannossa. Mikrobiologista laatua tutkittaessa méaaritetdén aerobisten
bakteerien maara sek& onko néytteessa koliformeja, salmonellaa tai Staphylococcus aureus
-bakteeria (Ramos-Clamont ym. 2003). Mikrobeja voidaan my6s hyddyntaa, silla veresta
eristettyjd maitohappobakteerikantoja voidaan kayttdd veren biopreservaatioon eli

sailyvyyden parantamiseen (Davila ym. 2006). Proteiinien aiheuttama pintajannitys



31

vaikuttaa teknologisiin ominaisuuksiin mm. vaikuttamalla proteiinien kayttaytymiseen
faasien rajapinnoilla. Plasmaproteiinien pintajannitys on 72 mM/m 0,4 g/l
proteiinipitoisuudessa (del Hoyo ym. 2008). Plasmaproteiinien pintajannitys laskee
proteiinipitoisuuden kasvaessa. Mitatuilla arvoilla 0,4-2 g/l ei saavutettu critical micellar
concentration -pistettd, jonka jalkeen proteiinipitoisuuden muutos ei endd muuttaisi
pintajannitystd. Plasmaproteiinien hydrofobisuus on suurin happamassa (pH 3), ja tdssé
pH:ssa my0ds hydrolysoinnilla voidaan pienent&dé hydrofobisuutta. Korkeammassa pH:ssa
hydrofobisuus on matala eika hydrolysoinnilla ole merkitysta hydrofobisuuteen (Silva &
Silvestre 2003).

2.3.3 Veren proteiinien antioksidatiiviset ja -genotoksiset vaikutukset

Veren eri fraktioilla ja niiden hydrolysaateilla tavattuja antioksidatiivisia ja
antigenotoksisia vaikutuksia voitaisiin hyodyntaa esimerkiksi elintarvikkeiden sailénnéssa
ja vapaiden radikaalien aiheuttamien sairauksien ehkaisyyn (Park ym. 2002; Rodriguez-
Garcia & Guil-Guerrero 2007; Sarmadi & Ismail 2010). Proteiinihydrolysaatteja on
mahdollista valmistaa monista kasvi- ja eldinlahteista, mutta ekologisin perustein on syyté
pyrkia kayttamaan myos tuotantoeldimista syntyviéd jatemateriaaleja, kuten verta (Chang
ym. 2007). Hydrolysaatteja voidaan valmistaa kayttamalla proteaasina esimerkiksi
trypsiinia (Silva & Silvestre 2003). Antioksidatiivisia ominaisuuksia on tutkittu sekéa
punasoluista erotetusta hemoglobiini- ettd plasmasta saatavista albumiini- ja
globuliinijakeista (Keeton 1994; Chang ym. 2007; Wang ym. 2008). Parhaat
antioksidatiiviset ~ ominaisuudet vapaita radikaaleja ~ vastaan on saatu
pienimolekyylimassaisilla hydrolysaateilla ja paras antioksidatiivisuus pienilla (MW < 3
kDa) albumiinipeptidijakeilla (Keeton 1994). Suurempia molekyylimassoja siséltavat
hydrolysaatit ovat osoittautuneet paremmiksi pelkistdjiksi ja ferri-ionien kelatoijiksi kuin

pienimolekyylimassaiset hydrolysaatit (Chang ym. 2007).

Park ym. (2002) tutkivat naudan plasmasta, albumiinin ja globiinin entsymaattisella
hydrolyysilla tuotettujen peptidien antigenotoksisuutta. Tutkimuksessa kaytettiin erilaisia
proteaaseja, kuten trypsiinid, pepsiinia ja alkalaasia. Pepsiini osoittautui ndista parhaaksi
proteaasiksi ja albumiini puolestaan lupaavaksi antigenotoksisten hydrolysaattien
proteiinilahteeksi. Antigenotoksisesti aktiiviset peptidit osoittautuivat suhteellisen pieniksi,

molekyylimassaltaan alle 1 kDa. Peptidien antigenotoksinen vaikutus johtunee suojaavasta
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vuorovaikutuksesta solun ja peptidin vélilla pikemminkin kuin suorasta mutageenin

toiminnan estamisesta (Park ym. 2002).

2.4 Sovelluksia veren proteiineille elintarvikkeissa

Veriproteiinien  hyvien teknologisten ominaisuuksien ansiosta ne  soveltuvat
elintarvikkeiden raaka-aineiksi. Teurasveren proteiineja voidaan lisata elintarvikkeisiin
ravitsemuksellisista syista tuotteen proteiinikoostumuksen tai —pitoisuuden parantamiseksi

tai tuotteen rakenteeseen vaikuttavien teknologisten ominaisuuksien hyddyntdmiseksi.

2.4.1 Ravitsemukselliset ominaisuudet

Duarte ym. (1999) tutkivat veren osien ravitsemuksellista arvoa. Ravitsemuksellisesta
nédkokulmasta rauta on veren tarkein mineraali. Verisolujakeessa on runsaasti rautaa, joka
on elimistdlle biologisesti helposti kéytettdvissd olevassa muodossa sitoutuneena
punasolujen hemoglobiiniin. Walter ym. (1993) tutkivat hemoglobiinilla rikastettujen
(6 %) keksien vaikutusta kouluikaisiin lapsiin ja havaitsivat 3 vuotta kestdneiden kokeiden

aikana kekseja syoneiden lasten veren rauta-arvojen parantuneen verrokkiryhmaan nahden.

Tuotantoeldinten veren proteiineissa valttamattomistd aminohapoista erityisesti lysiinin
osuus on korkea (Marquez ym. 2005). Lysiinia on kaikilla tuotantoelaimilla seké plasma-
ettd punasolujakeessa yli aikuisille suositeltu maéra proteiinin aminohappopitoisuudesta
(Taulukko 3). Naudan veri on kuitenkin tuotantoeldimistd paras lysiinin lahde pitoisuuden
ollessa ldhes kaksinkertainen suositeltuun arvoon n&hden. Tuotantoeldinten veressa on
niukasti muutamia ihmiselle vélttdmattdmi& aminohappoja, isoleusiinia, tryptofaania ja
rikkié sisaltavia aminohappoja kysteiinia ja metioniinia (Duarte ym. 1999; Marquez ym.
2005). Isoleusiinia on plasmassa enemman kuin punasoluissa ja tuotantoeldimista kanan
plasmassa eniten, vain hieman alle suositellun tason (Taulukko 3). Metioniinia on
parhaiten sian ja kanan punasolujakeessa, pitoisuuden kuitenkin j&&den alle puoleen
suositellusta proteiinin  aminohappopitoisuudesta (Taulukko 3). Veriproteiini ei

riittaisikaan varmistamaan kasvua ainoana proteiinin lahteena.
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Taulukko 3. Eri tuotantoeldinten veren, punasolujen ja plasman vélttdméattdmien aminohappojen isoleusiinin,
lysiinin ja metioniinin pitoisuudet verrattuna aikuisille suositeltuun maaraén proteiinin aminohappo-
pitoisuudesta. (Marquez ym. 2005)

Veri Punasolut Plasma AVA ,

Nauta Sika Kana Nauta Sika Kana Nauta Sika Kana

Proteiinipitoisuus
%

Isoleusiini

19,18 19,07 12,77 27,11 31,32 3153 721 6,65 3,46

. 093 o069 275 108 028 265 256 225 287 3
g/ 100 g proteiinia
Lysiini
868 584 75 91 533 751 718 6,12 587 4,5
g/ 100 g proteiinia
Metioniini
028 09% 064 039 075 073 021 053 0,51 1,6

g/ 100 g proteiinia

[Alikuisille Valttamattdmat Aminohapot
a WHO/FAO

Eniten  valttamattomia aminohappoja  oikeassa  suhteessa  siséltdd  Kkuitenkin
plasmaproteiinikonsentraatti  (Duarte ym. 1999). Ultrasuodatuksella valmistetun
plasmakonsentraatin  aminohappokoostumuksessa isoleusiini on ainut merkittavasti
rajoittava aminohappo vaikkakin myos valiini, fenylalaniini, tryptofaani ja rikkipitoiset
aminohapot metioniini ja Kkysteiini ovat ravitsemuksellisen ideaalitason alapuolella
(Delanay 1975). Plasmakonsentraatti sisaltaa riittavasti tai ylen maarin treoniinia, leusiinia,
tyrosiinia ja lysiinid. Yhteensd rikkipitoisia aminohappoja on vastaava maéaard kuin
kaseiinissa, jota pidetd&n ravitsemuksellisesti riittdvand proteiinina. Delanayn (1975)
tutkimusten mukaan plasmakonsentraatin valttamattomien aminohappojen indeksi oli 70,1
sen ollessa kaseiinille 79,5. Myos ravitsemuskokeet rotilla varmistivat plasmakonsentraatin
proteiinien ravitsemuksellisuuden vastaavan kaseiinin ravitsemuksellisuutta melko hyvin
(Delanay 1975). Nama tutkimukset antavat viitteita siitd, ettd verelld ja sen jakeilla on
hyvid ravitsemuksellisia ominaisuuksia. Ne eivat kuitenkaan yksistdan riitd ravinnon
lahteeksi, mutta niitd voitaisiin kdyttda parantamaan muiden tuotteiden ravitsemuksellisia

ominaisuuksia.

2.4.2 Veren ja sen fraktioiden kaytto elintarvikkeissa

Kasittelemattoman veren kayttoa elintarvikkeissa rajoittaa verestda aiheutuva tumma
punaruskea vari sekd raudan maku (Duarte ym. 1999, Bizzotto ym. 2005). Néit4 ongelmia

voidaan valttaa jakamalla veri erilaisiin proteiinijakeisiin. Hyddyntamismahdollisuuksia on
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tutkittu niin verelle, plasmalle ja seerumille kuin plasmasta ja punasoluista eristetyille
proteiinijakeille. Plasmasta eristettyja proteiinijakeita ovat esimerkiksi albumiini- ja
globuliinijakeet ja punasoluista eristettyja proteiinijakeita ovat hemoglobiini- ja

globiinijakeet.

Materiaalin teknologiset ja toiminnalliset ominaisuudet madrittelevdt materiaalin
kayttdomahdollisuudet elintarviketuotannossa. Veriproteiinien mahdollisia sovelluksia
elintarvikkeissa niiden toiminnallisten ominaisuuksien perusteella on liha- ja
maitotuotteissa, liha- ja kalamassasta valmistetussa surimissa, juomissa, leivassa, kakuissa,
jaateloissé sekd kohokkaissa (Lee ym. 1993, Kang & Lanier 1999; del Hoyo ym. 2008).
Joidenkin  tutkimusten ~ mukaan  veren  proteiinit ovat jopa  parempia
emulgointiominaisuuksiltaan kuin eréat vyleisesti elintarviketeollisuudessa kaytetyt
emulgointiaineet, kuten kaseiini, kananmunan albumiini tai soijaproteiini (Ramos-Clamont
ym. 2003). Liséksi veren proteiineja voidaan hyddyntdd valmistettaessa véharasvaisia
kevyttuotteita (Cofrades ym. 2000).

2.4.3 Kananmunan korvaajana

Kananmunan valkuaiset voitaisiin kakkujen valmistuksessa korvata munia halvemmalla
teuraseldinten plasmalla, silld kuivatulla plasmalla on samankaltaiset toiminnalliset
ominaisuudet kuin kuivatulla munanvalkuaisella (Lee ym. 1993). Lee ym. (1993)
tutkimuksessa kuivatulla plasmalla korvattiin 0, 25, 50, 75 tai 100 % kakkujen
valmistamisessa kéytetysta kuivatusta kananmunasta tai munanvalkuaisesta. Lisaksi rasvaa
ja lesitiinid lisattiin taikinoihin, joista korvattiin kokonaan tai osittain my6s keltuaiset.
Plasmalla valmistetuissa kakuissa oli kontrolleihin verrattuna pienid eroja symmetriassa,
kutistumisessa, varissd ja rakenteellisissa ominaisuuksissa. Liséksi plasmasta valmistetut
kakut arvioitiin hieman makeammiksi kuin kontrollikakut. Havaitut eroavaisuudet eivéat
kuitenkaan vaikuttaneet ainakaan epdsuotuisasti aistinvaraiseen laatuun. Vaaleasta
taikinasta valmistettu tdytekakku, jossa oli 100 % veriplasmalla korvattu
kananmunaproteiinit, oli aistinvaraisissa tutkimuksissa hieman, tilastollisesti merkittavasti
(P < 0,005), kananmunanvalkuaisia kayttden valmistettua kontrollikakkua maistuvampi
(Lee ym. 1993).
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2.4.4 Rasvan korvaajana

Cofrades ym. (2000) mukaan veren plasmaproteiinit voisivat olla hyvid rasvankorvaajia
vahérasvaisissa lihaemulsioissa; ryhma teki tutkimuksia bolognan makkaralla. Makkaroista
maéaritettiin mm. pH, kalorimééara, vari ja rakenteelliset ominaisuudet, kuten kovuus,
koheesiivisuus,  kimmoisuus ja  sitkeys. = Korkeammat plasmaproteiini- ja
soijakuitupitoisuudet johtivat kovemman, pureskeltavamman rakenteen ja paremman
rasvan- ja vedensidontakyvyn omaavan makkaran muodostumiseen. Tutkimuksessa plasma
proteiineille saatiin paremmat ominaisuudet rasvan korvaajana kuin soijakuiduille
(Cofrades ym. 2000).

2.4.5 Surimituotteissa

Surimi on puristettu kala- tai lihamassatuote ja siind voitaisiin kayttda plasmaa sen
proteaaseja inhiboivien ja geeliytymistd parantavien ominaisuuksien ansiosta (Rawdkuen
ym. 2004). Surimin raaka-aineena kaytettdva kalajauheliha siséltaa erilaisia proteaaseja,
jotka nopeuttavat tuotteiden pilaantumista. Surimista tutkittiin lujuus, koheesiivisuus /
elastisuus, veden pidatyskyky, proteolyysin maara ja vari. Plasman lisddminen
surimitahnaan vahensi valkoisuutta, joka on lopputuotteessa haluttu ominaisuus, mutta
kuitenkin lisasi veden pidatyskykya. Korkein tutkittu plasman osuus 2 paino-% lisési
proteaasien inhibitiota eniten. Myos lujuutta mittaava leikkausvoima ja elastisuus nousivat

plasman pitoisuuden noustessa (Rawdkuen ym. 2004).

2.4.6 Natriumkaseinaatin korvaajana

Maitoperdinen natriumkaseinaatti voitaisiin lihatuotteissa korvata lihassa luonnollisestikin
esiintyvilla verestd peréisin olevilla proteiineilla. Silva ym. (2003) tutkivat happamalla
asetonilla ja karboksimetyyliselluloosamenetelmalla valmistettujen globiinijakeiden
ominaisuuksia korvattaessa natriumkaseinaatti kinkkupateessa. Tutkimuksissa testattiin
raa’an pateetaikinan ja valmiin kypsdn pateen ominaisuuksia. Molemmilla edelld
mainituilla menetelmilld valmistettuja globiinijakeita kaytettdesséd pateen ominaisuudet
olivat toisiaan vastaavat ja selvésti paremmat kuin natriumkaseinaattia kaytettaessa. Myos
proteiinipitoisuus oli globiinijaetta kaytettdessd korkeampi kuin natriumkaseinaattia

sisaltavissd tuotteissa. karboksimetyyliselluloosa-menetelmélld valmistetusta globiinista
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tenty patee oli kuitenkin kemiallisilta ominaisuuksiltaan happamalla asetonilla
valmistetusta globiinista tehtyd parempi; pH oli korkeampi ja lipidit eivat hapettuneet
varastoinnin aikana. N&in ollen karboksimetyyliselluloosamenetelmalla valmistettu
globiini  osoittautui naistd kahdesta menetelmastda paremmaksi tavaksi korvata

natriumkaseinaatti kinkkupateessa (Silva ym. 2003).

2.4.7 Veriproteiinin hydodyntaminen lihatuotteissa

Lihatuotteet voisivat olla erinomainen kohde veriproteiinien hyddyntamiseksi, silla silloin
tuotteisiin ei lisattdisi niissé luonnostaan esiintymattémia ainesosia. Veriproteiinien kayttoa
lihatuotteissa on tutkittu jonkin verran. Cofrades ym. (2000) havaitsivat plasmaproteiinien
soveltuvan rasvan korvaamiseen bolognan makkarassa. Silva ym. (2003) totesivat
punasolujen globiinin soveltuvan kinkkupateen natriumkaseinaatin korvaajaksi samalla
parantaen tuotteen laatua. Caldironi ja Ockerman (1982) korvasivat makkaran
valmistuksessa osan lihaproteiinista plasmaproteiinilla. Makkarat, joissa 10 %
lihaproteiinista korvattiin plasmaproteiinilla ja 10 % luumateriaalista uutetuilla proteiinilla,
eivat poikenneet verrokkimakkaroista tilastollisesti merkittavasti maun, rakenteen, tuoksun
tai vérin suhteen. Taman tutkielman kokeellisessa osassa tutkittiin ultrasuodatuksella

konsentroidun plasman kéytt64 lauantaimakkaran raaka-aineena.

3 Kokeellinen tutkimus

3.1 Tausta ja tavoitteet

Teurasveren hyddyntdmiseen on paineita Suomessa, silld turkistuotanto on vdhenemassa ja
veren korkeiden biologisten hapenkulutusarvojen (BODs) takia verta sisaltavan jateveden
puhdistuskustannukset ovat korkeat. Tyon tavoitteena oli optimoida ultrasuodatus-
menetelma elintarvikekelpoisen materiaalin valmistamiseksi heikosti hyddynnetysta sian
teurasverestd. Ultrasuodatuksen on menetelmand todettu soveltuvan proteiinipitoisen
materiaalin konsentroimiseen. Veren ja plasman prosessointi voi vaikuttaa proteiineihin
esimerkiksi denaturoimalla niitd, joten liséksi tavoitteena oli mitata konsentroidusta
materiaalista elintarviketuotannon kannalta merkityksellisten jakeiden teknologiset

ominaisuudet ja elintarvikekdyttéon soveltuvuus valmistamalla koetuote. Koetuotteeksi
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valittiin lauantaimakkara. Plasmakonsentraatin teknologiset ominaisuudet maédritettiin,
jotta voidaan arvioida menetelmdn soveltuvuutta kaytettavaksi elintarvikemateriaalin
valmistamisessa. Tutkimus oli osa laajempaa Maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskus
MTT:n tutkimuskokonaisuutta, jonka yhteydessa laadittiin elinkaarianalyysi plasman
prosessoinnista seka tutkittiin plasman mikrobiologinen laatu ja muiden teurastamoiden

sivuvirtojen hyddyntamista elintarviketeollisuuden tarpeisiin.

3.2 Materiaalit ja menetelmat

3.2.1 Veren kerays ja jakeiden erottaminen

Sian teurasveri keréttiin teurastamolta (HK Ruokatalo Oy, Forssa, Suomi), jonka toiminta
oli 1SO 22000 -sertifikaatin mukaista. Verta keréttiin useista eri elaimistd. Veri valutettiin
eldimistd avoimeen astiaan. Tamén jalkeen wveri siirrettiin kanistereihin, joissa oli
hyytymisenestoainetta (0,2 tai 1 % natriumsitraattia deionisoituun veteen liuotettuna).
Kerdamisen jalkeen veri tuotiin vélittémasti laboratoriolle ja sailytettiin kylmdssa (+ 4 °C)
plasman ja punasolujen erottamisvaiheeseen asti. Solut erotettiin plasmasta sentrifugilla
(Sorvall RC 26 Plus) saman péivan aikana 1000 g:ssa 20 minuutin ajan kylméssa (+ 4 °C).
Sentrifugointi tehtiin tarvittaessa kahdesti, jotta saatiin plasma eroteltua punasoluista.

Plasma sailytettiin kylmassa (+ 4 °C) seuraavaan aamuun jatkokasittelyja varten.

3.2.2 Plasman ultrasuodatus ja prosessin optimointi

Ultrasuodatukseen kéytettiin edellisena péivana valmisteltua kylmassa séilytettyd plasmaa.
Suodatuslaitteistoon kuului vesihaude lampdtilan séatamiseen, plasmasailio, pumppu
(Ismatec ecoline), Milliporen kalvoteline ja suodatuskalvo (Kuva 4). Suodattamiseen
kaytettiin kahta spiral wound -tyyppistd ultrasuodatuskalvoa, joiden molekulaarinen
leikkauskoko oli 30 kDa. Tutkimuksessa kaytetyt kalvot olivat Milliporen regeneroidusta
selluloosasta valmistettu Ultracel PLTK 30— (RC) ja polyeetterisulfonista valmistettu
Biomax PTTK 30 -kalvo (PES). Kalvojen suodatuspinta-alat olivat 0,23 m2. Kalvon
pienen leikkauskoon perusteella olettamuksena oli, ettd permeaatin mukana plasmasta
poistuisi suodatuksen aikana lahinnd vettd ja suoloja. Tutkimukseen valittiin kahdesta

erilaisesta polymeerista valmistetut kalvot, jotta myos kalvon materiaalin vaikutusta
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paastiin mittaamaan. Suodatuksen tulokset voivat olla erilaiset eri materiaaleista
valmistetuilla kalvoilla, koska esimerkiksi kalvojen hydrofobiset ominaisuudet voivat olla
erilaiset. Plasman konsentrointi ultrasuodatuksella toteutettiin kierrattdmalla retentaatti eli

konsentroitunut plasma takaisin syéttéliuokseen Kuvan 4 mukaisesti.

Kuva 4. Tutkimuksessa kéaytetty ultrasuodatus laitteisto: 1. ultrasuodatuskalvo, 2. manometri,
3. pumppu, 4. lAmpomittari, 5. syottosailio, 6. permeaatin kerdysséilio, 7. syOttdvirta sisdéntulo, 8.
retentaatin ulostulo ja 9. permeaatin ulostulo. Ldmpdtilan séatdmiseen kaytetty vesihaude ei ole kuvassa
mukana.
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Ennen plasman suodattamista kalvo huuhdeltiin runsaalla vedelld seka liuotinvuo mitattiin
vedelld 1,5; 1 ja 0,5 bar:n paineissa resistanssin maarittdmiseksi samassa lampdtilassa kuin
tulossa ollut suodatus. Suodatettavan plasman alkutilavuus oli 3 litraa. Plasman lampdétila
séadettiin vesihauteessa 8, 19, 24 tai 40 °C, minka jalkeen suodatus suoritettiin 0,5; 1; 1,25;
1,5 tai 2 bar:n kalvon ylittavalla paine-erolla. Suotautumisaika mitattiin ja ~ 25 ml néytteet
permeaatista (Kuva 4: kohta 6.) seka retentaatista eli syottoliuoksesta (Kuva 4: kohta 5.)
otettiin 10 - 200 ml suodattumisvélein. Osassa suodatuksista vuo tyrehtyi aikaisemmin ja
permeaattia saatiin kerattya 7, 8 tai 9 - 200 ml (Liite 2). Kokonaissuodatusaika vaihteli
1-5 tunnin valilla. Suodatuksen paatyttya laitteisto huuhdeltiin runsaalla vedelld, minka
jalkeen mitattiin viel&d puhdas liuotinvuo vedelld 1,5; 1 ja 0,5 bar:n paineessa samassa

lampdtilassa kuin suodatus oli suoritettu.

Suodatuksen jalkeen suodatuskalvot puhdistettiin. Kalvojen lapi kierratettiin 1 h ajan 0,1
bar:n kalvon ylittavalla paine-erolla noin 40 °C:sta 0,1 M natriumhydroksidia (J.T.Baker
0402), joka oli valmistettu liuottamalla rakeista natriumhydroksidia veteen. Pesun jélkeen
kalvot huuhdeltiin runsaalla vedelld ja jalleen mitattiin liuotinvuo. Kalvojen huuhtelun,

liuotinvuon mittaamisen ja pesuun kaikissa vaiheissa kéytettiin ionivaihdettua vetta.

Plasmakonsentraattia k&ytettiin teknologisten ominaisuuksien méaérittdmiseen samana

paivana tai séilytettiin seuraavaan péivaan kylméssa (+4 °C).

Tutkimuksessa oli  tarkoituksena selvittdd, miten eri muuttujat  vaikuttavat
ultrasuodatuksella tehtdvan konsentroinnin tehokkuuteen. Koeasetelman luomiseen ja

mallintamiseen k&ytettiin MODDE v.9 —ohjelmistoa (Umetrics Oy, Ruotsi).

Resistanssi laskettiin kalvolle, likaantumiselle ja konsentraatiopolarisaatiolle yhtalolla (4)

ja suodatuksen kokonaisresistanssi yhtalolla (5).

Suodatuksen permeaattivuo J (I/m?h) saatiin laskemalla tilavuusvuo 200 ml suotautumisen
jaksoilta:

J=dV/(t- An), (10)
jossa

dV = suodatettu tilavuus (I),

t = suodatukseen kulunut aika (h),

An = suodatuskalvon pinta-ala (m?).
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Mallinnuksessa kaytettiin D-optimaalista keskuskomposiittikoesuunnittelua. Vaste- eli
selitettdviksi muuttujiksi valittiin permeaattivuo (suure yp) ja kalvon likaantuminen
(suure y,). Faktoreiden tekijoita eli selittdvid muuttujia olivat siten kalvon materiaali, paine
ja lampdtila (suureet Xy, X2, X3 ja X4). Kalvon materiaali oli kvalitatiivinen muuttuja ja silla
oli kaksi tasoa, RC ja PES —materiaaleista valmistetut kalvot. Paine ja lampétila olivat
kvantitatiivisia muuttujia. Tassé tutkimuksessa paineella oli nelj& tasoa (0,5; 1; 1,5 ja 2 bar)
sekd keskusosa (1,25 bar) ja lampétilalla nelja tasoa (8, 19, 29 ja 40 °C) sek& keskusosa
(24 °C). Koeasetelma koostui kaikkiaan 22 kokeesta (Liite 1). Tutkimukseen siséllytettiin
kuusi kappaletta toistokokeita (Liite 1: rivit 17-22) mallin yhteensopivuuden testaamiseksi.
Koejarjestys oli satunnaistettu suoritusjarjestyksen vaikutuksen minimoimiseksi.
Vastepinta-analyysin avulla tutkittiin sekd ensimmadisen kertaluvun péévaikutuksia etta

niiden tulojen yhdysvaikutuksia.

Vastepinta-analyysissa vastemuuttujien arvoina kéytettiin permeaattivuolle suodatuksen
voiden geometrista keskiarvoa ja kalvon likaantumiselle likaantumisen resistanssia.
Geometrinen keskiarvo kuvaa lukujen keskiarvoa logaritmisella asteikolla. Sita kaytetaan

tilanteissa, joissa aritmeettinen keskiarvo ei riitd kuvaamaan keskilukua.

Suodatuksen voiden geometrinen keskiarvo:

G=%J1-J2---Jn, (12)
jossa

J = permeaattivuo 200 ml suotautumisen aikana (I/m*h)

n = 200 ml suodosten lukumaaré kyseisessé suodatuksessa.

Likaantumisen resistanssit saatiin laskemalla puhtaan kalvon resistanssi mittaamalla
vesivuo ennen suodatusta, suodatuksen aiheuttama resistanssi seké likaantuneen kalvon
resistanssi mittaamalla vesivuo suodatuksen jalkeen. Kalvon ja likaantumisen resistanssi
lasketaan vesivuolla suodatuksessa kaytettavasta paineesta riippuen joko 0,5; 1,0 ja 1,5 tai
0,5; 1,0; 1,25 ja 1,5 baarin paineissa saatujen resistanssien keskiarvona. Liitteessd 1 on
esitetty vastepinta-analyysin suoritettujen kokeiden perusteella lasketut permeaattivuot ja

likaantumisen resistanssit.

D-optimaalisessa koeasetelmassa mallinnetaan toisen asteen yhtélé kuvaamaan tekijoiden
vaikutuksia. Malli sovitetaan usean selittdjan lineaarisella regressiolla, jonka avulla mallin

kerrointen residuaalien nelididen summa minimoidaan. Mallin sopivuutta parannettiin
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eliminoimalla merkityksettomat tekijét ja tekijoiden vuorovaikutukset regressioanalyysin

avulla. Tekijan vaikutusta pidettiin merkityksellisend sen saadessa p-arvon < 0,05.

Mallista tehtiin varianssianalyysi mallin oikeellisuuden selvittdmiseksi. Analyysissa
saadaan sopivuuden puute ja p-arvo. Mallia arvioitiin myds laskemalla selitysasteet R? ja
Q? oikeellisuus ja toistettavuus seka residuaalien normaalijakaumakayra. Selitysasteet
kertovat, kuinka hyvin malli selittaa aineistossa ilmenevan varianssin (R?) ja ennustaa
uudet arvot (Q%). R? yliarvioi ja Q? aliarvioi mallin hyvyyden (MODDE User Guide).
Mallin toistettavuuden arvo alle 0,25 ilment&éd merkittavaa puutteellisuutta ja arvo lahelld 1
merkitsee erittdin hyvaa oikeellisuutta. Toistettavuus on samoilla muuttujien arvoilla
tehtyjen vasteiden varianssi verrattuna kokonaisvarianssiin. Sovitettua mallia kayttéen

ennustettiin optimipiste suodatukselle.

Vastepinta-analyysilla selvitettyja optimiolosuhteita kéyttden valmistettiin plasma-
konsentraattia teknologisten ominaisuuksien mittaamiseksi sekd lauantaimakkaran
valmistamiseen. Plasmakonsentraatti demineralisoitiin  jatkamalla ultrasuodatusta
diasuodatuksena. Syo6ttosailioon lisattiin 2 | deionisoitua vettd ja suodatusta jatkettiin
kerdamalla 2 | permeaattia. Demineralisoitua plasmakonsentraattia valmistettiin
emulgointi- ja  geeliytymiskykyjen  maarityksiin.  Optimiolosuhteilla  suoritettuja

rinnakkaisia ultrasuodatuksia kaytettiin myos mallin luotettavuuden arviointiin.

3.2.3 Teknologiset ominaisuudet

Proteiinipitoisuuden maarittaminen

Plasman ja plasmakonsentraattien proteiinipitoisuus maédritettiin Lowryn menetelmaan
perustuvalla Bio-Rad Laboratorios -yrityksen kuoppalevymenetelmélla (Bio-Rad DC
Protein  Assay kit) MTT /BEL// Elintarviketutkimus 43.  Proteiinienmadritys
kuoppalevymenetelmélld —ohjeen mukaan. Proteiinipitoisuus madritettiin  kolmena
rinnakkaisndytteend. Menetelméllad proteiinipitoisuus méaéritettiin  spektrofotometrisesti
kayttden aallonpituutta 690 nm. Plasmandytteitd verrattiin naudan seerumin albumiinia
siséltaneeseen verrokkiin (Bio-Rad Protein Standard Il). Proteiinipitoisuudet maéritettiin

plasmasta, plasmakonsentraateista eli retentaatista suodatuksen lopussa seka permeaatista.
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Viskositeetin maarittaminen

Viskositeetti mitattiin  joko suodatuspdivand suodatuksen jélkeen tai my®&hemmin
pakastetusta naytteestd. Viskositeetti mitattiin  Brookfield DV Il -mallisella
viskosimetrilla. Mittaus suoritettiin samassa lampétilassa, jossa plasmakonsentraatti oli
valmistettu eli 8, 19, 24 tai 40 °C. Néyte sdadettiin oikeaan lampdtilaan ennen mittausta.
Mittauksissa kéytettiin varttinda (eng. spindle) nro 18. Viskositeetti méaritettiin UP and
DOWN -ohjelmalla kierrosnopeudesta 150 rpm. Viskositeettia kaytettiin suodatuksen

resitanssien laskemiseen.

Vaahtoutuvuuden maarittdminen

Vaahtoutuvuudella mitataan vaahdon maar&d ja pysyvyyttd. Vaahdotukseen kaytetty
MTT / BEL / Elintarviketutkimus 63. Maitoproteiinien vaahtoutuvuus -ohje on kehitetty de
Witin ym. (1988) ja Phillipsin ym. (1987) menetelmien pohjalta. Vaahdotukseen kaytettiin
vatkausta ja vaahdon tilavuus ja pysyvyys mééritettiin. Plasmakonsentraatista valmistettiin
5,8 % proteiiniliuos Milli-Q -veteen. Vaahtoutumiskyky ja vaahdon pysyvyys mitattiin
neljassa pH:ssa: 4,5; 55; 6,3 ja 7,0. Plasmaliuos sé&dettiin oikeaan pH:n 0,2 M
suolahapolla. pH:n sdadon jalkeen liuosta sekoitettiin magneettisekoittajalla 120 minuuttia
huoneenldmmaossd, minkd jélkeen pH tarkistettiin. Vaahdotuskulhoon punnittiin 150 g
plasmaliuosta, jota vatkattiin yleiskoneella (Hobart N50) 5 minuuttia teholla 3.
Vélittomasti vaahdotuksen jalkeen kaynnistettiin sekuntikello ja mitattiin vaahdon tilavuus
mittatikulla. Vaahdon stabiilisuus maaritettiin vaahdon hajoamisnopeuden mukaan.
Vaahdosta erottunut neste valutettiin vatkausastian pohjassa olleesta reiédsté ja kirjattiin
valuneen nesteen paino 5, 10, 30 ja 60 minuutin kuluttua vatkauksen lopettamisesta seka
aika, jolloin 50 % liuoksesta oli valunut kulhosta eli erottunut vaahdosta. Mittauksia tehtiin

neljésté eri ndytteesta kustakin kaksi rinnakkaista.
Vaahtoutuvuus laskettiin kaavalla:

(Vaahdon tilavuus - Plasman tilavuus)
Plasman tilavuus

Vaahtoutuvuus =

1100. (12)
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Vaahtoutuvuusominaisuuksille  laskettiin  yksisuuntainen  varianssianalyysi 5 %

merkitsevyystasolla.

Emulgointikyvyn maarittaminen

Emulgointikyvyn méérittdmiseen kaytettiin mukautettua MTT / BEL / Elintarviketutkimus
60. Maitoproteiinien emulgointikapasiteetti -ohjetta, joka perustui Vuillemardin ym.
(1990) kehittama&dn menetelmaan. Né&ytteitd laimennettiin proteiinien suhteen 0,01 %
liuokseksi Milli-Q -vedell&d. Emulgoituvuus mitattiin neljassa pH:ssa: 4,5; 5,5; 6,3 ja 7,0.
pH s&&dettiin oikeaksi 0,1 M suolahapolla. 50 ml plasmaliuosta homogenisoitiin
homogenisaattorilla (IKA T25 digital Ultra-Turrax) ja samalla astiaan johdettiin rypsioljya
(valmistaja Pirkka) noin 3 ml/min. Emulgointikyky havaittiin mittaamalla emulsion
sihkovirta yleismittarilla (Fluke 83 Multimeter). Oljyn lisdédaminen lopetettiin valittomésti
vastuksen noustua selkeésti aikaisemmasta vastusarvosta. Kulutettu 6ljyn mééra punnittiin.

Mittauksia tehtiin nelja rinnakkaista.

Proteiinin emulgointikyky laskettiin kaavalla:

Oljynkulutus (g)

Emulgointi kapasiteetti = — = - .
Proteiinin maara 50 ml : ssa liuosta (mg)

(13)

Emulgointikyvylle laskettiin kaksisuuntainen varianssianalyysi ilman toistoja 5 %

merkitsevyystasolla.

Geeliytymiskyvyn maarittaminen

Plasmakonsentraattien geeliytymiskyky madritettiin mukautetulla Rantaméen ym. (2000)
menetelmalla MTT / BEL / Elintarviketutkimus 59. Maito- ja munanvalkuaisproteiinien
geeliytyvyys —ohjeen mukaan. Geeliytymiskyky mééritettiin pH:ssa 4,5; 5,5; 6,3 ja 7,0.
Plasmakonsentraatista valmistettiin 10 % proteiiniliuos Milli-Q -veteen. Plasmaliuoksen
pH séadettiin 0,2 M suolahapolla. Liuosta sekoitettiin magneettisekoittajalla 60 min ja pH
tarkistettiin. 1,9 ml néyteliuosta pipetoitiin 2 ml Eppendorf-koeputkiin, joihin oli tehty
neulalle reikd kanteen. Naytteitd kuumennettiin 80 °C vesihauteessa 40 min. Aika laskettiin

siitd hetkestda lahtien, jolloin kontrollina olevan vesiputken l&mpdtila ylsi 79 °C:een.
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Kuumennuksen jélkeen geeliputket siirrettiin  kylmahuoneeseen (+ 4 °C) jaahtymaan.
Vuorokauden kuluttua geeliputkien annettiin I[ammetd huoneenlampdisiksi ja niiden
rakenteelliset ominaisuudet mitattiin penetraatiotestilla LLOYD LR 10K
-aineenkoetuslaitteella kéyttden LC 10 N -mittauskennoa. Geelit olivat mittauksissa
edelleen putkissa, koska niiden poistaminen putkista osoittautui hankalaksi. Ominaisuudet
mitattiin méarittdmalla voima, joka tarvittiin puristamaan 30 % geelin paksuudesta kasaan.
Mitattavia rakenteellisia ominaisuuksia olivat kovuus eli suurin voima, joka tarvittiin
ensimmaisessa puristuksessa, sidosteisuus eli toisen puristuksen tyon méaara verrattuna
ensimmaiseen puristukseen, kimmoisuus eli paljonko ndyte palautuu ensimmaisen
puristamisen jalkeen (mm), kumimaisuus eli kovuus - sidosteisuus seka pureskeltavuus eli

kumimaisuus - joustavuus (N mm). Mittauksia tehtiin 4 rinnakkaista.

Geelien ominaisuuksille laskettiin ~ yksisuuntainen  varianssianalyysi 5%

merkitsevyystasolla.

3.2.4 Lauantaimakkaran valmistus ja arviointi

Plasmakonsentraattia hyodyntéden valmistettiin lauantaimakkaraa, jossa osa vedestad ja
lihasta tai soija seka osa lihasta korvattiin plasmakonsentraatilla. Lihatutkimuksen
asiantuntijat  valmistivat makkaran  Lihateollisuuden  tutkimuskeskus LTK:ssa
Hémeenlinnassa. Verrokkilauantaimakkaroita valmistettiin kahdenlaiset: normaali ja
soijaton, jossa soijakonsentraatti korvattiin neutraalilla maltodekstriinilld. Makkaroihin
kaytettiin kahta erityyppistd sian lihaseosta, joiden rasvapitoisuus oli erilainen.
Koemakkaroissa plasmakonsentraatilla korvattiin toisessa makkaramassasta 2 paino-%
vettd ja 2 paino-% lihaa ja toisessa 2 paino-% lihasta sek& makkaran soijaosuus, jolloin
makkaroiden plasmapitoisuus oli 4 % 1. koemakkarassa ja 3,5 % 2. koemakkarassa.
Taulukossa 4 on esitetty koe- ja verrokkimakkaroiden valmistusaineiden %-osuudet.
Makkaramassaa valmistettiin 10 kg eriss, joista saatiin kutakin laatua 5 - 2 kg rinnakkaista

keinokuoreen pakattua makkaraa.

LTK:ssa tehtiin myds analyysit makkaran rakenteesta ja aistinvaraisesta laadusta.
Makkaroista mitattiin pH ja konsistenssi. LTK:n asiantuntijapaneeli arvioi makkaran

aistinvaraisen laadun. Aistinvaraisesti arvioitiin suutuntuma, maku ja ulkonako.
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Taulukko 4. Tutkimuksen kohteena olleiden raaka-aineiden osuudet (paino-%) lauantaimakkaroissa.

Raaka-aine 1. Kontrolli 1. Koemakkara 2. Kontrolli 2. Koemakkara
Sian lihaseos 1 20,00 18,00 20,00 20,00
Sian lihaseos 2 32,00 32,00 32,00 30,00
Soijakonsentraatti 1,50 1,50 - -

Vesi 37,00 35,00 37,00 37,00
Maltodekstriini - - 1,50 -
Plasma - 4,00 - 3,5
3.3 Tulokset

3.3.1 Plasmaproteiinien ultrasuodatus

Proteiinipitoisuus nousi tasaisesti suodatuksen edetessdé (Kuva 5). Plasman ja
plasmakonsentraattien  proteiinipitoisuudet on esitetty Liitteessa 2. Plasman
proteiinipitoisuus ennen suodatusta oli 78 12 mg/ml. Plasmakonsentraattien
proteiinipitoisuuksissa oli plasmaa suurempi vaihtelu, pitoisuuden ollen 228 +87 mg/ml.
Osittain suuri vaihtelu konsentraatin proteiinipitoisuudessa johtui siitd, ettd osassa
suodatuksia vuo tyrehtyi muita suodatuksia aikaisesmmin. Matalimmat proteiinipitoisuudet
mitattiinkin suodatuksissa, joissa vuo tyrehtyi aikaisemmin. Loppuun asti edenneiden

suodatusten konsentraattien proteiinipitoisuus oli 243 £48 mg/ml.

Permeaatista ei 0ytynyt merkittdvid pitoisuuksia proteiinia, proteiinipitoisuuden ollen
reilusti k&ytetyn madritysmenetelmén asteikon alapuolella. Kuvassa 6 on esitetty plasman,
plasmakonsentraatin eli ultrasuodatuksen retentaatin ja permeaatin sdvyerot. Naytteista
plasman konsentroituminen on selkedsti havaittavissa myds paljain  silmin.
Proteiinipitoisuutta k&ytettiin  kalvosuodatuksen seurantaan sekd vaahtoutuvuuden,

geeliytymiskyvyn ja emulgointikyvyn méarittamiseen.

Liitteesséd 3 on esitetty plasmakonsentraattien viskositeetit. Viskositeetit asettuvat valille
3,5-15cP. Matalassa lampdtilassa (8 °C) konsentraattien viskositeetti oli selvasti
matalampi kuin korkeassa lampotilassa (40 °C). Vaihtelu lampdtilan suhteen oli melko
lineaarista. Permeaateista mitattu viskositeetti ei poikennut veden viskositeetista.

Viskositeettiarvoa kaytettiin kalvosuodatuksen parametrien laskentaan.
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Kuva 5. Vuon (m) ja proteiinipitoisuuden (¢) suhde ultrasuodatuksen aikana. Proteiinipitoisuus nousee

tasaisesti suodatuksen edetessa.

Kuva 6. Vasemmalla plasma ennen ultrasuodatusta, keskelld plasmakonsentraatti eli ultrasuodatuksen

retentaatti suodatuksen jalkeen sekd oikealla plasmasta suodatuksella erotettu permeaatti.
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Tutkimuksessa selvitettiin my6s kalvon materiaalin, syottovirran paineen ja lampdétilan
vaikutusta ultrasuodatuksen tehokkuuteen. Resistanssin arvioimiseksi mitattiin liuotinvuo
ennen ja jalkeen suodatusten. Tulokset analysoitiin vastepinta-menetelmalla kayttaen
MODDE v.9 -ohjelmistoa.

Mallintamisen alussa paineen nelion yhdysvaikutus sai sek& permeaattivuolle ettd
likaantumisen resistanssille merkityksettéman p-arvon (p-arvo permeaattivuolle 0,87 ja
likaantumisen resistanssille 0,28), joten se poistettiin mallista merkityksettémana tekijana.
Lampétila oli mallintamisen alussa erittdin merkityksellinen molemmille vastemuuttujille

ja muut muuttujat merkityksellisia likaantumisen resistanssille.

Vastepinta-analyysissa saatiin permeaattivuolle ja likaantumiselle mallit:

Permeaattivuo:
yp = 0,712 - 0,0487 x1% - 0,0049 X,x3 + 0,0049 X,X4
+ 0,245 x; + 0,0133 X, + 0,0014 x5 - 0,0487 x4, (14)
Likaantuminen:
yL = 0,405 + 0,374 x;* - 0,252 X,%3 + 0,252 X;%4
-0,317 x1- 0,192 x, - 0,183 x3+ 0,183 X4 , (15)
joissa
X1 = lampdtila,
X2 = paine,
x3 = RC-kalvo ja
X4 = PES-kalvo.

Liitteessd 1 on esitetty permeaattivuon ja likaantumisen resistanssien tutkimuksen kokeissa
saadut toteutuneet arvot ja mallin perusteella lasketut ennustetut arvot. Ennustetut arvot
ovat samaa kokoluokkaa kuin toteutuneet arvot. Kuvassa 7 on esitetty permeaattivuon ja
likaantumisen resistanssin mallilla ennustetut arvot verrattuna toteutuneisiin mitattuihin
arvoihin  suhteessa  regressiosuoraan.  Hyvassa mallissa  pisteet  asettuisivat
regressiosuoralle. Kuvassa 7 on kuitenkin havaittavissa hajontaa. Suuri hajonta voi
tarkoittaa sitd, ettd ominaisuuteen vaikuttaa tutkittujen olosuhteiden liséksi jokin muuttuja,
jota ei ole tassa tutkimuksessa otettu huomioon. Ultrasuodatukseen voisi mahdollisesti
vaikuttaa kalvon puhdistumisen tehokkuus ennen suodatusta tai eri eldinyksildista peréisin

olevan plasman koostumuksien vaihtelu esimerkiksi viskositeetin osalta.
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Kuva 7. Mallilla ennustetut permeaattivuon ja likaantumisen resistanssin arvot verrattuna mallin
laskemiseksi tehtyjen kokeiden toteutuneisiin arvoihin regressiosuoralla.
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Kuvassa 8 on esitetty permeaattivuon kalvoille lasketut vastepinnat. Lampétilan ja paineen
noustessa permeaattivuo kasvaa. Kuvassa 9 on esitetty likaantumisen resistanssin
vastepinnat suhteessa l&mpoétilaan ja paineeseen. PES-kalvoa kaytettdessd resistanssi
kasvaa paineen noustessa. Lampd6tilan suhteen resistanssi on pienin hieman yli 30 °C:ssa.
Lampéotilan noustessa tai laskiessa resistanssi kasvaa. RC-kalvoa kaytettéessa resistanssi
pienenee paineen noustessa. Resistanssi on pienin hieman yli 30 °:ssa ja lampdtilan
noustessa tai laskiessa resistanssi kasvaa. Vastepinnoista on havaittavissa RC-kalvon
olevan PES-kalvoa hieman parempi permeaattivuoltaan. Likaantumisen resistanssi taasen

on suurempi PES-kalvolla.

Mallilla saadut suodatuksen optimiolosuhteet ovat RC-kalvo 40 °C lampdtilassa ja 2 bar
paineessa. Kuvissa 8 ja 9 on merkitty optimiolosuhteiden piste RC-kalvon vastepintaan.
Optimiolosuhteet olivat kaytettdvissa olevan laitteiston (pumppu, putkisto) ylarajoilla.
Laitteisto ei toiminut ylarajoillaan taysin luotettavasti. Teknologisten ominaisuuksien
mittaamiseksi plasma valmistettiinkin hieman laskennallista optimia pienemmaéssé

paineessa, ndihin suodatuksiin kéaytettiin RC-kalvoa 40 °C lampdtilaa ja 1,5 bar painetta.

Lampétila oli selvasti merkittavin permeaattivuohon vaikuttava tekija. Lampdtila oli myos
tarkein likaantumiseen vaikuttava tekijd. Regressiokertoimien p-arvojen perusteella
permeaattivuolle vain lampdtila oli merkittdvd muuttuja kun likaantumisen resistanssille
merKittavia olivat kaikki mukana olevat muuttujat. Vastepinta-analyyseista tehtiin myos
varianssianalyysit (Taulukko 5). Malli oli permeaattivuolle tilastollisesti merkitsevd 95 %
luottamusvalilla (F-arvo = 28,3 ja p-arvo=0,000) ja mallin puutteellisuus ei ollut
merkitseva (F-arvo = 0,607 ja p-arvo = 0,773). Malli selitti melko hyvin permeaattivuon
muutokset R%-selitysasteen saadessa arvon 0,899 ja mallin hyvyys oli erittdin hyva
Q%selitysasteen saadessa arvon 0,815. Mallin toistettavuus permeaattivuolle oli 0,82.
Likaantumisen resistanssille malli oli tilastollisesti merkitsevd 95 % luottamusvalilla
(F-arvo = 17,7 ja p-arvo = 0,000) ja mallin puutteellisuus ei ollut merkitseva (F-arvo = 2,8
ja p-arvo=0,113). Malli selitti melko hyvin likaantumisen resistanssin muutokset
R2-selitysasteen saadessa arvon 0,847 ja mallin hyvyys oli melko hyva Q?-selitysasteen
saadessa arvon 0,676. Likaantumisen resistanssille toistettavuus oli 0,91. Ndiden tulosten
perusteella malli pystyy melko hyvin méaarittdaméén optimiolosuhteet prosessille. Mallin
luotettavuutta  arvioitiin ~ vertaamalla  ennustettuja arvoja  mallilla  lasketuissa
optimiolosuhteissa toteutuneisiin arvoihin (Taulukko 6). Toteutuneet arvot olivat hieman

laskennallisia arvoja paremmat.
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Kuva 8. Sian veren plasman ultrasuodatuksen permeaattivuo vastepintamallin mukaan PES- ja RC-
kalvoille. RC-kalvon vastepinnassa on esitetty myds optimipiste 40 °C ja 2 bar.
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Kuva 9. Sian veren plasman ultrasuodatuksen aikaisen kalvon likaantumisen vastepinta mallin mukaan
PES- ja RC-kalvoille. RC-kalvon vastepinnassa on esitetty myds optimipiste 40 ° ja 2 bar.
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Taulukko 5. Mallin varianssianalyysi.

DF SS MS F p SD
Permeaattivuo
Regressio 5 0,768 0,154 28,344 0,000 0,392
Puutteellisuus 11 0,050 0,005 0,607 0,773 0,067
Q2 0,815
R2 0,899
Likaantuminen
Regressio 5 3,364 0,673 17,741 0,000 0,438
Puutteellisuus 11 0,523 0,048 2,828 0,113 0,218
Q2 0,676
R2 0,847

DF = vapausasteet

R2 = mallin hyvyyden yliarvioiva selitysaste
Q2 = mallin hyvyyden aliarvioiva selitysaste
SS = nelididen summa

MS = nelidden keskiarvo

SD = keskihajonta

Taulukko 6. Mallin luotettavuutta arvioitiin vertaamalla mallilla laskennallisesti saatuja arvoja
toteutuneisiin arvoihin mallilla lasketuissa optimaalisissa olosuhteissa suoritettuna.

J Ry
Toteutuneet
Koe 1 10,855 8,18 - 10"
Koe 2 11,901 8,77 - 10"
Koe 3 11,608 3,51 - 10"
Laskennallinen 8,184 1,35 - 10

J = permeaattivuo
Rs = likaantumisen resistanssi

3.3.2 Teknologiset ominaisuudet

Vaahtoutuvuus

Plasmakonsentraatin vaahtoutuvuusarvot olivat valilla 153-500 pH:sta riippuen. Pysyvyys,
eli aika, jolloin 50 % vaahdosta hajonnut, oli vélilla 4—13 minuuttia. Vaahtoutumiskyky ja
vaahdon pysyvyys suhteessa pH:n on esitetty Kuvissa 10 ja 11. Samasta plasma-
konsentraattindytteestd tehdyt rinnakkaiset madritykset kayttaytyivat vaahtoutuvuuden

kannalta samoin, mutta hajonta oli suurta eri plasmakonsentraattindytteesté tehtyihin
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Vaahtoutuvuus Pysyvyys (min)
500 - 18:00

450 +
4 15:00

400 +

350 +
4 12:00

300
250 + 4 9:00

200 +
4 600

150

100
4 300

50
0 L . 0:00

4 6 7 8

pH

Kuva 10. Sian plasmakonsentraatin vaahtoutuvuus eli vaahdon tilavuus (m) ja vaahdon pysyvyys (A) eli
aika, jolloin 50 % vaahdosta hajonnut esitettyna suhteessa pH:n.

% vaahdosta
hajonnut

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

5,5 6 6,5 7 7,5

pH

Kuva 11. Sian plasmakonsentraatin vaahdon pysyvyys ja pysyvyyden keskihajonta prosentteina

konsentraatin eri pH-arvoissa. Prosenttiluku kuvaa sitd, kuinka suuri osa vaahdosta hajonnut kun kulunut

5 min (¢), 10 min (=), 30 min (A) tai 60 min (x) vaahdotuksen lopettamisesta.
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rinnakkaisiin (keskihajonta vaihteli valilla 10-35 % keskiarvosta). Suurin vaahtoutuvuus
my0s saavutettiin pH:ssa 5,5. Vaahdon stabiilisuus on vastaavalla tavalla pH-riippuvainen
(Kuva 10). pH:n vaikutus vaahtoutumiseen oli tilastollisesti erittdin merkitseva
(p = 0,0001) ja pysyvyyteen (50 %) merkitseva (p = 0,01).

Vaahtoutuvuus ja vaahdon pysyvyys olivat riippuvaisia ndytteen pH:sta, ollen suurimmat
pH:ssa 5,5 ja matalimmat pH:ssa 7,0 (Kuva 10). Tilavuuden havikki 60 minuutin kuluttua
pH:ssa 7,0 oli 89 % kun se pHssa 6,3 oli hieman pienempi 83 %. pH:ssa 6,3 pysyvyys
kuitenkin oli huonompi kuin pH:ssa 7,0. Suurin vaikutus pH:lla vaahdon hajoamiseen oli

hajoamisen alkuvaiheessa merkityksen véhentyessa ajan kuluessa.

Kuvassa 11. on esitetty sian plasmakonsentraatin vaahdon pysyvyys konsentraatin eri pH-
arvoissa. Vaahdon pysyvyys on huonoin pH:ssa 5,5. Suurimmat erot pysyvyydessa
havaitaan ensimmaisessa mittauspisteesséd 5 min kuluttua vaahdotuksesta. Tassé vaiheessa
ero on vield tilastollisesti merkitseva (p = 0,002) Erot tasaantuvat ajan kuluessa ja 60 min

kohdalla suuria eroja ei enaa ole havaittavissa (p = 0,4).

Emulgointikyky

Demineralisoimaton  plasmakonsentraatti on  hieman demineralisoitua  parempi
emulgointikyvyltddn (Taulukko 7). Emulgointikyky on matalin pH:ssa 5,5 sek&
plasmakonsentraatissa ettd demineralisoidussa plasmakonsentraatissa. Varianssianalyysilla
demineralisoimattoman plasmakonsentraatin emulgointikyvyn havaittiin olevan parempi
kuin demineralisoidun plasmakonsentraatin (tilastollisesti merkitsevasti, p = 0,04). Sen

sijaan pH:n vaikutus ei ollut tilastollisesti merkitseva (p = 0,24).

Taulukko 7. Sian plasma- ja demineralisoitujen plasmakonsentraattien emulgointikyky konsentraattien eri
pH-arvoissa

pH 4,5 5,5 6,3 7,0

Plasmakonsentraatti
Emulgointikyky 241 19,5 22,5 24,7
Keskihajonta 7,1 5,2 3,4 50
Demineralisoitu plasmakonsentraatti
Emulgointikyky 19,4 17,8 19,3 18,2
Keskihajonta 1,4 2,2 0,8 2,3
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Geeliytyminen

Geelit valmistettiin sian plasmaliuoksista, joiden proteiinipitoisuus ja pH oli sdadetty
halutuiksi. Geeleista mitattiin kovuus, sidosteisuus, Kimmoisuus ja pureskeltavuus. Geelien
ominaisuudet on esitetty Taulukossa 8. pH:lla oli vaikutusta geelien ominaisuuksiin.
Kaikki ominaisuudet saivat korkeammat arvot pH-asteikon &aripéissd. pH:ssa 5,5
valmistetut geelit saivat matalimmat arvot kaikissa ominaisuuksissa. Geelien
ominaisuuksien erot pH:n suhteen olivat tilastollisesti merkitsevét tai erittdin merkitsevat

sidosteisuuden saadessa suurimman arvon (p = 0,036).

3.3.3 Lauantaimakkara

Rakenne

Sian plasmasta valmistettu lauantaimakkara ei saanut merkittavasti huonompia arvioita
verrattuna tavalliseen lauantaimakkaraan. Taulukossa 9 on esitetty makkaroiden
ominaisuuksia. Makkaroille saatiin laskennalliset proteiini- ja rasvapitoisuudet
valmistusaineiden pitoisuuksien perusteella. Johtuen plasman korkeasta
proteiinipitoisuudesta ja kdaytettyd lihaseosta alhaisemmasta rasvapitoisuudesta,
koemakkaroiden proteiinipitoisuus on hieman korkeampi ja rasvapitoisuus hieman
matalampi  kuin verrokkien. Tama voi myds vaikuttaa koemakkaroiden hieman
korkeampaan konsistenssiarvoon (Taulukko 9). Kuvassa 12 on kokeessa valmistettuja
makkaroita. Plasmaa siséltavat koelauantaimakkarat eivat ulkonaddllisesti eronneet

merkittavasti verrokkilauantaimakkaroista.

Taulukko 8. Sian demineralisoidusta plasmakonsentraatista valmistettujen geelien rakenteelliset
ominaisuudet.

Konsentraatin ~ Geelin . Geelin . Geelin . Geelin .
pH kovuus sidosteisuus kmmmsgus pureskeltavuus
indeksi
pH 4,5 0,46 0,65 0,36 0,45 0,90 0,47 0,15 0,23
pH 5,5 0,12 0,04 0,11 0,05 0,54 0,26 0,03 0,02
pH 6,3 0,15 0,07 0,11 0,03 0,99 0,39 0,04 0,03

pH 7 0,32 0,04 0,17 0,03 1,13 0,20 0,16 0,05
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Aistinvarainen arviointi

Makkaroista tehtiin LTK:n asiantuntijapaneelin suorittama aistinvarainen arviointi.
Arvioinnin tulokset on esitetty Taulukossa 10. Soijaa sisédltavdat 1. kontrolli ja 1.
koemakkara seké soijattomat 2. kontrolli ja 2. koemakkara testiparit saivat testissa samat

tulokset kaikissa arvioitavissa ominaisuuksissa; ulkonakd, rakenne ja maku.

Taulukko 9. Lauantaimakkaroiden ominaisuuksia. Taulukossa on esitetty makkaroiden laskennalliset
proteiini- ja rasvapitoisuudet sekd mitattu pH-arvo ja konsistenssi. 1. Koemakkarassa 4 %
plasmakonsentraattia raaka-aineena lihan ja veden tilalla ja 2 Koemakkarassa 3,5 % plasmakonsentraattia
3,5 % lihan ja maltodekstriinin tilalla.

1. Kontrolli 1. Koemakkara 2. Kontrolli 2. Koemakkara
Proteiini % 8,4 8,6 7.3 7,9
Rasva % 17,2 16,3 17,2 16,3
pH-arvo 6,0 6,0 6,1 6,1
Konsistenssi (kp = kg/4cm?) 2,4 2,5 1,9 2,0

Taulukko 10. Lauantaimakkaroiden aistinvaraisen arvioinnin tulokset.

Ulkonékd Rakenne Maku Yhteensa
Makkara
(0-3) (0-5) (0-7) (0-15)
1. Kontrolli 3,0 4,0 5,0 12,0
1. Koemakkara 3,0 4,0 5,0 12,0
2. Kontrolli 25 3,5 45 10,5
2. Koemakkara 2,5 3,5 4,5 10,5

Kuva 12. Koemakkaroita, joista numero 6 vasemmassa reunassa on verrokkimakkara 1 ja numero 10
oikeassa reunassa on plasmasta valmistettu koemakkara 1.
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4 Tulosten tarkastelu

Sian plasman konsentrointi ultrasuodatuksella onnistui, silld plasmakonsentraatin
proteiinipitoisuus on korkea nousten tasaisesti suodatuksen edetessd (Kuva 4, Liite 2).
Plasmakonsentraatti siséltdd tarkeimméat veren proteiinit, albumiinin, globuliinit ja
fibrinogeenin, sek& proteiinihdvikki permeaattiin oli erittdin véhaistd. Suodatuksessa
poistunut permeaatti oli kirkasta (Kuva 6) ja sisélsi korkeintaan erittdin vahaisia méaaria
proteiinia, todennakdisesti lahinna vetta ja suoloja. Plasmakonsentraattien ja permeaattien
koostumusta ei kuitenkaan proteiinipitoisuutta tarkemmin tutkittu. Lo ym. (2005) k&yttivat
polysulfonista valmistettua ultrasuodatuskalvoa samalla leikkauskoolla 30 kDa
teurastamoiden veripitoisen jateveden puhdistuksessa ja my®s he totesivat lahes kaiken

raakaproteiinin sdilyvan retentaattissa.

Plasman proteiinien ultrasuodatuksen optimoinnissa saatujen vastepintojen perusteella
lampdtila on térkein suodatukseen vaikuttava tekija (Yhtalot 14 ja 15). Suodatus on sit4
tehokkaampi, mitd korkeampi lampétila on. Kalvojen ominaisuudet rajoittavat kuitenkin
korkeamman lampoétilan kayttod. Valmistajan ilmoittama korkein kalvojen kayttolampatila
on 50°C. Myoskadn veren proteiinit eivat kestd kovin korkeita lampdtiloja
denaturoitumatta. Suodatuspainetta sen sijaan kalvot kestéisivat enemmaénkin, sill&
valmistajan ilmoittama korkein kayttopaine on 5,5 bar. Kayttdmallamme laitteistolla ei
kuitenkaan pystynyt tutkimaan suuremman paineen vaikutusta. Suuremmalla paineella
voisi olla mahdollista saavuttaa tehokkaampi prosessi, mutta samalla myos
konsentraatiopolarisaation ja kalvon likaantumisen aiheuttamat haitat kasvavat
mahdollisesti lyhentden kalvon kayttoikaa. RC-kalvon havaittiin olevan ominaisuuksiltaan
PES-kalvoa parempi plasman konsentrointiin  (Kuvat 8 ja 9). Kuitenkin
regressioanalyysissa oli hajontaa laskennallisten ja toteutuneiden arvojen valilla (Kuva 7).
Kaikkia suodatukseen vaikuttavia tekijoita ei olekaan todennékoisesti otettu huomioon
mallissa. Siitd huolimatta varianssianalyysin mukaan malli oli merkitsevda ja mallin
puutteellisuus ei ollut merkitsevd kummallekin tutkitulle vasteelle, permeaattivuolle ja
likaantumisen resistanssille (Taulukko 5). Mallin luotettavuutta tutkittiin vertaamalla
mallilla saatuja laskennallisia arvoja mallilla saadussa optimiolosuhteissa toteutuneisiin
arvoihin (Taulukko 6). Toteutuneet arvot olivat hieman paremmat kuin laskennalliset.
Téama voisi johtua esimerkiksi materiaalin koostumuseroista eri plasmaerien valilla tai

suodatuksen jalkeisen puhdistuksen tehokkuudesta eri suodatuskertojen vélilla. Té&ssé
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tutkimuksessa vastepinta-analyysia hyodyntdmalla onnistuttiin - 16ytdmaan tutkitulta
alueelta optimaaliset prosessiolosuhteet  ultrasuodatukselle.  Vastepinta-analyysia
kayttamalla onkin mahdollista huomattavasti parantaa suodatuksen lopputulosta,
esimerkiksi Lo ym. (2005) saivat veripitoisen jateveden keskimaardisen wvuon

kaksinkertaistettua menetelméan avulla.

Tutkielman tutkimuksessa ultrasuodatuksessa otettiin huomioon vaikuttavina tekijoiné
paine, lampdtila ja kalvon materiaali. Naiden lisdksi myds virtausnopeus ja pH voivat olla
veren proteiinien ultrasuodatukseen merkittavasti vaikuttavia tekijoita (Torres ym. 2002;
Lo ym. 2005). pH:n tarkastelu ja sadtdminen isoelektrisesta pisteestd poikkeavaksi voi
mahdollistaa paremman ultrasuodatustuloksen kasvattamalla kalvon lapéisevaa vuota (Lo
ym. 2005).

Ultrasuodatuksessa plasmasta muodostuva jate eli suodatuksen permeaatti sisaltaa lahinna
suoloja ja muita pienimolekyylisia veren yhdisteitd, jolloin jatteen BODs-arvo on matala.
Ultrasuodatusta voitaisiin hyvin kayttdd plasman konsentroimiseen myods ekologisuutta
ajatellen.  Prosessille taytyisi kuitenkin ensin tehda laskelmat ja mittaukset
kannattavuudesta. Skaalaus teolliseen mittakaavaan myds mahdollistaa suuremman
paineen k&yton, silla teollisen mittakaavan ultrasuodatuslaitteistot kestéavéat paljon
korkeampaa painetta kuin laboratoriomittakaavan laitteet. Myds erityyppisid kalvoja olisi
syyta kokeilla. Erilaisilla kalvorakenteilla voi olla vaikutusta likaantumiseen ja vuohon.
Belhocine ym. (1998) ovat jo todenneet ultrasuodatuksen olevan tehokas ja taloudellinen

tapa pienentéé teurastamoiden jateveden kuormittavuutta.

Teurastamoiden sivuvirtojen nykyistd tehokkaampi hyddyntdminen olisi ekologista.
Teurastamoiden jatevirtojen BODs-luku saadaan huomattavasti matalammaksi, jos veri
erotetaan muista jatevirroista. Matalampi BODs-luku tarkoittaisi kdytanndsséd pienempéé
jatevirtojen puhdistuksen tarvetta. Tuotannon ekologisuus jo sinédll&&n lisd4 toiminnan
arvoa kuluttajien ndkodkulmasta, mutta hyddyntdmélla sivuvirrat elintarviketuotannosta,
sivuvirroista saataisiin taloudellista hyodtya kulujen sijaan. Jatevirtojen vahentdmisen

kannalta plasman hyddyntamisen lisaksi myos punasolujakeelle tulisi kehittaa kayttoa.

Aiemmissa tutkimuksissa plasman emulgointikyvyn on havaittu olevan suurin
proteiinikonsentraation ollessa 0,1 g / 100 ml pH:ssa 3,0 naudan plasmalle (Silva &

Silvestre 2003) ja pH:ssa 7,0 naudan globiinille (Silva & Silvestre 2003 ref. Ornellas ym.
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2001). Silvan ja Silvestren (2003) mukaan pH:lla ei ole vaikutusta plasman
emulgointikykyyn vaan se oli kaikissa testatuissa pH:ssa korkea. Tdman tutkimuksen
perusteella pH:n vaikutus emulgointikykyyn ei ole kovin merkittdvd myodskaan
plasmakonsentraatin ollessa kyseessa (Taulukko 7). Proteiinien hydrolyysilla voidaan
parantaa emulgointikykya (Bizzotto ym. 2005), joskaan aina hydrolyysi ei kuitenkaan
paranna emulgointikykyéa (Silva & Silvestre 2003). Plasma on usean proteiinin seos, miké
vaikuttaa hydrolyysilla saavutettavaan emulgointikykyyn vaikuttaviin liukoisuuteen ja
proteiinien  vesi/6ljy-vuorovaikutukseen.  Plasmakonsentraatissa  proteiinit  ovat
tilvilmmassa, milla voi olla vaikutusta proteiinien vélisiin vuorovaikutuksiin ja

liukoisuuteen ja sitd kautta myds hydrolyysin vaikutukseen.

Alvarez ym. (2009) tutkivat plasman vaahtoutumista pH:ssa 2,0; 4,0; 6,0 ja 8,0 erilaisella
menetelmalla kuin tassé tutkimuksessa kaytetyt. Heiddan mukaansa vaahtoutuminen on
suurimmillaan pH:ssa 4,0. del Hoyo ym. (2008) saivat toisenlaisia tuloksia, sill& heidén
tutkimuksen mukaan vaahtoutuvuus vahvistuu pH-asteikon &aripéissé. Tdman tutkimuksen
perusteella plasmakonsentraattien vaahtoutuvuus kuitenkin heikentyy pH-asteikon
Aaripaissa ollen suurin pH:ssa 5,5 (Kuva 10) ja on nain ollen lahempénd Alvarez ym.
(2009) saamia tuloksia konsentroimattomalle plasmalle. Alvarez ym. (2009) saivat
mitattua plasmasta muodostetulle vaahdolle erittdin hyvan pysyvyyden; plasman tilavuus
pieneni 15 min aikana enimmillddn 20 %. Plasmakonsentraatista valmistetun vaahdon
pysyvyys sen sijaan on hieman plasmavaahdon pysyvyyttda heikompi 10 min jalkeen

enimmilladén yli 60 % vaahdon painosta hajonnut (Kuva 11).

Tassé tutkimuksessa plasmakonsentraatista valmistetut geelit olivat heikoimmat pH:ssa 5,5
(Taulukko 8). Myods plasmageelit ovat aikaisempien tutkimuksien mukaan olleet
Kiintedmpid ja kestdvampid isoelektrisesta pisteestda (pl 5,0) poikkeavassa pH:ssa
(O’Riordan ym. 1989a; Déavila ym. 2007).

Plasmaproteiinien potentiaalisimpien kayttokohteiden ollen lihatuotteissa, olisi hyva
plasmaproteiinikonsentraattien  teknologiset ominaisuudet mitata myds plasman
luonnollista tasoa suuremassa suolapitoisuudessa. Lihatuotteiden suolapitoisuus on usein
melko korkea, minkd takia plasmaproteiineille tulisi pyrkia loytamé&&n olosuhteet tai
kasittelymenetelmat, joilla teknologiset ominaisuudet saataisiin paranemaan suuremmassa

suolapitoisuudessa.
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Tarkasteltavan tutkielman tutkimuksessa valmistetuissa makkaroissa korvattiin painon
mukaan vettd ja lihaa sekd vettd, lihaa ja soija suoraan vastaavalla painomaaralld
plasmakonsentraattia.  Proteiini  ja  rasvapitoisuuksia ei  huomioitu  kokeessa.
Lauantaimakkaraan  kaytetyllda  lihalla  oli  melko  korkea  rasvapitoisuus.
Plasmakonsentraattia kdyttden valmistetut lauantaimakkarat vastasivat ominaisuuksiltaan
kontrollimakkaroita (Taulukot 9 ja 10). Koemakkarat saivat aistinvaraisessa arvioinnissa
yhtd hyvét pisteet kuin verrokkina ollut normaalilla reseptilla valmistettu lauantaimakkara
(Taulukko 10). Kumpikaan makkaroista ei kuitenkaan yltdnyt asteikon parhaisiin pisteisiin.
Rasvan véahentdminen makkaramassasta heikentdd rakenteellisia ominaisuuksia ja lisaa
kypsentdmisen aikana tapahtuvaa painohdvikkia (Cofrades ym. 2000). Cofrades ym.
(2000) mukaan plasman ja soijan lisédminen parantaa makkaran rakennetta ja veden- seka
rasvansidontakykyad. Viana ym. (2005) havaitsivat, ettd 25-30 % kinkkupateen rasvasta
voitiin  korvata plasmalla. Aromissa ja maussa ei havaittu muutoksia heidéan
tutkimuksessaan. Muutoksia oli kuitenkin havaittavissa joissakin muissa ominaisuuksissa
ja patee ei parjannyt aistinvaraisessa arvioinnissa normaalille Kkinkkupateelle. Taman
tutkimuksen kokeessa kaytetty plasmakonsentraatti maara ei heikentanyt aistinvaraisia
ominaisuuksia verrokkiin nédhden, vaikka plasmakonsentraattia sisaltaneiden makkaroiden
rasvaprosentti oli verrokkeja pienempi (Kuva 12, Taulukko 10). Plasmaproteiinien avulla
makkarasta voitaisiin myds valmistaa normaalia kevyempia tuotteita rasvaa vahentamalla
silla Cofrades ym. (2000) osoittivat, ettd rasvan véhentdmisestd aiheutuvaa rakenteen
huonontumista voidaan ehkaistd plasmaproteiineilla. Makkaraa voisikin valmistaa
suuremmilla  plasmakonsentraattimaarilla ja selvittdd, kuinka suuri  pitoisuus
plasmaproteiinikonsentraattia lihaproteiinin ja rasvan korvaajana aiheuttaa aistinvaraisten

ominaisuuksien heikentymisen.

Veren plasman mahdolliset kdyttokohteet voisivat olla esim. hypoallergeenisessa ruuassa.
Liha-allergia on harvinaista, mutta kananmunalle, maidolle ja soijalle allergisuus
yleisempad. Lesitiini on yleisesti elintarvikkeissa kaytetty emulgointiaine, joka yleensé
valmistetaan soijapavuista tai kananmunasta. Kananmunan ja soijan lesitiinin on havaittu
aiheuttavan allergisia oireita osalle ihmisista (Palm 2008). Etenkin lihatuotteissa lesitiini
voitaisiin korvata lihatuotteen kanssa samasta eldinlajista valmistetulla eldinperaisella
emulgointiaineella, jolloin allergiaongelmaa ei syntyisi. Pienempi kohderyhmé voisi olla
veren plasman kéaytté vaahdon muodostajana ja stabiloijana leipomotuotteissa kananmuna-

allergisille.
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Plasmaproteiiniseoksen teknologisia ominaisuuksia voitaisiin myds muokata muuttamalla
plasman proteiinikoostumusta ja sdatdmalld pH:ta. Tuotteissa voitaisiin kayttad plasmasta
esim. ultrasuodatuksella ja saostuksella erotettuja sopivat ominaisuudet omaavia
proteiineja tai niiden seoksia ja sdatda plasmaseoksen eri proteiinien suhteita lisadmalla
jotakin tiettya proteiinia seokseen tavallista suurempi osuus. N&din plasman ominaisuuksia

voitaisiin muokata haluttuihin elintarvikkeisiin sopiviksi.

Plasmakonsentraatin hyvaa ravitsemuksellista arvoa voitaisiin pyrkia hyédyntamaan myos
lisadmalla plasmakonsentraattia elintarvikkeisiin, joissa on vahan plasmakonsentraatissa
runsaasti esiintyvié valttdmattomia aminohappoja: treoniinia, leusiinia, tyrosiinia ja lysiinia

(Delanay 1975). Tallaisia voisivat olla esimerkiksi viljatuotteet (Fennema 1996).

EU:n lainsdadannéssa ei pideta veriplasmaa elintarvikelisaineina (Euroopan parlamentin
ja neuvoston asetus 1333/2008). Pakastettua tai kuivattua veriplasmaa voidaan kayttaa
makkaran valmistuksessa esim. veden sidonnan parantamiseksi. Elintarvikkeen
ainesosaluettelossa on ilmoitettava elintarvikkeen valmistukseen kéytetyt ainesosat
(Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus 1169/2011). Myds jos lihavalmisteet siséaltavat
lisattyd eri eléinlajista peréisin olevaa proteiinia sellaisenaan, on sen esiintyminen ja
alkuperd ilmettava elintarvikkeen nimestd. Kuluttajien voi olla vaikea hyvaksya tuotteita,
joissa on kaytetty raaka-aineena eléinten verta etenkin jos silld on pyritty korvaamaan
lihaproteiinia. Hieman eettisesti arveluttavaa voisi olla myds veresta perdisin olevan
proteiinin lisddminen tuotteisiin, joissa eldinperdisia aineksia ei normaalisti kaytetd.
Menestyvien tuotteiden aikaansaamiseksi tarvittaisiin tuotekehityksen liséksi kattavaa

markkinaselvitysté ja oikeanlaista markkinointia.

5 Paatelmat

Tutkielman kokeellisessa osassa sian plasmasta valmistettiin proteiinikonsentraattia, jonka
toiminnalliset ominaisuudet tutkittiin  ja josta valmistettiin  lauantaimakkaraa.
Proteiinikonsentraatin ~ valmistukseen kehitettiin  ultrasuodatusmenetelméd  kayttéen
menetelman optimiolosuhteiden l6ytdmiseen vastepinta-analyysid. Ultrasuodatus soveltui
plasman konsentroimiseen ja menetelmda hyodyntdmalla saadaan myds verijétteen
biologista  kuormitettavuutta  pienennettyd.  Plasmakonsentraatin  toiminnalliset

ominaisuudet, vaahtoutuvuus, emulgointikyky ja geeliytymiskyky osoittautuivat
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elintarvikekayttdon soveltuviksi. Plasmakonsentraatin lisdédminen lauantaimakkaraan ei
vaikuttanut negatiivisesti lopputuotteen aistinvaraiseen laatuun. Plasmakonsentraatin
todettiin  sopivan elintarvikkeiden valmistukseen, joskin lisatutkimuksia tarvitaan
méaarittdmaan parhaiten sopivat reseptit ja tuotteeseen laitettavan plasmakonsentraatin

maara.

Suoritettujen  kokeiden  perusteella  konsentroitua plasmaa voitaisiin  kayttaa
elintarvikkeiden raaka-aineena. Erityisesti plasmallaproteiineilla voisi olla kdyttékohteita
lihatuotteissa rasvan tai lisdaineiden korvaajana. Liséksi plasmaproteiineja voisi kayttaa
toiminnallisena lisdaineena hypoallergeenisessa ruuassa ja proteinaaseja tuhoavana
herk&sti pilaantuvia ainesosia sisdltdvissa tuotteissa. Lisdtutkimusta vaaditaan
selvittdmaan, minka tyyppisiin elintarvikkeisiin materiaali sopii ja kuinka suuren osan sita
voi lisata elintarvikkeen aistinvaraisten ominaisuuksien karsimatta. Lisatutkimuksia voisi
tehdd my0s teknologisista ominaisuuksista tutkimalla plasman ja soijan yhteisvaikutuksia
samaan aikaan kéytettdessd. MyoOs plasmaproteiinien teknologisten ominaisuuksien
parantaminen lihatuotteissa kaytettavissa korkeissa suolapitoisuuksissa olisi tutkimisen

arvoista.
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Liitteet

Liite 1. Vastepinta-analyysin koeasetelma seka vasteiden toteutuneet ja luodulla mallilla

ennustetut arvot.

Vastepinta-analyysidata
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Faktorit Vasteet
Toteutuneet Ennustetut
Ege Koejarjestys Lampotila  Paine  Kalvo Vuo Li‘::;gg:;;?en Vuo '—”:2;2:;12;59”
1 2 8 0,5 RC 2,13 41,8 2,58 22,73
2 12 40 0,5 RC 10,03 7,65 7,98 5,29
3 9 8 2 RC 2,53 1,64 2,68 2,94
4 7 40 2 RC 1,57 141 8,29 0,68
5 11 8 1,5 RC 2,92 4,33 2,65 5,81
6 20 40 1 RC 10,45 1,12 8,08 2,67
7 10 19 0,5 RC 4,48 4,82 4,15 6,5
8 14 29 2 RC 7,35 0,73 6,28 0,52
9 22 8 0,5 PES 2,35 15,07 2,51 16,54
10 1 40 0,5 PES 7,87 3,9 7,75 3,85
11 19 8 15 PES 3,32 32,56 2,65 19,85
12 21 40 2 PES 8,25 4,17 8,43 5,06
13 16 8 1 PES 2,62 17,45 2,58 18,12
14 18 40 15 PES 8,6 3,92 8,19 4,62
15 15 29 0,5 PES 6,19 3,23 5,87 2,91
16 5 19 2 PES 3,89 6,84 4,39 6,22
17 24 1,25 PES 4,95 3,28 5,14 3,87
18 4 24 1,25 PES 4,64 5,83 5,14 3,87
19 17 24 1,25 PES 6,12 3,75 5,14 3,87
20 3 24 1,25 PES 4,47 4,57 514 3,87
21 13 24 1,25 PES 6,71 2,45 5,14 3,87
22 6 24 1,25 PES 3,98 3,35 5,14 3,87




Liite 2. Plasman ja plasmakonsentraattien proteiinipitoisuudet.

Proteiinikonsentraatiot

Sy6ttdvirta Konsentraatti Nestettd poistettu |
Koe mg/ml  keskihajonta mg/ml keskihajonta
1 78 0,6 141 1,7 1,4
2 76 1,2 177 3,4 16
3 90 11 166 0,9 1,6
4 68 1,2 254 6,9 2,0
5 76 0,3 222 2,0 1,8
6 76 0,1 205 15 2.0
7 86 0,4 291 4,2 2.0
8 71 0,5 219 1,8 2.0
9 74 0,2 182 0,7 1,8
10 73 0,1 220 3,4 2.0
11 76 0,9 244 19 2.0
12 80 0,3 246 1,2 2.0
13 80 0,4 201 11 2.0
14 76 38 259 2,0 2,0
15 85 0,6 290 2,5 2.0
16 81 0,5 282 2,4 2.0
17 84 0,6 240 2,4 2,0
18 72 0,1 262 0,5 2.0
19 71 0,6 191 0,7 2.0
20 76 0,4 279 1,0 2.0
21 67 0,2 203 1,3 2.0
22 89 0,3 240 3,5 2.0




Liite 3. Plasmakonsentraattien viskositeetit.

Plasmakonsentraattien viskositeetit

Viskositeetti cP Lampdtila
Koe 150 rpm °C
1 12,98 10
2 7,78 7
3 23,7 10
4 19,3 10
5 12,06 10
6 7,06 10
7 15,04 10
8 10,42 10
9 12,26 8
10 11,28 10
11 14,1 9
12 5,47 8
13 12,4 24
14 14,66 29
15 14,34 29
16 13,8 8
17 10,7 24
18 13,6 40
19 10,53 8
20 12,08 29
21 3,68 40
22 9,05 8




