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Panimoiden kayttamasta maltaasta syntyy sivutuotteena ravintorikasta rapaa (20 ki-
loa per hehtolitraa olutta), joka sisaltaa runsaasti ravintokuitua (selluloosaa, hemisel-
luloosaa, ligniinia) ja proteiineja. TAh&n mennessa rapaa kaytetaan paaasiassa elain-
ten rehuksi (70 %), biokaasun tuottamiseen (10 %) ja loput maantayttoon. Ravan
hyddyntamista lisdainesosana elintarvikkeisiin on tutkittu jo yli vuosikymmenen ajan,
mutta siina ei ole kuitenkaan onnistuttu, koska se muuttaa jo vahaisina kayttomaarina
totuttujen elintarvikkeiden makua ja suutuntumaa. Haasteena on sen korkea kosteus-
pitoisuus, joka tekee siita alttiin mikrobien kasvulle ja pilaantumiselle.

Taman insindorityon tarkoituksena oli tutkia oluen valmistuksen sivujakeen, ravan
mahdollista hyotykayttda panimoymparistossa. Tavoitteena oli I10ytaa prosessi ravan
komponenttien hydrolysoimiseen, jotta siihen kaytettyjen resurssien jalkeen ravan
hyddyntaminen olisi kannattavaa panimoteollisuudessa.

Kokeellisen osan tarkoituksena oli selvittaa, mita liukoisia ainesosia ravasta saadaan
ultraganiavusteisen entsymaattisen hydrolyysin avulla. Tutkimuksessa keskityttiin sel-
luloosan, hemiselluloosan seka proteiinien hydrolysoimiseen. Kokeessa kaytettiin Al-
calase 2.4 LG, Viscozyme SC DS ja Termamyl L entsyymeita. Kokeessa tehtiin
kolme eri rapakoesarjaa: ensimmaisessa testattiin hiilihydraattien pilkkoutumista so-
kereiksi entsyymien avulla, toisessa nostettiin entsyymien maaraa ja kolmannessa
nostettiin amplitudin maaraa tasaisesti. Ravan komponenttien pilkkoutumista tutkittiin
Brix-mittauksin. Ulkopuolisessa laboratoriossa analysoitiin kokeen kokonaistyppi-
maara eli aminohapot, peptidit ja proteiinit seka fenoliset yhdisteet.

Tulosten perusteella selvisi, ettéd entsyymimaaran lisays ja amplitudin nostaminen ei-
vat vaikuttaneet merkittavasti selluloosan ja hemiselluloosan pilkkoutumiseen. Tulos-
ten mukaan amplitudin tasainen nostaminen kuitenkin nopeutti liukoisten sokerien
saantoa. Tutkimus antoi paremman kasityksen ultraganiavusteisen hydrolysoinnin
parametreista. Tulevaisuudessa lisatutkimuksia kuitenkin tarvitaan, jotta tutkimuk-
sessa paastaisiin tuotteeseen asti.

Avainsanat: rapa, olut, ultradaniprosessori, entsymaattinen hydrolyysi



Abstract

Author: Rebecka Konttinen

Title: Brewer's Spent Grain as a Valuable Raw Material for the
Brewing Industry

Number of Pages: 42 pages

Date: 20 November 2023

Degree: Bachelor of Engineering

Degree Programme: Biotechnology and Chemical Engineering

Professional Major: Biotechnology and Food Engineering

Supervisors: Pia-Tuulia Laine, Senior Lecturer

Artturi Isotupa, Brewery Manager

The malt used by breweries produces a by-product of nutrient-rich spent grain (20 kg
per hl of beer), which is rich in dietary fibres (cellulose, hemicellulose, lignin) and
protein. To date, brewers spent grain (BSG) is mainly used for animal feed (70%)
and biogas production (10%), while the rest goes to land use. The use of BSG as an
additive ingredient in food has been studied for a over decade, but this has not been
successful because, even at low levels of use, BSG alters the taste and mouthfeel of
familiar foods. The challenge is its high moisture content, which makes it susceptible
to microbial growth and spoilage, and also the cost of transport to the food industry.

The purpose of this engineering project was to investigate the potential use of the
beer brewing by-product, BSG, in a brewing environment. The aim was to find a
process for hydrolysing the components of the BSG, so that after the resources used,
the recovery of the BSG would be profitable in the brewing industry.

The aim of the experimental part was to find which soluble components can be
obtained from BSG by ultrasound-assisted enzymatic hydrolysis. The experiment
focused on the hydrolysis of cellulose, hemicellulose and proteins. The enzymes
used were Alcalase 2.4 LG, Viscozyme SC DS and Termamyl L. Three different
series of BSG were performed: the first experiment tested the effect of ultrasound
and enzymes, the second experiment increased the amount of enzymes and the third
experiment increased the amplitude steadily. The hydrolysaatit of the BSG
components was investigated by Brix measurements. In an external laboratory, the
total nitrogen content of the experiment, i.e. amino acids, peptides and proteins, and
phenolic compounds were analysed.

The results indicated that increasing the amount of enzyme and increasing the
amplitude did not significantly affect the digestion of carbohydrates into sugars.
However, the results showed that increasing the amplitude increased the rate of
sugar intake. The experiments were very successful because the ratio of BSG to
water was very high due to the high moisture content of BSG. However, further
studies are needed in the future to take the research to the product stage.

Keywords: BSG, bier, ultrasound processor, enzymatic hydrolysis
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Lyhenteet

Brix: Nesteeseen liuenneiden kiintoaineiden mitta, tassa

tydssa sokeripitoisuus.

HPLC-DAD: Korkean suorituskyvyn nestekromatografia, jossa on
diodiristikkodetektori.



1 Johdanto

Oluenpanossa noin 85 % sen kaikista sivuvirroista koostuu ravasta. Kun mas-
kayksen jalkeinen, maskin sokeripitoinen vierre on ensin huuhdeltu, siivilGity ja
siirretty keittokattilaan, niin 100 kilosta mallasta jaa jaljelle 100—130 kiloa kos-
teaa, ravintorikasta rapaa. Nykyisin se kaytetaan enimmakseen elainten re-
huksi, biokaasun tuottamiseen ja maantayttoon. Ravan kemiallisen koostumuk-
sen takia silla olisi kuitenkin runsaasti kayttdarvoa myos muunlaisena, ihmisten
ravinnoksi sopivana raaka-aineena. Sitd kannattaisi jalostaa korkean ravintoar-

vonsa vuoksi, esimerkiksi elintarvikkeiksi. [1.]

Stadin Panimo tunnetaan kokeellisena ja monipuolisena kasityolaispanimona,
joka sijaitsee Helsingissa, historiallisella Suvilahden alueella. Stadin Panimo on
pannut vuodesta 1998 alkaen jo yli 1 000 erilaista olutta yli 100 oluttyyliin. Silla
on hallussaan Suomen ylivoimaisesti eniten, perati 65, Suomen Paras Olut -pal-
kintoa. Kevaalla 2015 pienpanimon yhteyteen avattiin panimobaari. Vuonna
2020 Stadin Panimo osti laajentuakseen Uudestakaupungista perinteikkaan
Vakka-Suomen Panimon. Nykyaan Stadin Panimo valmistaakin Stadin-,
Enigma-, Prykmestar- ja CiderCo -tuotemerkeillaan oluiden lisaksi siidereita,

long drink -juomia seka alkoholittomia virvoitusjuomia.

Stadin Panimo on kiinnostunut ravan hyotykaytosta tuotteissaan. Tassa insindo-
ritydssa tutkittiin, parantaako ultradaniavusteinen entsymaattinen hydrolyysi ra-
van liukoisten ainesosien uuttoa. Tavoitteena oli [0ytaa riittavan tehokas pro-
sessi ravan hydrolysoimiseksi, jotta siihen kaytettyjen resurssien jalkeen loppu-

tuotetta voitaisiin kayttaa kannattavasti panimoteollisuuden raaka-aineena.



2 Rapa raaka-aineena ja elintarvikkeena

Maski on maskayksessa oleva maltaiden ja veden sekoitus. Kun maskista hyd-
rolysoituneet vesiliukoiset sokerit ja proteiinit sekd muut ainesosat siivildidaan

vierteeksi, niin jaljelle jaa sivujakeena rapa. [2.]

2.1 Ohran mallastus

Oluenpanon yksi neljasta raaka-aineesta on mallas, josta olut saa varia, aromia,
makua ja taytelaisyytta eli suutuntumaa. Maltaita valmistetaan ohrasta, veh-
nasta, rukiista ja kaurasta, joista ohra on yleisin. Ohra mallastetaan, jotta siihen
muodostuu maskaysprosessin kannalta tarkeita entsyymeja. Tarkeimmat mal-
taan entsyymit ovat a-amylaasi, 3-amylaasi ja proteinaasit. Mallastuksen vai-
heet ovat liotus, idatys ja kuivaus. Liotuksessa mallasohra liotetaan vedessa ita-
misen aloittamiseksi. Tama saa jyvat imemaan vetta ja aloittamaan entsymaatti-
sen toiminnan. Idatyksessa liotetut jyvat levitetdan mallaslattialle tai idatysastioi-
hin. Saadellyssa lampdtilassa ja kosteudessa mallas alkaa itamaan. Sen aikana

maltaaseen muodostuu entsyymeja, jotka ovat tarkeita oluenvalmistuksessa.

[2.]

Kun haluttu entsymaattinen konversio on saavutettu, maltaan itamisprosessi py-
saytetaan kuivaamalla se eri lampdtiloissa. Lampdtila ja -kesto vaihtelevat sen
mukaisesti, minka tyyppista mallasta halutaan. Tama johtaa erilaisiin mallas-

tyyppeihin, joiden maku ja vari vaihtelevat. [2; 3.]

Ohranjyva koostuu kolmesta paaosasta: kuorikerroksesta, endospermista ja al-
kiosta. Jauhoydin eli endospermi varastoi ravintoaineita, ja sen osuus jyvan pai-
nosta on 80—85 % ja se sisaltaa tarkkelysta, proteiinia ja mineraaleja. Sen solu-
seinamat koostuvat 3-glukaanista (70 %) ja arabinoksylaanista (20 %). Aleuro-
nikerros peittda endospermin ja sen osuus jyvan painosta on 7 %. Se sisaltaa
liukenematonta (selluloosa, hemiselluloosa ja ligniini) ja liukoista kuitua kuten
beetaglukaania. Kuitujen osuus aleuronin painosta on 20 %. Aleuronikerros si-
saltaa proteiinia, entsyymeita ja E- ja B-vitamiinia, mineraaleja K, Mg, Zn ja P
seka rasvaa, fenolisia happoja ja fytiinihappoa. [4, s. 9-10.]



Alkio sisaltaa alkeissilmun ja -juuren. Alkion osuus jyvan painosta on 1 %, joka
sisaltaa rasvaa ja hiilihydraatteja. Alkiokilpi eli scutellum varastoi ravintoaineita
ja kuljettaa niita alkion ja endospermin valilla. Sen osuus jyvan painosta on 2 %,
joka sisaltaa B-vitamiinia (erityisesti tiamiinia), E-vitamiinia ja fosforia. [5.]

Jyvan kuori voidaan jakaa kolmeen osaan: siemenkuori, perikarppi ja kuori. Sie-
menkuori (testa) ja hedelmakuori (pericarp) suojaavat jyvaa. Niiden osuus jyvan
painosta on 8 % ja ne sisaltavat liukenematonta ravintokuitua, mineraaleja, fe-
nolisia happoja ja alkyyliresorsinoleja. Kuori on jyvan uloin osa ja suojaa jyvaa
ulkoisesti. [5.]

2.2 Oluen valmistuksen vaiheet

Oluenpano aloitetaan mallastetun viljan, yleisimmin ohran rouhimisella. Rouhittu
mallas sekoitetaan veteen ja sita lammitetaan maskayksen aikana vaiheittain,
jolloin tarkkelys hajoaa sokereiksi. 3-glukanaasit aktivoituvat ensimmaisina
maskayksen aikana ja ne ovat vastuussa 3-glukanaanin vapauttamisesta en-
dospermista, joka muodostaa suurimman osan maltaan soluseinasta. Gluka-
naasit toimivat alhaisemmissa lampaétiloissa noin 40-50 °C:ssa. Osa proteii-
neista hajoaa proteinaasin vaikutuksesta aminohapoiksi ja peptideiksi. Protei-
naasit toimivat noin 45-55 °C:ssa. [6.]

Maltaan taytyy hyytelditya ennen kuin a- ja B-amylaasit paasevat pilkkomaan
tarkkelysta kaymiskelpoisiksi sokereiksi. Ohramallas vaatii vaihtelevasti eri sa-
doittain eri lampotilat 63—66 °C:een. Hyyteldityminen kestaa 15 minuuttia, jonka
jalkeen maskays aloitetaan noin 62—-65 °C:een lampdtilassa, joka on (3-amylaa-
sin optimi vaikutus lampatila. Se pilkkoo sokeriketjuja paista ja tuottaa maltoo-
sia. Tassa lampdtilassa pidetdan noin 30—60 minuuttia riippuen siita, kuinka pal-
jon tarkkelysta halutaan saada pilkottua maltoosiksi. Taman jalkeen lampdtila
nostetaan a-amylaasi entsyymin toiminnalle optimaaliseen lampdtila-alueeseen,
joka on 68-72 °C:ta. Se pilkkoo jaljelle jaaneita sokeriketjuja satunnaisesti kes-
kelta ja tuottaa glukoosia, maltoosia ja oligosakkarideja seka dekstriineja. Mita
pidempaa amylaasi tauot pidetaan, sita kuivempaa oluesta tulee. [6.]



Kun entsymaattinen toiminta on saatu loppuun, lampdétila nostetaan 78 °C:een,
jonka jalkeen aloitetaan maskista syntyneen liukoisen sokerivierteen siirto keit-
tokattilaan. Tana aikana maskipatjaan suihkutetaan paalta vetta, jotta maski
saadaan huuhdeltua sokereista. Rapa erotetaan makeasta vierteesta siivildinnin
yhteydessa. Vierre siirretaan keittokattilaan keitettavaksi ja talldin siihen lisataan
my0Os humala, jotta olut saa katkeroa ja haluttuja aromiaineita. Vierre jaahdyte-
taan, jonka jalkeen se fermentoidaan hiivalla. Hiiva hajottaa sokeria alkoholiksi
ja hiilidioksidiksi. Olut kypsytetaan viela ennen pullotusta. Kdymisen aikana olu-
een kehittyy edelleen makuja ja aromeja. [6.]

Rapa syntyy maskayksen sivuvirtana, kun nestemainen sokeripitoinen vierre
erotetaan maskista. Suurin osa panimolta tulevista kiinteista jatteista on rapa.
Rapaa ei kuitenkaan synny tasaisesti koko ajan, silla tuotanto on sidottu kysyn-
taan. Noin 100 kg:sta maskia syntyy noin 100-130 kilogrammaa kosteaa rapaa,
jonka kosteuspitoisuus on 70-80 prosenttia, mika vastaa 21-22 kilogrammaa
maskia hehtolitraa panimo-olutta kohti. Rapa muodostaa noin 85 % panimon
kaikista jatteista. Muita sivuvirtana syntyvia jatteita ovat jatevesi, humala ja
hiiva, lasi ja metallijate, etiketit seka pakkausjatteet [1.]

Ravan koostumus vaihtelee kaytettyjen raaka-aineiden, laitteiston seka mas-
kaysolosuhteiden mukaan. Se sisaltaa Iahinna maltaan kuoriainesta ja muita liu-
kenemattomia soluseinien jaanteitd. Rapa on hyvin ravintorikasta, silla se koos-

tuu suurimmaksi osaksi kuiduista ja proteiineista. [1.]

2.3 Ravan kemiallinen koostumus

Rapa on paaosin lignoselluloosaa, jonka paaainesosat ovat ravintokuitu (hemi-
selluloosa 20-25 %, selluloosa 12-25 % ja ligniini 12—28 %) ja proteiini 19-30
% (albumiinit, globuliinit, hordeiinit, gluteliinit). [7.] Taulukossa 1 on esitetty ra-

van kemiallinen koostumus.



Taulukko 1. Ravan kemiallinen koostumus. [7, s.8.]

Kuivapaino % | Kuivapaino Kosteus
(Keskihajonta) | % (100 %) (72 %)
(250 g)

Hemiselluloosa | 30,60+ 9,78 28.39 19,9
Selluloosa 21,42 + 4,81 19,88 13,9
B-glukaani 1,0+ 0,00 0,93 0,6
Tarkkelys 10,21 £10,97 | 9,47 6,6
Proteiini 20,93 £ 2,38 19,42 13,6
Ligniini 11,41 £ 6,76 10,59 7,4
Lipidi 8,562 +2,17 7,91 5,5
Tuhka 3,68 £ 0,88 3,41 2,4

107,77 100 70

Taulukon arvot ovat ilmoitettu prosentteina kuivapainosta. Ensimmainen sarake
sisaltdaa myos useiden eri Iahteiden keskihajonnan. Toisessa sarakkeessa arvot
on skaalattu 100 %: in. Viimeisessa sarakkeessa arvot on ilmoitettu 250 g:sta
rapaa, kun kosteus on 72 %.

2.3.1 Hiilihydraatit

Selluloosa

Selluloosa on (1—4) -B-D-glukaani eli suoraketjuinen polymeeri, jonka runko
koostuu B-D-glukopyranoosiyksikdista, jotka ovat linkittyneet toisiinsa lineaari-
sesti (1—4) glykosidisidoksin. B-glykosidisidoksessa kahden monosakkaridin

yhdistava happiatomi osoittaa ylospain. Selluloosamolekyylit muodostavat OH-
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ryhmien valisilla vetysidoksilla fibrilleja (saikeita), joissa on seka jarjestaytyneita,
kiteisia ettda amorfisia alueita. [8.]

Selluloosan kemiallinen kaava on (C6H1005) n, jossa "n” tarkoittaa glukoosiyk-
sikdiden lukumaaraa kussakin selluloosaketjussa. Selluloosaketjut voivat koos-
tua sadoista tai tuhansista glukoosiyksikoista, jolloin ne muodostavat pitkia,
haarautumattomia polymeereja. [9.]

Hemiselluloosa

Hemiselluloosa on heterogeeninen seos polysakkarideja, joita esiintyy kas-
vin soluseinissa yhdessa selluloosan, ligniinin ja pektiinin kanssa. Kasvin solu-
rakenteessa hemiselluloosa sijaitsee selluloosan muodostamien saikeiden se-

assa valiaineena ja muodostaa ristisidoksia ligniinin kanssa. [10.]

Hemiselluloosat polymerisoituvat erilaisista monosakkarideista: pentooseista
(D-ksyloosi, L- ja D-arabinoosi), heksooseista (D-glukoosi, D-mannoosi, D-ga-
laktoosi), deoksiheksooseista (L-ramnoosi, L-fukoosi) ja pienissa maariin uro-
nihapoista (4-O-metyyli-D-glukuronihappo, D-galakturonihappo, D-glukuroni-
happo). [10.]

Hemiselluloosan suora homopolymeerinen paaketju rakentuu ekvatoriaalisesti
B-(1—4) -glykosidisidoksin linkittyneesta glukoosista muodostaen B-glukaania,
ksyloosista muodostaen ksylaania ja mannoosista muodostaen mannaania, joi-
hin puolestaan linkittyy sivuryhmia. Nain ollen hemiselluloosat ovat yleensa
haarautuneita, epasaannollisen ketjurakenteen takia amorfisia ja siten vesi-

liukoisia heteropolysakkaridiketjuja. [10.]

Erityisesti viljojen primaarisissa ja sekundaarisissa soluseinissa esiintyva ksy-
laani on tyypiltdan arabinoksylaania, jota on keskimaarin jopa 30 % ravan kuiva-
painosta. Ravan arabinoksylaani on kopolymeeri, joka koostuu toisiinsa liitty-
neista B-D-ksylopyranosyyliyksikdista ja sivuryhmina esiintyvista, paaosin yksit-

taisista a-L-arabinofuranosyyliyksikoista. Ne ovat linkittyneet paaketjun
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ksyloosiyksikoihin joko monosubstituoituneina a-(1—3) tai disubstituoituneina a-
(1—-3) - ja a-(1—2) -glykosidisidoksin. [10.]

Pektiini

Pektiini on monimutkainen polysakkaridi, joka muodostuu paaasiassa 1,4-sidok-
silla yhdistetyista D-galakturonihappoyksikoista. Pektiinimolekyyliin voi liittya sa-
tunnaisesti 1,2-sidoksilla L-ramnoosiyksikoita. Lisaksi sivuketjuissa voi olla vaih-
televia maaria metyyli- tai metoksyyliestereita seka muita neutraaleja sokeriyksi-
koita, kuten D-galaktoosia, L-arabinoosia ja D-ksyloosia. [11.]

Tarkkelys

Tarkkelys on polysakkaridihiilinydraatti, joka koostuu kahdesta polysakkaridityy-
pista, amyloosista ja amylopektiineista. Se muodostuu 20—-30 % lineaarisesta
amyloosista seka 70-80 % haaroittuneesta amylopektiinista. Tarkkelysmolekyy-
lit ovat tarkkelysrakeissa endospermin soluissa. Tarkkelys voi muodostaa kak-
soiskierteita, ja tama edistaa niiden kiderakenteita. Yhdessa tarkkelysmolekyy-
lissa voi olla 100—6 000 glukoosiyksikkoa toisiinsa kietoutuneena. Se on ohran-
jyvissa tarkein energian varastointimuoto. [8; 9.]

Amyloosi on lineaarinen glukoosimolekyylien polymeeri. Amyloosi muodostuu
(1—4) -glykosidisilla sidoksilla toisiinsa liittyneista a-D-glukopyranoosi- eli a-D-
glukoosiyksikdista. Se on rakenteeltaan spiraali, jossa glukoosiketjut kiertyvat
toistensa ymparille. Amyloosispiraalin yksi taysi kierros muodostuu kuudesta
glukoosiyksikosta. Amyloosi haarautuu vahemman kuin amylopektiini. Sen line-
aarisen rakenteen ansiosta se voi pakkautua tiiviisti. [9.]

Amylopektiini on haaroittunut glukoosimolekyylien polymeeri. Se muodostuu sa-
moista (1—4) -glykosidisilla sidoksilla toisiinsa liittyneista a-D-glukopyranoosi-
eli a-D-glukoosiyksikoista kuin amyloosi, mutta 5—6 % a-D-glukopyranoosiyk-
sikoista on haaroittunut (1—6) -glykosidisella sidoksella. Amylopektiinin rakenne

on avoimempi ja haaroittuneempi verrattuna amyloosiin. Amylopektiini esiintyy
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tarkkelyksessa kaksoiskierteisena. Taman ansiosta sen molekyylipaino on suu-
rempi ja se muodostaa monimutkaisempia molekyyleja. [9.]

Mallastuksen aikana vain 10 % tarkkelyksesta hydrolysoituu. Rapaan jaa jonkin
verran tarkkelysta noin 2—-13 %. Tarkeimmat hydrolyysiin osallistuvat entsyymit

ovat a-amylaasi, B-amylaasi ja a-glukosidaasi. [3.]

2.3.2 Proteiinit

Ohran proteiinipitoisuus on noin 8-15 %. Mallastuksen aikana ohran proteiinit
hajoavat osittain aminohapoiksi ja peptideiksi. Noin 35—45 % mallasproteiineista
liukenee ja taman takia proteiinipitoisuus kasvaa maskissa jopa 27 %. Aluksi
endopeptidaasit liuottavat ohran proteiineja ja eksopeptidaasit hajottavat ne.
Proteiinien hydrolyysi riippuu lahinna proteolyyttisesta aktiivisuudesta mallastuk-
sen aikana. Endogeeniset inhibiittorit ovat syy proteolyyttisen aktiivisuuden
puutteellisuuteen maskayksen aikana. [3.]

Ohran proteiinikoostumus sisaltaa nelja erityyppista proteiinia, jotka ovat albu-
miini (vesiliukoinen), globuliini (suolaliukoinen), hordeiini (alkoholiliukoinen) ja
gluteliini (osittain happo- ja emasliukoisia). Albumiinit ovat entsyymeja, jotka si-
jaitsevat ohran aleuronikerroksessa. Globuliinit ovat joko entsyymeja tai varas-
toproteiineja. Hordeiinit ovat ohran tarkeimmat varastoproteiinit. Hordeiinit kuu-
luvat prolamiinien perheeseen, ja ne koostuvat eri alayksikoista, kuten B-, C-ja
D-hordeiineista. Nama proteiinit vaikuttavat osaltaan oluen sameuden muodos-
tumiseen, erityisesti silloin kun olutta ei ole suodatettu tai kirkastettu. Gluteliinit
ovat rakenneproteiineja. Albumiineja ja globuliineja esiintyy ohrassa vahaisina
maarina vain noin 10 % ravan proteiineista, mutta vaikuttavat kokonaisproteii-
nipitoisuuteen. [12, s. 7-8; 13, s. 15-17.]

2.3.3 Lipidit

Rapa sisaltaa lipideja tai rasvoja, vaikka pitoisuus on suhteellisen pieni verrat-

tuna hiilihydraatteihin ja proteiineihin. Lipidiprofiili voi sisaltaa triglyserideja,
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rasvahappoja ja muita lipidiyhdisteita. Lipidit voivat vaikuttaa oluen vaahdon py-

syvyyteen ja suutuntumaan. [12, s. 8.]

Mallastamattoman ohran lipidipitoisuus vaihtelee 2—4,6 %. Paarasvahappo on
linolihappo ja muut ovat palmitiinihappo ja 6ljyhappo. Maltauksen aikana lipidipi-
toisuuden maara vahenee, mutta maskayksen aikana taas nousee muiden yh-
disteiden liukenemisen vuoksi. Ravan lipidipitoisuus on noin 5-11 %. Ohran
paalipidiluokka on triglyseridit. Ne koostuvat glyserolista ja kolmesta rasvahap-
poketjusta. Ne toimivat energianvarastona itavalle jyvalle mallastuksen aikana
ja tarjoavat energianlahteen kehittyvalle taimelle. [12, s. 8.]

2.3.4 Polyfenolit

Polyfenolit muodostavat suuren ryhman erilaisia kasveissa olevia luonnollisia
yhdisteita, joilla on useampi kuin yksi fenoliryhma. Ohra sisaltaa erilaisia poly-
fenoleita, joista tarkeimmat ovat tanniinit, ligniinit, flavonoidit, lignaanit ja proan-
tosyanidiinit. Ne vaihtelevat seka rakenteeltaan etta toiminnaltaan hyvin paljon,
jonka lisaksi niilla on terveydelle suotuisia antioksidatiivisia vaikutuksia. Poly-
fenolit voidaan jakaa rakenteensa perusteella kahteen paaalaluokkaan: hydro-
lysoitaviin tanniineihin ja fenyylipropanoideihin. [14.]

Hydrolysoitavat tanniinit, joita ovat mm. ellagi- ja gallotanniinit. Ne koostuvat
paaasiassa glukoosista tai muista sokereista ja gallushaposta tai vastaavista
happoyhdisteista, kuten galloyyli- tai ellagoyylihapporyhmista. Naihin happoyh-
disteisiin voi myo0s liittya sokerijagamia ja muita fenolisia yhdisteita. [15.]

Fenyylipropanoidit, kasittavat monipuolisen ryhman polyfenoleja, kuten ligniinit,
lignaanit, flavonoidit ja proantosyanidiinit. Nama yhdisteet ovat peraisin fenyyli-
alaniini- ja tyrosiiniaminohapoista ja kattavat laajan kirjon luonnollisia yhdisteita.
[15.]

Ohran ligniinipitoisuus on noin 12 %. Ligniini on voimakkaasti haaroittunut ja ris-
tisilloitettu aromaattisten yhdisteiden polymeeri, joka on kiinnittynyt selluloosaan

ja hemiselluloosaan kovalenttisin ja ei-kovalenttisin sidoksin. Ristisidokset
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muodostuvat kolmesta paatyypista peraisin olevista lignoleista, jotka kaikki ovat
peraisin fenyylipropanoideista: koniferyylialkoholi (sen radikaalia G kutsutaan
joskus guaiasyyliksi), sinapyylialkoholi (sen radikaalia S kutsutaan joskus syrin-
gyyliksi) ja parakumaryylialkoholi (sen radikaalia H kutsutaan joskus 4-hydroksi-
fenyyliksi). Esiasteiden lignolien tai monolignolien suhteelliset maarat vaihtele-
vat kasvilahteen mukaan. Ligniinit luokitellaan yleensa niiden syrin-
gyyli/guaiasyylisuhteen (S/G) perusteella. Heinakasvien ligniini perustuu konife-
ryylialkoholiin, joka tuottaa pyrolyysissa guaiasyylin (G). Kaikissa ligniineissa
esiintyy pienia maaria epataydellisia tai muunneltuja monolignoleja. [15.]

Lignaanit koostuvat kahdesta fenyylipropanoidiyksikosta, jotka ovat yhdistyneet
toisiinsa hiilen B,B-sidoksilla eli dibentsyylieetterirakenteella. Niissa voi esiintya
monia erilaisia substituutioita ja muunnelmia, jotka riippuvat lahtoaineista ja po-

lymerisaatiosta. [15.]

Flavonoidit koostuvat kahta fenolirengasta yhdistavasta hiilirenkaasta, ja niilla
voi olla erilaisia sivuketjuja, mika antaa niille monimuotoisuutta. Flavonoideilla
on useita alaluokkia, kuten flavonolit, flavononit, flavonit, isoflavonoidit ja an-

tosyanidiinit, joilla jokaisella on omat erityispiirteensa. [15.]

Proantosyanidiinit, eli kondensoituneet tanniinit, ovat polymeerisia yhdisteita,
jotka rakentuvat flavanoleista. Nama ovat yhdistyneet toisiinsa useiden yksikoi-
den pituisina ketjuina tai ristiin sidottuina verkostomaisiksi rakenteiksi. Tama
monimutkainen polymeerirakenne erottaa proantosyanidiinit monomereista ja
tekee niista tarkeita yhdisteita esimerkiksi elintarvikkeiden ominaisuuksien

muokkaamisessa. [15.]

2.4 Nykyiset kayttokohteet

Ravan nykyiset kayttokohteet ovat elainten rehuksi (70 %), biokaasun tuottami-
seen (10 %) ja loput maantayttoon. Ravan kemiallisen koostumuksensa vuoksi
silla on arvoa myos muunlaisena raaka-aineena. Rapaa voidaan kayttaa mm.
erilaisissa elintarvikkeissa, mika antaa niille huomattavaa ravintoarvoa, muuttaa

niiden makua ja rakennetta. Ravan vaihtoehtoisten kayttokohteiden tutkiminen
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ei ole pelkastaan panimon kannalta jarkevaa, vaan myos ympariston kannalta,

koska teollisuusjatteiden ja sivutuotteiden uudelleenkayttd on tarkeaa. [16.]

Ensisijainen ravan kayttokohde on ollut pitkaan rehun lisaaineena elainten ruo-
kinnassa, jos paikallinen maatila I0ytyy lahelta, silla sen sailyvyysaika on suh-
teellisen lyhyt. Paaasiassa naudan ja sikojen rehuna, silla se sisaltaa suuren
maaran selluloosaa ja marehtijat sulattavat sen parhaiten. Rapaa voidaan antaa
osana ruokavaliota myds kanoille ja kaloille, josta ne saavat hyvan kuidun, pro-
teiinien ja hiilihydraattien lahteen. [17, s. 7-8.]

Rapaa kaytetaan myos biokaasun tuottamiseen anaerobisen madatysprosessin
avulla. Anaerobinen madatysprosessi on luonnollinen biologinen prosessi, joka
hajottaa orgaanista jatetta, ilman happea. Orgaanisen aineksen hajotessa siita
vapautuu metaani- ja hiilidioksidikaasuja, jotka muodostavat biokaasun. Sita
voidaan kayttaa lammitykseen, sahkontuotantoon seka autojen polttoaineena.
[18.]

Rapa sisaltaa paljon arvokkaita ravinteita, kuten fosforia ja kaliumia. Taman ta-
kia rapaa voitaisiin kayttaa viljelykasvien ravinteiden lahteena. Lisaksi ravan le-
vittdminen maaperaan parantaa orgaanisen aineksen pitoisuutta. Rapa edistaa

myos maaperan mikrobiyhteison monimuotoisuuden lisdantymista. [19.]

2.5 Ravan kaytto elintarvikkeissa

Rapa on elintarvikekelpoinen materiaali, joka sisaltda runsaasti ravintokuitua ja

proteiinia. Sita voitaisiin kayttaa oikein prosessoituna myds ihmisten ravinnoksi.
Erityisen kiinnostavan siita tekee sen alhaisten kustannusten ja suurten maarien
vuoksi. [20, s. 4-5]

Ravan koostumus on kuitenkin liilan karkeaa, jotta sita voitaisiin lisata suoraan
elintarvikkeisiin. Se on ensin kuivattava ja jauhettava sen muuntamiseksi sopi-
vampaan muotoon. Sitd on kokeiltu kayttaa useissa leipomotuotteissa, kuten

leivissa, vohveleissa, pannukakuissa ja valipaloissa. Sen kaytdlle on kuitenkin

rajoituksia sen varin ja maun vuoksi. Esimerkiksi leivan ja pastan
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lopputuotteiden maku ja rakenne muuttuvat, joten jauhoa voidaan kayttaa vain

suhteellisen pienia maaria. [20, s. 4-5.]

2.6 Ravan hyodyt

Ravan tarkeimmat ainesosat ovat erittain kiinnostavia monien tieteellisten tutki-
musten nayttamien terveyshyotyjen kannalta. Rapa sisaltéa myos valttamatto-
mia aminohappoja seka kivennaisaineita, polyfenoleja, vitamiineja, magnesi-
umia, fosforia, kaliumia ja lipideja. Ohramaltaissa olevat fenoliyhdisteet ovat
luonnollisia antioksidantteja. Ohrasta I0ydettyja polyfenoleja ovat antosyaanit,
flavonolit, fenolihapot ja proantosyanidiinit. [14.]

Hemiselluloosan hydrolyysin tuotteina saadaan muun muassa ksyloosia ja ara-
binoosia. Ksylaani on luonnossa esiintyva polysakkaridiyhdiste, jota esiintyy
kasvien soluseinissa. Ksylaanit ovat ksyloosin polysakkaridiyksikoita. Ksyloosi
on luonnossa toiseksi yleisin sokeri, ja se koostuu viidesta hiiliatomista ja alde-
hydin funktionaalisesta ryhmasta. Ksyloosi on lahes yhta makeaa kuin sakka-
roosi. [21; 22.]

L-arabinoosi on aldopentoosi, joka on viisi hiiliatomia sisaltava monosakkaridi.
Se on kasvien soluseinien muodostaman hemiselluloosan paakomponentti. L-
arabinoosia voidaan saada hydrolysoimalla miedommissa olosuhteissa kuin sel-
luloosaa, koska se esiintyy paaasiassa furanoosimuodossa heikosti happa-
mana. L-arabinoosi ei imeydy helposti ohutsuolessa, ja sita pidetaankin kalorit-
tomana makeutusaineena. Se sisaltdaa noin 50 % sokerin makeudesta. Se olisi
hyva vaihtoehto sakkaroosille, koska silla ei ole vaikutusta glykeemiseen vas-
teeseen. [23; 24.]

2.7 Ravan haasteet

Ravan hyodyntamista ainesosana elintarvikkeissa on tutkittu jo yli vuosikymme-
nen ajan, mutta siina ei ole kuitenkaan onnistuttu, koska se muuttaa jo vahai-

sina kayttomaarina totuttujen elintarvikkeiden makua ja suutuntumaa. Toisena
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ongelma tulevat vastaan ravan kallis esikasittely (kuivaus tai jaadytys), silla se
on hyvin altista mikrobiologiselle pilaantumiselle. [25.]

Sailyvyyshaasteita ovat muun muassa korkea kosteuspitoisuus ja mikrobien
kasvu. Kun rapa on otettu panimoprosessista, se pilaantuu nopeasti mikrobitoi-
minnan vuoksi, jos sita ei kasitella tai varastoida oikein. Nopea pilaantuminen
johtuu sen korkeasta kosteuspitoisuudesta seka proteiineista ja sokereista sen
koostumuksessa. Ravan sailyvyytta voidaan pidentaa erilaisilla esikasittelyme-
netelmilla kuten kuivauksella. Kosteasta ravasta poistetaan ylimaarainen vesi
puristimella ja sen jalkeen rapa kuivataan esimerkiksi rumpukuivaajassa. Ravan
kayttdaikaa voi pidentaa myos pakastamalla. Rapa on erittain altis tuholaisille
kuten karpasille ja bakteereille varsinkin kesaisin. Naista syista rapa alkaa kay-
maan ja pilaantumaan nopeasti, ja siitd syntyy voimakas haju. [25.]

Kuljetukseen liittyvat haasteet ovat tilavuus ja paino. Ravan korkea kosteuspitoi-
suus tekee siita raskasta, mika lisda kuljetuskustannuksia ja voi johtaa pilaantu-
miseen kuljetuksen aikana. Taman takia rapaa on hyodynnetty paikallisten vilje-
lijdiden karjanrehuksi, mutta tarjonta kuitenkin ylittaa kysynnan. [25.]
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3 Ravan esikasittely seka jalostaminen

Rapa vaatii esikasittelya sen kaytettavyyden parantamiseksi ja arvokkaiden
komponenttien erottamiseksi. Kaksi yleisinta ravan kasittelymenetelmaa ovat
entsymaattinen ja kemiallinen kasittely. Nailla menetelmilla pyritaan hajotta-
maan monimutkaisia rakenteita ravassa ja helpottamaan haluttujen yhdisteiden

vapautumista. [26, s. 3-6.]

3.1 Esikasittely

Esikasittelyn tarkoituksena on parantaa sen jalostamista. Esikasittelylla pyritaan
helpottamaan entsymaattista hydrolyysia ja kemiallista hajottamista. Ne pienen-
tavat hiukkaskokoa ja avaavat soluseinan rakenteita seka vahentavat selluloo-
san kiteisyytta. Esikasittelyt voidaan jakaa kemiallisiin (emaksiset ja happamat
nesteet), fysikaalisiin (mekaaninen, hydroterminen, ultradganen avulla tehdyt esi-
kasittelyt), biologiseen (mikro-organismit kuten sienet seka bakteereja) seka
hybridiesikasittelyyn (fysikaaliskemialliset esikasittelyt). [28; 31; 34, s. 33.]

Fysikaaliseen esikasittelyyn kuuluu esimerkiksi mekaaninen jauhaminen. Jau-
haminen pienentaa ravan partikkelikokoa. Fysikaalis-kemiallisessa esikasitte-
lyssa yhdistyvat kemiallisia ja fysikaalisia tekniikoita. Kemiallisia esikasittelyme-
netelmia on tutkittu laajalti lignoselluloosan kasittelyssa ja niita on viisi tyyppia:
happo, emas, ioniset nesteet, otsonolyysi ja vetyperoksidi. Biologisessa esika-
sittelyssa kaytetaan puun lahottajasienia seka bakteereja hajottamaan lignosel-
luloosaa, jotta se on helpommin kasiteltavissa entsymaattisesti. [31; 34, s. 35—
40.]

Ligniini vaikeuttaa huomattavasti lignoselluloosan hydrolyysia. Esikasittely ha-
jottaa osittain ligniinia ja auttaa selluloosan ja hemiselluloosan hydrolysoimi-
sessa. [34, s. 42.]
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3.2 Kemiallinen kasittely

Kemiallisessa kasittelyssa kaytetaan kemiallisia aineita ja yhdisteita. Kemiallisia
kasittelyita ovat happohydrolyysi ja autohydrolyysi, joka on miedompi hapanka-
sittely, seka emaksinen hydrolyysi, alkalinen uutto ja antioksidanttiyhdisteiden
uuttaminen. Kemiallisen kasittelyn reagenssit ovat halvempia kuin entsymaatti-
sen. Kemiallinen kasittely voi olla epaspesifinen, mika voi johtaa sivureaktioihin,
ja myos kemikaalijatteen havittaminen voi olla ongelma. Kasittely voi vaatia ko-
via olosuhteita kuten korkeita lampdtiloja ja pH-olosuhteita. [27, s. 36—40.]

3.3 Entsymaattinen kasittely

Entsymaattinen kasittely soveltuu elintarvikkeiden jalostukseen, koska silloin
lopputuote on elintarvikekelpoinen. Niita ovat muun muassa hiilihydraattien ja
proteiinin hydrolyysi. Kemialliseen kasittelyyn verrattuna sen haittapuolena on,
etta ne tarvitsevat pidemmat reaktioajat seka entsyymien kalliimmat hinnat.
Mutta viime vuosina entsyymien hinnat ovat kuitenkin tulleet huomattavasti hal-
vemmiksi. [27, s. 41; 30; 31.]

Proteinaasit ovat entsyymeita, jotka pilkkovat proteiineja hydrolysoimalla amino-
hapoista koostuvan proteiinin aminohappojen valisia peptidisidoksia. Eksopepti-
daasit pilkkovat aminohappoketjun paista peptidisidoksia ja endopeptidaat pilk-
kovat aminohappoketjun sisalla olevia peptidisidoksia. [29.] Tama voi aiheuttaa

esimerkiksi karvasta makua.

Ravintokuitua pilkkovia entsyymeja ovat esimerkiksi arabanaasit, sellulaasit, he-
misellulaasit, ksylanaasit ja pektinaasit. Ligniini myds hankaloittaa entsymaat-
tista soluseinan hajoamista, silla se muodostaa fyysisen esteen entsyymeille.
[31; 33]

3.4 Ultraaaniavusteinen hydrolyysi

Ultradani hajottaa monimutkaisia hiilihydraatteja ja soluseinia ja tdma parantaa

entsyymien paasya substraattiin. Ultradanen tuottama mekaaninen energia voi
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tehostaa entsyymien aktiivisuutta, mika helpottaa monimutkaisten yhdisteiden
hajoamista yksinkertaisempaan muotoon. [34, s. 81; 35, s. 10.]

Ultradani

Ultradanen tuottamisen aiheuttavat pietsosahkoiset anturit, jotka muuntavat
sahkopulssit akustiseksi energiaksi. Ne koostuvat kahdesta keramiikkaelemen-
tista, jotka muuttavat kokoaan sahkokentan vaikutuksesta. Jos vaihtovirtakentta
on kaytossa, keramiikkaelementit liikkuvat ylos ja alas erittain toistettavalla ta-
valla. [35.]

Taajuus on erittain tarkea tekija ultradaniprosessoinnissa, koska se liittyy suo-

raan resonanssikuplan kokoon (Rr). Tama viittaa kuplan kriittiseen kokoon, jo-
hon se saavuttaa kavitaation aikana ennen romahtamista. [35.] Rr voidaan il-

3ypoo
fr = /p—w

jossa y on kaasun spesifinen lampdsuhteen,

maista kaavalla 1.

pe on ymparoivan nesteen paine,
p on nesteen tiheys,

w on ultradanen kulmataajuus.

Yleensa suurempia kuplia (~100 ym) voidaan muodostaa taajuusalueella 20—40
kHz, ja niiden romahtaminen on paaasiallinen syy ultradanen vaikutuksille elin-
tarvikkeiden prosessoinnissa. Toisaalta korkeammissa taajuuksissa harventu-
mis- ja puristussyklit etenevat lilan nopeasti, mika estaa kuplan kasvun riittavan

suureksi aiheuttamaan voimakkaan romahduksen. [35.]

Ultradaniteho (U/) on kavitaatioilmion kannalta erittain tarkea prosessointimuut-
tuja. Ultradaniaaltojen varahtelyliikkeeseen asetetut keskukset (v) partikkelit
omaavat kinemaattista energiaa, jota voidaan ilmaista energiatiheytena tila-
vuusyksikkda kohti (E) yhtalolla 2: [35.]
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Ajan t kuluessa virtaava aanienergia (Ef), jonka kulkee poikkipinta-alan (A) lapi
ja jossa on nopeus c, voidaan ilmaista yhtalolla 3: [35.]

E;=E-A-c-t

3.5 Entsymaattinen hydrolyysi

3.5.1 Selluloosan entsymaattinen hydrolyysi

Selluloosan entsymaattinen hydrolyysi tapahtuu sellulaasientsyymien vaikutuk-
sesta. Sellulaasientsyymit hydrolysoivat selluloosan 3-1,4-glykosidisidok-

sia. Sellulaaseilla on tyypillisesti ei-katalyyttinen CBM-osa (carbohydrate bin-
ding module) ja katalyyttiosa, jotka on yhdistetty joustavalla peptidilinkilla. CMB-
osa on huomattavasti pienikokoisempi kuin katalyyttiosa, mutta sen avulla ent-
syymi paasee paremmin Kiinnittymaan substraattiin. [36, s.6—8.]

Selluloosaa pilkkovat entsyymit voidaan jakaa niiden katalysoimien reaktioiden
mukaisesti kolmeen paaryhmaan: endoglukanaasit, eksoglukanaasit ja B-gluko-
sidaasit. Hemiselluloosaa pilkkovat ksylanaasit toimivat synenergisesti sellu-

laasien kanssa lignoselluloosabiomassan hajottamiseksi. [31, s. 24; 36, s. 6-8.]

Endoglukanaasit eli endosellulaasit (sellulaasi EC 3.2.1.4) hydrolysoivat sattu-
manvaraisesti amorfisen selluloosaketjun keskelta -1,4-glykosidisidoksia, va-
pauttaen nain lyhyempia polysakkaridiketjuja muiden entsyymien hydrolysoita-
viksi. [31; 36.]

Eksoglukanaasit eli eksosellulaasit eli selluloosa 1,4-B-sellobiasidaasit kataly-

soivat kiteisen selluloosan ja sellotetraoosin 3-1,4-glykosidisidosten hydrolyysia
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ketjujen ei-pelkistavista paista (EC 3.2.91) ja pelkistavista paista (EC 3.2.1.176)
sellobioosidisakkarideiksi. [31; 36.]

B-Glukosidaasit (EC 3.2.1.21) katalysoi sellobioosin 3-1,4-glykosidisidosten
hydrolyysia glukoosiksi. [31; 36.]

3.5.2 Hemiselluloosan entsymaattinen hydrolyysi

Ravan hemiselluloosan hydrolyysi tapahtuu vain useiden ksylanolyyttisten gly-
kosylaasientsyymien (EC 3.2.x.x) ja apuentsyymien vaikutuksesta, jotka toimi-
vat synergistisesti. Karboksyyliesterihydrolaasit (EC 3.1.1.x) ovat valttamattomia
arabinoksylaaniin kiinnittyneiden esteriryhmien hydrolyysissa alkoholeiksi ja kar-
boksyylihapoiksi. [37.]

Endo-1,4-B-ksylanaasit (EC 3.2.1.8) hydrolysoivat ksylaanin lineaarisen paaket-
jun ksyloosisokereiden valisia 3-1,4-glykosidisia sidoksia. Tama vapauttaa paa-
asiassa ksylo-oligosakkarideja ja ksyloosia vahentaen ksylaanin polymeroitu-
misastetta. Ksylaani 1,4-B-ksylosidaasit (EC 3.2.1.37) hydrolysoivat ksylobioo-
sin ja ksylo-oligosakkaridien B-1,4-glykosidisia sidoksia ketjujen ei-pelkistavista
paista, vapauttaen ksyloosia. Vaikuttavat parhaiten sen jalkeen, kun endo-1,4-
B-ksylanaasit ovat ensin hydrolysoineet ksylaanin paaketjua lyhyemmiksi sakka-
ridiketjuiksi. Arabinaani endo-1,5-a-L-arabinanaasit (EC 3.2.1.99) endohydro-
lysoivat lineaarisen arabinaanin a-1,5-glykosidisia sidoksia vapauttaen paaosin
arabino-oligosakkarideja. a-L-arabinofuranosidaasit (EC 3.2.1.55) ovat eksovai-
kutteisia entsyymeita, jotka hydrolysoivat a-1,2- ja a-1,3-sidoksin linkittyneita
arabinofuranoosiyksikoita arabinoksylaanin ja haarautuneen arabinaanin ei pel-
kistavista paista. Hydrolysoi hitaammin myos a-1,5-arabino-oligosakkarideja.
[37.]

Asetyyliksylaaniesteraasit (EC 3.1.1.72) katalysoi asetyyliryhmien hydrolyysia
polymeerisesta ksylaanista, asetyloidusta ksyloosista, asetyloidusta glukoo-
sista, a-naftyyliasetaatista, p-nitrofenyyliasetaatista. Feruloyyliesteraasit eli fe-
rulahappoesteraasit (EC 3.1.1.73) katkaisevat esterisidoksia arabinoosisivuket-
jujen ja hemiselluloosassa olevan ferulahapon valilla. Ferulaattiesteriryhmat
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muodostavat ristisidoksia hemiselluloosan ja ligniinin valille. Feruloyyliesteraasit
auttavat hajottamaan nama esterisidokset ja vapauttamaan ferulahapon. [31, s.
26-27; 37.]

Pektinaasit

Pektiinin monimutkaisen rakenteen takia sen hajottamiseksi tarvitaan useita eri
pektinolyyttisia entsyymeita. Ne voidaan jakaa karboksyyliesteraaseihin (EC
3.1.1.x), jotka katalysoivat estereiden hydrolyysia alkoholeiksi ja karboksyyliha-
poiksi, glykosylaaseihin (EC 3.2.1.x), jotka hydrolysoivat a-1,4-glykosidisidoksia
seka polysakkarideihin vaikuttaviin lyaaseihin (EC 4.2.2.x), jotka katkaisevat ko-
valenttisia hiilen ja hapen valisia sidoksia ja katalysoivat uusien sidosten muo-

dostumista joko eliminaatio- tai additioreaktioin. [38; 39; 40.]

Pektiiniesteraasi (EC 3.1.1.11) eli pektiinimetyyliesteraasi hydrolysoi pektiinin
galakturonihappoyksikdiden esterisidoksissa olevia metyyliryhmia tuottaen me-
tanolia ja demytoloituneita pektaatteja. Asetyyliesteraasi (EC 3.1.1.6) eli pektii-
niasetyyliesteraasi hydrolysoi pektiinin galakturonihappoyksikodiden esterisidok-
sissa olevia asetyyliryhmia tuottaen asetaattia ja demytoloituneita pektaatteja.
[38; 39; 40.]

Polymetyyligalakturonaasi (EC 3.2.1.x) hydrolysoi pektiinin paaketjun a-1,4-gly-
kosidisidoksia tuottaen 6-metyyli-D-galakturonaattia. Entsyymi katalysoi pektii-
nin hydrolyysia seka satunnaisesti ketjun keskelta etta ei-pelkistavista paista.
Polygalakturonaasit hydrolysoivat polygalakturonihapon a-1,4-glykosidisidoksia
tuottaen D-galakturonaattia. Nama entsyymit katalysoivat substraattia seka sa-
tunnaisesti ketjun keskelta etta ei-pelkistavista paista. Galakturonaani 1,4-a-ga-
lakturonidaasi (EC 3.2.1.67) hydrolysoi a-1,4-glykosidisidoksia substraatin ei-
pelkistavista paista. Se on spesifinen D-homogalakturonaanin tyydyttyneille oli-
gomeereille, eika se pysty hajottamaan tyydyttymattomia tai metyyliesteroityja
substraatteja. Endopolygalakturonaasi (EC 3.2.1.15) hydrolysoi satunnaisesti
ketjun keskelta pektaattien ja galakturonaattien 1,4-a-glykosidisidoksia. [38; 39;
40.]
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Pektinolyyttiset lyaasit eli pektaatti- ja pektiinilyaasit katalysoivat tehokkaasti 3-
eliminaatioreaktiolla pektiinimolekyylin a-1,4-glykosidisidoksen pilkkoutumista,
josta ei vapaudu myrkyllistd metanolia. Ne jaetaan kolmeen luokkaan substraat-

tispesifisyytensa ja toimintatapansa mukaisesti. [41.]

Pektaattilyaasi (EC 4.2.2.2) katalysoi pektiinin vaihtoeliminaatiota, joka pilkkoo
a-1,4-glykosidisidoksia galakturonihappojen valilla. Tama entsyymi hajottaa
pektiinin metyyliesterisidoksia satunnaisesti, mika johtaa tyydyttomien oligoga-

lakturonaattien muodostumiseen. [41.]

Pektaattidisakkaridilyaasi (EC 4.2.2.9) katalysoi pektiinin vaihtoeliminaatiota,
joka pilkkoo a-1,4-glykosidisidoksia galakturonihappojen valilla. Tama entsyymi
hajottaa pektiinin metyyliesterisidoksia pelkistavista paista, mika johtaa tyydytto-

mien digalakturonaattien muodostumiseen. [41.]

Pektiinilyaasi (EC 4.2.2.10) suorittaa tehokkaasti pektiinin glykosidisidosten
vaihtoeliminaatiota, hajottaen satunnaisesti keskeltd metyloitunutta pektiiniket-

jua ja tuottaen tyydyttymattomia metyylioligogalakturonaatteja. [41.]
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4 Materiaalit ja menetelmat

Insin6orityon kokeellisessa osassa oli tarkoitus tutkia ultradaniavusteista entsy-
maattista hydrolysointia pienessa mittakaavassa. Tavoitteena oli selvittda, miten
entsyymit ja ultraaani vaikuttavat yhdessa ravan hydrolysointiin seka millainen
entsyymiseos hajottaisi rapaa parhaiten ja mitkd mahdolliset muut tekijat vaikut-
tavat lopputulokseen. Kokeiden entsyymien valinnassa keskityttiin pelkastaan

selluloosan, hemiselluloosan seka proteiinien hydrolysoimiseen.

4.1 Laitteet
4.1.1 Hielscher UP400St ultrasonic -prosessori

Ultradani-kasittely tehtiin Hielscher UP400St -prosessorilla (kuva 1). Se toimii
24 kHz:n taajuudella, ja sen suurin nimellisteho on 400 W. Kokoonpano koostui
ultradaniprosessorista, jalustasta, lampotila-anturista ja sonotrodista. [42.]

Kuva 1 Ultradanilaitteen kokoonpano, jossa nakyvat ultraganiprosessori, kas-
katrodi seka lampdtila-anturi.
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UP400St on tehokas 400 w:n ultradanilaite. Siina on varikosketusnaytto, integ-
roidut LED-valot, lampdétila-anturi ja SD-kortti tietojen tallentamista varten. Tama
laite soveltuu erilaisiin sovelluksiin, kuten homogenisointiin, emulgointiin, disper-
sioon, solujen hajottamiseen ja muihin sovelluksiin, ja siihen mahtuu naytetila-
vuuksia 5—4 000 ml. Laitetta voidaan kayttaa myos pienessa mittakaavassa, vir-
tausnopeuksilla 20—4 000 ml/min ja paineistuksella jopa 5 baariin asti. [42.]

UP400St toimii korkean intensiteetin ultradaniaaltojen periaatteella, jotka tuote-
taan pietsosahkoisella muuntimella. Kun muuntimeen syotetaan sahkoinen sig-
naali, se altistuu nopeille mekaanisille varahtelyille ultradanitaajuuksilla. Nama
varahtelyt synnyttavat korkean intensiteetin aaniaaltoja kasiteltavaan nestee-
seen tai naytteeseen. Tama auttaa vahentamaan selluloosan kiteisyytta ja lisaa-
maan ravan pinta-alaa, jolloin entsymaattinen hydrolyysi on paremmin saavutet-

tavissa. [42.]

Kaskatrodi

Kaskatrodin rakenne poikkeaa sonotrodista, silla siina karkipintaan on lisatty
renkaanmuotoisia vaakapintoja. Kukin rengas on sijoitettu yhteen sonotrodin va-
rahtelymaksimista. Naiden renkaiden avulla voidaan merkittavasti lisata varah-
telypintaa, joka kytkee ultraganen sonikoitavaan valiaineeseen, jolloin nestee-
seen voidaan kytkea suurempi ultradaniteho tietylla pintaintensiteetilla. Kas-
katrodin avulla on mahdollista siirtaa suuri ultraganiteho suurilla amplitudilla ka-

siteltavaan valiaineeseen. [43.]

S24d22L2D-kaskatrodi toimii 100 ml:sta 4 000 ml:aan. Upotussyvyys on 45
mm. Karjen halkaisija on 22 mm ja sateileva pinta on 5,4 cm?. Amplitudisuhde
on noin 1:0,9. [43.]
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Sonotrodi

S24d14D-sonotrodi toimii 50 ml:sta 1 000 ml:aan. Upotussyvyys on 45 mm. Pi-
tuus on noin 100 mm. Karjen halkaisija on 14 mm ja sateileva pinta on 2,2 cm?.
Amplitudisuhde on noin 1:2,55. [43.]

4.1.2 Anton Paar DMA 35 -mittari

Anton Paar DMA 35 on kannettava tiheys- ja konsentraatiomittari, joka toimii va-
rahtelevan U-putken periaatteella. U-putki taytetaan analysoitavalla liuoksella.
Tulokset ilmoitetaan tiheytena tai pitoisuutena esimerkiksi °Brixina tai %v/v alko-
holina. DMA 35 mittaa suoraan nayteastiasta ja kayttaa vain kaksi millilitraa
naytetta. [44.]

4.1.3 Milwaukee Mi 180 Bench -mittari

Milwaukee Mi 180 Bench -mittari on laite, jota kaytetaan erilaisten vesiparamet-
rien mittaamiseen. Se on suunniteltu antamaan tarkat pH-, ORP (hapettumis- ja
pelkistyspotentiaali) ja lampotilalukemat. Mi 180 Bench -mittarin pH-mittaus pe-
rustuu ioniselektiivisen mittauksen periaatteeseen. Mittari kayttaa erikoistunutta
pH-elektrodia, joka sisaltaa vetyioneille (H+) herkan lasikalvon. Kun liuoksen
vetyionit ovat vuorovaikutuksessa lasikalvon kanssa, syntyy potentiaaliero.
Tama potentiaaliero muunnetaan pH-yksikoiksi mittarin sisdisessa piirissa, jol-
loin naytdssa nakyy pH-lukema. Mi 180 Bench -mittarissa on myos sisaanra-
kennettu lampdtila-anturi, joka mittaa liuoksen lampaétilan. [45.]

4.2 Materiaalit

Tassa tutkimuksessa kaytetty rapa tuli Keller Bier oluenmaskayksesta, jonka
kosteuspitoisuus oli noin 72 % (kuva 2). Rapa otettiin keskeltda maskayskattilaa.
Sita sailytettiin pakastettuna —20 °C:ssa kayttoon asti. Sen pH on noin 5,6. Ra-
pakokeissa kaytettiin talousvetta, jonka pH on 8,0.
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Kuva 2 Vasemmalla rapa annosteltuna pusseihin ja oikealla rapa suoraan otet-
tuna panimoprosessista.

4.2.1 Rapakokeiden entsyymit

Kaytetyt hiilihydraasientsyymit olivat Viscozyme L ja Termamyl SC DS yhtidlta
Novozymes. Proteaasina kaytettiin Alcalase 2.4 L FG:ta (Novozymes). Entsyy-
meilla oli eri pH- ja [ampdtila-alueet, jolla ne toimivat 100 %.

Alcalase 2.4 L FG on Bacillus licheniformis -bakteerista peraisin oleva seriiinien-
dopeptidaasientsyymi (Subtilisin EC 3.4.21.62) katalysoi aminohappoesterien ja
esterien hydrolyysia. Se pystyy valikoivasti reagoimaan tietyntyyppisten ste-
reoisomeerien ja esterisidosten kanssa mahdollistaen peptidisidosten hydrolyy-
sin. [46.]

Viscozyme L on Aspergillus aculeatus sienesta peraisin oleva entsyymiseos,
joka sisaltaa laajan valikoiman hydrolaasientsyymeita, kuten sellulaasia, hemi-
sellulaasia, ksylanaasia, arabinaasia, 3-glukanaasia ja pektinaasia. [46.]

Termamyl SC DS on Novozymesin valmistama alfa-amylaasientsyymivalmiste,

joka katalysoi tarkkelyksen polysakkaridien sisaisten (1,4)-a-D-glukosidisten
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sidosten hydrolyysia. [46.] Taulukossa 2 nakyy kokeiden entsyymit ja niiden

ominaisuudet.

Taulukko 2. Kokeissa kaytetyt entsyymit ja niiden ominaisuudet.

Entsyymi

Luokka

Toiminta

Alcalase 24 L FG

Proteaasientsyymi

Hajottaa proteiinit pienemmiksi
peptideiksi ja aminohapoiksi

Viscozyme L

Yhdistelman monen-
laisia hiilihydraaseja

Hajottaa monimutkaisia hiili-
hydraatteja

Termamyl SC DS

Amylaasientsyymi

Hajottaa tarkkelyksen yksin-
kertaisemmiksi sokereiksi

Taulukossa 3 nakyy rapakokeiden entsyymien Alcalase 2.4 L FG:n, Viscozyme

L:n ja Termamyl SC DS:n aktiivisuudet.

Taulukko 3. Rapakokeiden entsyymien optimi pH-alue, lampaétila ja annostus.

[46.]

Entsyymi pH-alue Lampdtila °C Annostus (g/kg)
Alcalase 2.4 L FG 7,0-10,0 60-80 °C 0,5

Viscozyme L 3,3-5,5 40-60°C 1-2

Termamyl SC DS 5,5-7,0 50-110 °C 0,1

4.3 Koesarjat ja nilden muuttuvat tekijat

Tyon kokeellinen osuus piti sisallaan kolme eri rapakoesarjaa, jotka erosivat toi-

sistaan entsyymimaaran ja amplitudin suhteen. Kolmannen kokeen naytteet

analysoitiin ulkopuolisessa laboratoriossa. Kokeiden tarkoituksena oli selvittaa,

mita liukoisia ainesosia ravasta saadaan ultradaniavusteisen entsymaattisen

hydrolyysin avulla.
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Ennen koesarjoja tehtiin viisi valmistelevaa koetta, joissa haarukoitiin sopivia
muuttujia kuten lampdétilaa, pH:ta ja ultraaaniprosessorin tehoa varsinaisia ko-
keita varten. Pelkastaan pohjatutkimuksissa keskityttiin ultraaaniprosessorin
amplitudin seka sonotrodien vaikutukseen, koska muuttujia oli paljon. Ravan ja
veden suhde jouduttiin pitdmaan suurena, koska ultraaaniprosessori kuumensi
seosta eika jaahdytinta ollut. Paksumpi seos olisi kuumentunut viela enemman,
ja koe olisi joutunut olemaan paljon lyhyempi. Toisessa testattiin asettaa ultra-
aaniprosessoriin lampadtila raja 60°C:seen, jotta seoksesta ei olisi tullut liian kuu-
maa. Se ei kuitenkaan toiminut, silla ultradaniprosessori pysahtyi, kun lampdotila-
raja ylitettiin ja jatkoi vasta, kun oli viilennyt rajan alle. Tama olisi tarvinnut jon-

kinlaisen jaahdyttimen.

Kokeita paranneltiin ja kokeiden muuttujat maaritettiin aina viimeisimmasta par-
haan kokeen tuloksista, jotta seuraavan kokeen tulokset olisivat edellisia pa-
remmat. Entsyymien maaraa nostettiin ja laskettiin rapakokeissa. Ultraganipro-
sessorin tehoa vaihdeltiin, ja kokeiden pH:ta muutettiin happamasta emaksi-

sempaan, jotta entsyymit saisivat optimaalisen pH:n.

4.3.1 Ensimmainen rapakoe

Ravan ja veden suhteeksi valittiin 1:20. Rapaa punnittiin 250 g, josta kuiva-aine
osuus oli 70 g ja veden osuus oli 180 g, silla ravan kosteuspitoisuus oli noin 72
%. Talousvetta mitattiin 1,250 |. Ensimmaisessa kokeessa entsyymien maara
kaksinkertaistettiin. Lisattiin 14,0 yl Alcalase 2.4 L FG:ta, 280,0 ul Viscozyme
L:aa ja 14 pl Termamyl SC DS:aa. Amplitudi asetettiin aluksi 50 %:iin ja nostet-
tiin 6 tunnin kohdalla 100 %:iin. Maitohappoa lisattiin 100 pl heti kokeen alussa,
jotta pH:n arvoksi saatiin 4,5. Maitohapon maara saatiin kokeilemalla. Muuten
pH olisi ollut noin 6. Kokeessa kaytettyjen reagenssien maarat ovat listattu tau-
lukkoon 4.
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Taulukko 4. Ensimmaisen rapakokeen reagenssien maarat.

Rapakoe 1
Rapa 250 ¢
Talousvesi 1,250 |

Alcalase 24 LFG (14 pl

Viscozyme L 280 pl

Termamyl SC DS |14 pl

Maitohappo 100 pl

4.3.2 Toinen rapakoe

Toisessa kokeessa kaikkien kolmen entsyymin maaraa nostettiin edelliseen ko-
keeseen verrattuna viela puolella. Amplitudi nostettiin 4 tunnin kohdalla 50:sta
75:een ja 6 tunnin kohdalla 100:aan. Maitohappoa lisattiin 100 pl kokeen
alussa, jotta pH:n arvo laskisi 4,5. Kokeessa kaytettyjen reagenssien maarat

ovat listattu taulukkoon 5.

Taulukko 5. Toisen rapakokeen reagenssien maarat.

Rapakoe 2
Rapa 250 ¢
Talousvesi 1,250 |

Alcalase 2.4 L FG |21 pl

Viscozyme L 420 pl

Termamyl SC DS |21 pl

Maitohappo 100 pl

4.3.3 Kolmas rapakoe

Kolmannessa kokeessa Alcalase 2.4 L FG ja Termamyl SC DS entsyymien

maarat pidettiin samana, mutta Viscozyme L:n maara laskettiin puolella.



28

Seokseen lisattiin maitohappoa 100 pl. Amplitudit nostettiin kahden tunnin va-
lein 20:11a, koe aloitettiin 40 amplitudilla ja lopetettiin 100 amplitudiin. 4 tunnin
kohdalla pH nostettiin 6:een lisaamalla 0,8 g kalsiumkarbonaattia. Taulukossa 6

nakyvat kokeen reagenssien maarat.

Taulukko 6. Kolmannen rapakokeen reagenssien maarat.

Rapakoe 3
Rapa 250 ¢
Talousvesi 1,250 |

Alcalase 2.4 LFG |21 pl

Viscozyme L 280 pl

Termamyl SC DS |21 ul

Maitohappo 100 pl

Kalsiumkarbonaatti | 0,800 g

Kokeesta otettiin naytteet 2, 4, 6 ja 8 tunnin ajalta seka alku- ja loppunayte ra-
vasta. Naytteet pakattiin steriileihin nayteputkiin ja sailytettiin —18 °C:ssa analyy-
seihin asti. Kokeen analyysit suoritti ulkopuolinen laboratorio.

4.4 Tyon suoritus

Koesarjat suoritettiin useampana paivana ja yhden kokeen kesto oli 8 tuntia.
Kokeiden alkulampatilaksi maaritettiin noin 30 °C ja kokeiden pH laskettiin mai-
tohapolla noin 4,5:een. Muuten pH olisi ollut noin 6. Maitohapon maara saatiin
kokeilemalla. Koska ne olivat ensimmaisen koesarjan hydrolyysille soveltuvim-
mat lahtdarvot, huomioon ottaen, ettei jaahdytysta ollut kaytossa eli kaytan-
nossa kylmavesikiertoa. Rapa sulatettiin ja sita punnittiin 250 g seka veden
maara mitattiin 1,250 |. Ravan ja veden suhteeksi valittiin 1:20. Tama suhde va-
littiin, koska ultradaniprosessori kuumensi liuosta liilkaa. Astian pohjalle mitattiin
entsyymit automaattipipeteilla. Entsyymien maara paatettiin entsyymitoimittaja
Novozymesin ohjeiden mukaisesti. Kaikki reagenssit sekoitettiin keskenaan. En-
nen kokeiden alkua otettiin alkumittaus seoksesta. Seoksesta mitattiin
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lampdtila, pH seka Brix eli liukoisen kuiva-aineen, sokerin maara. Rapaseos
asetettiin ultradaniprosessorin kaskatrodi karjen alle. Amplitudi asetettiin 50
%:iin. Jaksokello laitettiin 30 minuutiksi paalle ja 5 minuutiksi pois paalta, jotta
saatiin mittaukset otettua. Mittaukset otettiin 30 minuutin valein 8 tunnin ajan.

4.5 Ulkopuolisessa laboratoriossa tehdyt mittaukset

Ulkopuolisessa laboratoriossa analysoitiin kokeen kokonaistyppimaara eli ami-
nohapot, peptidit ja proteiinit seka fenoliset yhdisteet. Ulkopuolinen laboratorio
analysoi kolmannesta rapakokeesta otetut naytteet. Rapaseosta sekoitettiin ja
naytteet otettiin seoksen pinnalta. Naytteet otettiin kahden tunnin valein proses-
soinnista seka alku- ja loppunayte ravasta. Naytteita sailytettiin —18 °C:ssa ana-

lyyseihin asti. Kuvassa 3 nakyy naytteet steriileissa nayteputkissa.

Kuva 3 Kolmannen rapakokeen naytteet steriileissa nayteputkissa.
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5 Tulokset ja pohdinta

5.1 Ultraaanen vaikutus ravan hydrolyysiin

Tuore tutkimus, joka sivuaa laheisesti taman tyon koesarjaa (Zhou, 2023). Tut-
kimuksessa verrattiin entsyymeja kayttavien erilaisten kasittelyjen tehokkuutta
ultraganikasittelyn avulla ja ilman sita ravinteiden vapauttamiseksi kauran kuo-
rista. Tutkimuksessa oli kaytetty joitakin samoja entsyymeja kuin tassa ko-
keessa. [47.] Talla entsyymivalikoimalla ei ole tehty aiemmin kokeita. Muissa
tutkimuksissa on kaytetty eri entsyymeita, prosessiaikoja seka tehoa eika kai-
kissa ollut kaytetty ultraganiprosessoria. Samanlaisia tutkimuksia ei ole, silla
tyossa ei toistettu jo olemassa olevaa koetta. Rapaa on esikasitelty esimerkiksi
jauhamalla seka muilla kasittelymenetelmilla kuten happo- tai emashydrolyysilla
seka uuttamisella. [10.]

Ensimmaisessa kokeessa haluttiin selvittaa, voiko kahdeksan tunnin koesarja
ultraganen ja entsyymien avulla pilkkoa hiilihydraatteja sokereiksi. Kuvasta 4
nahdaan, etta Brix-arvo, joka kertoo liukoisen kuiva-aineen (sokerin) maaran, oli
alussa 0,3 %. Maara kasvoi melko tasaisesti koko kokeen ajan. Kuitenkin 6,5-7
tunnin kohdalla liukoisen sokerin maara nousi jopa 0,7 %. Kahden viimeisen
tunnin ajaksi amplitudi nostettiin 50:sta 100:aan, mika voi vaikuttaa liukoisen so-

keri %:n maaran nousuun. Sen maara kokeen lopussa oli 4,1 %.
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Kuva 4 Ensimmaisen rapakokeen tulokset. Ympyran sisalla amplitudi nostettiin
100:aan.

Kokeen lahto-pH 4,5 nousi jo ensimmaisen 30 minuutin aikana 5,25:een, mihin
voi vaikuttaa esimerkiksi kiinteiden aineiden liukeneminen. Seuraavat 5,5 tuntia
pH pysyi noin 5,2:ssa ja viimeisten 2,5 tunnin aikana pH laski noin 5,0:een. Lah-
tolampdtila asetettiin 30 °C, mutta lampoétila nousi jo ensimmaisen 30 minuutin
aikana 48 °C:een. Lampatila pysyi noin 60—64 °C:ssa, kun amplitudi oli 50.
Teho ei riittdnyt nostamaan lampdotilaa korkeammaksi. Viimeisen 2 tunnin ai-

kana amplitudi nostettiin 100:aan, jolloin lampdtila nousi yli 70 °C:een.

5.2 Entsyymimaaran lisayksen vaikutus

Toisessa kokeessa entsyymien maaraa lisattiin edelliseen kokeeseen verrat-
tuna 50 %:lla, mutta lisdaminen ei vaikuttanut liukoisen sokeri maaran nousuun
(kuva 5). Entsyymiseos sisalsi kuitenkin tarkeita soluseinaa hajottavia entsyy-
meja kuten sellulaasia, ksylanaasia ja arabanaasia. Hydrolyysia rajoitti joko fysi-
kaalinen este tai jokin inhibiittori. Parempaan ravan entsymaattiseen hydrolyy-
siin tarvittaisiin joko paranneltu entsyymiseos tai mahdollisesti jokin esikasittely,
kuten jauhatus tai molemmat. Sokerin maara oli hyvin samanlainen kuin ensim-
maisessa kokeessa. Amplitudin nostaminen 4 tunnin kohdalla nosti hieman liu-

koisen sokerin maaraa verrattuna ensimmaiseen kokeeseen. Sokerien maara ei
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kuitenkaan noussut yhta korkealle kuin ensimmaisessa kokeessa. Toisessa ko-
keessa amplitudi oli 50 ensimmaiset nelja tuntia, kuuden tunnin kohdalla ampli-
tudi nostettiin 75:een ja viimeiseksi kahdeksi tunniksi 100:aan. Amplitudin nos-

taminen 100:aan lisasi hieman liukoisen sokerin maaraa.
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Kuva 5 Toisen rapakokeen tulokset, jossa lisattiin entsyymien maaraa. Ympy-
roidyissa kohdissa amplitudi nostettiin ensimmaiseksi 75:een ja sitten 100:aan.

Entsyymien pH- ja lampdtilaoptimien vaihteluvali oli iso. Seoksen pH:n olisi pita-
nyt muuttua happamasta emaksiseen seka lampatilan noin 30°C:sta jopa
88°C:een, jotta entsyymit olisivat saaneet optimaalisen pH ja lampdtila ymparis-
ton. Entsyymit ovat herkkia eri ulkoisten tekijoiden vaihtelulle. Esimerkiksi [am-
potila ja pH vaikuttavat entsyymikatalysoidun reaktion nopeuteen, koska ne vai-
kuttavat entsyymin aktiiviseen kohtaan. [29.] Kokeissa yritettiin saada aikavali,
jolloin entsyymit saisivat optimaalisen ympariston toimiakseen. Viscozyme L toi-
misi hyvin alussa ja loppua kohden lampdtila nousi ja pH:ta nostettiin, jotta Alca-
lase 2.4 L FG ja Termamyl SC DS toimisivat hyvin. Jotta Alcalase 2.4 L FG:n
pH-optimi 7-9 olisi saavutettu, pH olisi pitanyt nostaa viela korkeammaksi. Ter-
mamyl SC DS olisi taas tarvinnut korkeamman lampoétilan toimiakseen 100 %.
Ultradaniprosessori ei kuitenkaan enda loppua kohden jaksanut nostaa lampoti-
laa Termamyl SC DS:n optimilampdtilaksi, joka on noin 85-88 °C.
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5.3 Amplitudin nostamisen vaikutus

Kolmannessa kokeessa haluttiin selvittaa, parantaisiko amplitudin tasainen nos-
taminen 40:sta 100:aan liukoisen sokerin maaraan (kuva 6). Amplitudia nostet-
tiin tasaisesti kahden tunnin valein 20:11a ja lahtdamplitudiksi asetettiin 40. Soke-
rin maara nousi koko kokeen ajan tasaisesti ja melko samaa tahtia kuin kah-
dessa aiemmassa kokeessa. Amplitudia nostettaessa 60:een liukoisen sokerin
maara nousi huomattavasti. Sama nousu tapahtui 7 tunnin kohdalla. Sokerin
maara ei kuitenkaan noussut yhta korkeaksi kokeen lopussa kuin kahdessa

aiemmassa kokeessa.
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Kuva 6 Kolmannen rapakokeen tulokset, jossa amplitudia nostettiin tasaisesti.
Ympyroidyissa kohdissa amplitudi nostettiin 60:een, 80:een ja 100:aan.

Ulkopuolisessa laboratoriossa analysoitiin kolmannen rapakokeen kokonaistyp-
pimaara eli aminohapot, peptidit ja proteiinit seka fenoliset yhdisteet. Taulu-
kossa 7 nakyy ulkopuolisen laboratorion kokonaistyppitulokset kolmannesta ra-
pakokeesta.



Taulukko 7. Kolmannen kokeen rapanaytteiden kokonaistyppitulokset.

Naytteen nimi

Kokonais-typpi

g/kg tuoretta
naytetta

2 h prosessoinnin jalkeen 0,50

4 h prosessoinnin jalkeen 1,28

6 h prosessoinnin jalkeen 0,49

8 h prosessoinnin jalkeen 1,18

34

Tuloksista nakee, etta 6 tunnin nayte ei ole jarkeva. 6 tunnin naytteen tulos on

sama kuin 2 tunnin tulos. Kokonaistyppi maara putoaa paljon 4 tunnin tulok-
sesta, jossa on kaikista korkein tulos. Tama johtuu todennakdisesti siita, etta

peptidit eivat olleet naytteissa tasan. 4 h:n prosessointi nayttaisi olevan riittava.

Taulukossa 8 nakyy fenolisten yhdisteiden tulokset rapanaytteista. Tryptofaani

on yksi luonnon yleisimmista aminohapoista. Se on yksi ihmiselle valttamatto-

masta aminohaposta.

Taulukko 8. Rapa naytteiden fenolisten yhdisteiden maara pinta-alayksikkoina
nestekromatografisesti (HPLC-DAD) eri kasittelyaikoina.

Yhdiste 2h 4h 6h 8h
Tryptofaani (Trp) 79 91 128 149
Fen 11dot7 min 66 52 65 68

Fen 14dot9 min 51 55 53 58

Tunt 17dot1min 132
Tunt 17dot9 min 201 221 304 346
Hordatiini A 116 118 91 101
Hordatiini B 278 316 211 201
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Fen 11dot7 min ja Fen 14dot9 min saattavat olla hydroksikanelihappojen agma-
tiinikonjugaatteja eli ohralle tyypillisten fenolisten yhdisteiden, hordatiinien, esi-

asteita. Nayte on konsentroitu 10-kertaisesti.

Parhaita kasittelyaikoja olivat 6 ja 8 h fenolisten yhdisteiden perusteella. Va-
paan tryptofaanin maara lisaantyy, joten tasta voidaan paatella, etta entsyymit
ainakin jonkin verran pilkkovat proteiineja tai peptideja aminohapoiksi.

Kuvassa 7 nakyy kaikkien kolmen rapakokeen tulokset samassa kuvaajassa. 4—
6 tunnin kohdalla nakyy selkea ero liukoisen sokerin maarassa. Ensimmaisessa
kokeessa amplitudi nostettiin 50:sta 100:aan vasta 6 tunnin kohdalla, ja taman
takia liukoisen sokerin maara on jaanyt vahemmalle. Toisessa kokeessa ampli-
tudi nostettiin 4 tunnin kohdalla 50:sta 75:een ja viela 6 tunnin kohdalla
100:aan, jolloin liukoisen sokerin maara on hieman suurempi. Kolmannessa ko-
keessa lahtoamplitudi oli 40 ja sita nostettiin 2 tunnin valein 20:11a. Amplitudi
nostettiin 2 tunnin kohdalla 60:een, 4 tunnin kohdalla 80:een ja 6 tunnin koh-
dalla 100:aan. Ensimmaisessa kokeessa liukoisen sokerin maara lopussa ol
kuitenkin suurempi kuin toisessa seka kolmannessa kokeessa. Tasta voidaan
paatella, etta entsyymimaaran lisays ei vaikuttanut liukoisen sokerin maaraan.
Ravan esikasittely esimerkiksi kuivatus tai jauhatus olisi voinut lisata liukoisen
sokerin maaraa, koska talloin entsyymit olisivat paasseet paremmin rapaan.
Jauhaminen tehostaa hydrolyysia pienentamalla hiukkaskokoa ja hajottamalla
soluseinan rakenteita ja nain lisaamalla entsyymien kaytettavissa olevaa pinta-
alaa. [12.]
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Kuva 7 Rapakokeiden tulokset samassa kuvaajassa, aika ja Brix % paramet-
reina.

Brix -mittausten mukaisesti ravassa ei ollut ollenkaan tarkkelysta. Koska ky-
seessa olevan Keller Bier oluenpanon entsymaattinen hydrolyysi oli mennyt lop-
puun. Koesarjojen rapanaytteet otettiin keskelta maskayskattilaa. Tosin mas-
kayskattilan pohjalta otetussa naytteessa olisi ollut enemman sokereita jaljella.
Nain ollen kaikki saadut sokerit mita koesarjassa saatiin, tulivat selluloosasta ja
hemiselluloosasta ultraaanen ja entsyymien avulla. Kokeesta saadusta super-
natantista tuli vaaleaa ja sen aromi seka maku oli hyvalaatuista, ja sikali pani-
moteollisuudessa kaytettavaa raaka-ainetta.

5.4 Tulevaisuudennakymat

Seuraavassa rapakokeessa kokeiltaisiin pienempaa ravan ja veden suhdetta.
Liuoksen kokonaismaaraa laskettaisiin myods 1000 ml:aan. Tarkeinta olisi saada
hajotettua rapa pienemmiksi partikkeleiksi suuremmalla amplitudilla, johon ei ol-
lut paasty, koska lampoétila oli noussut kokeen aikana epasuotuisaksi entsyy-
mien toimivuuden kannalta. Koe toteutettaisiinkin optimoidummin, silla siina
kaytettaisiin glykolijaahdytinta, termostaattia ja vaipallista dekantterilasia. Koska
rapaa ei pystytty jauhamaan pienemmaksi, joka edes auttaisi hydrolyysia, ko-

keessa kaytettaisiin ravan hajottamiseen paremmin soveltuvaa sonotrodia ja
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koe tehtaisiin suuremmalla amplitudilla. Seuraava koe ei sinallagn muuttuisi mi-
tenkaan, yritettaisiin saada vain paremmalla laitteistolla, samoin entsyymein,

viela parempi lopputulos.

6 Yhteenveto

InsinGorityon tarkoituksena oli selvittaa, voisiko rapa soveltua panimoteollisuu-
den uudeksi raaka-ainelahteeksi. Tavoitteena oli Ioytaa mahdollinen prosessi

hydrolysoida rapaa seka selvittda, mita liukoisia ainesosia siita saadaan.

Rapa on runsain oluenpanimoprosessissa maltaasta syntyva sivutuote, jota
syntyy noin 85 % kaikista oluen sivutuotteista. Se on erittain edullinen raaka-
aine materiaali, ja sitd on saatavilla suuria maaria ympari vuoden, joten sen
kayttaminen uusiin sovelluksiin on erittain mielenkiintoista. Kemiallisen koostu-

muksensa ansiosta silla on arvoa myos elintarvikkeiksi.

Vakka-Suomen Panimolla pannaan noin 240 000 litraa olutta vuodessa ja noin
5 000 litraa viikossa. Mikali oletetaan, etta rapaa syntyy 20 kg/hl, niin se tekisi
48 tonnia vuodessa ja 1 000 kg viikossa. Rapa on talla hetkelld mennyt lahei-

seen maatilaan elainten rehuksi. [6.]

Tyon alussa tehtiin viisi esikoetta varsinaisia kokeita varten, joissa haarukoitiin
oikeita muuttujia, kuten pH:ta, [ampdtilaa ja ultradaniprosessorin tehoa. Koesar-
joissa keskityttiin selluloosan, hemiselluloosan ja proteiinien hydrolysoimiseen.
Kokeellisessa osassa tehtiin kolme eri rapakoesarjaa, joissa ensimmaisessa ko-
keiltiin hiilihydraattien pilkkoutumista sokereiksi, toisessa kokeiltiin entsyymi-

maaran lisaysta ja kolmannessa kokeiltiin amplitudin tasaista nostamista.

Liukoisen sokerin maara kasvoi kaikissa kolmessa kokeessa melko tasaisesti.
Kokeissa kaytettiin useita eri Novozymesin entsyymeita. Koejaksojen kuluessa
supernatantista mitattiin pH, lampdtila seka Brix-arvo, joka kertoo liukoisen
kuiva-aineen (sokerin) maaran. Ulkopuolinen laboratorio analysoi kolmannen
kokeen kokonaistyppimaaran eli aminohapot, peptidit ja proteiinit seka fenoliset
yhdisteet.
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Tyon tavoitteet saavutettiin. Voidaan todeta, etta ravasta saatiin ultraganen ja
entsyymien avulla hydrolysoitua sokereita, proteiinia seka fenolisia yhdisteita.
Tarkastelussa selvisi, etta kaikkien kolmen rapakokeen liukoisen sokerin maara
oli melko sama. Toisen rapakokeen entsyymimaaran nostaminen ei lisannyt liu-
koisen sokerin maaraa ensimmaiseen rapakokeeseen nahden. Pienemmalla
entsyymimaaralla saatiin siis samat tulokset liukoisen sokeri maaran suhteen.
Amplitudin tasainen nostaminen kuitenkin nopeutti liukoisen sokerin maaraa,
mutta se ei noussut korkeammalle kuin kahdessa aiemmassa kokeessa. Tulos-
ten perusteella entsyymien ja ultraaanen tehokkuutta voitaisiin tarkastella
enemman, ja ravan muita liukoisia ainesosia tutkia tarkemmin, jotta rapa saatai-
siin helpommin hyddynnettavaksi panimoiden raaka-aineeksi. Insindorityo antoi
erinomaisen pohjatutkimuksen ravan hyotykaytolle panimoymparistossa. Tarvit-
taisiin kuitenkin enemman analyyseja, jotta entsymaattista prosessia voitaisiin

edelleen parantaa.

Taman jalkeen voidaan tarkemmin miettid minkalaisia uusia juomatuotteita lig-
noselluloosan hydrolysaateista voidaan saada aikaan. Yritys voisi selvittaa, mita
kokeesta saatavalle hydrolysaatille pitda tehda ennen kuin sita voidaan jatkoja-
lostaa seka minkalaisessa panimotuotteessa tata valituotetta voidaan hyodyn-
taa. Kaiken kaikkiaan insin6orityosta avautuu erittain mielenkiintoisia nakoaloja

uudenlaisten, jopa terveysvaikutteisten juomatuotteiden valmistukseen.
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