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Kiintoainefermentointi tarkoittaa mikrobien kasvatusprosessia, jossa käytetään kiin-
teitä raaka-aineita. Tämän työn kiintoainefermentointiprosessissa käytettiin filamentti-
sientä (sieni A) ja raaka-aineena proteiinipitoisen palkokasvin ja viljaraaka-aineen 
seosta. Insinöörityön tavoitteena oli tutkia tilaajayrityksen, Biomush Oy, kolmen eri 
ymppäysmenetelmän vaikutuksia sienen amylaasiaktiivisuuteen. Lisäksi organismin 
kasvun nopeutta tarkasteltiin aistinvaraisesti. 
 
Ymppäysmenetelmiksi valikoitui jauhoymppi, vesiympit (104 itiötä/g ja 105 itiötä/g) 
sekä myseeliympit (1-prosenttinen ja 10-prosenttinen). Sienen amylaasiaktiivisuutta 
tutkittiin agardiffuusiomenetelmällä sekä spektrofotometrisesti. Agardiffuusiomenetel-
mää varten valmistettiin elatusainetta, joka valettiin maljoille, sekä entsyymiuutetta 
jokaisesta ymppäysmenetelmästä eri aikapisteissä. Spektrofotometrisessä analyy-
sissa entsyymiuutetta lisättiin reaktiosubstraattiin ja reaktiossa vapautunut glukoosi 
mitattiin Megazyme-sakkaroosi-glukoosikitillä.  
 
Ymppäysmenetelmien kasvunopeuden tarkastelussa havaittiin eroja, mutta jauho-
ymppi ja vesiymppi 105 itiötä/g osoittivat erinomaista kasvua 48 tunnin fermentoinnin 
jälkeen. Agardiffuusiomenetelmässä entsyymin hajottama substraatti muodosti aga-
rin pinnalle kehän IPI-liuoksen lisäämisen jälkeen. Spektrofotomerisesti määritettyjen 
amylaasiaktiivisuuksien tulokset ilmoitettiin U/g kuiva-ainetta kohti ja tuloksista tehtiin 
aktiivisuuskuvaaja. Molempien menetelmien perusteella vesiymppi 105 itiötä/g osoitti 
suurinta amylaasiaktiivisuutta 48 tunnin fermentoimisen jälkeen. 
  
Tuloksien avulla yritys voi valita amylaasiaktiivisuuden perusteella ymppäysmenetel-
män kiintoainefermentointiprosessiin. Tässä työssä vesiymppi 105 itiötä/g ja jauho-
ymppi osoittivat korkeimpia amylaasiaktiivisuksia, joiden perusteella ne olisivat opti-
maalisimmat ymppäysmenetelmät yrityksen kiintoainefermentointiprosessiin. 

Avainsanat: kiintoainefermentointitekniikka, SSF, filamenttisieni, 

amylaasiaktiivisuus, agardiffuusiomenetelmä, spektrofoto-

metrinen analyysi 
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Solid-state fermentation is a microbial cultivation process using solid raw materials. In 
this process a filamentous fungus (Fungus A) was used and a mixture of protein-rich 
legume and cereal as raw material. The aim of this engineering thesis was to investi-
gate the effects of three different inoculation methods on fungal amylase activity. In 
addition, the growth rate of the organism was examined by sensory analysis.  
 
The inoculation methods selected were flour inoculum, aqueous inoculum (104 
spores/g and 105 spores/g) and mycelial inoculum (1 % and 10 %). The fungal amyl-
ase activity was studied by the agar diffusion method, where the medium was pre-
pared and poured into Petri dishes, and enzyme extracts of each sample at different 
time points were prepared. For spectrophotometric analysis the enzyme extract was 
added to the reaction substrate, and the glucose released during the reaction was 
measured with Megazyme-sucrose-glucose kit. 
 
In the visual examination, differences of the growth rate were observed between 
every inoculum type, but the flour inoculum and the aqueous inoculum containing 105 
spores/g showed excellent growth after 48 h of fermentation. In the agar diffusion 
method, the substrate degraded by the enzyme formed a clear zone on the surface 
of the agar after the addition of IPI solution. Spectrophotometrically determined amyl-
ase activities were presented in U/g per dry weight, and an activity curve was con-
structed from the results. Based on both methods, the aqueous inoculum containing 
105 spores/g showed the highest amylase activity after 48 hours of fermentation.  
 
The results will allow the company to select the best inoculation method based on the 
highest amylase activity for their solid-state fermentation process. In this thesis aque-
ous inoculum containing 105 spores/g showed the highest amylase activities, which 
would make it the most optimal inoculation method. 

Keywords: Solid-state fermentation, SSF, filamentous fungus, amyl-

ase activity, agar diffusion method, spectrophotometric 

analysis 



 

 

Sisällys 

Lyhenteet 

1 Johdanto 1 

2 BioMush Oy 2 

3 Fermentointimenetelmät 3 

3.1 Nestefermentointitekniikka – Submerged Fermentation (SmF) 4 

3.2 Puolikiinteiden aineiden fermentointitekniikka 5 

3.3 Kiintoainefermentointitekniikka – Solid-State Fermentation (SSF) 6 

3.3.1 Raaka-aineiden valinta 6 

3.3.2 Yleisimmät fermentointiorganismit 7 

4 Filamenttisienen entsyymitoiminta 10 

5 Sienten amylaasiaktiivisuuden tutkiminen ja määritys 11 

5.1 Agardiffuusiomenetelmä 12 

5.2 Spektrofotometriset menetelmät 13 

6 Materiaalit 14 

6.1 Ymppien valmistaminen 14 

6.2 Kiintoainefermentointiprosessi 15 

6.3 Kosteuspitoisuuden määritys 16 

6.4 Agardiffuusiomenetelmä 16 

6.4.1 Maljojen valmistus amylaasiaktiivisuuden määrittämiseen 16 

6.4.2 Entsyymiuutteen valmistus 17 

6.4.3 Näytteiden inokulointi maljoille 17 

6.5 Amylaasiaktiivisuuden määritys spektrofotometrisesti 17 

7 Tulokset ja pohdinta 19 

7.1 Ymppäysmenetelmän vaikutus kasvunopeuteen 19 

7.2 Kasvatusten kosteuspitoisuus 22 

7.3 Ymppäysmenetelmän vaikutus entsyymiaktiivisuuksiin 23 

7.3.1 Amylaasiaktiivisuus agardiffuusiomenetelmällä 23 

7.3.2 Amylaasiaktiivisuuden määritys spektrofotometrisesti 26 

8 Johtopäätökset 29 



 

Lähteet 33 

 



 

 

Lyhenteet 

ATP:  Adenosine triphosphate. Adenosiinitrifosfaatti. 

FEB: Fermented enzymatically bioactive mass. Fermentoitu entsyymiaktii-

vinen biomassa.  

GN-vuoka: Gastronom container. Gastronom-mitoitusvuoka. 

IPI-liuos:  Iodine Potassium Iodide. Jodikaliumjodidi-liuos. 

RO-vesi: Reverse osmosis. Käänteisosmoosivesi. 

SmF:  Submerged Fermentation. Nestefermentointitekniikka. 

SSF: Solid-State Fermentation. Kiintoainefermentointitekniikka.  



1 

 

1 Johdanto 

Fermentointi on tunnettu luonnollinen tekniikka, jossa elintarvike hapatetaan 

mikrobien avulla. Mikrobit voivat olla elintarvikkeissa luontaisesti esiintyviä, tai 

niitä voidaan lisätä prosessiin. Fermentointia on käytetty tuhansia vuosia esim. 

alkoholijuomien ja leivän valmistamiseen. Monet muutkin tärkeät teollisuuden 

tuotteet, kuten jogurtti, juusto ja kahvi, ovat fermentointitekniikalla valmistettuja. 

Fermentoinnissa voidaan käyttää kiinteitä tai nestemäisiä raaka-aineita. Neste-

fermentointitekniikka (SmF) on prosessi, jossa mikro-organismit kasvattavat ja 

hajottavat substraatteja runsaan vapaan veden läsnä ollessa. Sitä käytetään 

laajalti sitruunahapon tuotannossa ja entsyymien, antibioottien sekä biopolttoai-

neiden valmistuksessa.  [1; 2.] 

Kiintoainefermentointi tarkoittaa mikrobien kasvatusprosessia, jossa käytetään 

kiinteitä raaka-aineita. Kiintoainefermentointi sai alkunsa elintarvikefermentoin-

nista Aasiassa, missä Penicillium rouquefortii -bakteeri oli yhteydessä juuston-

valmistukseen, sekä Egyptissä, missä valmistettiin leipää kiintoainefermentointi-

prosessin avulla ennen ajanlaskun alkua. Vuosien varrella kiintoainefermentoin-

titekniikkaa on hyödynnetty etikan valmistuksessa, kompostoinnissa sekä kiin-

teiden jätteiden käsittelyssä ja primaaristen aineenvaihduntatuotteiden tuottami-

sessa, esim. entsyymit ja orgaaniset hapot. [3, s. 3–4.] 

Kiintoainefermentointitekniikka on historiallisesti tunnettu jo vuosisatojen ajan, 

mutta se on saanut vasta viime vuosikymmeninä lisää huomiota elintarvike-, 

rehu- ja polttoaineteollisuudessa. Tämä johtuu siitä, että kiintoainefermentoin-

nilla huomattiin olevan suuremmat edut verrattuna nestefermentointitekniikkaan. 

Näitä etuja ovat esimerkiksi tehokkaampi tuottavuus, pienempi jätevesien muo-

dostuminen ja yksinkertaisemmat fermentointilaitteet. Nykyisiä sovelluskohteita 

ovat esim. entsyymien, orgaanisten happojen, biotorjunta-aineiden, aromiyhdis-

teiden sekä sekundaaristen aineenvaihduntatuotteiden, kuten antibioottien, tuot-

taminen. Haasteina kiintoainefermentoinnissa on huomattu olevan monimutkai-

set skaalausvaiheet sekä vaikeudet prosessiparametrien seurannassa ja val-

vonnassa.  [3, s. 4, 13, 302.] 
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Sienten tiedetään tuottavan monipuolisesti eri entsyymeitä kuten amylaaseja, 

proteaaseja ja lipaaseja. Kiintoainefermentoinnissa etenkin amylaasit ovat tär-

keitä koska ne auttavat tärkkelyksen hajottamisessa ja muuttavat monimutkai-

set hiilihydraatit yksinkertaisemmiksi sokereiksi. Esimerkiksi β-amylaasin pilkko-

essa tärkkelystä pienemmiksi molekyyleiksi syntyy maltoosia, jonka maltaasi 

puolestaan pilkkoo kahdeksi glukoosimolekyyliksi. Amylaasit ovat tärkeitä, sillä 

niillä on kyky säilyttää n. 80 % entsyymiaktiivisuudestaan suhteellisen korkeissa 

lämpötiloissa sekä ne ovat edelleen aktiivisia happamissa ja neutraaleissa olo-

suhteissa. Tämä tekee niistä käyttökelpoisen erilaisissa teollisissa sovelluksissa 

kuten taikinan valmistuksessa elintarviketeollisuudessa. [4; 5.] 

Insinöörityön tavoitteena oli tutkia tilaajayrityksen, Biomush Oy:n, eri ymppäys-

menetelmien vaikutuksia salassa pidettävän sienen (sieni A) amylaasiaktiivisuu-

teen. Ymppäyksellä tarkoitetaan mikro-organismin siirrostusta aseptisesti kas-

vualustaan ja ympillä kasvatusalustaan siirrettyjä mikro-organismeja. 

Amylaasiaktiivisuutta tutkittiin, koska kiintoainefermentoinnissa käytetyt raaka-

aineet sisältävät paljon tärkkelystä ja haluttiin tutkia mikä ymppäysmenetelmä 

tuottaa eniten amylaasia pilkkoen tärkkelystä. Työssä käytettiin kolmea ymp-

päysmenetelmää: jauhoymppi, jossa itiöt levitettiin kiintoaineeseen jauhon mu-

kana, vesiymppi, jossa itiöt lisättiin ensin veteen ja sen jälkeen kiintoaineeseen 

sekä myseeliymppi, jossa sientä kasvatettiin ensin liuoskasvatuksena ja lisättiin 

sen jälkeen kiintoaineeseen. Ymppäysmenetelmät valittiin työhön kirjallisuuden 

perusteella. Tässä työssä amylaasiaktiivisuutta tutkittiin sekä agardiffuusio-

menetelmällä että spektrofotometrisesti. Lisäksi organismin kasvun nopeutta 

tarkasteltiin aistinvaraisesti. 

2 BioMush Oy 

Biomush Oy on suomalainen startup-yritys, joka hyödyntää elintarviketeollisuu-

den sivuvirtoja ja käyttää kiintoainefermentointitekniikkaa valmistaakseen neste-

mäistä makutuotetta. Organisaatio on perustettu vuonna 2021, ja se työllistää 

tällä hetkellä yhdeksän henkilöä. Toiminta sijoittuu vielä pieneen koetehtaa-
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seen, joka käsittelee noin kaksi tonnia elintarviketeollisuuden sivuvirtoja kuu-

kausittain. Prosessin avulla saadaan aikaan noin neljä tonnia nestemäistä ma-

kutuotetta. Tuotannossa valmistetaan tällä hetkellä Meatless Umami Bouillon ja 

Soyless Umami Sauce -tuotteita, jotka valmistetaan hyödyntämällä lähtökohtai-

sesti kotimaisia elintarvikeprosessien sivujakeita. Raaka-aineina käytetään vi-

hannesten kuoria, hernettä, härkäpapua, kauraa ja panimomäskiä. Meatless 

Umami Bouillon -tuotetta voidaan käyttää lihaliemen tapaan ja Soyless Umami 

Sauce -tuotetta soijakastikkeen tapaan. [6.]  

Tavoitteena organisaatiolla on luoda kestävämpi tulevaisuus, joten yritys on rat-

kaissut erittäin helposti pilaantuvien kosteiden sivuvirtojen haasteet hyödyntä-

mällä sienifermentointia. Kiintoainefermentointitekniikalla on todettu olevan 

myönteisiä vaikutuksia elintarviketeollisuuteen sekä ympäristöön, siksi tämä 

teknologia suunniteltiin muuttamaan nämä hyödyntämättömät resurssit arvok-

kaiksi hyödykkeiksi. Organisaatiossa on myös keskitytty innovointiin ja yritys on 

kehittänyt uudenlaisen bioreaktorin, jonka ansiosta ne tulevat kaksinkertaista-

maan tuotantokapasiteettinsa vuoden 2025 loppuun mennessä. [6.] 

Tällä hetkellä organisaatio tarjoaa elintarviketeollisuuden toimijoille teknologisen 

ratkaisun, jonka avulla syötävistä sivuvirroista saadaan arvokkaita ja täysin 

luonnollisia aromikomponentteja. Ne ovat kestäviä ja lisäävät miellyttävän maun 

monenlaisiin tuotteisiin. Teknologiaa voidaan kuitenkin soveltaa vaihtoehtoisiin 

proteiineihin, biokomposiittimateriaaleihin ja biomassan esikäsittelyyn erilaisissa 

sovelluskohteissa. [6.] 

3 Fermentointimenetelmät 

Fermentointi on käymisprosessi, jossa solut saavat energiaa ilman happea. Tä-

män lisäksi fermentointinimitystä käytetään bioteknisten aerobisten prosessien 

yhteydessä, jossa soluhengitys tapahtuu sytoplasmassa ja mitokondriossa. Sen 

avulla tuotetaan esim. entsyymejä hapettomassa tai hapellisessa ympäristössä, 

kasvatus voi tapahtua nesteessä tai kiinteällä alustalla ja yleensä kasvuympä-
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ristönä toimii bioreaktori. Hapettomassa fermentoinnissa käytetään yleensä hii-

voja ja bakteereita, kun hapellisessa fermentoinnissa voidaan käyttää filamentti-

sientä, hiivoja ja bakteereita. Fermentointimenetelmiä on neste- ja kiintoainefer-

mentointitekniikat sekä puolikiinteiden aineiden fermentointitekniikka. [7.] 

3.1 Nestefermentointitekniikka – Submerged Fermentation (SmF) 

Nestefermentointitekniikka (SmF) on tyypillinen teollinen prosessi, jossa mikro-

organismeja kasvatetaan nestemäisessä väliaineessa sekoittavassa säiliöreak-

torissa halutun tuotteen tuottamiseksi. Tätä menetelmää suositellaan teolliseen 

entsyymituotantoon suuressa mittakaavassa, koska sitä on helppo valvoa ja 

mikrobit kasvavat paremmin kuin kiintoainefermentoinnissa. Tuotanto tapahtuu 

suurissa fermentoreissa, joiden tilavuus vaihtelee käsittelyn ja vaatimusten mu-

kaan. SmF mahdollistaa tärkeimpien reaktioparametrien, kuten pH:n, lämpöti-

lan, vaahdon ja ilmastoinnin online-ohjauksen ilman lämpö- ja aineensiirto-on-

gelmia. [2.] 

Fermentointi voidaan tehdä kolmella eri kasvatusmenetelmällä tai niiden yhdis-

telmällä: panos-, syöttöpanos- ja jatkuvassa kasvatuksessa. Panoskasvatuk-

sessa mikro-organismit kasvavat kontrolloiduissa olosuhteissa vakiotilavuu-

dessa. Menetelmässä fermentoriin syötetään valmiiksi tuotettu siirroste ja solut 

kasvavat tuottaen tuotteen, minkä jälkeen fermentointi lopetetaan ja tuote ote-

taan talteen. Panoskasvatukseen kuuluu kahdeksan vaihetta, joita ovat viipymä-

vaihe, kiihtyvä kasvu, eksponentiaalinen (logaritminen) kasvu ja hidastuva 

kasvu, stationäärivaihe, kiihtyvä kuolema ja eksponentiaalinen kuolema sekä 

selviytymis- ja kuolemisvaihe. [2; 8.] 

Syöttöpanoskasvatus on suljettu viljelyjärjestelmä, joka aloitetaan panoksena. 

Siihen lisätään ravinteet määrätyn ajan kuluttua ja syöttö lopetetaan fermentorin 

täytyttyä. Mikro-organismia inkuboidaan tietyn ajan verran, jonka jälkeen fer-

mentointi lopetetaan. Kasvatusmenetelmää käytetään yleensä suuren solutihey-

den viljelyyn, jolloin biomassaa kertyy enemmän kuin panoskasvatuksessa. So-

velluskohteita ovat esim. entsyymien ja leivinhiivan tuotto. [2; 8.] 
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Jatkuva kasvatus aloitetaan panosfermentointina. Fermentoinnissa kasvatettu 

mikro-organismi kasvaa esim. sekoitussäiliössä ja siihen lisätään jatkuvasti 

substraattia, ravinteita ja kasvuliuosta sitä mukaa, kun tuotetta poistetaan, jol-

loin työskentelytilavuus on vakio. Kasvatusta voidaan jatkaa käytännössä vii-

koista vuosiin. Sovelluskohteita on esim. yksisoluproteiinien (single cell protein) 

tuotto. [2; 8.] 

Nestefermentointitekniikkaa käytetään laajalti teollisessa bioteknologiassa eri-

laisten biotuotteiden kuten antibioottien, entsyymien esim. amylaasin, selluloo-

san ja proteaasin tuotantoon, orgaanisten happojen esim. sitruunahapon, maito-

hapon ja etikkahapon tuotantoon sekä biopolttoaineiden tuottamisessa. Mikro-

organismeina käytetään sieniä ja bakteereja. [2.]  

3.2 Puolikiinteiden aineiden fermentointitekniikka 

Puolikiinteiden aineiden fermentoinnissa vapaan nesteen pitoisuutta on lisätty 

ravinteiden saatavuuden ja fermentoinnin hallinnan helpottamiseksi. Tyypillisesti 

tällaisessa fermentointimenetelmässä vesipitoisuuden tulee olla alle 30–40  

m-%, veden aktiivisuus yli 0,95, aerobisessa systeemissä käytössä on jatkuva 

alhaisen voimakkuuden sekoitus, tarkka lämpötilan ja veden aktiivisuuden säätö 

sekä lämmönvaihto ja pH:n suora mittaus. Lisäksi lämpötila, pH, biomassa-

tyyppi ja ominaisuudet kuten hiukkasten halkaisija ja pinta-ala ovat oleellisia 

puolikiinteiden aineiden fermentoinnin onnistumisessa. [9; 10; 11.] 

Puolikiinteiden aineiden fermentointia voidaan käyttää, kun halutaan yhdistää 

vapaan nesteen pitoisuus välttämättömien ravinnevirtojen varmistamiseksi sekä 

olosuhteet, jossa raaka-ainetta voidaan käyttää suurina pitoisuuksina. Sen 

avulla voidaan tuottaa esim. öljyä, joka soveltuu käytettäväksi biodieselin tuo-

tannon raaka-aineena sekä sellulolyyttisiä entsyymejä käyttämällä maatalouste-

ollisuuden jätteitä, kuituja tai muita materiaaleja, joita voidaan käyttää hiilen ja 

energian lähteenä sienille. [11; 12; 13.] 
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3.3 Kiintoainefermentointitekniikka – Solid-State Fermentation (SSF) 

Kiintoainefermentointi tarkoittaa mikrobien kasvatusprosessia, jossa käytetään 

kiinteitä raaka-aineita vapaan veden puuttuessa tai lähes puuttuessa. Substraa-

tissa on kuitenkin oltava riittävästi kosteutta mikro-organismien kasvun ja ai-

neenvaihdunnan tukemiseksi. Se on vaihtoehto nestefermentointitekniikalle lisä-

arvotuotteiden kuten antibioottien, yksisoluisten proteiinien, entsyymien, orgaa-

nisten happojen, biotorjunta-aineiden, biopolttoaineiden, monityydyttymättömien 

rasvahappojen (PUFA) ja aromien tuotannossa. Kiintoainefermentointiteknii-

kassa mikro-organismeina käytetään perinteisesti filamenttisia sieniä, hiivoja 

sekä bakteereita, ja käsitellään raaka-aineita, jotka ovat kiinteitä ja sisältävät 

vain vähän kosteutta. [14.] 

Kiintoainefermentointitekniikassa tulee ottaa huomioon tekijät, jotka vaikuttavat 

mikrobien kasvuun ja aktiivisuuteen. Näitä ovat mikro-organismin ja raaka-ai-

neen valinta, raaka-aineen esikäsittely, sen hiukkaskoko, kosteus ja veden aktii-

visuus, suhteellinen kosteus, ympin tyyppi ja koko, fermentoituvan aineen läm-

pötila, aineenvaihduntalämmön poistaminen, viljelyaika, SSF-ympäristön tasa-

laatuisuuden säilyttäminen sekä hapen kulutuksen nopeus ja hiilidioksidin kehit-

tymisaste. [3, s. 13.] 

3.3.1 Raaka-aineiden valinta  

Kiintoainefermentointitekniikassa tulisi olla käytössä kiinteä huokoinen matriisi, 

jotta mikrobit voivat kasvaa helposti kiinteän aineen ja kaasun rajapinnalla. Ta-

vallisimpia käytettyjä raaka-aineita ovat viljanjyvät (riisi, vehnä, ohra ja maissi) 

palkokasvien siemenet, vehnäleseet, lignoselluloosamateriaalit (oljet, sahanpu-

rut ja puulastut) sekä erilaiset kasvi- ja eläinmateriaalit. [15; 16.] 

Kiinteän aineen ja kaasun rajapinnassa tulee olla oikeat olosuhteet, jotta 

elinympäristö olisi optimaalinen home-, hiiva- tai bakteeriviljelmien nopealle kas-

vulle puhdas- ja sekaviljelminä. Kiinteän matriisin tulisi olla mekaanisilta ominai-
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suuksiltaan puristuksen kestävä ja siedettävä hellävaraista sekoittamista fer-

mentointiprosessin edellyttämällä tavalla. Veden aktiivisuuden tulisi olla suhteel-

lisen korkea kiinteän aineen ja kaasun rajapinnalla, jotta biokemialliset prosessit 

olisivat nopeat. Happea, muita kaasuja ja aerosoleja sisältävän ilmaseoksen tu-

lisi virrata suhteellisen alhaisessa paineessa, ja fermentoinnin homogeenisuu-

den takaamiseksi raaka-aineen sekoituksesta tulisi huolehtia.  Lisäksi kiintoai-

neprosessissa käytetyn raaka-aineen koostumus tulisi olla mikrobinkasvulle 

suotuisa sisältäen kasvulle tärkeitä ravintoaineita, kuten hiilihydraatteja, rasvoja, 

proteiineja ja vitamiineja. Lisäksi tulisi varmistaa, että raaka-aine ei sisällä kas-

vua rajoittavia tekijöitä tai aineita kuten suuria määriä suolaa. [15; 16.] 

3.3.2 Yleisimmät fermentointiorganismit 

Bakteerit, hiivat ja filamenttisienet voivat kasvaa kiinteillä alustoilla, joten niitä 

voidaan käyttää SSF-prosesseissa. Filamenttiset sienet soveltuvat parhaiten 

SSF-menetelmään, ja ne ovat hallitsevassa asemassa useissa tutkimuksissa, 

sillä niillä on monipuolinen ja tehokas entsyymituotanto kuten α-amylaasin, sel-

lulaasien ja ksylanaasien tuotanto sekä kyky hyödyntää kompleksisia raaka-ai-

neita. Bakteereja käytetään pääasiassa kompostointiin, säilörehun valmistuk-

seen ja joihinkin elintarvikeprosesseihin, esim. maitohappobakteereita käyte-

tään maitotuotteiden kuten jogurtin ja juustojen valmistuksessa. Hiivoja voidaan 

käyttää etanolin ja elintarvikkeiden tai rehun tuotantoon, mutta filamenttiset sie-

net ovat kuitenkin tärkein SSF-prosessissa käytettävä mikro-organismiryhmä. 

[15; 16.] 

Sienet menestyvät hyvin epäsuotuisissa elinympäristöissä sekä äärimmäisissä 

ympäristöolosuhteissa niiden tehokkaan entsyymijärjestelmän ja aineenvaih-

duntansa ansiosta. Ne saavat energiansa orgaanisten yhdisteiden hajottami-

sesta, ja ne hajottavat solunulkoisesti erittyvien entsyymien avulla polymeerisiä 

yhdisteitä ennen monomeerien hyödyntämistä hiilen ja energian lähteinä. Niiden 

kyky tuottaa solunulkoisia entsyymejä on sienen selviytymisen kannalta tär-

keää, sillä ne hajottavat ja muuttavat monimutkaisia yhdisteitä yksinkertaisiksi 
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tuotteiksi. Sienet osallistuvat ei-toivottujen aineiden ja yhdisteiden (esim. pesu-

aineet ja torjunta-aineet) biologiseen hajottamiseen ja muuttavat ne vaaratto-

miksi, siedettäviksi tai hyödyllisiksi tuotteiksi. Vesi on ehdottoman tärkeää sien-

ten aineenvaihdunnalle, ja kaikki olosuhteet, jotka vähentävät veden saata-

vuutta, vaikuttavat haitallisesti solujen fysiologiaan. [17; 18.] 

Filamenttisienille tyypillinen kasvutapa antaa merkittävän edun yksisoluisiin 

mikro-organismeihin verrattuna kiinteiden substraattien kolonisaatiossa ja käy-

tettävissä olevien ravinteiden hyödyntämisessä. Kasvatusprosessissa voidaan 

hyödyntää puhdasviljelmiä tai sekaviljelmiä. Filamenttisienet soveltuvat erin-

omaisesti kasvamaan alhaisemmisakin kosteuspitoisuuksissa, kun taas baktee-

rit ja hiivat vaativat korkeamman kosteuspitoisuuden kasvaakseen. [15; 16.] 

Tässä työssä keskitytään etenkin filamenttisienten hyödyntämiseen kiintoaine-

fermentoinnissa. Elintarvikekelpoisia ja -hyväksyttyjä filamenttisieniä voidaan 

hyödyntää esim. elintarvike- ja juomateollisuudessa. [19.] 

Aspergillus-suvun sieniä kuten Aspergillus oryzae ja Aspergillus niger -kantoja 

on jo pitkään hyödynnetty elintarvikkeiden valmistuksessa. A. oryzae -sientä 

käytetään tyypillisesti japanilaisessa fermentointiteollisuudessa kuten mison 

(papujuustomauste), shoyun (soijakastike), saken ja etikan tuotannossa. A. 

oryzae voi kuitenkin tuottaa erilaisia mykotoksiineja, jos fermentointi jatkuu pi-

dempään kuin näiden mikrobien tuottamiseen tavallisesti tarvittava aika. A. ni-

ger -sientä käytetään leivän- ja oluenvalmistuksessa, ja se pystyy myös hajotta-

maan muovia. [20; 21; 22.] 

Aspergillus-suvun sienten optimaaliset kasvuolosuhteet ovat 20–35 °C, pH 2–6, 

ja kasvaakseen ne vaativat yli 0,8:n vesiaktiivisuuden. Se ei kykene kasvamaan 

yli 44 °C lämpötilassa ja voi itää pH:n ollessa 2–8. Aspergillus-suvun sieni tarvit-

see korkean suhteellisen kosteuden (70–90 %) fermentoinnin aikana kasvaak-

seen, ja sen kasvu estyy vasta 4 %:n NaCl-pitoisuuksissa. [21; 23; 24.] 

Aspergillus-suvun sienten on todettu tuottavan kiintoainefermentoinnissa erilai-

sia hydrolyyttisiä entsyymejä, kuten amylaaseja, proteaaseja ja lipaaseja, ja ne 
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tuottavat monia solunulkoisia entsyymejä, jotka hajottavat hiilihydraatteja, po-

lypeptidejä ja nukleiinihappoja. Aspergillus-suvun sienet ovat myös tärkeitä or-

gaanisten yhdisteiden, kuten glutamiinihapon ja monien teollisten entsyymien, 

kuten glukoamylaasin, α-amylaasin ja sellulaasin lähteitä, joita käytetään tärkke-

lyksen käsittelyssä, leivonnassa, pesuaineiden valmistuksessa ja panimotoimin-

nassa maailmanlaajuisesti. Aspergillus-suvun sienet tuottavat tarvittavia entsyy-

mejä raaka-aineiden muuttamiseksi helpommin sulaviksi komponenteiksi, ja ne 

vaikuttavat fermentoitujen tuotteiden väriin, makuun, aromiin ja koostumukseen. 

Aspergillus-suvun elintarvikekelpoisten sienten tuoreen viljelmän tai konidion 

väri voi olla kellanvihreä tai tumma riippuen kannasta. Ne tuoksuvat makealta ja 

hiivaiselta sekä ne maistuvat umamiselta ja karvaalta. [20; 21; 25; 26; 27.]   

Rhizopus-suvun sieniä on käytetty fermentoinnissa elintarvikkeiden valmistami-

sessa, etenkin Rhizopus oryzae ja Rhizopus oligosporus -kantoja. R. oligospo-

rus on yleisesti turvallisena pidetty home, jolla on kyky hyödyntää erilaisia hiili-

lähteitä kasvussaan, ja sitä on jo pitkään käytetty Indonesiassa ihmisravinnoksi 

tarkoitetun tempehin valmistuksessa. Rhizopus oryzae -kantaa hyödynnetään 

esimerkiksi entsyymien tuotannossa, orgaanisten happojen synteesissä sekä 

fermentoitujen elintarvikkeiden käytössä. [28; 29.] 

Rhizopus-suvun homeet kasvavat parhaiten pH:n ollessa 5–7, lämpötilassa 25–

35 °C ja suhteellisen kosteuden ollessa 85–95 %. Suolapitoisuus inhiboi kasvua 

pitoisuuden noustessa yli 0,5 % w/v, joka tarkoittaa massaprosenttia tilavuutta 

kohden. [30.] 

Rhizopus-suvun sienten on todettu tuottavan kiintoainefermentoinnissa erilaisia 

entsyymejä kuten proteaaseja, amylaaseja ja sellulaaseja. Rhizopus-suvun kan-

nat tuottavat maitohappoa aerobisesti glukoosista, ksyloosista tai sakkaroosista 

ja muuttavat tärkkelystä tai tärkkelyspohjaisia raaka-aineita maitohapoksi. Li-

säksi sitä hyödynnetään muidenkin aineenvaihduntatuotteiden, kuten etanolin ja 

fumaarihapon valmistuksessa. [29; 31.] 
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4 Filamenttisienen entsyymitoiminta 

Sienientsyymejä käytetään useissa eri sovelluksissa, kuten elintarvikkeiden, re-

hujen, sellun ja paperin, tekstiilien, pesuaineiden, juomien sekä biopolttoainei-

den tuotannossa. Entsyymejä tuotetaan yleensä rutiininomaisesti yhden kannan 

fermentoinnilla, mutta yhteisviljelmiä on tutkittu esim. Aspergillus nigerin ja A. 

oryzae -kantojen yhteiskasvatus on johtanut monimutkaisempaan entsyymipro-

fiilin osoittamiseen. Tällaiset sekaviljelmät voivat tuottaa optimaalisempia ent-

syymiseoksia, joita voidaan käyttää esimerkiksi biopolttoaineiden tuotannossa. 

[32.] 

Entsyymiaktiivisuus tarkoittaa nopeutta, jolla entsyymi katalysoi tiettyä reaktiota. 

Se määräytyy entsyymin aktiivisen alueen, substraatin pitoisuuden ja reaktio-

olosuhteiden mukaan. Entsyymit ovat biologisia katalyyttejä, jotka nopeuttavat 

biokemiallisia reaktioita elävissä organismeissa. Niitä voidaan ottaa soluista ja 

käyttää katalysoimaan monenlaisia kaupallisesti tärkeitä prosesseja. Niillä on 

tärkeä rooli esimerkiksi makeutusaineiden tuotannossa ja antibioottien modifi-

oinnissa. Katalyytteina entsyymejä tarvitaan vain hyvin pieninä pitoisuuksina, ja 

ne nopeuttavat reaktioita kuluttamatta itseään reaktion aikana. Tavallisesti ent-

syymejä kuvataan siten, että ne pystyvät katalysoimaan substraattimolekyylejä 

ja muuttamaan ne tuotemolekyyleiksi. [33.] 

Entsyymit toimivat optimaalisesti tietyissä olosuhteissa, jotka maksimoivat nii-

den reaktionopeuden. Reaktionopeus kasvaa substraattipitoisuuden kasvaessa, 

kunnes saavutetaan kyllästymispiste, jossa kaikki käytettävissä oleva entsyymi 

työstää substraattia. Reaktionopeus on myös optimaalinen tietyssä lämpötilassa 

ja pH:ssa. Äärimmäisissä lämpötiloissa ja pH-arvoissa entsyymi saattaa denatu-

roitua tai sen muoto muuttuu rakenteellisesti niin, ettei se pysty tunnistamaan 

substraattia tai katalysoimaan reaktiota. [34.]  

Sen lisäksi, että entsyymit ovat erittäin tehokkaita katalyyttejä, niillä on myös 

huomattava spesifisyys, sillä ne yleensä katalysoivat vain yhdenlaisten tai usei-

den samantyyppisten substraattimolekyylien muuntamista tuotemolekyyleiksi. 
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Joillakin entsyymeillä on ryhmäspesifisyys, esimerkiksi emäksinen fosfataasi voi 

poistaa fosfaattiryhmän useista eri substraateista. Toisilla entsyymeillä on pal-

jon suurempi spesifisyys, jota kutsutaan absoluuttiseksi spesifisyydeksi. Esimer-

kiksi glukoosioksidaasi on lähes täysin spesifinen substraatilleen, β-D-glukoo-

sille, eikä se käytännössä toimi lainkaan muiden monosakkaridien kanssa. [33.] 

Työssä tutkittavat amylaasit ovat hydrolyyttisiä entsyymejä, jotka vaikuttavat li-

neaarisiin amyloosiketjuihin hajottamalla 1,4-α-d-glykosidisidoksia, jolloin moni-

mutkaiset hiilihydraatit muuttuvat yksinkertaisemmiksi sokereiksi. Amylaasin 

pilkkoessa tärkkelystä pienemmiksi molekyyleiksi syntyy maltoosia, jonka mal-

taasi puolestaan pilkkoo kahdeksi glukoosimolekyyliksi. Tämän lisäksi tärkkelyk-

sen pilkkominen voi vaikuttaa elintarvikkeissa aromien muodostumiseen. 

Amylaasientsyymit luokitellaan kolmeen pääluokkaan niiden kolmiulotteisen ra-

kenteen, reaktiomekanismien ja aminohapposekvenssien perusteella. Pääluo-

kat ovat α-, β- ja γ-amylaasit, joista jokainen kohdistuu hiilihydraattimolekyylin 

eri kohtiin. α-amylaasia esiintyy ihmisissä, eläimissä, kasveissa ja mikrobeissa, 

kun taas β -amylaasia esiintyy pääasiassa mikrobeissa ja kasveissa. γ-

amylaasia voi esiintyä sekä eläimissä että kasveissa. [35; 36.]   

5 Sienten amylaasiaktiivisuuden tutkiminen ja määritys 

Sienten amylaasiaktiivisuutta voidaan tutkia spektrometrisesti kuten dinitrosali-

syylihappomenetelmällä (DNS-menetelmä), jonka avulla voidaan mitata pelkis-

tävien sokerien kokonaismäärä hydrolyytissä. DNS on emäksinen reagenssi, 

joka kiinnittyy pelkistäviin sokereihin, jonka jälkeen voidaan havaita värimuutok-

sia absorptiolla 540 nm:ssä. Nelson-Somogyi-menetelmää käytetään pelkistä-

vän sokerin mittaamiseen käyttäen kuparireagensseja ja arsenolmolibdaattia. 

Menetelmän toimintaperiaatteena on arsenomolibdaatin kanssa reagoiva kupa-

rioksidi, joka pelkistyy molybdeenisiniseksi, ja sininen väri mitataan absorbans-

sina. [37.]  
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Sienten entsyymiaktiivisuuden tutkimisessa voidaan myös hyödyntää maljavilje-

lymenetelmää. Tässä työssä kiinnostavia entsyymejä ovat amylaasit ja menetel-

mäksi valikoitui agardiffuusiomenetelmä. Suhteellinen entsyymiaktiivisuus voi-

daan arvioida maljalta siihen syntyvän kirkkaan vyöhykkeen muodostumisella ja 

kasvulla vyöhykkeen halkaisijan avulla. [37.] 

5.1 Agardiffuusiomenetelmä 

Agardiffuusiomenetelmiä on käytössä useita: agarkuoppa-, agarlevy- ja agar-

tulppadiffuusiomenetelmät. Agarkuoppadiffuusiomenetelmää käytetään laajalti 

kasvien tai mikrobiuutteiden antimikrobisen aktiivisuuden arviointiin. Menetel-

män tarkoituksena on levittää koko agarin pinnalle mikrobiymppi ja maljan kes-

kellä olevaan reikään inokuloidaan antimikrobista ainetta tai uuteliuosta. Maljoja 

inkuboidaan sopivissa olosuhteissa testattavan mikro-organismin mukaan, jol-

loin antimikrobinen aine diffundoituu agaralustaan ja estää testattavan mikrobi-

kannan kasvua. [38.] 

Agarlevydiffuusiomenetelmää käytetään monissa kliinisen mikrobiologian labo-

ratorioissa rutiininomaisessa mikrobilääkeherkkyystestauksessa. Menetelmässä 

agarmaljoille inokuloidaan testattavaa mikro-organismin standardoitua ymppiä. 

Seuraavaksi agarin pinnalle asetetaan suodatinpaperikiekot, jotka sisältävät 

testattavaa yhdistettä halutussa pitoisuudessa. Maljoja inkuboidaan sopivissa 

olosuhteissa, jolloin antimikrobinen aine diffundoituu agariin ja estää testattavan 

mikro-organismin itämistä ja kasvua. Tämän jälkeen mitataan inhibitiokasvu-

vyöhykkeiden halkaisijat. [38.] 

Agartulppadiffuusiomenetelmää käytetään usein mikro-organismien välisen an-

tagonismin osoittamiseksi. Menetelmässä kiinnostuksen kohteena olevasta kan-

nasta tehdään viljelmä ja sillä tehdään maljan pinnalle juovia. Inkuboinnin ai-

kana mikrobisolujen erittämät molekyylit diffundoituvat agaralustaan, minkä jäl-

keen agar irrotetaan aseptisesti steriilillä korkkiporakoneella. Se asetetaan toi-

sen maljan agarin pinnalle, johon on aiemmin istutettu testattava mikro-orga-
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nismi. Näin aineet diffundoituvat tulpasta agarmediumiin. Tämän jälkeen mikro-

bien erittämien molekyylien antimikrobinen aktiivisuus voidaan havaita esto-

vyöhykkeenä agartulpan ympärillä. [38.] 

Amylaasin esiintymistä mikro-organismiviljelmissä on tutkittu sovelletulla Wiis-

manin menetelmällä. Siinä entsyymiliuosta laitettiin agarkuoppiin tai se levitettiin 

agarin pinnalla olevien steriilien paperikiekkojen päälle. Niiden annettiin inkuboi-

tua valvotuissa lämpötila- ja aikaolosuhteissa. Inkuboinnin jälkeen maljoille lisät-

tiin jodiliuosta, joka toi näkyviin vyöhykkeet näytteen ympärille osoittaen tärkke-

lyksen hydrolyysin. [39.] 

5.2 Spektrofotometriset menetelmät 

Jokainen kemiallinen yhdiste absorboi tai heijastaa valoa sähkömagneettisen 

spektrin aallonpituuksilla. Kun valo kulkee minkä tahansa liuoksen läpi, osa siitä 

absorboituu. Spektrofotometriset tekniikat perustuvat sähkömagneettisen sätei-

lyn ja aineen välisiin vuorovaikutuksiin. Spektrofotometria mahdollistaa sekä 

laadullisen että määrällisen analyysin. Aineen konsentraation kasvaessa valon 

absorptio lisääntyy ja valon läpäisy vähenee. Se on yksi käytetyimmistä analyyt-

tisistä havaitsemismenetelmistä eri sovellusaloilla, koska se on helppokäyttöi-

nen, tarkka ja edullinen tekniikka. Sitä käytetään yhtenään sienten amylaasiak-

tiivisuuden tutkimisessa. [40.] 

Spektrofotometrisissä tekniikoissa mittausvalon aallonpituusalue on noin 200–

900 nm. Analysoitava näyteliuos laitetaan kyvettiin, jossa on kaksi samansuun-

taista suoraa pintaa. Näiden välimatka on kyvetin paksuus (valotien pituus). Ky-

vetin paksuus on yleensä 10 mm, mutta se voi olla pienempi, jos näyte absorboi 

valoa voimakkaasti, ja suurempi, jos näyte absorboi valoa heikosti. Kyvetin ja 

liuottimen tulee läpäistä mittausvaloa. Liottimen täytyy liuottaa tutkittava yhdiste 

ja vastata haluttuja mittausolosuhteita. Valitun aallonpituuden valo menee ky-

vetissä olevaan näytteeseen. Mitä suurempi näytteen konsentraatio on, sitä 

enemmän valosta absorboituu näytemolekyyleihin. Mittauksessa käytetään siksi 

absorbanssia, koska se on suoraan verrannollinen konsentraatioon. [41.] 
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6 Materiaalit  

Työssä tutkittiin kolmen eri ymppäysmenetelmänvaikutusta sienen A 

amylaasiaktiivisuuteen. Ymppäysmenetelmiä olivat jauhoymppi, jossa itiöt levi-

tettiin kiintoaineeseen jauhon mukana, vesiymppi, jossa itiöt lisättiin ensin ve-

teen ja sen jälkeen kiintoaineeseen, sekä myseeliymppi, jossa sientä kasvatet-

tiin ensin liuoskasvatuksena ja lisättiin sen jälkeen kiintoaineeseen.  

Amylaasiaktiivisuuden määrittämistä varten näytteitä otettiin eri aikapisteistä: 0 

tuntia, 18 tuntia ja 24 tuntia ymppäyksen jälkeen sekä valmiista fermentoidusta 

entsyymiaktiivisesta biomassasta (FEB) noin 48 tuntia fermentoinnin aloittami-

sesta. Kasvua arvioitiin visuaalisesti skaalalla 0–+++. 

6.1 Ymppien valmistaminen 

Esiympit valmistettiin kolmessa osassa. Esiymppi tarkoittaa ennen varsinaista 

tutkimusta valmistettua viljelmää. Ensin aloitettiin myseeliymppien valmistus ja 

seuraavaksi vesiymppien sekä jauhoympin. Jauhoymppi valmistettiin punnitse-

malla hernejauhoja 500 g Gastronom-mitoitusvuokiin (GN-vuoka), jotka ovat uu-

niin sopivia astioita. Ne kuivasteriloitiin 140 °C:ssa niin kauan, kun hernejauhot 

saavuttivat 85 °C:n lämpötilan. Jauhot jäähdytettiin 40–50 °C:n, sen jälkeen sii-

hen lisättiin itiöt (108 itiötä/g). Itiöt sekoitettiin tasaisesti jauhojen sekaan, minkä 

jälkeen ne olivat valmiita ymppäystä varten. 

Myseeliympin kasvatusliemi valmistettiin valmiista FEB:stä, jota oli fermentoitu 

n. 48 tuntia. Valmista FEB:tä punnittiin 100 g, joka sekoitettiin 900 g:aan vettä. 

Seos keitettiin 60 °C:ssa 20 minuutin ajan Thermomixillä, minkä jälkeen se suo-

datettiin suodatinkankaan läpi. Suspensio kaadettiin Schott-pulloon ja autokla-

voitiin 121 °C:ssa 15 min ajan. Kasvatusliemeen lisättiin 0,5 g itiöitä (108 iti-

öitä/g) ja inkuboitiin 5 vuorokautta huoneenlämmössä magneettisekoitajassa. 

Kuvassa 1 oikealla valmis myseeliymppi. Kasvatuksen saanto oli 30 g kosteaa 

myseeliä per litra, joka määritettiin kosteusanalysaattorilla. Myseeliymppiä var-

ten kokeiltiin raaka-aineseoksen kokonaispainosta (1,0 kg) 1 %:n ja 10 %:n 
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märkäpainoja. Kasvatuslientä punnittiin 1-prosenttiseen myseeliymppiin 10 g ja 

10-prosenttiseen myseeliymppiin 100 g. 

 

Kuva 1. Vesi- ja myseeliympit 

Työssä valmistettiin kaksi vesiymppiä (kuva 1 vasemmalla). Ensimmäiseen ve-

siymppiin punnittiin 0,05 g itiöitä ja toiseen 0,5 g itiöitä, sillä vesiymppien tavoi-

teitiöpitoisuudet olivat 104 itiötä/g raaka-ainetta ja 105 itiötä/g raaka-ainetta, ja 

itiöjauhon määrä laskettiin raaka-ainekiloa kohden. Itiöt lisättiin 10-proenttiseen 

suodatettuun glyseroliliuokseen (10 ml) itiöiden sekoittumisen helpottamiseksi.  

6.2 Kiintoainefermentointiprosessi 

Fermentoinnissa käytettiin filamenttisientä, josta käytetään tässä työssä nimeä 

Sieni A, ja raaka-aineena toimi proteiinipitoisen palkokasvin ja viljaraaka-aineen 

seos. Raaka-aineseosta punnittiin 1 kg GN-vuokiin, jotka steriloitiin uunissa. Tä-

män jälkeen niiden annettiin jäähtyä 40–50-asteiseksi ja niihin lisättiin ennalta 

määritetty määrä filamenttisientä eri ymppäysmenetelmin. Vuoat siirrettiin fer-
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mentoitumaan noin kahdeksi vuorokaudeksi. Fermentoinnin olosuhteet olivat jo-

kaisen ymppäysmenetelmän kohdalla samat. Fermentointilämpötila kasvatuk-

sen aikana oli 30 °C, suhteellinen kosteus 80 % ja fermentoinnin kesto n. 48 

tuntia. Mittaukset tehtiin jokaisesta ymppäysmenetelmästä otetuista yksistä 

näytteistä. 

6.3 Kosteuspitoisuuden määritys 

Näytteiden kosteuspitoisuus tuli määrittää entsyymiaktiivisuuslaskuja varten. 

Kosteuspitoisuus määritettiin punnitsemalla foliovuoat, joihin laitettiin 10 g näy-

tettä. Ne kuivattiin Klarstein Master Jerky -kuivurissa, minkä jälkeen foliovuoat 

punnittiin kuivattujen näytteiden kanssa. Foliovuokien ja kuivattujen näytteiden 

painot vähennettiin alkuperäisestä massasta ja tulokseksi saatiin näytteiden 

märkäpainot. Näiden perusteella pystyttiin määrittämään näytteiden kosteuspi-

toisuudet.  

6.4 Agardiffuusiomenetelmä 

6.4.1 Maljojen valmistus amylaasiaktiivisuuden määrittämiseen 

Amylaasiaktiivisuuden määrittämiseksi valmistettiin Abdel-Raheemin ja Sheare-

rin (42, s. 4) tutkimuksen perusteella elatusainetta 2 l pulloon, joka sisälsi  

• 2 g/l tärkkelystä 

• 1 g/l peptonia 

• 1 g/l hiivauutetta  

• 20 g/l agaria. 

Pullo täytettiin tislatulla vedellä 1 l:aan asti ja alusta autoklavoitiin 121 °C:ssa 20 

minuutin ajan, minkä jälkeen jokaiselle petrimaljalle valettiin n. 20 ml elatusai-

netta. Maljat säilöttiin jääkaapissa kasvatuksen aloittamiseen asti. [42.] 
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6.4.2 Entsyymiuutteen valmistus 

Näytteistä eristettiin entsyymiuute ennen inokuloimista maljoille. Uute valmistet-

tiin Cardoson ym. (43, s. 4) artikkelin perusteella pienin muokkauksin. Entsyymi-

uute valmistettiin punnitsemalla 1 g jauhettua FEB:tä 15 ml:n Falcon-putkeen, 

johon lisättiin 9 ml käänteisosmoosivettä (RO-vesi). Liuosta inkuboitiin 4 °C:ssa 

30 minuutin ajan koko ajan käsin sekoittaen. Tämän jälkeen liuos sentrifugoitiin 

6 500 g:llä 5 minuutin ajan. Lopuksi supernatantti steriilisuodatettiin ruis-

kusuodattimen läpi 1,5 ml:n Eppendorf-putkiin.  

6.4.3 Näytteiden inokulointi maljoille 

Entsyymiuutetta pipetoitiin maljoille tehtyihin kuoppiin 50 µl (kuopan halkaisija 

0,5 cm) ja maljoja inkuboitiin yhden vuorokauden ajan 45 °C:ssa. Lisäksi reak-

tion toimivuus varmistettiin positiivisella kaupallisella amylaasientsyymiliuoksella 

(AB Enzymes Gammafungase, jonka ilmoitettu aktiivisuus on 1 300 AZ/g) ja ne-

gatiivisella (RO-vesi) kontrollilla. Tämän jälkeen maljoille pipetoitiin 2 ml 1-pro-

senttista vesipitoista jodikaliumjodidiliuosta (IPI-liuos). IPI-liuoksen lisääminen 

maljalle johtaa kirkkaiden kehien ilmaantumiseen näytteiden ympärille, mikä 

osoittaa tärkkelyksen hydrolyysin. Aktivisuus määritettiin mittaamalla viivoitti-

mella muodostuneen kirkaskehän halkaisija.   

6.5 Amylaasiaktiivisuuden määritys spektrofotometrisesti 

Amylaasiaktiivisuus määritettiin lisäämällä valmistettua entsyymiuutetta 1-pro-

senttiseen tärkkelysliuokseen, joka toimi reaktiosubstraattina. Reaktiossa va-

pautunut glukoosi mitattiin Megazyme-sakkaroosi-glukoosikitillä. Kitissä käyte-

tään puhdasta glukoosioksidaasia, peroksidaasia ja β-fruktosidaasia. Sitä käyte-

tään D-glukoosin ja sakkaroosin spesifiseen mittaamiseen esim. elintarvi-

keuutteista. Yksi amylaasiyksikkö määritettiin entsyymimääräksi, joka vapautti 

tärkkelyksestä 1 μmol/min D-glukoosia. 1-prosenttinen tärkkelysliuos valmistet-

tiin 0,05 M natriumfosfaattipuskuriin, joista tehtiin hydrolyysinäytteet. Nämä val-
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mistettiin ja muokattiin työhön sopiviksi Debin ym. (44, s 154) tutkimuksen pe-

rusteella. Näytteistä tehtiin kolme rinnakkaista mittausta satunnaisvirheitä ai-

heuttavien tekijöiden poissulkemiseksi. 

1-prosenttinen tärkkelysliuos 0,05 M natriumfosfaattipuskuriin valmistettiin pun-

nitsemalla 0,5 g perunatärkkelystä 100 ml:n dekantterilasiin. Siihen lisättiin 2,5 

ml 1 M natriumfosfaattipuskuria ja sekoitettiin tasaiseksi. 47,5 ml tislattua vettä 

kiehautettiin, kaadettiin tärkkelystahnaan ja sekoitettiin, kunnes kaikki tärkkelys 

oli liuennut. Tuloksena oleva liuos oli hieman samea. Tärkkelysliuoksen annet-

tiin jäähtyä huoneenlämpöön ennen käyttöä.  

Reaktioseos koostui 1-prosenttisesta tärkkelysliuoksesta, jota oli 1,35 ml ja ent-

syymiuutteesta, jota oli 0,15 ml. Reaktiot tehtiin 1,5 ml:n Eppendorf -putkiin ja 

ne inkuboitiin + 45 °C:ssa 30 minuutin ajan. Reaktio inaktivoitiin kuumentamalla 

putket 10 minuutin ajan + 95 °C:ssa.  Tämän jälkeen ne sentrifugoitiin 10 000 

g:ssä 2 minuutin ajan. Liuos säilytettiin pakkasessa myöhempiä analyysejä var-

ten. Reaktion toimivuus varmistettiin positiivisella sekä negatiivisella kontrollilla. 

Positiivinen kontrolli valmistettiin tärkkelysliuoksesta sekä kaupallisesta 

amylaasientsyymiliuoksesta (AB Enzymes Gammafungase). Negatiivikontrol-

lissa käytettiin RO-vettä entsyymiuutteen sijasta. 

Amylaasiaktiivisuus määritettiin spektrofotomerisesti. Reaktiossa vapautunut 

glukoosi mitattiin seuraamalla Megazyme-sakkaroosi-glukoosikitin ohjeita. Oh-

jeesta poiketen reaktion kokonaistilavuutena käytettiin 0,85 ml. Absorbanssit 

koottiin MegaCalc-laskuriin, joka laski vapautuneen glukoosin määrät (g/l) [45]. 

Näytteiden kuiva-ainepitoisuus laskettiin kosteuspitoisuustulosten perusteella 

kaavalla 1. 

𝐾𝑢𝑖𝑣𝑎 − 𝑎𝑖𝑛𝑒𝑝𝑖𝑡𝑜𝑖𝑠𝑢𝑢𝑠 = 100 % − kosteuspitoisuus (%) (1) 
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Entsyymiaktiivisuuslaskut laskettiin Chisti ym. (46) artikkelin perusteella (kaava 

2), mihin tarvittiin edellä mainittujen kuiva-ainepitoisuuksien lisäksi inkubointi-

aika alkuperäisessä uutossa (30 min) ja ymppäysmenetelmien vapautuneen 

glukoosin määrät (g/l).  

𝐴𝑚𝑦𝑙𝑎𝑎𝑠𝑖𝑎𝑘𝑡𝑖𝑖𝑣𝑖𝑠𝑢𝑢𝑠 𝑈 =

𝑣𝑎𝑝𝑎𝑢𝑡𝑢𝑛𝑢𝑡𝑔𝑙𝑢𝑘𝑜𝑜𝑠𝑖
𝑔
𝑙

30 𝑚𝑖𝑛

(1−𝑘𝑢𝑖𝑣𝑎−𝑎𝑖𝑛𝑒𝑝𝑖𝑡𝑜𝑖𝑠𝑢𝑢𝑠)
 (2) 

 

Laskuissa oletuksena oli 45 °C:n lämpötila.  

7 Tulokset ja pohdinta 

7.1 Ymppäysmenetelmän vaikutus kasvunopeuteen 

Ymppäysmenetelmien vaikutuksia kasvunopeuteen ja sienirihman määrään tut-

kittiin aistinvaraisesti (visuaalisesti). Taulukossa 1 havainnoidaan eri ymppäys-

menetelmien kasvunopeutta eri aikapisteissä asteikolla 0–+++ (0=ei kasvua, 

+=kohtalaista kasvua, ++=hyvää kasvua ja +++=erinomaista kasvua) 

Taulukko 1. Sienen kasvu kuvattuna asteikolla 0–+++, jossa 0 tarkoittaa, että 
kasvua ei ole tapahtunut lainkaan, + kohtalaista kasvua, ++ hyvää kasvua ja 
+++ erinomaista kasvua. 

 0 h 18 h 24 h 48 h 

Jauhoymppi 0 + ++ +++ 

Vesiymppi 104 itiötä/g  0 0 + + 

Vesiymppi 105 itiötä/g  0 + ++ +++ 

1-prosenttinen 
myseeliymppi 

0 0 + + 

10-prosenttinen 
myseeliymppi 

0 0 + ++ 
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Taulukon 1 avulla voidaan hahmotella visuaalista kasvunopeutta asteikolla 0–

+++. Fermentoinnin edetessä huomattiin, että selkeää kasvua havaittiin vasta 

24 tuntia fermentoinnin jälkeen. Jauhoymppi sekä vesiymppi 105 itiötä/g osoitti-

vat kasvua jo 18 tunnin jälkeen. Nämä osoittivat myös kahden vuorokauden fer-

mentoinnin jälkeen erinomaista kasvua verrattuna muihin ymppäysmenetelmiin. 

Aminin ym. (47, s. 3) artikkelissa tutkittiin A. niger -sienen, joka on vertailukel-

poinen sieni A:n kanssa, kasvunopeutta ja todettiin, että 1–3 päivän sisällä kas-

vatuksen aloituksesta solut alkavat jakautua ja muuttua aktiivisemmiksi, mikä on 

linjassa tässä työssä havaitun kasvun kanssa.  

Ensimmäisen vuorokauden fermentoinnin jälkeen myseeli- ja vesiymppien val-

miit FEB:t osoittivat vain hieman vaaleaa kasvustoa verrattuna jauhoseokseen. 

Kasvunopeudessa ei tässä vaiheessa näkynyt huomattavia eroja. Noin 48 tun-

nin fermentoinnin jälkeen valmiissa kasvustoissa oli huomattavia eroja. 1-pro-

senttinen myseeliymppi ja vesiymppi 104 itiötä/g jäivät hieman raaoiksi eli olivat 

pääsääntöisesti vain vaalean kasvuston peitossa. 10-prosenttinen 

myseeliymppi ja vesiymppi 105 itiötä/g kasvoivat huomattavasti paremmin, ja 

niissä näkyi vihertävää kasvustoa. Kuvasta 2 voidaan erottaa eri ymppäysme-

netelmien vaikutukset kasvunopeuteen 48 tuntia fermentoinnin jälkeen.  
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Kuva 2. 1. Jauhoymppi 2. 1-prosenttinen myseeliymppi 3. 10-prosenttinen 
myseeliymppi 4. Vesiymppi 104 itiöitä/g ja 5. Vesiymppi 105 itiöitä/g ymppäys-
menetelmien kasvustot 48 tuntia fermentoimisen jälkeen. 

Visuaalisen tarkastelun perusteella havaittiin, että rihmaston määrä vaihteli eri 

ymppäysmenetelmien välillä. Vesiympin 105
 itiöitä/g rihmaston määrä oli suurin 

jauhoympin lisäksi. 1-prosenttisen myseeliympin ja vesiympin 104 rihmastojen 

määrät olivat vähäisiä ja ne olisivat tarvinneet useamman tunnin lisäaikaa, jotta 

kasvusto olisi ollut tarpeeksi runsasta jatkokäsittelyä varten. 10-prosenttisen 

myseeliympin rihmaston määrä oli lähes yhtä runsas kuin vesiympin 105
 iti-

öitä/g. Näistä esiympeistä parhaiten kasvoi jauhoymppi.  

1

. 

2

. 

3

. 

4

.. 

5 
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Nämä erot voivat johtua ymppityypistä, lämpötilasta ja kosteuspitoisuudesta ku-

ten Gowthaman ym. (48, s. 306–309) totesivat artikkelissaan. Ymppityypeillä voi 

olla erilaiset optimaaliset olosuhteet, vaikka käytössä olisikin sama sienikanta, 

esim. jauhoymppi kasvoi tämän työn olosuhteissa paremmin kuin vesiymppi 104 

itiötä/g. Lämpötilan säätö on voinut vaikuttaa eroihin, sillä prosessin aerobisesta 

luonteesta johtuva suuri lämmöntuotto ei häviä helposti kiintoaineen huonon 

lämmönjohtavuuden takia. [48.] 

7.2 Kasvatusten kosteuspitoisuus 

Kosteuspitoisuus (%) kertoo veden prosenttiosuuden aineseoksessa, ja mitä 

suurempi tämä arvo on, sitä kosteampi seos on. Työssä toimineesta kiintoai-

neesta määritettiin kosteuspitoisuudet entsyymiaktiivisuuslaskuja varten. Ku-

vasta 3 nähdään pitoisuuksien erot eri näytteiden välillä eri aikapisteissä.  

 

Kuva 3. Näytteiden kosteuspitoisuudet eri aikapisteissä. 

Jauhoympin lähtötilanne oli muihin näytteisiin verrattuna kuivin, kun taas 10-

prosenttinen myseeliymppi kostein. Tämä johtui siitä, että jauhoypmppi ei sisäl-

tänyt lainkaan kosteutta, kun 10-prosenttinen myseeliymppi oli 100 ml nestettä. 

Samasta syystä sen kosteuspitoisuus on muita näytteitä suurempi jokaisessa 
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aikapisteessä. Vesiympin 105 itiötä/g kosteuspitoisuus laski 48 tunnin fermen-

toinnin aikana eniten, ja vesiympin 104 itiötä/g sekä 1-prosenttisen myseeliym-

pin kosteuspitoisuudet vähenivät lähes samassa tahdissa. Gomes ym. (49, s. 

521–526) artikkelissa oletettiin kiintoaineen kuivumisen lisääntyvän fermentoin-

nin edetessä johtuvan sienen aineenvaihduntatoiminnasta, mikä voisi myös se-

littää tässä työssä havaitut tulokset. Kosteuspitoisuus oli lähes jokaisella näyt-

teellä eri, vaikka fermentointitilan kosteuspitoisuus oli 80 %. Optimaalinen kos-

teustaso tulisi säilyttää koko prosessin ajan, sillä liian alhainen kosteuspitoisuus 

vähentää mikrobien kasvua ja entsyymien stabiiliuutta. Liian korkeat kosteuspi-

toisuudet taas johtavat kaasunsiirron rajoittumiseen ja bakteerien aiheuttamaan 

kilpailuun [49].  

7.3 Ymppäysmenetelmän vaikutus entsyymiaktiivisuuksiin 

7.3.1 Amylaasiaktiivisuus agardiffuusiomenetelmällä 

Agardiffuusiomenetelmässä entsyymin hajottama substraatti muodosti agarin 

pinnalle kirkkaan kehän, kun maljoille lisättiin IPI-liuosta (kuva 4). Maljat luettiin 

mittaamalla kehän halkaisija viivoittimella. 
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Kuva 4. Maljoille kehittyneet kehät IPI-liuoksen lisäämisen jälkeen. Kuvassa va-
semmalta oikealle vesiympin 105 itiötä/g näytteet 18 tuntia, 24 tuntia ja 48 tuntia 
fermentoimisen jälkeen. 

Kuvan 4 maljoilla nähdään esimerkki muodostuneista vyöhykkeistä 18 tuntia, 24 

tuntia ja 48 tuntia fermentoimisen jälkeen. Kuvasta voidaan havaita amylaasiak-

tiivisuuden lisääntyvän, mitä pidemmälle kasvatusta päästään.  

Jokaisella maljalla, jossa entsyymiaktiivisuutta tapahtui, havaittiin kehät IPI-liu-

oksen lisäämisen jälkeen. Niiden halkaisijat mitattiin viivoittimen avulla, ja saa-

dut tulokset on koostettu taulukkoon 2. Jokaisen näytteen kohdalla amylaasiak-

tiivisuus lisääntyi, mitä pidemmälle fermentointia edettiin. Balin ym. (50) mukaan 

sienen amylaasiaktiivisuus lisääntyi fermentointiajan pidentyessä ja suurin 

amylaasiaktiivisuus osoitettiin 35 °C:ssa 6 vuorokauden fermentoinnin jälkeen. 

Artikkelin tulokset selittävät tämän työn menetelmän tulokset, sillä amylaasiaktii-

visuuden havaittiin kehien halkaisijoiden perusteella lisääntyvän fermentoin-

tiajan pidentyessä. Tasaisinta aktiivisuuden lisääntymistä osoittivat jauhoymppi 

ja vesiymppi 105 itiötä/g. Tässä työssä fermentointi tapahtui 30 °C:ssa 48 tunnin 

ajan.  
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Taulukko 2. Maljoilla esiintyvien kehien halkaisijoiden mitat senttimetreinä eri ai-
kapisteissä. 

Ymppäysmenetelmä 0 h 18 h 24 h 48 h 

Jauhoymppi 0 cm 2,3 cm 2,5 cm 2,6 cm 

Vesiymppi 104 itiötä/g  0 cm 0 cm 1,7 cm 2,6 cm 

Vesiymppi 105 itiötä/g  0 cm 2,2 cm 2,4 cm 2,7 cm 

1-prosenttinen 
myseeliymppi 

0 cm 1,8 cm 2,4 cm 2,6 cm 

10-prosenttinen 
myseeliymppi 

1,2 cm 1,8 cm 2,2 cm 2,4 cm 

Taulukon 2 halkaisijoiden perusteella voidaan päätellä, että amylaasiaktiivi-

suutta on tapahtunut lähes jokaisella maljalla 0 tunnin jälkeen ja aktiivisuus li-

sääntyi kasvun edetessä. Amylaasiaktiivisuuden lisääntyminen jokaisen ymp-

päysmenetelmän kohdalla on ollut suhteellisen tasaista, mutta 10-prosenttinen 

myseeliymppi ja vesiymppi 104 itiötä/g erottuivat joukosta. 10-prosenttisessa 

myseeliympissä amylaasiaktiivisuutta on ollut läsnä heti ymppäyksen jälkeen ja 

on lisääntynyt tasaisesti eri aikapisteissä. Abdullah ym. (51) osoittivat ympin 

määrällä (% v/v), lämpötilalla ja fermentointiajalla olevan vaikutusta amylaasiak-

tiivisuuteen. % v/v tarkoittaa tilavuusprosenttia. Suurempi ympin määrä tuottaa 

korkeampia aktiivisuuksia, joten tämän työn tulokset ovat sen suhteen yhte-

neväiset Abdullah ym. (51) tutkimuksen kanssa. Artikkelissa optimaalinen fer-

mentointilämpötila ja -aika olivat 30 °C ja 72 tuntia, ja tulokset tukivat tämän 

työn tuloksia. Jo myseeliympin esikasvatuksessa voi muodostua amylaasiaktii-

visuutta, joten aktiivisuutta havaittiin jo nollanäytteessä. Rameshan ym. (52, s. 

1213) tutkimuksessa kasvatettiin sientä nestemäisessä kasvatusalustassa seit-

semän vuorokauden ajan eri lämpötiloissa, ja huoneenlämmössä kasvatettu 

sieni osoitti mittauksissa amylaasiaktiivisuutta. Tämä selittää 10-prosenttisen 

myseeliympin aktiivisuuden jo nollanäytteessä.  
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Vesiympissä 104 itiötä/g aktiivisuus on alkanut vasta 18 tuntia fermentoinnin jäl-

keen, ja on silloinkin ollut alhaisempaa kuin muiden ymppäysmenetelmien koh-

dalla. Lisäksi vesiympin 104 itiötä/g amylaasiaktiivisuus on 24 tunnin jälkeen 

tehnyt suurimman nousun verrattuna muihin ymppäysmenetelmiin. Bashirin ja 

Mustaphan (53, s. 428) tutkimuksen perusteella ympin määrällä oli merkitystä 

sienen amylaasiaktiivisuuteen. Artikkelissa osoitettiin amylaasiaktiivisuuden ole-

van alhaisempaa, kun ympin määrä oli pienempi. Artikkelissa todettiin aktiivi-

suuden käynnistyneen vasta 24 tunnin kuluttua fermentoinnista, mikä voi selit-

tää vesiympin 104 itiöitä/g aktiivisuuden tulokset eri aikapisteissä.  

Tulosten erot eivät olleet merkittäviä, sillä amylaasiaktiivisuus lisääntyi suhteelli-

sen tasaisesti jokaisen ymppäysmenetelmän kohdalla. Lisäksi samoissa aika-

pisteissä, ymppäysmenetelmästä riippumatta, halkaisijoiden koot olivat hyvin lä-

hellä toisiaan. Menetelmän perusteella voidaan melko tarkasti tulkita aktiivi-

suutta ja aktiivisuuden eroja sen suhteen, lisääntyykö aktiivisuus ajan myötä, 

sillä maljalle kehittyneen kirkkaan vyöhykkeen koon perusteella voidaan tulkita 

amylaasin aktiivisuutta eri aikapisteissä ja eri ymppäysmenetelmien välillä.  Pel-

kästään tämä menetelmä ei sovellu määrittämään, kuinka paljon amylaasi on 

pilkkonut tärkkelystä.  

48 tuntia fermentoinnin jälkeen vesiymppi 105 itiötä/g osoitti suurinta 

amylaasiaktiivisuutta ja 10-prosenttinen myseeliymppi pienintä. Muiden ymp-

päysmenetelmien viimeisiltä maljoilta mitattiin samankokoiset halkaisijat, joten 

amylaasiaktiivisuuden todettiin olevan niillä samaa suuruusluokkaa. Voidaan 

siis todeta tämän menetelmän perusteella vesiympin 105 itiötä/g olevan 

amylaasiaktiivisuuden suhteen optimaalisin esiymppi. 

7.3.2 Amylaasiaktiivisuuden määritys spektrofotometrisesti 

Filamenttisienen entsyymiaktiivisuutta tutkittiin fermentointiajan ja ymppäysme-

netelmän perusteella kiintoainefermentoinnissa. Amylaasiaktiivisuus määritettiin 

Megazyme-sakkaroosi-glukoosikitillä spektrofotomerisesti, ja tulokset on ilmoi-

tettu U/g kuiva-ainetta kohti, mikä tarkoittaa 1 µmol/min D-glukoosia per g kuiva-
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ainetta. Tuloksista tehtiin aktiivisuuskuvaaja (kuva 5) eri ymppäysmenetelmien 

aikapisteissä olevien amylaasiaktiivisuuksien hahmottamiseksi. Jokaiselle näyt-

teelle tehtiin kolme mittausta. Reaktion toimivuus varmistettiin positiivisella (kau-

pallinen amylaasientsyymiliuos, AB Enzymes Gammafungase), jota annosteltiin 

valmistajan ohjeen mukaan ja negatiivisella (RO-vesi) kontrollilla. 

 

Kuva 5. Ymppäysmenetelmien amylaasiaktiivisuus eri aikapisteissä. 

Kuvasta 5 nähdään amylaasiaktiivisuuden olevan korkeimmillaan jokaisen ymp-

päysmenetelmän kohdalla 48 tunnin fermentoinnin jälkeen. Suurin amylaasiak-

tiivisuus 48 tunnin fermentoinnin jälkeen havaittiin vesiympin 105 itiötä/g koh-

dalla, joka oli 0,191 U/g. Jauhoympin amylaasiaktiivisuus oli 0,152 U/g ja ylsi lä-

hes yhtä suureksi kuin vesiympin 105 itiötä/g aktiivisuus. Jauhoympin ja vesiym-

pin 105 itiötä/g amylaasiaktiivisuus lisääntyi koko fermentoinnin ajan lähes sa-

malla nopeudella, mutta 18–24 tunnin välillä oli vain pieniä eroja. Amylaasiaktii-

visuuden tarkat arvot eri aikapisteissä löytyvät taulukosta 3. 

 

0,000

0,050

0,100

0,150

0,200

0 h 18 h 24 h 48 hU
/g

 k
u

iv
a-

ai
n

et
ta

 k
o

h
ti

Aika

Amylaasiaktiivisuus eri aikapisteissä

Jauhoymppi 104 itiöitä/g vesiymppi

105 itiöitä/g vesiymppi 1 % myseeliymppi

10 % myseeliymppi



28 

 

Taulukko 3. Amylaasiaktiivisuuden (U) tarkat arvot eri aikapisteissä. 

Ymppäysmenetelmä 0 h 18 h 24 h 48 h 

Jauhoymppi 0,000 U/g 0,007 U/g 0,015 U/g 0,152 U/g 

Vesiymppi 104 itiötä/g  0,000 U/g 0,003 U/g 0,007 U/g 0,109 U/g 

Vesiymppi 105 itiötä/g  0,000 U/g 0,008 U/g 0,009 U/g 0,191 U/g 

1-prosenttinen 
myseeliymppi 

0,000 U/g 0,001 U/g 0,002 U/g 0,104 U/g 

10-prosenttinen 
myseeliymppi 

0,001 U/g 0,002 U/g 0,003 U/g 0,139 U/g 

Lisäksi erojen selkeyttämiseksi eri ymppäysmenetelmien rinnakkaismittauksista 

määritettiin keskihajonnat. Jauhoympin keskihajonnat olivat 0 tunnin kodalla 0 

U/g, 18 tunnin sekä 24 tunnin kohdalla 0,001 U/g ja 48 tunnin kodalla 0,005 U/g. 

Vesiympin 104 itiötä/g keskihajonnat olivat 0 tunnin, 18 tunnin sekä 24 tunnin 

kodalla 0 U/g ja 48 tunnin kodalla 0,002 U/g. Vesiympin 105 itiötä/g keskihajon-

nat olivat 0 tunnin kodalla 0 U/g, 18 tunnin sekä 24 tunnin kohdalla 0,001 U/g ja 

48 tunnin kodalla 0,020 U/g. 1-prosenttisen myseeliympin keskihajonnat olivat 0 

tunnin, 18 tunnin sekä 24 tunnin kodalla 0 U/g ja 48 tunnin kodalla 0,014 U/g. 

10-prosenttisen myseeliympin keskihajonnat olivat 0 tunnin kodalla 0,001 U/g, 

18 tunnin sekä 24 tunnin kohdalla 0 U/g ja 48 tunnin kodalla 0,042 U/g. 

Kuvan 5 ja taulukon 3 perusteella havaittiin, että jokaisen ymppäysmenetelmän 

amylaasiaktiivisuus lisääntyi tasaisen hitaasti 24 tuntiin asti, jonka jälkeen ne li-

sääntyivät huomattavasti. Tämä voi johtua fermentointilämpötilasta (30 °C) ja 

prosessin aerobisesta luonteesta johtuvasta suuresta lämmöntuotosta. Visuaali-

sen tarkastelun ja tämän menetelmän perusteella kasvu on todennäköisesti 

kiihtynyt 24 tunnin tienoilla lämmöntuoton takia, mikä voi selittää amylaasiaktiivi-

suuden lisääntymisen tämän aikapisteen jälkeen [49]. 

10-prsoenttinen myseeliymppi osoitti jo 0 tunnin kohdalla lievästi suurempaa ak-

tiivisuutta verrattuna muihin ymppäysmenetelmiin, mutta 18–24 tuntien välillä 

sen aktiivisuus oli kaikkia muita matalampi paitsi 1-prosenttista myseeliymppiä 
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ja lopulta sen aktiivisuus oli kolmanneksi suurin. 1-prosenttisen myseeliympin 

aktiivisuus oli koko kasvatuksen ajan matalin. 10-prosenttisen myseeliympin al-

hainen amylaasiaktiivisuus on voinut johtua sen suuremmasta kosteuspitoisuu-

desta verrattuna muihin ymppäysmenetelmiin. Liian korkea kosteuspitoisuus voi 

johtaa raaka-aineen paakkuuntumiseen ja kaasun tilavuuden vähenemiseen, 

mikä voi aiheuttaa vähäistä hapen siirtymistä ja tällä tavoin estää amylaasiaktii-

visuuden kehittymistä [54]. 1-prosenttisen myseeliympin alhaiset aktiivisuudet 

voisi selittää itiöiden vähäinen määrä. 

Suurinta amylaasiaktiivisutta osoittivat jauhoymppi ja vesiymppi 105 itiötä/g vaih-

televasti. Vesiympin 104 itiötä/g aktiivisuus liikkui vesiympin 105 itiötä/g ja 1-pro-

senttisen myseeliympin aktiivisuuksien puolivälissä 24 tuntiin asti, kunnes 10-

prosenttisen myseeliympin aktiivisuus kasvoi sen ohi.  

Vesiympin 105 itiötä/g korkeimman amylaasiaktiivisuuden voisi selittää sillä, että 

ympissä olevien itiöiden ja veden määrät ovat olleet optimaalisimmat verrattuna 

muihin ymppäysmenetelmiin. Abdullahin ym. (55, s. 6) sekä Castillon ym. (56) 

tutkimuksissa todettiin, että riittävällä vesipitoisuudella kiintoainefermentointipro-

sessin raaka-aineessa ja itiöiden määrällä ympissä on tärkeä rooli monien ent-

syymien biosynteesissä ja erittymisessä. Vesiympin 105 itiötä/g ja jauhoympin 

erona oli ymppien sisältämä vesipitoisuus, joten raaka-aineeseen lisätyn veden 

määrä ympin mukana on voinut edistää entsyymiaktiivisuutta. 

8 Johtopäätökset 

Työn tavoitteena oli tutkia eri ymppäysmenetelmien vaikutusta sienen 

amylaasiaktiivisuuteen kiintoainefermentointiprosessin aikana. Fermentoinnissa 

käytettiin filamenttisientä (sieni A) ja raaka-aineena toimi proteiinipitoisen palko-

kasvin ja viljaraaka-aineen seos. Amylaasiaktiivisuutta tutkittiin, sillä käytetty 

raaka-aine sisältää paljon tärkkelystä ja sen avulla tärkkelys saadaan pilkottua 

pienemmiksi yksinkertaisimmiksi sokeriyhdisteiksi. Tuloksien avulla yritys voi 



30 

 

valita amylaasiaktiivisuuden perusteella ymppäysmenetelmän kiintoainefermen-

tointiprosessiin. Amylaasiaktiivisuutta tutkittiin agardiffuusiomenetelmällä sekä 

spektrofotometrisesti.  

Amylaasiaktiivisuutta havaittiin jokaisessa näytteenottoajankohdassa. Aktiivi-

suus lisääntyi hitaasti ja tasaisesti näytteenottoajankohdan edetessä 0–24 tun-

tien välillä. Suurin muutos tapahtui kuitenkin vasta 24–48 tuntien välillä, jossa 

aktiivisuus on tehnyt reilun harppauksen jokaisen ymppäysmenetelmän koh-

dalla. 

Merkittäviä eroja eri ymppäysmenetelmien amylaasiaktiivisuuksissa havaittiin 

vesiympin 105 itiötä/g ja 1-prosenttisen myseeliympin välillä, joissa 1-prosentti-

sen myseeliympin aktiivisuus oli huomattavasti lievempää kuin vesiympin 105 

itiötä/g. Vesiymppi 104 itiötä/g osoitti myös alhaisia aktiivisuuksia, mutta ei niin 

heikkoja kuin 1-prosenttinen myseeliymppi. Jauhoympin ja vesiympin 105 

itiötä/g tulokset olivat samaa suuruusluokkaa keskenään samoin kuin vesiympin 

104 itiötä/g ja 1-prosenttisen myseeliympin. 10-prosenttisen myseeliympin tulok-

set vaihtelivat agardiffuusiomenetelmän ja spektrofotometrisen menetelmän vä-

lillä. Käytettyjen laitteiden esim. vaakojen tarkkuudet vaihtelivat, jotka ovat voi-

neet olla yhdenlaisia virhelähteitä. Agardiffuusiomenetelmässä halkaisijan koko 

mitattiin viivoittimella, joka ei ole kovin tarkka tapa mitata. Näiden lisäksi mene-

telmien toteuttamisessa on voinut tapahtua inhimillisiä sekä systemaattisia vir-

heitä. Systemaattiset virheet ovat voineet johtua esim. olosuhteiden vaihteluista. 

Agardiffuusiomenetelmä ja spektrofotometrinen menetelmä eivät antaneet sa-

manlaisia tuloksia. Agardiffuusiomenetelmässä jauhoymppi, vesiymppi 104 

itiötä/g ja 1-prosenttinen myseeliymppi osoittivat 48 tunnin fermentoinnin jälkeen 

samansuuruista amylaasiaktiivisuutta, kun taas spektrofotometrisesti mitattuna 

vesiympin 104 itiötä/g ja 1-prosenttinen myseeliympin aktiivisuudet olivat samaa 

luokkaa ja jauhoympin huomattavasti niitä suurempaa. Lisäksi 10-prosenttinen 

myseeliymppi olisi agardiffuusiomenetelmän perusteella osoittanut matalinta 

amylaasiaktiivisuutta, mutta spektrofotometrisesti ollut kuitenkin kolmanneksi 

suurinta.  
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10-prosenttisen myseeliympin amylaasiaktiivisuus todettiin molemmissa mene-

telmissä alkaneen jo 0 tunnin jälkeen suurempana kuin muiden ymppäysmene-

telmien. Lisäksi vesiympin 104 itiötä/g amylaasiaktiivisuus alkoi agardiffuusio-

menetelmän perusteella vasta 24 tunnin kodalla, mutta spektrofotometrisesti 

sen aktiivisuus on ollut 0–24 tuntien välillä suurempaa kuin kummankaan 

myseeliympin. Muutoin 0–24 tuntien välillä erot ovat olleet niin pieniä molem-

missa menetelmissä, että niiden tulokset voidaan tulkita lähes samankaltaisina.  

Työn tuloksien perusteella voidaan päätellä, että ymppityypillä, vesipitoisuu-

della, lämpötilalla ja fermentointiajalla on vaikutusta amylaasiaktiivisuuteen. 

Amylaasiaktiivisuuden roolia aromiyhdisteiden muodostumisessa on tutkittu 

vain vähän, mutta sen uskotaan vaikuttavan siihen. Tästä syystä tuloksista voi-

daan päätellä ymppäysmenetelmällä olevan vaikutusta amylaasiaktiivisuuksiin 

ja näin lopputuotteen aromiin. Tuloksia voidaan hyödyntää yrityksen kiintoaine-

fermentointiprosessin ymppäysmenetelmän valitsemisessa korkeimman 

amylaasiaktiivisuuden perusteella. Lisäksi tuloksista voi olla hyötyä esim. jatko-

tutkimuksia varten. 

Tuloksia tarkastellessa huomattiin, että 24–48 tuntien välillä tapahtui 

amylaasiaktiivisuuden kiihtymisvaihe. Tälle tai 18–24 tuntien aikavälille olisi 

hyvä saada yksi aikapiste lisää, jotta kiihtymisvaihe voidaan määritellä parem-

min. Lisäksi fermentointiaikaa voisi pidentää tiettyjen ymppäysmenetelmien ku-

ten 1-prosenttisen myseeliympin ja vesiympin 104 itiötä/g kohdalla rihmaston 

määrän kasvamisen tutkimiseksi. Fermentointia voisi jatkaa myös tutkimusmie-

lessä yli 48 tuntia amylaasiaktiivisuuden lisääntymisen tai laantumisen selvittä-

miseksi.  

Tutkimusta voisi jatkaa valikoimalla ymmpäysmenetelmä ja tutkia lämpötilan, 

pH:n ja eri hiililähteiden vaikutusta amylaasiaktiivisuuteen kiintoainefermentoin-

tiprosessissa. Lisäksi muitakin mahdollisia ymppäysmenetelmiä voisi tutkia ja 

kokeilla, soveltuvatko ne paremmin prosessiin. Työn perusteella parhaiten 

amylaasiaktiivisuutta osoittavia ymppäysmenetelmiä voisi tutkia tarkemmin, 
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jotta yrityksen olisi helpompi valita näiden kahden väliltä ymppäysmenetelmä 

kiintoainefermentointiprosessiinsa. 

Tässä työssä vesiymppi 105 itiötä/g ja jauhoymppi osoittivat korkeimpia 

amylaasiaktiivisuksia, joiden perusteella ne olisivat optimaalisimmat ymppäys-

menetelmät yrityksen kiintoainefermentointiprosessiin. Molempien ymppäysme-

netelmien amylaasiaktiivisuus lisääntyi fermentoinnin edetessä samalla nopeu-

della, mutta vesiymppi 105 itiötä/g osoitti sekä agardiffuusiomenetelmässä että 

spektrofotometrisessä analyysissa suurinta amylaasiaktiivisuutta 48 tunnin jäl-

keen fermentoinnin aloittamisesta. Molempien menetelmien toteuttaminen vie 

aikaa, mutta agardiffuusiomenetelmässä vuorokauden inkubointiaika voi olla ra-

joittava tekijä, jos maljoja ei kykene lukemaan seuraavana päivänä. Tämän työn 

spektrofotometrisen analyysin voi tehdä yhden työpäivän aikana, joten se on 

helpompi toteuttaa. Parhaimmaksi ymppäysmenetelmäksi valikoituisi edellä 

mainittujen seikkojen takia vesiymppi 105 itiötä/g, ja molemmat menetelmät 

puoltavat vesiympin 105 itiötä/g paremmuutta 48 tunnin fermentoinnin jälkeen. 

Toisaalta jauhoympin amylaasiaktiivisuuden lisääntyminen on tasaisempaa 

koko kasvatuksen ajan ja valmiin FEB:n aktiivisuus on vain hieman alhaisempi 

vesiymppiin 105 itiötä/g verrattuna. 
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