Metropolia

Sara Saarikoski

Ymppaysmenetelman vaikutus sie-
nen amylaasiaktiivisuuteen kiinto-
ainefermentoinnin aikana

Metropolia Ammattikorkeakoulu
Insindori (AMK)

Bio- ja kemiantekniikka
Insindorityd

7.5.2024



Tiivistelma

Tekija: Sara SaarikosKi

Otsikko: Ymppaysmenetelman vaikutus sienen amylaasiaktiivisuu-
teen kiintoainefermentoinnin aikana

Sivumaara: 38 sivua

Aika: 7.5.2024

Tutkinto: Insin6o6ri (AMK)

Tutkinto-ohjelma: Bio- ja kemiantekniikka

Ammatillinen paaaine: Bio- ja elintarviketekniikka

Ohjaajat: Lehtori Markus Raséanen, Tutkimus- ja tuotekehityspaal-

likkd Anniina Valtonen

Kiintoainefermentointi tarkoittaa mikrobien kasvatusprosessia, jossa kaytetaan kiin-
teitd raaka-aineita. Taman tyodn kiintoainefermentointiprosessissa kaytettiin filamentti-
sienta (sieni A) ja raaka-aineena proteiinipitoisen palkokasvin ja viljaraaka-aineen
seosta. Insindorityon tavoitteena oli tutkia tilaajayrityksen, Biomush Oy, kolmen eri
ymppaysmenetelman vaikutuksia sienen amylaasiaktiivisuuteen. Lisaksi organismin
kasvun nopeutta tarkasteltiin aistinvaraisesti.

Ymppaysmenetelmiksi valikoitui jauhoymppi, vesiympit (104 itiéta/g ja 10° iticta/g)
seka myseeliympit (1-prosenttinen ja 10-prosenttinen). Sienen amylaasiaktiivisuutta
tutkittiin agardiffuusiomenetelmalla sekd spektrofotometrisesti. Agardiffuusiomenetel-
maa varten valmistettiin elatusainetta, joka valettiin maljoille, seka entsyymiuutetta
jokaisesta ymppaysmenetelmasta eri aikapisteissa. Spektrofotometrisessa analyy-
sissa entsyymiuutetta lisattiin reaktiosubstraattiin ja reaktiossa vapautunut glukoosi
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Ymppaysmenetelmien kasvunopeuden tarkastelussa havaittiin eroja, mutta jauho-
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jalkeen. Agardiffuusiomenetelmassa entsyymin hajottama substraatti muodosti aga-
rin pinnalle kehan IPI-liuoksen lisdamisen jalkeen. Spektrofotomerisesti maaritettyjen
amylaasiaktiivisuuksien tulokset ilmoitettiin U/g kuiva-ainetta kohti ja tuloksista tehtiin
aktiivisuuskuvaaja. Molempien menetelmien perusteella vesiymppi 10° iti6ta/g osoitti
suurinta amylaasiaktiivisuutta 48 tunnin fermentoimisen jalkeen.

Tuloksien avulla yritys voi valita amylaasiaktiivisuuden perusteella ymppaysmenetel-
man kiintoainefermentointiprosessiin. Tassa tydossa vesiymppi 10° itidta/g ja jauho-
ymppi osoittivat korkeimpia amylaasiaktiivisuksia, joiden perusteella ne olisivat opti-
maalisimmat ymppaysmenetelmat yrityksen kiintoainefermentointiprosessiin.
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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 10° 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 Kkit.

In the visual examination, differences of the growth rate were observed between
every inoculum type, but the flour inoculum and the aqueous inoculum containing 10°
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
10° 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 10° 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
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Lyhenteet

ATP: Adenosine triphosphate. Adenosiinitrifosfaatti.

FEB: Fermented enzymatically bioactive mass. Fermentoitu entsyymiaktii-

vinen biomassa.
GN-vuoka: Gastronom container. Gastronom-mitoitusvuoka.
IPI-liuos:  lodine Potassium lodide. Jodikaliumjodidi-liuos.
RO-vesi:  Reverse osmosis. Kéanteisosmoosivesi.
SmF: Submerged Fermentation. Nestefermentointitekniikka.

SSF: Solid-State Fermentation. Kiintoainefermentointitekniikka.



1 Johdanto

Fermentointi on tunnettu luonnollinen tekniikka, jossa elintarvike hapatetaan
mikrobien avulla. Mikrobit voivat olla elintarvikkeissa luontaisesti esiintyvia, tai
niitd voidaan lisata prosessiin. Fermentointia on kaytetty tuhansia vuosia esim.
alkoholijuomien ja leivan valmistamiseen. Monet muutkin tarkeat teollisuuden
tuotteet, kuten jogurtti, juusto ja kahvi, ovat fermentointitekniikalla valmistettuja.
Fermentoinnissa voidaan kayttaa kiinteita tai nestemaisia raaka-aineita. Neste-
fermentointitekniikka (SmF) on prosessi, jossa mikro-organismit kasvattavat ja
hajottavat substraatteja runsaan vapaan veden lasna ollessa. Sita kaytetaan
laajalti sitruunahapon tuotannossa ja entsyymien, antibioottien seka biopolttoai-

neiden valmistuksessa. [1; 2.]

Kiintoainefermentointi tarkoittaa mikrobien kasvatusprosessia, jossa kaytetaan
kiinteita raaka-aineita. Kiintoainefermentointi sai alkunsa elintarvikefermentoin-
nista Aasiassa, missa Penicillium rouquefortii -bakteeri oli yhteydessa juuston-
valmistukseen, seka Egyptissa, missa valmistettiin leipaa kiintoainefermentointi-
prosessin avulla ennen ajanlaskun alkua. Vuosien varrella kiintoainefermentoin-
titekniikkaa on hyddynnetty etikan valmistuksessa, kompostoinnissa seka kiin-
teiden jatteiden kasittelyssa 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 vuosikymmenina lisda huomiota elintarvike-,
rehu- ja polttoaineteollisuudessa. Tama johtuu siita, etta kiintoainefermentoin-
nilla huomattiin olevan suuremmat edut verrattuna nestefermentointitekniikkaan.
Naita etuja ovat esimerkiksi tehokkaampi tuottavuus, pienempi jatevesien muo-
dostuminen ja yksinkertaisemmat fermentointilaitteet. Nykyisia sovelluskohteita
ovat esim. entsyymien, orgaanisten happojen, biotorjunta-aineiden, aromiyhdis-
teiden seka sekundaaristen aineenvaihduntatuotteiden, kuten antibioottien, tuot-
taminen. Haasteina kiintoainefermentoinnissa on huomattu olevan monimutkai-
set skaalausvaiheet seka vaikeudet prosessiparametrien seurannassa ja val-
vonnassa. [3,s. 4, 13, 302.]



Sienten tiedetaan tuottavan monipuolisesti eri entsyymeita kuten amylaaseja,
proteaaseja ja lipaaseja. Kiintoainefermentoinnissa etenkin amylaasit ovat tar-
keita koska ne auttavat tarkkelyksen hajottamisessa ja muuttavat monimutkai-
set hiilihydraatit yksinkertaisemmiksi sokereiksi. Esimerkiksi B-amylaasin pilkko-
essa tarkkelysta pienemmiksi molekyyleiksi syntyy maltoosia, jonka maltaasi
puolestaan pilkkoo kahdeksi glukoosimolekyyliksi. Amylaasit ovat tarkeita, silla
niilld on kyky sailyttaa n. 80 % entsyymiaktiivisuudestaan suhteellisen korkeissa
lampdotiloissa seka ne ovat edelleen aktiivisia happamissa ja neutraaleissa olo-
suhteissa. Tama tekee niista kayttokelpoisen erilaisissa teollisissa sovelluksissa

kuten taikinan valmistuksessa elintarviketeollisuudessa. [4; 5.]

Insindorityon tavoitteena oli tutkia tilaajayrityksen, Biomush Oy:n, eri ymppays-
menetelmien vaikutuksia salassa pidettavan sienen (sieni A) amylaasiaktiivisuu-
teen. Ymppayksella tarkoitetaan mikro-organismin siirrostusta aseptisesti kas-
vualustaan ja ympilla kasvatusalustaan siirrettyja mikro-organismeja.
Amylaasiaktiivisuutta tutkittiin, koska kiintoainefermentoinnissa kaytetyt raaka-
aineet sisaltavat paljon tarkkelysta ja haluttiin tutkia mika ymppaysmenetelma
tuottaa eniten amylaasia pilkkoen tarkkelysta. Tydssa kaytettiin kolmea ymp-
paysmenetelmaa: jauhoymppi, jossa itiot levitettiin kiintoaineeseen jauhon mu-
kana, vesiymppi, jossa itiot lisattiin ensin veteen ja sen jalkeen kiintoaineeseen
seka myseeliymppi, jossa sienta kasvatettiin ensin liuoskasvatuksena ja lisattiin
sen jalkeen kiintoaineeseen. Ymppaysmenetelmat valittiin tydohon kirjallisuuden
perusteella. Tassa tydssa amylaasiaktiivisuutta tutkittiin seka agardiffuusio-
menetelmalla etta spektrofotometrisesti. Lisaksi organismin kasvun nopeutta

tarkasteltiin aistinvaraisesti.

2 BioMush Oy

Biomush Oy on suomalainen startup-yritys, joka hyédyntaa elintarviketeollisuu-
den sivuvirtoja ja kayttaa kiintoainefermentointitekniikkaa valmistaakseen neste-
maista makutuotetta. Organisaatio on perustettu vuonna 2021, ja se tydllistaa

talla hetkellda yhdeksan henkildéa. Toiminta sijoittuu viela pieneen koetehtaa-



seen, joka kasittelee noin kaksi tonnia elintarviketeollisuuden sivuvirtoja kuu-
kausittain. Prosessin avulla saadaan aikaan noin nelja tonnia nestemaista ma-
kutuotetta. Tuotannossa valmistetaan talla hetkella Meatless Umami Bouillon ja
Soyless Umami Sauce -tuotteita, jotka valmistetaan hyodyntamalla lahtokohtai-
sesti kotimaisia elintarvikeprosessien sivujakeita. Raaka-aineina kaytetaan vi-
hannesten kuoria, hernetta, harkapapua, kauraa ja panimomaskia. Meatless
Umami Bouillon -tuotetta voidaan kayttaa lihaliemen tapaan ja Soyless Umami

Sauce -tuotetta soijakastikkeen tapaan. [6.]

Tavoitteena organisaatiolla on luoda kestavampi tulevaisuus, joten yritys on rat-
kaissut erittain helposti pilaantuvien kosteiden sivuvirtojen haasteet hyodynta-
malla sienifermentointia. Kiintoainefermentointitekniikalla on todettu olevan
myonteisia vaikutuksia elintarviketeollisuuteen seka ymparistoon, siksi tama
teknologia suunniteltiin muuttamaan nama hyodyntamattomat resurssit arvok-
kaiksi hyddykkeiksi. Organisaatiossa on myos keskitytty innovointiin ja yritys on
kehittanyt uudenlaisen bioreaktorin, jonka ansiosta ne tulevat kaksinkertaista-

maan tuotantokapasiteettinsa vuoden 2025 loppuun mennessa. [6.]

Talla hetkella organisaatio tarjoaa elintarviketeollisuuden toimijoille teknologisen
ratkaisun, jonka avulla syotavista sivuvirroista saadaan arvokkaita ja taysin
luonnollisia aromikomponentteja. Ne ovat kestavia ja lisaavat miellyttavan maun
monenlaisiin tuotteisiin. Teknologiaa voidaan kuitenkin soveltaa vaihtoehtoisiin
proteiineihin, biokomposiittimateriaaleihin ja biomassan esikasittelyyn erilaisissa

sovelluskohteissa. [6.]

3 Fermentointimenetelmat

Fermentointi on kdymisprosessi, jossa solut saavat energiaa ilman happea. Ta-
man lisaksi fermentointinimitysta kaytetdan bioteknisten aerobisten prosessien

yhteydessa, jossa soluhengitys tapahtuu sytoplasmassa ja mitokondriossa. Sen
avulla tuotetaan esim. entsyymeja hapettomassa tai hapellisessa ymparistossa,

kasvatus voi tapahtua nesteessa tai kiintealla alustalla ja yleensa kasvuympa-



ristona toimii bioreaktori. Hapettomassa fermentoinnissa kaytetaan yleensa hii-
voja ja bakteereita, kun hapellisessa fermentoinnissa voidaan kayttaa filamentti-
sienta, hiivoja ja bakteereita. Fermentointimenetelmia on neste- ja kiintoainefer-

mentointitekniikat seka puolikiinteiden aineiden fermentointitekniikka. [7.]

3.1 Nestefermentointitekniikka — Submerged Fermentation (SmF)

Nestefermentointitekniikka (SmF) on tyypillinen teollinen prosessi, jossa mikro-
organismeja kasvatetaan nestemaisessa valiaineessa sekoittavassa sailioreak-
torissa halutun tuotteen tuottamiseksi. Tatd menetelmaa suositellaan teolliseen
entsyymituotantoon suuressa mittakaavassa, koska sita on helppo valvoa ja
mikrobit kasvavat paremmin kuin kiintoainefermentoinnissa. Tuotanto tapahtuu
suurissa fermentoreissa, joiden tilavuus vaihtelee kasittelyn ja vaatimusten mu-
kaan. SmF mahdollistaa tarkeimpien reaktioparametrien, kuten pH:n, lampati-
lan, vaahdon ja ilmastoinnin online-ohjauksen ilman lampo- ja aineensiirto-on-

gelmia. [2.]

Fermentointi voidaan tehda kolmella eri kasvatusmenetelmalla tai niiden yhdis-
telmalla: panos-, sybttdpanos- ja jatkuvassa kasvatuksessa. Panoskasvatuk-
sessa mikro-organismit kasvavat kontrolloiduissa olosuhteissa vakiotilavuu-
dessa. Menetelmassa fermentoriin syétetaan valmiiksi tuotettu siirroste ja solut
kasvavat tuottaen tuotteen, minka jalkeen fermentointi lopetetaan ja tuote ote-
taan talteen. Panoskasvatukseen kuuluu kahdeksan vaihetta, joita ovat viipyma-
vaihe, kiihtyva kasvu, eksponentiaalinen (logaritminen) kasvu ja hidastuva
kasvu, stationaarivaihe, kiihtyva kuolema ja eksponentiaalinen kuolema seka

selviytymis- ja kuolemisvaihe. [2; 8.]

Syoéttdpanoskasvatus on suljettu viljelyjarjestelma, joka aloitetaan panoksena.
Siihen lisataan ravinteet maaratyn ajan kuluttua ja sy6tto lopetetaan fermentorin
taytyttya. Mikro-organismia inkuboidaan tietyn ajan verran, jonka jalkeen fer-
mentointi lopetetaan. Kasvatusmenetelmaa kaytetdan yleensa suuren solutihey-
den viljelyyn, jolloin biomassaa kertyy enemman kuin panoskasvatuksessa. So-

velluskohteita ovat esim. entsyymien ja leivinhiivan tuotto. [2; 8.]



Jatkuva kasvatus aloitetaan panosfermentointina. Fermentoinnissa kasvatettu
mikro-organismi kasvaa esim. sekoitussailiossa ja siihen lisataan jatkuvasti
substraattia, ravinteita ja kasvuliuosta sitd mukaa, kun tuotetta poistetaan, jol-
loin tyoskentelytilavuus on vakio. Kasvatusta voidaan jatkaa kaytannossa vii-
koista vuosiin. Sovelluskohteita on esim. yksisoluproteiinien (single cell protein)
tuotto. [2; 8.]

Nestefermentointitekniikkaa kaytetaan 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 seka biopolttoaineiden tuottamisessa. Mikro-

organismeina kaytetaan sienia ja bakteereja. [2.]

3.2 Puolikiinteiden aineiden fermentointitekniikka

Puolikiinteiden aineiden fermentoinnissa vapaan nesteen pitoisuutta on lisatty
ravinteiden saatavuuden ja fermentoinnin hallinnan helpottamiseksi. Tyypillisesti
tallaisessa fermentointimenetelmassa vesipitoisuuden tulee olla alle 30—40
m-%, veden aktiivisuus yli 0,95, aerobisessa systeemissa kaytdssa on jatkuva
alhaisen voimakkuuden sekoitus, tarkka lampdétilan ja veden aktiivisuuden saato
seka lammonvaihto ja pH:n suora mittaus. Lisaksi lampdtila, pH, biomassa-
tyyppi ja ominaisuudet kuten hiukkasten halkaisija ja pinta-ala ovat oleellisia

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

Puolikiinteiden aineiden fermentointia voidaan kayttaa, kun halutaan yhdistaa
vapaan nesteen pitoisuus valttamattomien ravinnevirtojen varmistamiseksi seka
olosuhteet, jossa raaka-ainetta voidaan kayttaa suurina pitoisuuksina. Sen
avulla voidaan tuottaa esim. 0Oljya, joka soveltuu kaytettavaksi biodieselin tuo-
tannon raaka-aineena seka sellulolyyttisia entsyymeja kayttamalla maatalouste-
ollisuuden jatteita, kuituja tai muita materiaaleja, joita voidaan kayttaa hiilen ja

energian lahteena sienille. [11; 12; 13.]



3.3 Kiintoainefermentointitekniikka — Solid-State Fermentation (SSF)

Kiintoainefermentointi tarkoittaa mikrobien kasvatusprosessia, jossa kaytetaan
kiinteita raaka-aineita vapaan veden puuttuessa tai lahes puuttuessa. Substraa-
tissa on kuitenkin oltava riittavasti kosteutta mikro-organismien kasvun ja ai-
neenvaihdunnan tukemiseksi. Se on vaihtoehto nestefermentointitekniikalle lisa-
arvotuotteiden kuten antibioottien, yksisoluisten proteiinien, entsyymien, orgaa-
nisten happojen, biotorjunta-aineiden, biopolttoaineiden, monityydyttymattomien
rasvahappojen (PUFA) ja aromien tuotannossa. Kiintoainefermentointiteknii-
kassa mikro-organismeina kaytetdan perinteisesti filamenttisia sienia, hiivoja
seka bakteereita, ja kasitellaan raaka-aineita, jotka ovat kiinteita ja sisaltavat

vain vahan kosteutta. [14.]

Kiintoainefermentointitekniikassa tulee ottaa huomioon tekijat, jotka vaikuttavat
mikrobien kasvuun ja aktiivisuuteen. Naita ovat mikro-organismin ja raaka-ai-
neen valinta, raaka-aineen esikasittely, sen hiukkaskoko, kosteus ja veden aktii-
visuus, suhteellinen kosteus, ympin tyyppi ja koko, fermentoituvan aineen lam-
podtila, aineenvaihduntalammon poistaminen, viljelyaika, SSF-ympariston tasa-
laatuisuuden sailyttaminen seka hapen kulutuksen nopeus ja hiilidioksidin kehit-

tymisaste. [3, s. 13.]

3.3.1 Raaka-aineiden valinta

Kiintoainefermentointitekniikassa tulisi olla kaytdssa kiinted huokoinen matriisi,
jotta mikrobit voivat kasvaa helposti kiintean aineen ja kaasun rajapinnalla. Ta-
vallisimpia kaytettyja raaka-aineita ovat viljanjyvat (riisi, vehna, ohra ja maissi)

palkokasvien siemenet, vehnaleseet, lignoselluloosamateriaalit (oljet, sahanpu-

rut ja puulastut) seka erilaiset kasvi- ja elainmateriaalit. [15; 16.]

Kiintean aineen ja kaasun rajapinnassa tulee olla oikeat olosuhteet, jotta
elinymparisto olisi optimaalinen home-, hiiva- tai bakteeriviljelmien nopealle kas-

vulle puhdas- ja sekaviljelmina. Kiintean matriisin tulisi olla mekaanisilta ominai-



suuksiltaan puristuksen kestava ja siedettava hellavaraista sekoittamista fer-
mentointiprosessin edellyttamalla tavalla. Veden aktiivisuuden tulisi olla suhteel-
lisen korkea kiintean aineen ja kaasun rajapinnalla, jotta biokemialliset prosessit
olisivat nopeat. Happea, muita kaasuja ja aerosoleja sisaltavan iimaseoksen tu-
lisi virrata suhteellisen alhaisessa paineessa, ja fermentoinnin homogeenisuu-
den takaamiseksi raaka-aineen sekoituksesta tulisi huolehtia. Lisaksi kiintoai-
neprosessissa kaytetyn raaka-aineen koostumus tulisi olla mikrobinkasvulle
suotuisa sisaltaen kasvulle tarkeita ravintoaineita, kuten hiilihydraatteja, rasvoja,
proteiineja ja vitamiineja. Lisaksi tulisi varmistaa, etta raaka-aine ei sisalla kas-

vua rajoittavia tekijoita tai aineita kuten suuria maaria suolaa. [15; 16.]

3.3.2 Yleisimmat fermentointiorganismit

Bakteerit, hiivat ja filamenttisienet voivat kasvaa kiinteilla alustoilla, joten niita
voidaan kayttaa SSF-prosesseissa. Filamenttiset sienet soveltuvat parhaiten
SSF-menetelmaan, ja ne ovat hallitsevassa asemassa useissa tutkimuksissa,
silla niilld on monipuolinen ja tehokas entsyymituotanto kuten a-amylaasin, sel-
lulaasien ja ksylanaasien tuotanto seka kyky hyddyntaa kompleksisia raaka-ai-
neita. Bakteereja kaytetaan paaasiassa kompostointiin, sailérehun valmistuk-
seen ja joihinkin elintarvikeprosesseihin, esim. maitohappobakteereita kayte-
taan maitotuotteiden kuten jogurtin ja juustojen valmistuksessa. Hiivoja voidaan
kayttaa etanolin ja elintarvikkeiden tai rehun tuotantoon, mutta filamenttiset sie-
net ovat kuitenkin tarkein SSF-prosessissa kaytettava mikro-organismiryhma.
[15; 16.]

Sienet menestyvat hyvin epasuotuisissa elinymparistoissa seka aarimmaisissa
ymparistoolosuhteissa niiden tehokkaan entsyymijarjestelman ja aineenvaih-
duntansa ansiosta. Ne saavat energiansa orgaanisten yhdisteiden hajottami-
sesta, ja ne hajottavat solunulkoisesti erittyvien entsyymien avulla polymeerisia
yhdisteitd ennen monomeerien hyddyntamista hiilen ja energian lahteina. Niiden
kyky tuottaa solunulkoisia entsyymeja on sienen selviytymisen kannalta tar-

keaa, silla ne hajottavat ja muuttavat monimutkaisia yhdisteita yksinkertaisiksi



tuotteiksi. Sienet osallistuvat ei-toivottujen aineiden ja yhdisteiden (esim. pesu-
aineet ja torjunta-aineet) biologiseen hajottamiseen ja muuttavat ne vaaratto-
miksi, siedettaviksi tai hyodyllisiksi tuotteiksi. Vesi on ehdottoman tarkeaa sien-
ten aineenvaihdunnalle, ja kaikki olosuhteet, jotka vahentavat veden saata-

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

Filamenttisienille tyypillinen kasvutapa antaa merkittavan edun yksisoluisiin
mikro-organismeihin verrattuna kiinteiden substraattien kolonisaatiossa ja kay-
tettavissa olevien ravinteiden hyodyntamisessa. Kasvatusprosessissa voidaan
hyodyntaa puhdasviljelmia tai sekaviljelmia. Filamenttisienet soveltuvat erin-
omaisesti kasvamaan alhaisemmisakin kosteuspitoisuuksissa, kun taas baktee-

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

Tassa tyossa keskitytaan etenkin filamenttisienten hyddyntamiseen kiintoaine-
fermentoinnissa. Elintarvikekelpoisia ja -hyvaksyttyja filamenttisienia voidaan

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

Aspergillus-suvun sienia kuten Aspergillus oryzae ja Aspergillus niger -kantoja
on jo pitkdan hyodynnetty elintarvikkeiden valmistuksessa. A. oryzae -sienta
kaytetaan tyypillisesti japanilaisessa fermentointiteollisuudessa kuten mison
(papujuustomauste), shoyun (soijakastike), saken ja etikan tuotannossa. A.
oryzae voi kuitenkin tuottaa erilaisia mykotoksiineja, jos fermentointi jatkuu pi-
dempaan kuin naiden mikrobien tuottamiseen tavallisesti tarvittava aika. A. ni-
ger -sienta kaytetaan leivan- ja oluenvalmistuksessa, ja se pystyy myos 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 lampdtilassa ja voi itda 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 hydrolyyttisia entsyymeja, kuten amylaaseja, proteaaseja ja lipaaseja, ja ne



tuottavat monia solunulkoisia entsyymeja, jotka hajottavat hiilihydraatteja, po-
lypeptideja ja nukleiinihappoja. Aspergillus-suvun sienet ovat myos tarkeita or-
gaanisten yhdisteiden, kuten glutamiinihapon ja monien teollisten entsyymien,
kuten glukoamylaasin, a-amylaasin ja sellulaasin lahteita, joita kaytetaan tarkke-
lyksen kasittelyssa, leivonnassa, pesuaineiden valmistuksessa ja panimotoimin-
nassa maailmanlaajuisesti. Aspergillus-suvun sienet tuottavat tarvittavia entsyy-
meja raaka-aineiden muuttamiseksi helpommin sulaviksi komponenteiksi, ja ne
vaikuttavat fermentoitujen tuotteiden variin, makuun, aromiin ja koostumukseen.
Aspergillus-suvun elintarvikekelpoisten sienten tuoreen viljelman tai konidion
vari voi olla kellanvihrea tai tumma riippuen kannasta. Ne tuoksuvat makealta ja

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

Rhizopus-suvun sienia on kaytetty fermentoinnissa elintarvikkeiden valmistami-
sessa, etenkin Rhizopus oryzae ja Rhizopus oligosporus -kantoja. R. oligospo-
rus on yleisesti turvallisena pidetty home, jolla on kyky hyodyntaa erilaisia hiili-
lahteita kasvussaan, ja sita on jo pitkaan kaytetty Indonesiassa ihmisravinnoksi
tarkoitetun tempehin valmistuksessa. Rhizopus oryzae -kantaa hyddynnetaan
esimerkiksi entsyymien tuotannossa, orgaanisten happojen synteesissa seka

fermentoitujen elintarvikkeiden kaytdssa. [28; 29.]

Rhizopus-suvun homeet kasvavat parhaiten pH:n ollessa 5-7, lampdtilassa 25—
35 °C ja suhteellisen kosteuden ollessa 85-95 %. Suolapitoisuus inhiboi kasvua
pitoisuuden noustessa yli 0,5 % wl/v, joka tarkoittaa massaprosenttia tilavuutta
kohden. [30.]

Rhizopus-suvun sienten on todettu tuottavan kiintoainefermentoinnissa erilaisia
entsyymeja kuten proteaaseja, amylaaseja ja sellulaaseja. Rhizopus-suvun kan-
nat tuottavat maitohappoa aerobisesti glukoosista, ksyloosista tai sakkaroosista
ja muuttavat tarkkelysta tai tarkkelyspohjaisia raaka-aineita maitohapoksi. Li-
saksi sita hydodynnetaan muidenkin aineenvaihduntatuotteiden, kuten etanolin ja

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

Sienientsyymeja kaytetaan useissa eri sovelluksissa, kuten elintarvikkeiden, re-
hujen, sellun ja paperin, tekstiilien, pesuaineiden, juomien seka biopolttoainei-
den tuotannossa. Entsyymeja tuotetaan yleensa rutiininomaisesti yhden kannan
fermentoinnilla, mutta yhteisviljelmia on tutkittu esim. Aspergillus nigerin ja A.
oryzae -kantojen yhteiskasvatus on johtanut monimutkaisempaan entsyymipro-
fillin osoittamiseen. Tallaiset sekaviljelmat voivat tuottaa optimaalisempia ent-
syymiseoksia, joita voidaan kayttaa esimerkiksi biopolttoaineiden tuotannossa.
[32.]

Entsyymiaktiivisuus tarkoittaa nopeutta, jolla entsyymi katalysoi tiettya reaktiota.
Se maaraytyy entsyymin aktiivisen alueen, substraatin pitoisuuden ja reaktio-
olosuhteiden mukaan. Entsyymit ovat biologisia katalyytteja, jotka nopeuttavat
biokemiallisia reaktioita elavissa organismeissa. Niita voidaan ottaa soluista ja
kayttaa katalysoimaan monenlaisia kaupallisesti tarkeita prosesseja. Niilla on
tarkea rooli esimerkiksi makeutusaineiden tuotannossa ja antibioottien modifi-
oinnissa. Katalyytteina entsyymeja tarvitaan vain hyvin pienina pitoisuuksina, ja
ne nopeuttavat reaktioita kuluttamatta itseaan reaktion aikana. Tavallisesti ent-
syymeja kuvataan siten, etta ne pystyvat katalysoimaan substraattimolekyyleja

ja muuttamaan ne tuotemolekyyleiksi. [33.]

Entsyymit toimivat optimaalisesti tietyissa olosuhteissa, jotka maksimoivat nii-
den reaktionopeuden. Reaktionopeus kasvaa substraattipitoisuuden kasvaessa,
kunnes saavutetaan kyllastymispiste, jossa kaikki kaytettavissa oleva entsyymi
tyostaa substraattia. Reaktionopeus on myos optimaalinen tietyssa lampdtilassa
ja pH:ssa. Aarimmaisissa lampétiloissa ja pH-arvoissa entsyymi saattaa denatu-
roitua tai sen muoto muuttuu rakenteellisesti niin, ettei se pysty tunnistamaan

substraattia tai katalysoimaan reaktiota. [34.]

Sen lisaksi, etta entsyymit ovat erittdin tehokkaita katalyytteja, niilla on myos
huomattava spesifisyys, silla ne yleensa katalysoivat vain yhdenlaisten tai usei-

den samantyyppisten substraattimolekyylien muuntamista tuotemolekyyleiksi.
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Joillakin entsyymeilla on ryhmaspesifisyys, esimerkiksi emaksinen fosfataasi voi
poistaa fosfaattiryhman useista eri substraateista. Toisilla entsyymeilla on pal-
jon suurempi spesifisyys, jota kutsutaan absoluuttiseksi spesifisyydeksi. Esimer-
kiksi glukoosioksidaasi on lahes taysin spesifinen substraatilleen, 3-D-glukoo-

sille, eika se kaytannossa toimi lainkaan muiden monosakkaridien kanssa. [33.]

Tyossa tutkittavat amylaasit ovat hydrolyyttisia entsyymeja, jotka vaikuttavat li-
neaarisiin amyloosiketjuihin hajottamalla 1,4-a-d-glykosidisidoksia, jolloin moni-
mutkaiset hiilihydraatit muuttuvat yksinkertaisemmiksi sokereiksi. Amylaasin
pilkkoessa tarkkelysta pienemmiksi molekyyleiksi syntyy maltoosia, jonka mal-
taasi puolestaan pilkkoo kahdeksi glukoosimolekyyliksi. Taman lisaksi tarkkelyk-
sen pilkkominen voi vaikuttaa elintarvikkeissa aromien muodostumiseen.
Amylaasientsyymit luokitellaan kolmeen paaluokkaan niiden kolmiulotteisen ra-
kenteen, reaktiomekanismien ja aminohapposekvenssien perusteella. Paaluo-
kat ovat a-, B- ja y-amylaasit, joista jokainen kohdistuu hiilihydraattimolekyylin
eri kohtiin. a-amylaasia esiintyy ihmisissa, elaimissa, kasveissa ja mikrobeissa,
kun taas B -amylaasia esiintyy paaasiassa mikrobeissa ja kasveissa. y-

amylaasia voi esiintya seka elaimissa etta kasveissa. [35; 36.]

5 Sienten amylaasiaktiivisuuden tutkiminen ja maaritys

Sienten amylaasiaktiivisuutta voidaan tutkia spektrometrisesti kuten dinitrosali-
syylihappomenetelmalla (DNS-menetelma), jonka avulla voidaan mitata pelkis-
tavien sokerien kokonaismaara hydrolyytissa. DNS on emaksinen reagenssi,
joka kiinnittyy pelkistaviin sokereihin, jonka jalkeen voidaan havaita varimuutok-
sia absorptiolla 540 nm:ssa. Nelson-Somogyi-menetelmaa kaytetaan pelkista-
van sokerin mittaamiseen kayttaen kuparireagensseja ja arsenolmolibdaattia.
Menetelman toimintaperiaatteena on arsenomolibdaatin kanssa reagoiva kupa-
rioksidi, joka pelkistyy molybdeenisiniseksi, ja sininen vari mitataan absorbans-
sina. [37.]
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Sienten entsyymiaktiivisuuden tutkimisessa voidaan myds hyddyntaa maljavilje-
lymenetelmaa. Tassa tyossa kiinnostavia entsyymeja ovat amylaasit ja menetel-
maksi valikoitui agardiffuusiomenetelma. Suhteellinen entsyymiaktiivisuus voi-

daan arvioida maljalta siihen syntyvan kirkkaan vyohykkeen muodostumisella ja

kasvulla vyohykkeen halkaisijan avulla. [37.]

5.1 Agardiffuusiomenetelma

Agardiffuusiomenetelmia on kaytdssa useita: agarkuoppa-, agarlevy- ja agar-
tulppadiffuusiomenetelmat. Agarkuoppadiffuusiomenetelmaa kaytetaan laajalti
kasvien tai mikrobiuutteiden antimikrobisen aktiivisuuden arviointiin. Menetel-
man tarkoituksena on levittaa koko agarin pinnalle mikrobiymppi ja maljan kes-
kelld olevaan reikdan inokuloidaan antimikrobista ainetta tai uuteliuosta. Maljoja
inkuboidaan sopivissa olosuhteissa testattavan mikro-organismin mukaan, jol-
loin antimikrobinen aine diffundoituu agaralustaan ja estaa testattavan mikrobi-

kannan kasvua. [38.]

Agarlevydiffuusiomenetelmaa kaytetdan monissa kliinisen mikrobiologian labo-
ratorioissa rutiininomaisessa mikrobiladkeherkkyystestauksessa. Menetelmassa
agarmaljoille inokuloidaan testattavaa mikro-organismin standardoitua ymppia.
Seuraavaksi agarin pinnalle asetetaan suodatinpaperikiekot, jotka sisaltavat
testattavaa yhdistetta halutussa pitoisuudessa. Maljoja inkuboidaan sopivissa
olosuhteissa, jolloin antimikrobinen aine diffundoituu agariin ja estaa testattavan
mikro-organismin itamista ja kasvua. Taman jalkeen mitataan inhibitiokasvu-

vyohykkeiden halkaisijat. [38.]

Agartulppadiffuusiomenetelmaa kaytetaan usein mikro-organismien valisen an-
tagonismin osoittamiseksi. Menetelmassa kiinnostuksen kohteena olevasta kan-
nasta tehdaan viljelma ja silla tehdaan maljan pinnalle juovia. Inkuboinnin ai-
kana mikrobisolujen erittdmat molekyylit diffundoituvat agaralustaan, minka jal-
keen agar irrotetaan aseptisesti steriililla korkkiporakoneella. Se asetetaan toi-

sen maljan agarin pinnalle, johon on aiemmin istutettu testattava mikro-orga-
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nismi. Nain aineet diffundoituvat tulpasta agarmediumiin. Taman jalkeen mikro-
bien erittamien molekyylien antimikrobinen aktiivisuus voidaan havaita esto-

vyOhykkeena agartulpan ymparilla. [38.]

Amylaasin esiintymista mikro-organismiviljelmissa on tutkittu sovelletulla Wiis-

manin menetelmalla. Siina entsyymiliuosta laitettiin agarkuoppiin tai se levitettiin
agarin pinnalla olevien steriilien paperikiekkojen paalle. Niiden annettiin inkuboi-
tua valvotuissa lampdtila- ja aikaolosuhteissa. Inkuboinnin jalkeen maljoille lisat-
tiin jodiliuosta, joka toi nakyviin vyohykkeet naytteen ymparille osoittaen tarkke-

lyksen hydrolyysin. [39.]

5.2 Spektrofotometriset menetelmat

Jokainen kemiallinen yhdiste absorboi tai heijastaa valoa sahkdmagneettisen
spektrin aallonpituuksilla. Kun valo kulkee minka tahansa liuoksen lapi, osa siita
absorboituu. Spektrofotometriset tekniikat perustuvat sdahkémagneettisen satei-
lyn ja aineen valisiin vuorovaikutuksiin. Spektrofotometria mahdollistaa seka
laadullisen ettda maarallisen analyysin. Aineen konsentraation kasvaessa valon
absorptio lisdantyy ja valon lapaisy vahenee. Se on yksi kaytetyimmista analyyt-
tisista havaitsemismenetelmista eri sovellusaloilla, koska se on helppokayttoi-
nen, tarkka ja edullinen tekniikka. Sita kaytetdan yhtenaan sienten amylaasiak-

tiivisuuden tutkimisessa. [40.]

Spektrofotometrisissa tekniikoissa mittausvalon aallonpituusalue on noin 200—
900 nm. Analysoitava nayteliuos laitetaan kyvettiin, jossa on kaksi samansuun-
taista suoraa pintaa. Naiden valimatka on kyvetin paksuus (valotien pituus). Ky-
vetin paksuus on yleensa 10 mm, mutta se voi olla pienempi, jos nayte absorboi
valoa voimakkaasti, ja suurempi, jos nayte absorboi valoa heikosti. Kyvetin ja
liuottimen tulee lapaista mittausvaloa. Liottimen taytyy liuottaa tutkittava yhdiste
ja vastata haluttuja mittausolosuhteita. Valitun aallonpituuden valo menee ky-
vetissa olevaan naytteeseen. Mita suurempi naytteen konsentraatio on, sita
enemman valosta absorboituu naytemolekyyleihin. Mittauksessa kaytetaan siksi

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

Tyossa tutkittiin kolmen eri ymppaysmenetelmanvaikutusta sienen A
amylaasiaktiivisuuteen. Ymppaysmenetelmia olivat jauhoymppi, jossa itiot levi-
tettiin kiintoaineeseen jauhon mukana, vesiymppi, jossa itiot lisattiin ensin ve-
teen ja sen jalkeen kiintoaineeseen, seka myseeliymppi, jossa sienta kasvatet-

tiin ensin liuoskasvatuksena ja lisattiin sen jalkeen kiintoaineeseen.

Amylaasiaktiivisuuden maarittamista varten naytteita otettiin eri aikapisteista: 0
tuntia, 18 tuntia ja 24 tuntia ymppayksen jalkeen seka 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 viljelmaa. Ensin aloitettiin myseeliymppien valmistus ja
seuraavaksi vesiymppien seka 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 lampdtilan. Jauhot jaahdytettiin 40-50 °C:n, sen jalkeen sii-
hen lisattiin itiot (108 itiota/g). Itiét sekoitettiin tasaisesti jauhojen sekaan, minka

jalkeen ne olivat valmiita ymppaysta varten.

Myseeliympin kasvatusliemi valmistettiin valmiista FEB:st4, jota oli fermentoitu
n. 48 tuntia. Valmista FEB:ta punnittiin 100 g, joka sekoitettiin 900 g:aan vetta.
Seos keitettiin 60 °C:ssa 20 minuutin ajan Thermomixilla, minka jalkeen se suo-
datettiin suodatinkankaan lapi. Suspensio kaadettiin Schott-pulloon ja autokla-
voitiin 121 °C:ssa 15 min ajan. Kasvatusliemeen lisattiin 0,5 g iti6ita (108 iti-
0itd/g) ja inkuboitiin 5 vuorokautta huoneenlammadssa magneettisekoitajassa.
Kuvassa 1 oikealla valmis myseeliymppi. Kasvatuksen saanto oli 30 g kosteaa
myseelia per litra, joka maaritettiin kosteusanalysaattorilla. Myseeliymppia var-

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

10-prosenttiseen myseeliymppiin 100 g.

VWReZ
BORGSILICATE * ~
1000 ml

Kuva 1. Vesi- ja myseeliympit

Tydssa valmistettiin kaksi vesiymppia (kuva 1 vasemmalla). Ensimmaiseen ve-
siymppiin punnittiin 0,05 g itioita ja toiseen 0,5 g itioita, silla vesiymppien tavoi-
teitiopitoisuudet olivat 10* itiota/g raaka-ainetta ja 10° itiota/g raaka-ainetta, ja

itiGjauhon maara laskettiin raaka-ainekiloa kohden. Itiot lisattiin 10-proenttiseen

suodatettuun glyseroliliuokseen (10 ml) itididen sekoittumisen helpottamiseksi.

6.2 Kiintoainefermentointiprosessi

Fermentoinnissa kaytettiin filamenttisienta, josta kaytetaan tassa tydssa nimea
Sieni A, ja raaka-aineena toimi proteiinipitoisen palkokasvin ja viljaraaka-aineen
seos. Raaka-aineseosta punnittiin 1 kg GN-vuokiin, jotka steriloitiin uunissa. Ta-
man jalkeen niiden annettiin jaahtya 40-50-asteiseksi ja niihin lisattiin ennalta

maaritetty maara filamenttisienta eri ymppaysmenetelmin. Vuoat siirrettiin fer-
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mentoitumaan noin kahdeksi vuorokaudeksi. Fermentoinnin olosuhteet olivat jo-
kaisen ymppaysmenetelman kohdalla samat. Fermentointilampatila kasvatuk-
sen aikana oli 30 °C, suhteellinen kosteus 80 % ja fermentoinnin kesto n. 48
tuntia. Mittaukset tehtiin jokaisesta ymppaysmenetelmasta otetuista yksista

naytteista.

6.3 Kosteuspitoisuuden maaritys

Naytteiden kosteuspitoisuus tuli maarittaa entsyymiaktiivisuuslaskuja varten.
Kosteuspitoisuus maaritettiin punnitsemalla foliovuoat, joihin laitettiin 10 g nay-
tetta. Ne kuivattiin Klarstein Master Jerky -kuivurissa, minka jalkeen foliovuoat
punnittiin kuivattujen naytteiden kanssa. Foliovuokien ja kuivattujen naytteiden
painot vahennettiin alkuperaisesta massasta ja tulokseksi saatiin naytteiden
markapainot. Naiden perusteella pystyttiin maarittamaan naytteiden kosteuspi-

toisuudet.

6.4 Agardiffuusiomenetelma

6.4.1 Maljojen valmistus amylaasiaktiivisuuden maarittamiseen

Amylaasiaktiivisuuden maarittamiseksi valmistettiin Abdel-Raheemin ja Sheare-

rin (42, s. 4) tutkimuksen perusteella elatusainetta 2 | pulloon, joka sisalsi

. 2 g/l tarkkelysta
o 1 g/l peptonia
o 1 g/l hiivauutetta

o 20 g/l agaria.

Pullo taytettiin tislatulla vedella 1 l:aan asti ja alusta autoklavoitiin 121 °C:ssa 20
minuutin ajan, minka jalkeen jokaiselle petrimaljalle valettiin n. 20 ml elatusai-

netta. Maljat sailottiin jadkaapissa kasvatuksen aloittamiseen asti. [42.]
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6.4.2 Entsyymiuutteen valmistus

Naytteista 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:ta 15 ml:n Falcon-putkeen,
johon lisattiin 9 ml kaanteisosmoosivetta (RO-vesi). Liuosta inkuboitiin 4 °C:ssa
30 minuutin ajan koko ajan kasin sekoittaen. Taman jalkeen liuos sentrifugoitiin
6 500 g:lld 5 minuutin ajan. Lopuksi supernatantti steriilisuodatettiin ruis-

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

6.4.3 Naytteiden inokulointi maljoille

Entsyymiuutetta pipetoitiin maljoille tehtyihin kuoppiin 50 ul (kuopan halkaisija
0,5 cm) ja maljoja inkuboitiin ynden vuorokauden ajan 45 °C:ssa. Lisaksi reak-
tion toimivuus varmistettiin positiivisella kaupallisella amylaasientsyymiliuoksella
(AB Enzymes Gammafungase, jonka ilmoitettu aktiivisuus on 1 300 AZ/g) ja ne-
gatiivisella (RO-vesi) kontrollilla. Taman jalkeen maljoille pipetoitiin 2 ml 1-pro-
senttista vesipitoista jodikaliumjodidiliuosta (IPI-liuos). IPI-liuoksen lisdédminen
maljalle johtaa kirkkaiden kehien ilmaantumiseen naytteiden ymparille, mika
osoittaa tarkkelyksen hydrolyysin. Aktivisuus maaritettiin mittaamalla viivoitti-

mella muodostuneen kirkaskehan halkaisija.

6.5 Amylaasiaktiivisuuden maaritys spektrofotometrisesti

Amylaasiaktiivisuus maaritettiin lisaamalla valmistettua entsyymiuutetta 1-pro-
senttiseen tarkkelysliuokseen, joka toimi reaktiosubstraattina. Reaktiossa va-
pautunut glukoosi mitattiin Megazyme-sakkaroosi-glukoosikitilla. Kitissa kayte-
taan puhdasta glukoosioksidaasia, peroksidaasia ja B-fruktosidaasia. Sita kayte-
taan D-glukoosin ja sakkaroosin spesifiseen mittaamiseen esim. elintarvi-
keuutteista. Yksi amylaasiyksikko maaritettiin entsyymimaaraksi, joka vapautti
tarkkelyksesta 1 pmol/min D-glukoosia. 1-prosenttinen tarkkelysliuos valmistet-

tiin 0,05 M natriumfosfaattipuskuriin, joista tehtiin hydrolyysinaytteet. Nama val-
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mistettiin ja muokattiin tydhon sopiviksi Debin ym. (44, s 154) tutkimuksen pe-
rusteella. Naytteista tehtiin kolme rinnakkaista mittausta satunnaisvirheita ai-

heuttavien tekijoiden poissulkemiseksi.

1-prosenttinen tarkkelysliuos 0,05 M natriumfosfaattipuskuriin valmistettiin pun-
nitsemalla 0,5 g perunatarkkelystd 100 ml:n dekantterilasiin. Siihen lisattiin 2,5
ml 1 M natriumfosfaattipuskuria ja sekoitettiin tasaiseksi. 47,5 ml tislattua vetta
kiehautettiin, kaadettiin tarkkelystahnaan ja sekoitettiin, kunnes kaikki tarkkelys
oli liuennut. Tuloksena oleva liuos oli hieman samea. Tarkkelysliuoksen annet-

tiin jaahtya huoneenlampdoon ennen kayttoa.

Reaktioseos koostui 1-prosenttisesta tarkkelysliuoksesta, 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. Taman jalkeen ne sentrifugoitiin 10 000
g:ssa 2 minuutin ajan. Liuos sailytettiin pakkasessa myohempia analyyseja var-
ten. Reaktion toimivuus varmistettiin positiivisella seka negatiivisella kontrollilla.
Positiivinen kontrolli valmistettiin tarkkelysliuoksesta seka kaupallisesta
amylaasientsyymiliuoksesta (AB Enzymes Gammafungase). Negatiivikontrol-

lissa kaytettiin RO-vetta entsyymiuutteen sijasta.

Amylaasiaktiivisuus maaritettiin spektrofotomerisesti. Reaktiossa vapautunut
glukoosi mitattiin seuraamalla Megazyme-sakkaroosi-glukoosikitin ohjeita. Oh-
jeesta poiketen reaktion kokonaistilavuutena kaytettiin 0,85 ml. Absorbanssit

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

Naytteiden 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 edella mainittujen kuiva-ainepitoisuuksien lisaksi inkubointi-
aika alkuperaisessa uutossa (30 min) ja ymppaysmenetelmien vapautuneen

glukoosin maarat (g/l).

vapautunutglukoosi%

Amylaasiaktiivisuus U = —_Somin___ (2)
(1—kuiva—ainepitoisuus)

Laskuissa oletuksena oli 45 °C:n lampdtila.

7 Tulokset ja pohdinta

7.1 Ymppaysmenetelman vaikutus kasvunopeuteen

Ymppaysmenetelmien vaikutuksia kasvunopeuteen ja sienirihman maaraan tut-
Kittiin aistinvaraisesti (visuaalisesti). Taulukossa 1 havainnoidaan eri ymppays-
menetelmien kasvunopeutta eri aikapisteissa asteikolla 0—+++ (0=ei kasvua,

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

Taulukko 1. Sienen kasvu kuvattuna asteikolla 0—+++, jossa 0 tarkoittaa, etta
kasvua ei ole tapahtunut lainkaan, + kohtalaista kasvua, ++ hyvaa kasvua ja
+++ erinomaista kasvua.

Oh 18 h 24 h 48 h
Jauhoymppi 0 + ++ +4++
Vesiymppi 104 itiota/g 0 0 + +
Vesiymppi 107 itiota/g 0 + ++ +++
1-prosenttinen 0 0 + +
myseeliymppi
10-prosenttinen 0 0 + ++
myseeliymppi
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Taulukon 1 avulla voidaan hahmotella visuaalista kasvunopeutta asteikolla 0—
+++. Fermentoinnin edetessa huomattiin, etta selkeaa kasvua havaittiin vasta
24 tuntia fermentoinnin jalkeen. Jauhoymppi seka vesiymppi 10° itioté/g osoitti-
vat kasvua jo 18 tunnin jalkeen. Nama osoittivat myos kahden vuorokauden fer-
mentoinnin jalkeen erinomaista kasvua verrattuna muihin ymppaysmenetelmiin.
Aminin ym. (47, s. 3) artikkelissa tutkittiin A. niger -sienen, joka on vertailukel-
poinen sieni A:n kanssa, kasvunopeutta ja todettiin, ettd 1-3 paivan sisalla kas-
vatuksen aloituksesta solut alkavat jakautua ja muuttua aktiivisemmiksi, mika on

linjassa tassa tyossa havaitun kasvun kanssa.

Ensimmaisen vuorokauden fermentoinnin jalkeen myseeli- ja vesiymppien val-
miit FEB:t osoittivat vain hieman vaaleaa kasvustoa verrattuna jauhoseokseen.
Kasvunopeudessa ei tdssa vaiheessa nakynyt huomattavia eroja. Noin 48 tun-
nin fermentoinnin jalkeen valmiissa kasvustoissa oli huomattavia eroja. 1-pro-
senttinen myseeliymppi ja vesiymppi 10% itiota/g jaivat hieman raaoiksi eli olivat
paasaantoisesti vain vaalean kasvuston peitossa. 10-prosenttinen
myseeliymppi ja vesiymppi 10° itidtd/g kasvoivat huomattavasti paremmin, ja
niissa nakyi vinertavaa kasvustoa. Kuvasta 2 voidaan erottaa eri ymppaysme-

netelmien vaikutukset kasvunopeuteen 48 tuntia fermentoinnin jalkeen.
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Kuva 2. 1. Jauhoymppi 2. 1-prosenttinen myseeliymppi 3. 10-prosenttinen
myseeliymppi 4. Vesiymppi 10# iti6itd/g ja 5. Vesiymppi 10° itiditd/g ymppays-
menetelmien kasvustot 48 tuntia fermentoimisen jalkeen.

Visuaalisen tarkastelun perusteella havaittiin, etta rihmaston maara vaihteli eri
ymppaysmenetelmien valilla. Vesiympin 10° itiditd/g rihmaston maara oli suurin
jauhoympin lisaksi. 1-prosenttisen myseeliympin ja vesiympin 10* rihmastojen
maarat olivat vahaisia ja ne olisivat tarvinneet useamman tunnin lisdaikaa, jotta
kasvusto olisi ollut tarpeeksi runsasta jatkokasittelya varten. 10-prosenttisen
myseeliympin rihmaston maara oli 1ahes yhta runsas kuin vesiympin 10° iti-

Oita/g. Naista esiympeista parhaiten kasvoi jauhoymppi.
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Nama erot voivat johtua ymppityypista, lampétilasta ja kosteuspitoisuudesta ku-
ten Gowthaman ym. (48, s. 306—309) totesivat artikkelissaan. Ymppityypeilla voi
olla erilaiset optimaaliset olosuhteet, vaikka kaytossa olisikin sama sienikanta,
esim. jauhoymppi kasvoi tdman tyon olosuhteissa paremmin kuin vesiymppi 104
itiota/g. Lampdtilan saatdé on voinut vaikuttaa eroihin, silla prosessin aerobisesta
luonteesta johtuva suuri lammontuotto ei havia helposti kiintoaineen huonon

lammonjohtavuuden takia. [48.]

7.2 Kasvatusten kosteuspitoisuus

Kosteuspitoisuus (%) kertoo veden prosenttiosuuden aineseoksessa, ja mita
suurempi tama arvo on, sita kosteampi seos on. Tydssa toimineesta kiintoai-
neesta maaritettiin kosteuspitoisuudet entsyymiaktiivisuuslaskuja varten. Ku-

vasta 3 nahdaan pitoisuuksien erot eri naytteiden valilla eri aikapisteissa.

Naytteiden kosteuspitoisuudet (%) eri
aikapisteissa

70
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2 50 %Q \
3 B—
£ 40 \
9 \
% 30
2 20
0 0h 18 h 24 h 48 h
e} .
N2 Aika (h)

e Jauhoymppi = 104 itiditd/g vesiymppi

105 itidité/g vesiymppi ====1 % myseeliymppi

10 % myseeliymppi

Kuva 3. Naytteiden kosteuspitoisuudet eri aikapisteissa.

Jauhoympin lahtotilanne oli muihin naytteisiin verrattuna kuivin, kun taas 10-
prosenttinen myseeliymppi kostein. Tama johtui siita, etta jauhoypmppi ei sisal-
tanyt lainkaan kosteutta, kun 10-prosenttinen myseeliymppi oli 100 ml nestetta.

Samasta syysta sen kosteuspitoisuus on muita naytteitd suurempi jokaisessa
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aikapisteessa. Vesiympin 10° itidta/g kosteuspitoisuus laski 48 tunnin fermen-
toinnin aikana eniten, ja vesiympin 10# itidta/g seka 1-prosenttisen myseeliym-
pin kosteuspitoisuudet vahenivat lahes samassa tahdissa. Gomes ym. (49, s.
521-526) artikkelissa oletettiin kiintoaineen kuivumisen lisaantyvan fermentoin-
nin edetessa johtuvan sienen aineenvaihduntatoiminnasta, mika voisi myos se-
littaa tassa tyossa havaitut tulokset. Kosteuspitoisuus oli Iahes jokaisella nayt-
teella eri, vaikka fermentointitilan kosteuspitoisuus oli 80 %. Optimaalinen kos-
teustaso tulisi sailyttda koko prosessin ajan, silla liian alhainen kosteuspitoisuus
vahentaa mikrobien kasvua ja entsyymien stabiiliuutta. Liian korkeat kosteuspi-
toisuudet taas johtavat kaasunsiirron rajoittumiseen ja bakteerien aiheuttamaan
kilpailuun [49].

7.3 Ymppaysmenetelman vaikutus entsyymiaktiivisuuksiin
7.3.1 Amylaasiaktiivisuus agardiffuusiomenetelmalla

Agardiffuusiomenetelmassa entsyymin hajottama substraatti muodosti agarin
pinnalle kirkkaan kehan, kun maljoille lisattiin IPI-liuosta (kuva 4). Maljat luettiin

mittaamalla kehan halkaisija viivoittimella.
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Kuva 4. Maljoille kehittyneet kehat IPI-liuoksen lisaamisen jalkeen. Kuvassa va-
semmalta oikealle vesiympin 10° itiota/g naytteet 18 tuntia, 24 tuntia ja 48 tuntia
fermentoimisen jalkeen.

Kuvan 4 maljoilla nahdaan esimerkki muodostuneista vyohykkeista 18 tuntia, 24
tuntia ja 48 tuntia fermentoimisen jalkeen. Kuvasta voidaan havaita amylaasiak-

tiivisuuden lisdantyvan, mita pidemmalle kasvatusta paastaan.

Jokaisella maljalla, jossa entsyymiaktiivisuutta tapahtui, havaittiin kehat IPI-liu-
oksen lisaamisen jalkeen. Niiden halkaisijat mitattiin viivoittimen avulla, ja saa-
dut tulokset on koostettu taulukkoon 2. Jokaisen naytteen kohdalla amylaasiak-
tiivisuus lisaantyi, mitd pidemmalle fermentointia edettiin. Balin ym. (50) mukaan
sienen amylaasiaktiivisuus lisdantyi fermentointiajan pidentyessa ja suurin
amylaasiaktiivisuus osoitettiin 35 °C:ssa 6 vuorokauden fermentoinnin jalkeen.
Artikkelin tulokset selittavat taman tyon menetelman tulokset, silla amylaasiaktii-
visuuden havaittiin kehien halkaisijoiden perusteella lisaantyvan fermentoin-
tiajan pidentyessa. Tasaisinta aktiivisuuden lisaantymista osoittivat jauhoymppi
ja vesiymppi 10° itita/g. Tassa tyossa fermentointi tapahtui 30 °C:ssa 48 tunnin

ajan.
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Taulukko 2. Maljoilla esiintyvien kehien halkaisijoiden mitat senttimetreina eri ai-
kapisteissa.

Ymppaysmenetelma Oh 18 h 24 h 48 h
Jauhoymppi 0Ocm 2,3cm 2,5cm 2,6 cm
Vesiymppi 104 itiota/g Ocm Ocm 1,7 cm 2,6 cm
Vesiymppi 10° itiota/g 0Ocm 2,2cm 2,4 cm 2,7 cm
1-prosenttinen Ocm 1,8 cm 2,4 cm 2,6 cm
myseeliymppi

10-prosenttinen 1,2 cm 1,8 cm 2,2cm 2,4 cm
myseeliymppi

Taulukon 2 halkaisijoiden perusteella voidaan paatella, etta amylaasiaktiivi-
suutta on tapahtunut lahes jokaisella maljalla O tunnin jalkeen ja aktiivisuus li-
saantyi kasvun edetessa. Amylaasiaktiivisuuden lisaantyminen jokaisen ymp-
paysmenetelman kohdalla on ollut suhteellisen tasaista, mutta 10-prosenttinen
myseeliymppi ja vesiymppi 10# itidté/g erottuivat joukosta. 10-prosenttisessa
myseeliympissa amylaasiaktiivisuutta on ollut Iasna heti ymppayksen jalkeen ja
on lisdantynyt tasaisesti eri aikapisteissa. Abdullah ym. (51) osoittivat ympin
maaralla (% v/v), lampdtilalla ja fermentointiajalla olevan vaikutusta amylaasiak-
tiivisuuteen. % v/v tarkoittaa tilavuusprosenttia. Suurempi ympin maara tuottaa
korkeampia aktiivisuuksia, joten taman tyon tulokset ovat sen suhteen yhte-
nevaiset Abdullah ym. (51) tutkimuksen kanssa. Artikkelissa optimaalinen fer-
mentointilampdtila ja -aika olivat 30 °C ja 72 tuntia, ja tulokset tukivat taman
tydn tuloksia. Jo myseeliympin esikasvatuksessa voi muodostua amylaasiaktii-
visuutta, joten aktiivisuutta havaittiin jo nollanaytteessa. Rameshan ym. (52, s.
1213) tutkimuksessa kasvatettiin sientd nestemaisessa kasvatusalustassa seit-
seman vuorokauden ajan eri lampdtiloissa, ja huoneenlammaossa kasvatettu
sieni osoitti mittauksissa amylaasiaktiivisuutta. Tama selittaad 10-prosenttisen

myseeliympin aktiivisuuden jo nollanaytteessa.
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Vesiympissa 104 itiota/g aktiivisuus on alkanut vasta 18 tuntia fermentoinnin jal-
keen, ja on silloinkin ollut alhaisempaa kuin muiden ymppaysmenetelmien koh-
dalla. Lisaksi vesiympin 10# itiétd/g amylaasiaktiivisuus on 24 tunnin jalkeen
tehnyt suurimman nousun verrattuna muihin ymppaysmenetelmiin. Bashirin ja
Mustaphan (53, s. 428) tutkimuksen perusteella ympin maaralla oli merkitysta
sienen amylaasiaktiivisuuteen. Artikkelissa osoitettiin amylaasiaktiivisuuden ole-
van alhaisempaa, kun ympin maara oli pienempi. Artikkelissa todettiin aktiivi-
suuden kaynnistyneen vasta 24 tunnin kuluttua fermentoinnista, mika voi selit-

taa vesiympin 104 itidita/g aktiivisuuden tulokset eri aikapisteissa.

Tulosten erot eivat olleet merkittavia, silla amylaasiaktiivisuus lisaantyi suhteelli-
sen tasaisesti jokaisen ymppaysmenetelman kohdalla. Lisaksi samoissa aika-
pisteissa, ymppaysmenetelmasta riippumatta, halkaisijoiden koot olivat hyvin |a-
hella toisiaan. Menetelman perusteella voidaan melko tarkasti tulkita aktiivi-
suutta ja aktiivisuuden eroja sen suhteen, lisaantyyko aktiivisuus ajan myota,
silla maljalle kehittyneen kirkkaan vyohykkeen koon perusteella voidaan tulkita
amylaasin aktiivisuutta eri aikapisteissa ja eri ymppaysmenetelmien valilla. Pel-
kastaan tama menetelma ei sovellu maarittamaan, kuinka paljon amylaasi on

pilkkonut tarkkelysta.

48 tuntia fermentoinnin jalkeen vesiymppi 10° iti6ta/g osoitti suurinta
amylaasiaktiivisuutta ja 10-prosenttinen myseeliymppi pieninta. Muiden ymp-
paysmenetelmien viimeisilta maljoilta mitattiin samankokoiset halkaisijat, joten
amylaasiaktiivisuuden todettiin olevan niilla samaa suuruusluokkaa. Voidaan
siis todeta tdman menetelman perusteella vesiympin 10° itiété/g olevan

amylaasiaktiivisuuden suhteen optimaalisin esiymppi.

7.3.2 Amylaasiaktiivisuuden maaritys spektrofotometrisesti

Filamenttisienen entsyymiaktiivisuutta tutkittiin fermentointiajan ja ymppaysme-
netelman perusteella kiintoainefermentoinnissa. Amylaasiaktiivisuus maaritettiin
Megazyme-sakkaroosi-glukoosikitilla spektrofotomerisesti, ja tulokset on ilmoi-

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

aikapisteissa olevien amylaasiaktiivisuuksien hahmottamiseksi. Jokaiselle nayt-
teelle tehtiin kolme mittausta. Reaktion toimivuus varmistettiin positiivisella (kau-
pallinen amylaasientsyymiliuos, AB Enzymes Gammafungase), jota annosteltiin

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

Amylaasiaktiivisuus eri aikapisteissa
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Kuva 5. Ymppaysmenetelmien amylaasiaktiivisuus eri aikapisteissa.

Kuvasta 5 nahdaan amylaasiaktiivisuuden olevan korkeimmillaan jokaisen ymp-
paysmenetelman kohdalla 48 tunnin fermentoinnin jalkeen. Suurin amylaasiak-
tiilvisuus 48 tunnin fermentoinnin jalkeen havaittiin vesiympin 10°itiéta/g koh-
dalla, joka oli 0,191 U/g. Jauhoympin amylaasiaktiivisuus oli 0,152 U/g ja ylsi |a-
hes yhta suureksi kuin vesiympin 10°itiota/g aktiivisuus. Jauhoympin ja vesiym-
pin 10° itiota/g amylaasiaktiivisuus lisdantyi koko fermentoinnin ajan lahes sa-
malla nopeudella, mutta 18—24 tunnin valilla oli vain pienia eroja. Amylaasiaktii-

visuuden tarkat arvot eri aikapisteissa Ioytyvat taulukosta 3.



Taulukko 3. Amylaasiaktiivisuuden (U) tarkat arvot eri aikapisteissa.
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Ymppaysmenetelma Oh 18 h 24 h 48 h
Jauhoymppi 0,000 U/g 0,007 U/g 0,015 U/g 0,152 U/g
Vesiymppi 10# itiétd/g | 0,000 U/g 0,003 U/g 0,007 U/g 0,109 U/g
Vesiymppi 10% itiétd/g | 0,000 U/g 0,008 U/g 0,009 U/g 0,191 U/g
1-prosenttinen 0,000 U/g 0,001 U/g 0,002 U/g 0,104 U/g
myseeliymppi

10-prosenttinen 0,001 U/g 0,002 U/g 0,003 U/g 0,139 U/g
myseeliymppi

Lisaksi erojen selkeyttamiseksi eri ymppaysmenetelmien rinnakkaismittauksista
maaritettiin keskihajonnat. Jauhoympin keskihajonnat olivat O tunnin kodalla O
U/g, 18 tunnin seka 24 tunnin kohdalla 0,001 U/g ja 48 tunnin kodalla 0,005 U/g.
Vesiympin 10# itidta/g keskihajonnat olivat 0 tunnin, 18 tunnin sek& 24 tunnin
kodalla 0 U/g ja 48 tunnin kodalla 0,002 U/g. Vesiympin 10° itiéta/g keskihajon-
nat olivat 0 tunnin kodalla 0 U/g, 18 tunnin seka 24 tunnin kohdalla 0,001 U/g ja
48 tunnin kodalla 0,020 U/g. 1-prosenttisen myseeliympin keskihajonnat olivat O
tunnin, 18 tunnin seka 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 seka 24 tunnin kohdalla 0 U/g ja 48 tunnin kodalla 0,042 U/g.

Kuvan 5 ja taulukon 3 perusteella havaittiin, etta jokaisen ymppaysmenetelman
amylaasiaktiivisuus lisaantyi tasaisen hitaasti 24 tuntiin asti, jonka jalkeen ne li-
saantyivat huomattavasti. Tama voi johtua fermentointilampétilasta (30 °C) ja
prosessin aerobisesta luonteesta johtuvasta suuresta lammodntuotosta. Visuaali-
sen tarkastelun ja taman menetelman perusteella kasvu on todennakaoisesti
kiihtynyt 24 tunnin tienoilla lammontuoton takia, mika voi selittaa amylaasiaktiivi-
suuden lisdantymisen taman aikapisteen jalkeen [49].

10-prsoenttinen myseeliymppi osoitti jo 0 tunnin kohdalla lievasti suurempaa ak-
tiivisuutta verrattuna muihin ymppaysmenetelmiin, mutta 18—24 tuntien valilla

sen aktiivisuus oli kaikkia muita matalampi paitsi 1-prosenttista myseeliymppia
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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 ymppaysmenetelmiin. Liian korkea kosteuspitoisuus voi
johtaa raaka-aineen paakkuuntumiseen ja kaasun tilavuuden vahenemiseen,
mika voi aiheuttaa vahaista hapen siirtymista ja talla tavoin estaa amylaasiaktii-
visuuden kehittymista [54]. 1-prosenttisen myseeliympin alhaiset aktiivisuudet

voisi selittaa itididen vahainen maara.

Suurinta amylaasiaktiivisutta osoittivat jauhoymppi ja vesiymppi 109 itiéta/g vaih-
televasti. Vesiympin 10# itiota/g aktiivisuus liikkui vesiympin 10° ititta/g ja 1-pro-
senttisen myseeliympin aktiivisuuksien puolivalissa 24 tuntiin asti, kunnes 10-

prosenttisen myseeliympin aktiivisuus kasvoi sen ohi.

Vesiympin 10° itibta/g korkeimman amylaasiaktiivisuuden voisi selittaa silla, etta
ympissa olevien itididen ja veden maarat ovat olleet optimaalisimmat verrattuna
muihin ymppaysmenetelmiin. Abdullahin ym. (55, s. 6) seka Castillon ym. (56)
tutkimuksissa todettiin, etta riittavalla vesipitoisuudella kiintoainefermentointipro-
sessin raaka-aineessa ja itididen maaralla ympissa on tarkea rooli monien ent-
syymien biosynteesissa ja erittymisessa. Vesiympin 10°itiota/g ja jauhoympin
erona oli ymppien sisaltdama vesipitoisuus, joten raaka-aineeseen lisatyn veden

maara ympin mukana on voinut edistaa entsyymiaktiivisuutta.

8 Johtopaatokset

Tyon tavoitteena oli tutkia eri ymppaysmenetelmien vaikutusta sienen
amylaasiaktiivisuuteen kiintoainefermentointiprosessin aikana. Fermentoinnissa
kaytettiin filamenttisienta (sieni A) ja raaka-aineena toimi proteiinipitoisen palko-
kasvin ja viljaraaka-aineen seos. Amylaasiaktiivisuutta tutkittiin, silla kaytetty
raaka-aine sisaltaa paljon tarkkelysta ja sen avulla tarkkelys saadaan pilkottua
pienemmiksi yksinkertaisimmiksi sokeriyhdisteiksi. Tuloksien avulla yritys voi
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valita amylaasiaktiivisuuden perusteella ymppaysmenetelman kiintoainefermen-
tointiprosessiin. Amylaasiaktiivisuutta tutkittiin agardiffuusiomenetelmalla seka

spektrofotometrisesti.

Amylaasiaktiivisuutta havaittiin jokaisessa naytteenottoajankohdassa. Aktiivi-
suus lisaantyi hitaasti ja tasaisesti naytteenottoajankohdan edetessa 0—24 tun-
tien valilla. Suurin muutos tapahtui kuitenkin vasta 24—48 tuntien valilla, jossa
aktiivisuus on tehnyt reilun harppauksen jokaisen ymppaysmenetelman koh-

dalla.

Merkittavia eroja eri ymppaysmenetelmien amylaasiaktiivisuuksissa havaittiin
vesiympin 10° itita/g ja 1-prosenttisen myseeliympin valilla, joissa 1-prosentti-
sen myseeliympin aktiivisuus oli huomattavasti lievempaa kuin vesiympin 10°
itiota/g. Vesiymppi 10#itiota/g osoitti myos alhaisia aktiivisuuksia, mutta ei niin
heikkoja kuin 1-prosenttinen myseeliymppi. Jauhoympin ja vesiympin 10°
itiota/g tulokset olivat samaa suuruusluokkaa keskenaan samoin kuin vesiympin
104 itidta/g ja 1-prosenttisen myseeliympin. 10-prosenttisen myseeliympin tulok-
set vaihtelivat agardiffuusiomenetelman ja spektrofotometrisen menetelman va-
lilla. Kaytettyjen laitteiden esim. vaakojen tarkkuudet vaihtelivat, jotka ovat voi-
neet olla yhdenlaisia virhelahteita. Agardiffuusiomenetelmassa halkaisijan koko
mitattiin viivoittimella, joka ei ole kovin tarkka tapa mitata. Naiden lisdksi mene-
telmien toteuttamisessa on voinut tapahtua inhimillisia seka systemaattisia vir-

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

Agardiffuusiomenetelma ja spektrofotometrinen menetelma eivat antaneet sa-
manlaisia tuloksia. Agardiffuusiomenetelmassa jauhoymppi, vesiymppi 10*
itiota/g ja 1-prosenttinen myseeliymppi osoittivat 48 tunnin fermentoinnin jalkeen
samansuuruista amylaasiaktiivisuutta, kun taas spektrofotometrisesti mitattuna
vesiympin 10% itiGta/g ja 1-prosenttinen myseeliympin aktiivisuudet olivat samaa
luokkaa ja jauhoympin huomattavasti niita suurempaa. Lisaksi 10-prosenttinen
myseeliymppi olisi agardiffuusiomenetelman perusteella osoittanut matalinta
amylaasiaktiivisuutta, mutta spektrofotometrisesti ollut kuitenkin kolmanneksi

suurinta.
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10-prosenttisen myseeliympin amylaasiaktiivisuus todettiin molemmissa mene-
telmissa alkaneen jo 0 tunnin jalkeen suurempana kuin muiden ymppaysmene-
telmien. Lisaksi vesiympin 104 itiétad/g amylaasiaktiivisuus alkoi agardiffuusio-
menetelman perusteella vasta 24 tunnin kodalla, mutta spektrofotometrisesti
sen aktiivisuus on ollut 0-24 tuntien valilla suurempaa kuin kummankaan
myseeliympin. Muutoin 0—24 tuntien valilla erot ovat olleet niin pienia molem-

missa menetelmissa, etta niiden tulokset voidaan tulkita |ahes samankaltaisina.

Tyon tuloksien perusteella voidaan paatella, etta ymppityypilld, vesipitoisuu-
della, lampdtilalla ja fermentointiajalla on vaikutusta amylaasiaktiivisuuteen.
Amylaasiaktiivisuuden roolia aromiyhdisteiden muodostumisessa on tutkittu
vain vahan, mutta sen uskotaan vaikuttavan siihen. Tasta syysta tuloksista voi-
daan paatella ymppaysmenetelmalla olevan vaikutusta amylaasiaktiivisuuksiin
ja nain lopputuotteen aromiin. Tuloksia voidaan hyodyntaa yrityksen kiintoaine-
fermentointiprosessin ymppaysmenetelman valitsemisessa korkeimman
amylaasiaktiivisuuden perusteella. Lisaksi tuloksista voi olla hyotya esim. jatko-

tutkimuksia varten.

Tuloksia tarkastellessa huomattiin, etta 24—48 tuntien valilla tapahtui
amylaasiaktiivisuuden kiihtymisvaihe. Talle tai 18—24 tuntien aikavalille olisi
hyva saada yksi aikapiste lisaa, jotta kilhtymisvaihe voidaan maaritella parem-
min. Lisaksi fermentointiaikaa voisi pidentaa tiettyjen ymppaysmenetelmien ku-
ten 1-prosenttisen myseeliympin ja vesiympin 10 itiétd/g kohdalla rihmaston
maaran kasvamisen tutkimiseksi. Fermentointia voisi jatkaa myos tutkimusmie-
lessa yli 48 tuntia amylaasiaktiivisuuden lisaantymisen tai laantumisen selvitta-

miseksi.

Tutkimusta voisi jatkaa valikoimalla ymmpaysmenetelma ja tutkia lampédtilan,
pH:n ja eri hiililahteiden vaikutusta amylaasiaktiivisuuteen kiintoainefermentoin-
tiprosessissa. Lisaksi muitakin mahdollisia ymppaysmenetelmia voisi tutkia ja
kokeilla, soveltuvatko ne paremmin prosessiin. Tyon perusteella parhaiten

amylaasiaktiivisuutta osoittavia ymppaysmenetelmia voisi tutkia tarkemmin,
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jotta yrityksen olisi helpompi valita naiden kahden valilta ymppaysmenetelma

kiintoainefermentointiprosessiinsa.

Tassa tydssa vesiymppi 10° itidta/g ja jauhoymppi osoittivat korkeimpia
amylaasiaktiivisuksia, joiden perusteella ne olisivat optimaalisimmat ymppays-
menetelmat yrityksen kiintoainefermentointiprosessiin. Molempien ymppaysme-
netelmien amylaasiaktiivisuus lisdantyi fermentoinnin edetessa samalla nopeu-
della, mutta vesiymppi 10° iti6ta/g osoitti seka agardiffuusiomenetelméassa etta
spektrofotometrisessa analyysissa suurinta amylaasiaktiivisuutta 48 tunnin jal-
keen fermentoinnin aloittamisesta. Molempien menetelmien toteuttaminen vie
aikaa, mutta agardiffuusiomenetelmassa vuorokauden inkubointiaika voi olla ra-
joittava tekija, jos maljoja ei kykene lukemaan seuraavana paivana. Taman tyon
spektrofotometrisen analyysin voi tehda yhden tydpaivan aikana, joten se on
helpompi toteuttaa. Parhaimmaksi ymppaysmenetelmaksi valikoituisi edella
mainittujen seikkojen takia vesiymppi 10° iticta/g, ja molemmat menetelméat
puoltavat vesiympin 10° itiotd/g paremmuutta 48 tunnin fermentoinnin jalkeen.
Toisaalta jauhoympin amylaasiaktiivisuuden lisaantyminen on tasaisempaa
koko kasvatuksen ajan ja valmiin FEB:n aktiivisuus on vain hieman alhaisempi

vesiymppiin 10° itiéta/g verrattuna.
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