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Maidon proteiinien entsymaattista hydrolyysid tutkittiin tarkoituksena kehittdd lehmin-
maitoallergisille aikuisille sopiva maitoproteiinihydrolysaatti. Insindoritydssa tutkittiin
25 proteaasin toimintaa maitoallergiaa aiheuttavien kaseiinien ja heraproteiinien pilkko-
jina.

Hydrolysaattien tutkimuksissa kéytettyjd menetelmid olivat aistinvaraisen laadun ja hyd-
rolyysiasteen seuranta sekd geelielektroforeesi. Hydrolyysi suoritettiin neutraaleissa olo-
suhteissa ja niiden kesto 100 cm’:ssa Valion rasvatonta maitoa oli 2—4 tuntia. Pilkkoutu-
mista seurattiin my0s suuremmassa mittakaavassa (500 cm?). Lisiksi tutkittiin partikkeli-
en muodostumista hydrolyysissi ja nédytteiden 3-laktoglobuliinin pitoisuuksia ELISA-
testilld ja nestekromatografilla. Entsyymien esikarsinnan jalkeen lisdtutkimuksiin valittiin
14 proteaasia. Hydrolysointi tehtiin yksittdisilld entsyymeilld sekd seitsemilld entsyy-
miyhdistelmélld, joissa oli mukana toisena entsyyminé Proteaasi 3.

Proteaasi 3 pilkkoi hyvin kaseiineja, hydrolysaattien laatu sdilyi tutkituilla pitoisuuksilla
myyntikelpoisena ja hydrolyysiaste oli tyrosiinipitoisuuksien perusteella 2,5 mg/g proteii-
nia suurempi kuin muilla hyvélaatuisilla niytteilld. Proteaasi 3 ei kuitenkaan vaikuttanut
B-laktoglobuliinin proteiiniviivoihin ja a-laktalbumiinin molekyylikokoalueelle muodostui
lisdd viivoja geelielektroforeesissa. Entsyymiyhdistelmilld ei saatu pilkottua proteiineja
merKkittdvasti Proteaasi 3:a tehokkaammin, mutta hydrolysaattien aistinvarainen laatu pa-
rani lisdentsyymeilld Proteaasi 1 ja 2. B-laktoglobuliinin pitoisuutta saatiin laskettua 21 %
entsyymiyhdistelmilld Proteaasi 3 ja Proteaasi 4.

Jatkotutkimuksissa olisi 10ydettidvd paremmin heraproteiineja pilkkova entsyymi Proteaasi
3:n rinnalle. Hydrolysaattien aistinvarainen laatu sdilyisi parempana, jos entsyymien inak-
tivointiolosuhteet miiritettdisiin tarkasti yliméirdisen lampokuorman vilttamiseksi.
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1 Johdanto

Lehménmaitoallergia on immuunireaktio, joka voi johtua vuorovaikutuksesta yhden tai
useamman proteiinin ja yhden tai useamman immuunimekanismin vililld. Suuret aller-
geenipitoisuudet eri proteiineissa on tidrked syy taudin aiheuttamisessa. Maitoyliherk-
kyyden on arvioitu olevan 3—6 % 27-vuotiaiden suomalaisten keskuudessa, ja vaikka
maitoallergia on aikuisilla luultua yleisempii eri puolilla maailmaa, ei markkinoilla ole
tdysin maitoallergiaa aiheuttamattomia tuotteita aikuisille. Ensimmaiisten maitoaller-
giaoireiden on havaittu ilmenevén aikuisilla 20—40 vuoden ikéising, ja tutkittavat henki-
16t olivat herkistyneet useille maidon proteiineille kuten kaseiinille, a-laktalbumiinille,
B-laktoglobuliinille ja naudan seerumialbumiinille. Aikuisten maitoyliherkkyyden yleis-
tymiseen on voinut vaikuttaa elinympiriston, alkuperdisen suoliston mikrobiflooran,
eliméntapojen tai raaka-aineiden muuttuminen, viérin diagnosoidut sairaudet ja maidon
kisittelytavat. Maidon prosessoinnin on todettu aiheuttavan lisdéntyvid herkistymisti

proteiineille.

Maitoproteiinien hydrolysointia entsyymeilld on kokeiltu paljon allergisuuden vihenti-
miseksi. Polypeptidiketjujen molekyylikoko pienenee hydrolyysisséd, miké johtaa anti-
geenisyyden vihenemiseen ja molekyylien rakenteiden muutoksiin. Entsymaattisen
hydrolyysin etuja ovat muun muassa miedot olosuhteet, entsyymien spesifisyys ja mah-
dollisuus suorittaa hydrolyysi ilman monivaiheisia prosesseja. Tuotteissa ei ole kuiten-
kaan ollut hyviksyttivdd makuvaatimusta, koska peptidien ja aminohappojen irtautumi-

nen proteolyysin vaikutuksesta aiheuttaa kitkeryyttéd ja muita virhemakuja.

Ty0ssi tutkittiin allergisoivimpien maitoproteiinien entsymaattista hydrolyysii tarkoi-
tuksena maitoallergisille aikuisille sopivan hydrolysaatin kehittiminen. Tutkimuksissa
tutkittiin 25 proteaasin toimintaa ja esikarsinnan jdlkeen lisdtutkimuksia jatkettiin 14
entsyymilld. Entsyymejd karsittiin hydrolysaattien aistinvaraisen laadun, hydrolyysias-
teen ja proteiinien pilkkoutumisen perusteella. Hydrolyysikokeet suoritettiin yksittdisilld
entsyymeilld seké seitsemilld entsyymiyhdistelmilld, joissa ensimmaéisend liséttyné

proteaasina oli kokeiden perusteella lupaavin entsyymi.



KIRJALLISUUSOSA

2 Maito ja proteiinit

2.1 Maidon piiasiallinen koostumus

Maidon péiasialliset aineosat ovat vesi, rasva, proteiini, laktoosi ja mineraalit. Maito
sisdltdd my0Os entsyymejd, vitamiineja, fosfolipidejd ja kaasuja. Lehmédnmaidossa on 87
% vettd ja 13 % kuiva-ainetta. Kuiva-aineesta rasvaa on 4,0 %, proteiinia 3,5 %, lak-

toosia 4,7 % ja tuhkaa 0,8 %. (Dairy processing handbook 1995.)

Maidon entsyymit tulevat maitoon lehmén utareista ja bakteerien mukana. Yleisimmat
maitoentsyymit ovat peroksidaasi, katalaasi, fosfataasi, lipaasi ja plasmiini. Peroksidaasi
muuttaa vetyperoksidia muiksi hapettaviksi aineiksi ja katalaasi puolestaan pilkkoo ve-
typeroksidia vedeksi ja hapeksi. Fosfataasin tehtdvini on hydrolysoida tiettyji fosfori-
happoestereité fosforihapoiksi ja vastaaviksi alkoholeiksi. Rasvan hydrolysointiin eri-
koistuneet lipaasit pilkkovat rasvamolekyylin glyseroliksi ja vapaiksi rasvahapoiksi,
jotka aiheuttavat maitoon hirskiintynyttd makua. (Dairy processing handbook 1995;
Burbrink & Hayes 2006.)

Maito siséltdd useita vitamiineja, joista parhaiten tiedetiddn A-, Bi-, B,-, C- ja D-
vitamiinit. A- ja D-vitamiinit ovat liuenneina maidon rasvaan ja muut vesiosaan. Maito
siséltdd my0Os noin prosentin erilaisia mineraaleja, jotka esiintyvit muun muassa kal-
siumsuoloina hera- ja kaseiiniyhdisteisiin kiinnittyneiné. Yleisimpid maidon mineraale-
ja ovat kalsium, natrium, kalium ja magnesium. Ne ilmenevit maidossa fosfaatteina,
klorideina, sitraatteina ja kaseinaatteina. Maito sisédltdd myos somaattisia soluja, kuten
veri- ja valkosoluja, seki kaasuja, kuten hiilidioksidia, typped ja happea. (Dairy proces-

sing handbook 1995.)



2.2 Maitoproteiinit

Maito siséltdd paljon erilaisia proteiineja, joista suurin osa esiintyy hyvin pienini pitoi-
suuksina. Proteiinit jaetaan eri luokkiin kemiallisten ja fysikaalisten ominaisuuksien

mukaan (taulukko 1).

Taulukko 1.  Proteiinien osuudet lehmdnmaidossa (Dairy processing handbook 1995).

proteiini osuus proteiineista (%)
osi-kaseiini 30,6
ogy-kaseiini 8,0
B-kaseiini 30,8
Kk-kaseiini 10,1
kokonaiskaseiini 79,5
o-laktalbumiini 3,7
B-laktoglobuliini 9,8
veren seerumialbumiini 1,2
immunoglobuliini 2,1
sekalaiset 2.4
kokonaishera 19,2
kalvoproteiinit 1,3
kokonaisproteiini 100

Lehménmaidossa on noin 30-35 grammaa proteiinia litraa maitoa kohti. Kymosiinin
(renniini) vaikutus tai maidon hapatus pH-arvoon 4,6 mahdollistaa kahden proteiinifrak-
tion muodostumisen. Heraproteiinifraktiota on tdlloin 20 % ja proteiinin koaguloitunutta
osaa kaseiinifraktiota 80 %. Hera koostuu pidosin B-laktoglobuliinista (B-Lg) ja o-
laktalbumiinista (o-La) sekd naudan seerumialbumiinista (BSA, bovine serum albumin).
Kaseiini koostuu neljésti proteiinifraktiosta: og;-, 0s2-, B- ja k-kaseiinista. Proteiinien
geneettisen monimuotoisuuden takia maidon proteiineilla on useita variaatioita. (Wal
2001.) Taulukossa 2 on lueteltu kaseiinien ja heraproteiinien rakenteellisia ja funktio-

naalisia ominaisuuksia (Monaci 2006).
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Taulukko 2.  Lehmdnmaitoproteiinien rakenteellisia ja funktionaalisia ominaisuuksia
(Monaci 2006).

Proteins Concentration (g/l) Molecular weight  Isoelectric point No. ofamino acids ~ Function
(kDa)
Whole caseins aS1-CN 12-15 23.6 4.9-5 199 Calcium binding
(30 g/l aS2-CN 34 25.2 5.2-54 207 Calcium binding
F-CN - 9-11 24.0 51-54 209 Calcium binding
k-CN 4 19.0 54-5.6 169 Stabilisation and
coagulation of milk
y-CNs
vi CN 20.5
v2 CN 1.8
v3 CN 11.6
Whey proteins B-LG g 18.3 53 162 Lipid binding protein
(5 ALA 1-1.5 14.2 4.8 123 Participates in
synthesis of lactose
Iz 0.6-1 <150 Defence scope
BSA 0.1-0.4 6.4 4.9-5.1 582 Transport of ligands
and protection from
free radicals
LF 0.09 76.2 8.7 03 Iron-binding protein,
antimicrobial
activity

2.2.1 Heraproteiinit

Hera koostuu péd#osin B-Lg:sti ja a-La:sta. B-Lg:n rakenteessa on kaksi disulfidisiltaa,
ja proteiinifraktion osuus kokonaisproteiinipitoisuudesta on 10 %. a-La:n rakenteessa
on neljd disulfidisiltaa, ja proteiinifraktion osuus kokonaisproteiinipitoisuudesta on 5 %.
(Jarvinen ym. 2002.) a-La:lla on tirked rooli laktoosin valmistamisessa lehmén utarees-
sa (Dairy processing handbook 1995). Hera siséltdd suurimman osan maidon mineraa-
leista, vitamiineista ja laktoosista. 3-Lg:n osuus heran proteiineista on 50 %, a-La:n 12

%, Ig:n 10 %, BSA:n 5 % ja proteoosipeptonien 0,23 %. (Sibakov 1997.)

B-laktoglobuliini on pallomainen proteiini, ja siitd tunnetaan seitsemin geneettisti
muunnelmaa. Proteiinin sekundaarirakenteesta 15 % on a-helixid ja 51 % B-laskosta. B-
Lg voi esiintyd monomeerini, dimeerind tai oktameerind. Dimeerit ovat yleensid 36 000
daltonia (Da) molekyylimassaltaan. Isoelektrisen pisteen (pH 5,2) eméksiselld puolella
B-Lg esiintyy yleensd dimeerini ja alle pH:n 3,5 dimeerit hajoavat monomeereiksi. (Si-
bakov 1997.) B-Lg:lle ei 16ydy vastinetta ihmisen maidossa. B-Lg:n ominaisuuksista on
vastuussa vapaa kysteiini (aminohappo), joka on my6s vuorovaikutuksessa kaseiiniin

lampokasittelyn aikana. B-Lg kuuluu lipokaliiniproteiineihin, jotka sitovat ja kuljettavat
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pienid hydrofobisia molekyylejd kuten steroideja, retinolia (A-vitamiini) ja rasvoja. Li-
pokaliineista jotkin proteiinit ovat vahvoja allergeeneja, jotka aiheuttavat immuunivas-

teen elimistossa. (Wal 2001.)

a-laktalbumiini on monomeerinen pallonmuotoinen proteiini, jossa on 123 aminohap-
poa ja jonka molekyylipaino on 14 400 Da (Wal 2001). a-La toimii koentsyyminé lak-
toosin syntetisoinnissa, ja siitd on kaksi geneettisesti erilaista tyyppid A ja B. a-La sitoo
kalsiumia, ja silld on suuri affiniteetti metalli-ioneja kohtaan. a-La:n limpddenaturoitu-
minen on erittdin palautuva reaktio, johon on arveltu vaikuttavan proteiinin pieni koko
ja sen siséltamit neljd disulfidisiltaa, jotka vastustavat muodonmuutosta. Kalsiumilla on
vaikutusta renaturoitumiseen, koska happamissa olosuhteissa kalsium irtoaa proteiinista

ja denaturoituminen tapahtuu helpommin. (Sibakov 1997.)

Heraproteiineista immunoglobuliinit ovat glykoproteiineja, jotka toimivat vasta-aineina
ja joita on ldydetty lehmédnmaidosta nelji eri tyyppid: IgG, IgA, IgM ja IgE. Ne ovat
maidossa joko monomeereini tai polymeereind. Heraproteiineista BSA on fysikaalisilta
ja immunologisilta ominaisuuksiltaan veren seerumialbumiinin kaltaista. Laktoferriini
on rautaa sitova proteiini, ja sen tehtdva on huolehtia elimistdn rautatasapainosta. (Siba-
kov 1997.) Proteoosipeptoni on ldmpdi kestidvi sekd happoon liukeneva proteiini. Sitd
muodostuu B-kaseiinin proteolyysissi, ja plasmiinin aktiivisuus lisdd proteoosipeptoni-

en pitoisuutta maidossa. (Monaci 2006.)

Ig:1la ja muilla véhiisilld proteiineilla voi olla tirked rooli tulevaisuudessa, kun kehite-
tddn niiden tehokkaampia erotusmenetelmid. Laktoferriinié ja laktoperoksidaasia voi-
daan kiyttii lddkkeissd ja elintarviketeollisuudessa. Kalvoproteiinit ovat ryhmé prote-
iineja, jotka muodostavat rasvapisaroiden pinnalle suojaavan kerroksen maitoemulsion
stabiloimiseksi. Jotkut néisti proteiineista siséltivit rasvajidnnoksii, ja niitd kutsutaan
lipoproteiineiksi. Lipoproteiinien rasvat ja hydrofobiset aminohapot muodostavat par-
tikkelin, jossa vettd hylkivit osat ovat kohti rasvaosaa ja hydrofiiliset osat kohti ve-
siosaa. Fosfolipidit ja lipolyyttiset entsyymit adsorboituvat kalvoproteiineihin niiden

hydrofobisen vuorovaikutuksen takia. (Dairy processing handbook 1995.)
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2.2.2 Kaseiinit

Maidon kaseiini koostuu fosfoproteiineista, jotka saostuvat 20 °C:n lampotilassa pH:ssa
4,6. 80-90 % kaseiinista on kolloidisissa miselleissd, joista noin 93 % on as;-, dsz-, B-
ja k-kaseiinia. (Sibakov 1997.) Kaseiinifraktioiden pitoisuudet kaseiinimisellissd ovat
noin 37 %, 37 %, 13 % ja 13 %. Kaseiinifraktioiden esiintymisalueet ovat erilaiset mi-
sellissd. Miselli siséltdd sisdosan hydrofobisen ja ulkopinnan hydrofiilisen alueen, joka
on K-kaseiinin esiintymisalue. Reuna-alueilla esiintyy myos polaarisia kaseiineja (as;,
asz, B) ja fosfaattiosia, joista fosfoseriinit ovat yhteydessi kalsiumin sitomiseen ja kase-

iinimisellin kuljetukseen. og;-, os- ja B-kaseiini ovat kalsiumherkkid. (Wal 2001.)

Kaseiinit ovat fosforyloituneita proteiineja, joilla on vapaa tertidédrinen ja hydraattinen
rakenne. Kaseiinin rakenne hydrolysoituu helposti proteaasien vaikutuksesta, mutta
lampokisittelyd se kestdd hyvin. (Wal 2001.) as- ja B-kaseiinien kalsiumsuolat ovat
lahes veteen liukenemattomia, mutta k-kaseiinin vesiliukoisuus tekee kuitenkin misel-
leistd vesiliukoisia. Misellien pinnoilla olevien kalsiumfosfaattisidosten ja hydrofobis-
ten vuorovaikutusten takia misellit pysyvit yhdessi. B-kaseiinien hydrolysoituessa
plasmiinin vaikutuksesta voi muodostua y-kaseiinia ja proteoosipeptoneita. (Dairy pro-

cessing handbook 1995; Burbrink & Hayes 2006.)
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3 Lehméanmaitoproteiineista aiheutuva allergia

3.1 Herkistyminen lehméinmaidon proteiineille

Lehménmaitoallergia on kliinisesti epdnormaali immuunireaktio, joka voi johtua vuoro-
vaikutuksesta yhden tai useamman proteiinin ja yhden tai useamman immuunimeka-
nismin vélilld. Lehmin maito sisdltdd yli 20 eri proteiinia, jotka voivat aiheuttaa allergi-
aa. (El-Agamy 2007.) Immuunivilitteinen allergia maitoproteiineille aiheutuu usean eri
proteiinin vaikutuksesta elimistossd. Tutkimuksissa on osoitettu B-Lg:n olevan aller-
gisoivin proteiini, mutta on myos tutkimuksia, joissa kaseiini on todettu allergiaa her-
kimmin aiheuttavaksi. Allergisoivin kaseiini lehmédnmaidossa on og;-kaseiini. (Sharma

ym. 2001.)

Monen tutkimuksen mukaan kaseiini ja 3-Lg ovat eniten lehménmaitoallergiaa aiheut-
tavat proteiinit. Tutkimuksissa on selvinnyt, ettd viisi IgE-vasta-ainetta sitovaa epitoop-
pia kaseiinissa (2 og;-kaseiinissa, 2 agy-kaseiinissa ja 1 k-kaseiinissa) on tunnistettu ai-
heuttavan sinnikéstd maitoallergiaa allergisilla henkil6illd. Kaseiinin hydrofobinen alue,
jossa tapahtuu eniten fosforyloitumista, on immunoreaktiivinen ja vastustuskykyinen
ruuansulatuksen vaikutuksille. (Wal 2001.) Nelji IgE-vasta-ainetta sitovaa epitooppia
on loydetty a-La:sta ja seitsemin -Lg:sta. Allergisia reaktioita on havaittu potilailla

my0s laktoferriinié ja joitakin lehm#nmaitoentsyymeji kohtaan. (El-Agamy 2007.)

Useimmat maitoallergiaa sairastaneet henkil6t ovat herkistyneet usealle proteiinille: -
Lg, a-La, kaseiinit, BSA, laktoferriini ja Ig. BSA, Ig ja laktoferriini ovat proteiineja,

joita on pienii pitoisuuksia maidossa, mutta ne vaikuttavat olevan erittdin voimakkaita
allergeeneji herkistyneilld ihmisilla. Maidon suuri allergeenipitoisuus eri proteiineissa
on tirked syy taudin aiheuttamisessa. Kaikki maidon proteiinit voivat aiheuttaa allergi-

aa, ja yleensd maitoallergiset ihmiset ovat herkistyneini usealle proteiinille. (Wal 2001.)

Vaikka maitoallergia on nykyéén yleistd aikuisilla, ei markkinoilla ole erityisemmin

tuotteita, joita voidaan sanoa maitoallergiaa aiheuttamattomiksi. Hong Kongissa ja
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Alankomaissa on kehitetty vuohenmaitotuotteita maitoallergisille aikuisille ja yli kol-
mivuotiaille lapsille. Edellisen tuotteen valmistaja on Fei Fah Medibalm ja tuote valkoi-
nen maitojauhe. Jilkimmaéisen tuotteen valmistaja on Eelder Ambachtelijke Zuivel ja
tuote valkoista maitoa. Alankomaissa on valmistettu myos toinen samantapainen vuo-
henmaitotuote. Hongkongilainen yritys Trappist Dairy on my0s valmistanut valkoisen
maitojuoman, jonka alhaisen laktoosipitoisuuden on todettu vihentivin allergeeneille

herkistymistd. (MINTEL gnpd 2008.)

3.2 Maitoyliherkkyyden yleistyminen

Pelto (2000) tutki nuorten aikuisten sairastuvuutta maitoyliherkkyyteen. Ryhmaién kuu-
lui 406 suomalaista, jotka olivat idltddn 27-vuotiaita. Heitd haastateltiin maitotuotteiden
kulutustottumuksista ja suolistovaivoista tuotteiden kulutuksen jélkeen seki laktoosi-
intoleranssista. Henkil6iltd mitattiin verindytteistd seerumireaktiivisuudet maitoprote-
iineja vastaan. Heidét jaettiin ryhmiin oireiden, maidon kulutuksen ja laktoosi-
intoleranssin perusteella. Maitoyliherkkyyden arvioitiin olevan 3—6 % 27-vuotiaiden
suomalaisten keskuudessa. Aiempien tutkimusten perusteella 12 %:1la suomalaisista on
laktoosi-intoleranssi. 13 henkildlld (3 %) saattoi olla maitoyliherkkyys, kun tutkimuk-
sessa oletettiin 60 % arvioivan maitoyliherkkyysoireensa véérin. Toinen arvio perustui
Pellon tutkimustuloksiin, joiden mukaan vain noin 6 %:lla tutkituista henkil®isti oli
laktoosi-intoleranssi. 23 henkilon (6 %) arveltiin sairastavan maitoyliherkkyyttd, kun 40

% henkiloisti oletettiin arvioineen oireensa vaarin. (Taulukko 3.)

Taulukko 3. Laktoosi-intoleranssia sairastavien henkiloiden lukumdcdrd ja potentiaali-
set maitoyliherkkyyttdi sairastavat henkilot. Ndiden perusteella arvioitiin
maitoyliherkkien lukumddrd. (Pelto 2000.)

laktoosi-intoleranssi potentiaalinen arvioitu
suomalaisilla maitoyliherkkyys maitoyliherkkyys
12 % (yleinen) 33 henkil6d 13 henkilod (3 %)

6 % (tutkimuksessa) 57 henkilod 23 henkilod (6 %)

Pelto (2000) tutki my6s homogenoidun ja homogenoimattoman maidon vaikutuksia 22—

42- vuotiaisiin suomalaisiin, joiden keski-ikd oli 28 vuotta. Tutkimukset tehtiin sokko-
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rasitustesteind, ja veren seerumipitoisuusniytteet otettiin ennen rasitustestejd ja niiden
jilkeen. Henkilot kirjasivat oireensa asteikolla 1-10. Homogenoidun maidon ei havaittu

aiheuttavan enemmaén maitoallergisia oireita homogenoimattomaan maitoon verrattuna.

Verrattuna yleisesti tunnettuun lehménmaitoallergiaan, jonka aiheuttaa IgE-viilitteinen
reaktio vastasyntyneilld, on huomattu uusi myohemmin allergiaa aiheuttava muoto ai-
kuisilla ja kouluikdiisilld lapsilla. Lapsuusajan jilkeen maitoallergiareaktiot ovat vain
harvoin IgE-vilitteisid. (Paajanen 2005.) Paajasen (2005) tutkimuksissa maidon homo-
genointi ja pastorointi eivit aiheuttaneet ruoansulatuskanavan oireilua. Homogenoidusta
ja homogenoimattomasta maidosta saadut oireet eivét poikenneet toisistaan laktoosi-
intoleranssia sairastavilla ja henkil6illd, jotka kertoivat haastatteluissa saavansa oireita
homogenoidusta maidosta. Homogenoitu maito ei vaikuttanut veressi olevien vasta-
aineiden miirin lisdintymiseen, vaikka tutkittavilla esiintyi ruoansulatuskanavan oirei-
ta. Toisessa tutkimusosassa haastateltiin 827 henkil64, jotka olivat 16-21-vuotiaita. 10
% haastatelluista kertoi saavansa vakavia ruoansulatuskanavan oireita maidosta. Heisté
49:1le tehtiin tarkempia kliinisii tutkimuksia, joissa selvitettiin laktoosi-intoleranssia,
maitoallergiaa ja puolustusvasteen toimintaa. Maitoproteiinin sietokykyé tutkittiin sok-
kotestilld ja vasta-aineita mitattiin ELISA-testilld. Haastatteluissa 24 % sai mielestddn
oireita maidosta, 13 % ei juonut ollenkaan maitoa ja 13 % oli laktoosi-intoleranssi. Mai-
toproteiinien sietokykytestissid 23 henkilostd ainoastaan yhdelld todettiin maitoyliherk-
kyys (4,3 %). Tulosten perusteella ruoansulatuskanavan oireet vaikuttivat johtuvan puo-
lustusvasteen vilittiméstd tuntemattomasta syysté, vaikka tutkittavat epdilivitkin niiden
johtuvan maidosta. Ruoansulatuskanavan oireyhtymén esiintymisen ei ajateltu olevan

lehmanmaidosta aiheutuva. (Taulukko 4.)
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Taulukko 4. Maitoproteiinien sietokykytutkimuksen suoritustavat, oireet ja henkildiden
lukumdidrdt (Paajanen 2005).

tutkimustapa ryhmén kuvailu henkil6iden lukuméaard
haastattelu vakavia suolisto-oireita 86
vihiisid suolisto-oireita 316
muita oireita 276
ei oireita 149
kliinisid tutkimuksia | suolisto-oireita 49
ei oireita (kontrolli) 27
sisétdhystys suolisto-oireita 12
ei oireita (kontrolli) 10

Maidon haitallisia reaktioita elimistossé aiheuttavat yliherkkyys maidolle ja laktoosi-
intoleranssi. Yliherkkyyttd aiheuttavan immunologisen reaktion on luultu olevan vas-
tasyntyneiden sairaus, ja se on huomattu vain harvoin aikuisilla. Monella aikuisella on
kuitenkin suolisto-oireita maidon nauttimisen jilkeen, vaikka heilli ei olisi todettu lak-
toosi-intoleranssia. Aikuisten maitoyliherkkyyden yleistymiseen on voinut vaikuttaa
muun muassa elinympiriston tai alkuperdisen suoliston mikrobiflooran muuttuminen,
pienentyneet perhekoot, muuttuneet eldiméntavat ja véérin diagnosoidut sairaudet. Yli-
herkkyyttd on voitu luulla laktoosi-intoleranssiksi, drsyttiaviksi suolioireyhtymaiksi tai
joksikin muuksi suolisto-oireeksi. (Pelto 2000.) Ruoka-allergiat voivat johtua raaka-
ainemuutoksista, ruuan valmistustavoista ja nykyaikaisista syomistavoista. Monilla eri
ruuanvalmistustekniikoilla lisétyt véri- ja makuaineet voivat olla tekijo6itd, jotka aiheut-

tavat allergiaa. (Monaci 2006.)

3.3 Maitoproteiinien haitalliset reaktiot elimistossi

Ruuan aiheuttamat haitalliset reaktiot voidaan jakaa myrkyllisiin ja myrkyttomiin reak-
tioihin (kuva 1), joista myrkyllisten reaktioiden vaikutus on riippuvainen annoksen mai-
rastd. Myrkyttomin reaktion ilmeneminen riippuu yksilon immunologisesta sietokyvys-
td ruoka-ainetta kohtaan. Myrkyttomén reaktion immuunivilitteistéd reaktiota kutsutaan
yliherkkyydeksi tai allergiaksi ja ei-immuunivilitteistd reaktiota intoleranssiksi. Im-

muunivilitteiset reaktiot voivat olla IgE-vilitteisii ja -vilittdmid. Intoleranssireaktiot
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voivat aiheutua entsyymin, lidkeaineen tai midrittelemittdomén ruokaintoleranssin vai-

kutuksesta. (Pelto 2000.)

Haitallinen reaktio ruoasta

Myrkyn aiheuttamat reaktiot Myrkyttomét reaktiot
Immuunivilitteinen Ei-immuunivélitteinen
Kuva 1. Ruuasta aiheutuvan haitallisen reaktion luokittelu (Pelto 2000).

Allergiset reaktiot jaetaan kahteen ryhméén: vilittomaét ja viipyvit. Vilittomit reaktiot
tapahtuvat IgE-vasta-aineen vaikutuksesta, ja oireet ilmenevit yleensi kontaktista aller-
geeniin joidenkin minuuttien jidlkeen. Viipyvit reaktiot ovat soluvilitteisid, ja oireet
ilmenevit yleensi kontaktista joidenkin tuntien jilkeen. (Sharma ym. 2001.) Kliiniset
vélittomit ja viipyvét oireet voivat ilmeti erikseen tai yhdessd. Vilittomaét reaktiot ovat
pddasiassa IgE:n toiminnasta riippuvaisia johtaen ihon, suoliston tai hengitysteiden oi-
reisiin. Viipyvit reaktiot tapahtuvat T-solujen toimintamekanismin jédlkeen. Tastd voi
aiheutua iho- ja suolisto-oireita. (El-Agamy 2007.) Pellon (2000) tutkimuksessa havait-
tiin ensimmaéisten maitoallergiaoireiden ilmenevén aikuisilla 20—40 vuoden ikéising, ja
tutkittavat henkilot olivat herkistyneet useille maidon proteiineille kuten kaseiinille, a-

La:lle, B-Lg:lle ja BSA:1le.

3.4 Immuunijirjestelmiin toiminta maitoallergisilla ihmisilla

Immuunijirjestelmin aiheuttamat kudosvauriot, jotka aiheutuvat yliherkkyydesti tietyl-
le ruoalle, voidaan jakaa neljin tyyppisiin reaktioihin (Pelto 2000). Reaktiot eiviit ta-
pahdu toisistaan erillddn. Kolme ensimmaiisti tyyppid ovat vasta-ainevilitteisid ja nel-
jannen tyypin aiheuttavat T-solujen ja makrofagien toiminta. (Pelto ym. 1999.) Tyypin

yksi yliherkkyys eli anafylaktinen reaktio johtuu vélittomésti reaktiosta antigeenien,
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IgE-vasta-aineiden ja Mast-solujen seki basofiilien vililld. Reaktiossa vapautuu vélitti-
jdaineita, jotka aiheuttavat allergian kliinisii oireita. Tyyppien kaksi ja kolme yliherk-
kyydet johtuvat IgG- ja IgM-vasta-aineista. Tyypissi kaksi, sytotoksinen reaktio, anti-
geeni on osa tietyn kudossolun pintaa. Vasta-aineen sitoutuminen antigeenin epitoop-
piin aktivoi komplementtijédrjestelméin, jossa fagosyytit ja komplementit vaurioittavat
solukalvoa. Tyypissid kolme, immuunikompleksireaktio, antigeeni on liukoinen ja anti-
geenin seki vasta-aineen muodostama kompleksi voi fagosyyttien ja komplementtien
vaikutuksesta aiheuttaa tulehduksen. Tyypissi neljd, soluvilitteinen immuunireaktio, T-
solujen vapauttamat sytokiinit aktivoivat fagosyyttejd, jotka voivat aiheuttaa jatkuvassa
altistuksessa kudosvaurioita. Kuva 2 havainnollistaa erityyppisten reaktioiden toiminta-
tavat. (Pelto ym. 1999.) Yliherkkyyteen vaikuttavat kuitenkin kaikki tyypit eiki pelkés-

tddn viliton helpommin havaittava IgE-vilitteinen reaktio (Pelto 2000).
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Kuva 2. Ruoan aiheuttaman allergian reaktiotyypit: I (a), Il (b), Il (c) ja IV (d)

(Pelto ym. 1999).
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Immuunijirjestelméidn vaikuttavat solut, kuten lymfosyytit, dendriittisolut, makrofagit,
eosinofiilit, mast-solut ja yksittdiset neutrofiilit ovat yleensi ldhelld epiteelisoluja. Nami
solut ja niiden vilittdjdt muodostavat immuniteetin, joka jaetaan synnynndiseen ja so-
peutuvaan immuniteettiin. Kasvavaa suolistoseinén ldpdisevyyttd ja muuttunutta anti-
geenien siirtymisté suoliston limakalvon yli kutsutaan yliherkkyydeksi ympériston anti-
geeneille. Vaikutukset T- ja B-lymfosyyttien vélilld seki tietyt sédtelevit sytokiinit vai-
kuttavat allergisten reaktioiden syntymiseen ja sdilymiseen. Monosyytit ja makrofagit
sekd muut antigeenejé ldsnd olevat solut ovat tirkeitd antigeeneji kisittelevid organis-
meja, jotka ovat lymfosyyttien liheisyydessi, jotta oikeanlainen immuunipuolustus

kdynnistyy. (Paajanen 2005.)
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4 Maitoallergiaa aiheuttavien proteiinien analysointimenetelmia

Elimiston vasta-ainepitoisuutta mitataan yleensd ELISA-testilld (Enzyme-Linked Im-
muno Sorbent Assay). Seerumin reaktiivisuuden mittaaminen osoittaa antigeenin ja vas-
ta-aineen muodostavan kompleksin kyvyn aktivoida fagosyyttejd. Se siis mittaa vasta-
aineiden toiminnallisuutta. (Pelto 2000.) Immunologisista testeistd ELISA on suosituin
tutkittaessa proteiinien allergisuutta (Monaci 2006). ELISA-testissé proteiini saadaan
tarttumaan alustalla olevan vasta-aineen pintaan. Néytteen antigeenisyyden ilmaisee
vasta-aineen ja antigeenin sitoutumisessa muodostuva vérillinen yhdiste. Varinmuutos

mitataan spektrofotometrilla.

Geelielektroforeesi on ollut suosittu menetelmé mééritettdessd peptideji, jotka aiheutta-
vat allergisia reaktioita. Analyyttisia erotusmenetelmii on kehitetty jatkuvasti proteiini-
en analysoimiseksi. 2D-PAGE on kiytédnnollinen erotusmenetelmd monimuotoisten
ndytteiden proteiineille. Siind yhdistyvit isoelektrinen elektroforeesi- ja natriumdode-
kyylisulfaattitekniikka. Proteiinit erotetaan isoelektrisen pisteensi ja molekyylipainonsa
mukaan. Menetelmén huonona puolena voidaan pitdé sen kykenemittomyytti erotella
polypeptidiketjuja, joiden molekyylimassat ovat suurempia kuin 150 kDa ja pienempid
kuin 8 kDa, seki vaikeutta erottaa proteiineja, joita on pieni médrd. Parannusmenetelmié
on kehitetty my0s kapillaarielektroforeesitekniikoihin, joissa kdytetiddn fluoresenssiha-
vainnointia ja kapillaarista johtamista. Tami mahdollistaa heraproteiinien kvantitatiivi-
sen analysoinnin nanomolekylaarisella tasolla, kuten my6s 3-Lg:n havainnoimisen al-
lergisissa yhdisteissa. Erilaisia nestekromatografisia menetelmii on kehitetty maidon

padproteiinien havainnoimiseksi. (Monaci 2006.)

Proteiinien analysointi perustuu yleensa tiettyihin vaiheisiin, joita voivat olla ndytteiden
esifraktiointi, proteiinien liuotus ja erotus seki tarkeimpiné tunnistus (kuva 3). Téssd
prosessissa massaspektrometrialla on tirked rooli proteiinien karakterisoinnissa ja jalki-

késittelyssd tapahtuneiden muutosten havainnoinnissa. (Monaci 2006.)
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Kuva 3. Maitoproteiinien analysointivaiheita (Monaci 2006).

Rosendal ym. (2000) tutkivat maitohydrolysaattien mahdollisia allergiaa aiheuttavia
proteiineja. Tydssa pyrittiin [6ytdméain proteiineja, jotka aiheuttavat allergiaa potilailla,
joilla oli todettu maitoallergia. Tutkimuksessa kéytettyjd analyyttisia menetelmii olivat
muun muassa geelisuodatus, geelielektroforeesi ja ELISA-testi. Hydrolysaateista saatiin
toisistaan eroavia profiileja kaikkein eniten elektroforeesilla. Sen huomattiin soveltuvan
potentiaalisten allergeenien kartoittamiseen. Kaikkien niytteiden havaittiin olevan aller-
giaa aiheuttavia, koska pienikin pitoisuus suurimolekyylisti proteiinia (>5000 Da) voi

aiheuttaa allergiaa.
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5 Maidon antigeenisyyden vihentiminen

5.1 Hydrolyysiaste ja proteaasien funktionaalisuus

Hydrolyysiaste (DH, degree of hydrolysis) on hydrolyysin laajuuden mitta. Sité pide-
tddn kdytdnnollisimpind ja sopivimpana tapana kuvata hydrolysointiprosessin kulkua.
Hydrolyysiaste ilmaistaan usein aminohapoissa olevan typen ja kokonaistypen suhteena
(o-aminotyppi / kokonaistyppi) tai peptidisidosten pilkkoutumisena (%). Peptidisidosten
hydrolyysin vaikutuksesta ionisidosten (NH,;", COO") lukumiéri kasvaa. Timin myotid
hydrofiilisuus ja nettovaraus kasvavat. Polypeptidiketjujen molekyylikoko pienenee,
miki johtaa antigeenisyyden vihenemiseen ja molekyylien rakenteiden muutoksiin.
Muutoksista seuraa hydrofobisten alueiden paljastuminen. Tutkimukset ovat osoittaneet
osittaisenkin hydrolyysin kasvattavan muodostuvien hydrolysaattien liukoisuutta.

(Mahmoud 1994.)

Proteiinien hydrolyysin seurauksena pH yleensi laskee neutraaleissa ja eméksisissd olo-
suhteissa, kun peptidisidokset katkeavat. pH pidetiin yleensd vakiollisena hydrolyysin
aikana, jolloin emadsti on liséttiva reaktion aikana ja lopullinen hydrolysoitumisaste
voidaan médrittdd esimerkiksi eméksen kulutuksen perusteella. Entsymaattisen hydro-
lyysin etuja ovat miedot olosuhteet ja spesifisyys. Proteaasit voidaan jakaa toimintata-
van mukaan peptidaaseihin (eksopeptidaasit) ja proteinaaseihin (endopeptidaasit). Pep-
tidaasit katkovat peptidisidoksia aminohappoketjujen piistd ja proteinaasit keskelta.
Peptidaasit jaectaan ryhmiin sen mukaan, irrottavatko ne aminohappoja vai dipeptideji ja
hydrolysoivatko ne karboksyyli- vai aminopééstd. Proteinaasit jaetaan ryhmiin katalyy-
si- ja pH-ominaisuuksien perusteella. Entsyymivalmisteita kédytetédin teollisuudessa ja
tutkimuskaytossid yleensd joko kaupallisina yhdisteind tai yksittdisind entsyymeini. Tau-

lukossa 5 on listattu proteaaseina kéytettyjd entsyymivalmisteita. (Kallioinen 1997.)
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Taulukko 5.  Proteiinihydrolysaattien tuottamisessa kdytettyja entsyymivalmisteita ja
niiden substraatteja (Kallioinen 1997).
nimi alkuperd substraatti

Alcalase 0.6L Bacillus licheninformis heraproteiini

Corolase PP sian haima heraproteiini

Corolase 7092 Aspergillus sp. heraproteiini

Protease S Bacillus subtilis heraproteiini

pepsiini sian ruuansulatuselimisto heraproteiini

Proleather Bacillus subtilis heraproteiini

papaiini papaija (Carica papaya) heraproteiini
kymotrypsiini naudan haima heraproteiini

kymosiini vasikan juoksutusmaha kaseiini

Alcalase 2.4L Bacillus licheninformis kaseiini ja heraproteiini
trypsiini naudan haima kaseiini ja heraproteiini
pankreatiini sian haima kaseiini ja heraproteiini
Pronase Streptomyces griseus kaseiini ja soijaproteiini

Nykyién on jo tehty monia kisittelyjd heran allergisuuden vihentdmiseksi, kuten 3-
Lg:n poisto ultrasuodatuksella, sen denaturointi limpdokaésittelylld, biologinen muunta-
minen fermentoimalla ja hydrolysoiminen entsyymeilld. Fysikaaliset menetelmit seki
lampokisittely- ja fermentointimenetelmét kuitenkin yleensi tuottavat karvaan makuisia
peptideitd, heikentdvét muiden proteiinien ja peptidien toimintoja ja ovat kalliita. (Kim

ym. 2007b.)

Maitoproteiinien hydrolysointia entsyymeilld on kokeiltu paljon allergisuuden véhenté-
miseksi. Tuotteissa ei ole kuitenkaan ollut hyvéksyttivad makuvaatimusta, koska pepti-
dien ja aminohappojen irtautuminen proteolyysin vaikutuksesta aiheuttaa kitkeryytti ja
virhemakuja. (El-Agamy 2007.) Nykyéén kiytetddn myos endo- ja eksopeptidaaseja
proteiinihydrolysaattien kitkerdn maun parantamiseksi ja allergisuuden vihentdmiseksi.
Endo- ja eksopeptidaaseja kdytetdin my0os nykyaikaisissa reaktoreissa immobilisoin-

tientsyymeinid parantamaan proteiinien hydrolyysia tavanomaisen panosprosessin sijaan.

(Monaci 2006.)
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5.2 Heraproteiinien hydrolysoiminen

Heraproteiinien disulfidisiltojen ja muiden kemiallisten vaikutusten takia natiivit hera-
proteiinit eivit tdysin hydrolysoidu entsyymeilld. B-Lg:n suhteellisen hyvi vastustusky-
ky happohydrolyysille ja proteaaseille pitdd osan proteiinista koskemattomana sulatuk-

sen jilkeen. (Wal 2001.)

Heraproteiinin hydrolysaattien tuottamisessa kéytettivit yleisimmit proteaasit ovat pep-
siini, trypsiini ja kymotrypsiini. Pepsiini hydrolysoi a-La:a, mutta ei natiivia -Lg:a.
Trypsiini hydrolysoi a-La:a hitaasti, mutta B-Lg pysyy ldhes koskemattomana. Kymot-
rypsiini hydrolysoi helposti a-La:a ja pilkkoo 3-Lg:a hitaasti. BSA ja B-Lg hydrolysoi-
tuvat papaiinilla, mutta a-La:iin se ei vaikuta. a-La hydrolysoituu tdydellisesti happa-
missa olosuhteissa, kun kalsiumia sitova sidos puuttuu. Peptidisidosten katkeaminen
hydrolyysin vaikutuksesta voi lisédtd varauksellisten kemiallisten ryhmien miirdi ja
hydrofobisuutta, pienentdd molekyylipainoa ja muotoilla molekyylien tertiddrirakennet-
ta. Funktionaaliset ominaisuudet riippuvat suuresti hydrolyysiasteesta. Hydrolyysiasteen
ollessa korkea hydrolysaatit sietidvit yleensd kovaa kuumennusta saostumatta ja liukoi-

suus on korkea vield pH-alueella 3,5-4,0. (Korhonen ym. 1998.)

B-Lg:n ja o-La:n hydrolysointi trypsiinilld alentaa niiden allergisuutta 100—1 000-
kertaisesti verrattuna niiden natiiveihin muotoihin. Toisaalta BSA on hankala hydroly-
soida trypsiinilld, koska sen rakenteessa on monia disulfidisiltoja. Niiden takia BSA:lle
on suoritettava lampo- tai painekisittely ennen hydrolyysii proteiinin denaturoitumisek-

si. (Fritsché 2003.)

Yhdistetty lampd- ja entsyymikdsittely parantaa trypsiinin ja pepsiinin hydrolyysiid sekid
vihentdd B-Lg:n allergisuutta. a- ja B-kaseiinit sekid B-Lg ja a-La ovat herkkii trypsiini-
kisittelylle toisin kuin Ig ja BSA. a-La:n proteaasikésittelyssd muodostuvilla peptideilld
on todettu olevan samanlainen ja jopa suurempi allergiaa aiheuttava vaikutus kuin natii-
villa a-La:1la. Tdémé& on huomattu korkeampana IgE-vasta-aineen muodostumisena ja

hydrofobisten alueiden epitooppien paljastumisena proteiinin denaturoitumisen jilkeen.

(Monaci 2006.)
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5.3 Kaseiinien hydrolysoiminen

Tossavainen (1981) tutki kaseiinien entsymaattista hydrolyysid yhdeksilld proteaasilla.
Tarkoituksena oli kehittdd maitoallergiapotilaille sopiva kaseiinihydrolysaatti. Lievin
hydrolyysin (hydrolyysiaste 2 %) havaittiin poistavan kaseiinien antigeenisyyden, jonka
madrittimisessd kdytettiin raketti-immunoelektroforeesia. Hydrolyysiaste mééritettiin
nidytteen a-aminotyppi-kokonaistyppisuhteella. Yksittdisilld entsyymeilld péaéstiin 40-50
% hydrolyysiasteisiin kdytettdessd suurta entsyymimadrid (5-25 % substraatin médris-
td) ja 24 tunnin hydrolyysiaikaa. Pitkélle pilkkoutuneet hydrolysaatit olivat kuitenkin
variltddn ruskeita ja maultaan kitkerid. Entsyymiseoksia kokeilemalla ei saatu yksittdisia
entsyymeji tehokkaampaa hydrolyysid. Syyksi epdiltiin mikrobientsyymien samantyyp-

pisid pilkkomisominaisuuksia.

Fosfaatit ovat yleisid kemiallisia rakenteita a- ja B-kaseiineissa. Suurin osa fosfaatti-
ryhmisti sijaitsee ag;-, asy- ja B-kaseiinissa. Namai alueet ovat tirkeitd tarkasteltaessa
proteiinien aiheuttamaa allergisuutta ja proteolyysin tehoa sulatuksen aikana. Kaseiinien
seriineihin sidotut fosfaattiryhmiit ovat tirkeimpid epitooppialueita IgE-
immunoreaktiivisuuden kannalta. Immuunivastetta aiheuttavat epitoopit og;-kaseiineissa
sijaitsevat molekyylin hydrofobisissa osissa suojassa vasta-aineilta, kunnes kaseiini
hydrolysoituu proteolyysissid. (Molina ym. 2007.) Molina ym. (2007) tutkivat fosfa-
taasikisittelyn ja solun ulkopuolisen proteolyysin vaikutusta maidon kaseiinien immu-
nologisiin ominaisuuksiin ELISA-testillda. Tutkimuksessa arvioitiin kahden proteaasin
(pepsiini ja trypsiini) yksittdistd ja yhdistettyéd vaikutusta fosfataasikésiteltyyn ja késitte-
lemittomaiin kaseiiniin. Antigeenisyyden viheneminen on havainnollistettu taulukossa
6. Tutkimuksessa mitattiin antigeenisyyden viheneminen niytteistd, jotka olivat késitel-
ty proteaaseilla yhdessé (pepsiini ja trypsiini), erikseen (pepsiini tai trypsiini) ja ilman
proteaasia. Proteaasikisittelyt yhdistettiin fosfataasikisittelyihin, jotka suoritettiin kase-
iinille, a-kaseiinille ja B-kaseiinille. Antigeenisyyden viheneminen analysoitiin myos
kaseiineista, jotka hydrolysoitiin vain proteaaseilla. Fosfataasikésittely suoritettiin
pH:ssa 5,8 ja lampdtilassa 37 °C. Inkubointiaika oli kuusi tuntia. Pepsiinikésittelyssd pH
oli 2 ja trypsiinikésittelyssi 8. Proteolyysildmpdtila oli 37 °C ja inkubointiaika 3 tuntia.

Yhdistetyssi proteolyysissé liuoksen pH oli aluksi 2 pepsiinikésittelyn aikana ja inku-
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bointiaika 1,5 tuntia. Tdmin jédlkeen pH sédéddettiin arvoon 8 ja trypsiini lisittiin liuok-

seen.

Taulukko 6.  Proteolyysin vaikutus fosfataasikdsiteltyjen kaseiinien antigeenisyyden
vihenemiseen ELISA-testilld mitattuna (Molina ym. 2007).

proteaasi proteiini antigeenisyyden viheneminen (%)
fosfataasikésitelty kaseiini 33,0
el mitdin fosfataasikésitelty o-kaseiini 31,2
fosfataasikésitelty B-kaseiini 24.4
pepsiini o-kaseiini 61,9
fosfataasikésitelty o-kaseiini 74,7
trypsiini o-kaseiini 61,9
fosfataasikésitelty a-kaseiini 75,4
pepsiini ja trypsiini | a-kaseiini 58,5
fosfataasikésitelty a-kaseiini 71,3
pepsiini B-kaseiini 4,0
fosfataasikésitelty B-kaseiini 5,6
trypsiini B-kaseiini 0,6
fosfataasikésitelty B-kaseiini 69,5
pepsiini ja trypsiini | B-kaseiini 70,3
fosfataasikésitelty B-kaseiini 74,9

Kaseiinin kisitteleminen fosfataasientsyymillé fosfaattisidosten vihentdmiseksi yhdis-
tettynd proteolyysiin ei vihentdnyt merkittavisti hydrolysaattien antigeenisyytti. Pro-
teolyysi vihentdd kuitenkin kaseiinien antigeenisyyttd verrattuna proteaaseilla kisitte-
leméttomiin néytteisiin. Antigeenisyyden viahenemistd huomattiin myos fosfataasi- ja
proteaasikisitellyilld kaseiineilla verrattuna kaseiineihin, jotka olivat saaneet vain prote-
aasikdsittelyn. Tutkimuksen tehokkain yhdistelmi antigeenisyyden vihentdmiseksi
(75,4 %) oli a-kaseiinin késitteleminen fosfataasilla ja proteolyysin suorittaminen tryp-

siinilld. (Molina ym. 2007.)

5.4 Maitoproteiinien hydrolysoiminen plasmiinilla

Maidossa luontaisesti esiintyvét entsyymit joutuvat maitoon utareiden eritystuotteina.
Maidon alkalinen proteinaasi plasmiini kuuluu seriiniproteinaaseihin. Se on trypsiinin
kaltainen entsyymi, jonka pitoisuus maidossa vaihtelee lehmirotujen, lehmien yksilol-
listen erojen ja tuotannon vaiheiden mukaan. Plasmiini on sitoutunut piiasiallisesti ka-

seiinifraktioihin. Plasmiini ja sen esiaste plasminogeeni ovat kiinnittyneina kaseiiniin
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lysiinid sitovista pdistd. Plasmiinilla on suurin aktiivisuus hieman alkalisissa olosuhteis-
sa (pH noin 7,5-8) ja lampdtilassa 37 °C. Se kestédd hyvin lammitystd eikéd tuhoudu pas-
toroitaessa, mutta plasmiinin ja plasminogeenin aktiivisuus heikentyy noin 10 % pasto-
roinnin aikana. Happamissa olosuhteissa plasmiini kestdd kuumennusta, mutta se inak-
tivoituu helposti emiksisissd olosuhteissa. Plasmiinin inaktivoituminen tapahtuu tdydel-
lisesti 15 % NaCl-liuoksessa. ag;-kaseiini pilkkoutuu plasmiinin vaikutuksesta 2—3 ker-
taa hitaammin kuin B-kaseiini. Plasmiinin sijaitessa kaseiinimisellin pinnalla B-kaseiini
on kaseiineista herkin hydrolyysille. B-Lg:a ja a-La:a entsyymi ei hydrolysoi. B-
kaseiinin hydrolyysissi plasmiinilla muodostuu y;-, y»- ja ys-kaseiinia seké prote-

oosipeptonikomponentteja. (Ollikainen 1989.)

5.4.1 Plasmiinin toiminta

Kisittelemittomédssid maidossa plasminogeenin (PG) pitoisuus on 2—20-kertainen plas-
miiniin (PL) verrattuna, joten plasminogeenin aktivoiminen voi johtaa plasmiinipitoi-
suuden merkittdvidn kasvuun. Varastointi, limpokaésittely ja pH ovat tirkeimpii tekijoi-
td, jotka vaikuttavat PL-systeemiin. (Burbrink & Hayes 2006.) Maidon PL-pitoisuus on
0,7-2,4 mg/1 ja PG-pitoisuus 4,8-37,0 mg/l (Ollikainen 2008). PG:n muuttuminen
PL:ksi vaatii kahden peptidisidoksen pilkkoutumisen. Urokinaasi ja trypsiini aktivoivat
PG:a PL:ksi. Trypsiinilld reaktionopeus on kuitenkin hitaampi kuin urokinaasilla. Plas-
miini-inhibiittorit (PI) inhiboivat PG:n aktivoitumista tai suoraan PL:a. Plasminogee-
niaktivaattorit (PGA) ovat sitoutuneina kaseiinifraktioon. PG:n sekid PL:n inhibiittorit
ovat maidon seerumifraktiossa. (Ollikainen 1989.) PL-kompleksissa PL:n esiaste PG
muuttuu PGA:n vaikutuksesta PL:ksi. PGA:lla ja PL:1la on kuitenkin inhibiittoreita,
jotka estévit reaktiota. Plasmiiniaktivaattori-inhibiittoria (PAI) on heraproteiinin ve-
siosassa, ja inhibiittoria tuhoutuu pastdroinnin aikana. PI:a on myds herassa, ja se tu-
houtuu 77-82 °C:ssa. Denaturoitunut -laktoglobuliini (D-B-Lg) inhiboi myos PL:a
muodostamalla kovalenttisia sidoksia sen kanssa. PL-systeemin toiminta on havainnol-

listettu kuvassa 4. PL hydrolysoi erityisesti asy- ja 3-kaseiinia. (Ollikainen 2008.)
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PAI PGA PI
A
PG v N PL | D—B—lg
Kuva 4. Plasmiinisysteemin toiminta. PAI = plasmiiniaktivaattori-inhibiittori,

PGA = plasminogeeniaktivaattori, Pl = plasmiini-inhibiittori, PG =
plasminogeeni, PL = plasmiini, D-f-Lg = denaturoitunut 3-
laktoglobuliini. (Ollikainen 2008.)

5.4.2 Lampokisittelyn vaikutus plasmiinin aktiivisuuteen

Prado ym. (2006) tutkivat lehmédnmaidon PI:n ja PAL:n stabiilisuutta pastorointiolosuh-
teissa. Raakamaitoa inkuboitiin 15 sekuntia 62—-82 °C:ssa. PI:lla ja PAI:lla oli erilaiset
stabiilisuudet lampokisittelyn aikana. PAI inaktivoitui maidossa 80 %, kun sit4 késitel-
tiin 74,5 °C:ssa. PI inaktivoitui noin 36 % samassa késittelyssd. Tutkimuksessa liséttiin
my®0s urokinaasiplasmiiniaktivaattoria (uPA) lampokasittelyn (72 °C) jilkeen. Tdma
johti huomattavaan PL-aktiivisuuden lisdéintymiseen. Syyn arveltiin johtuvan PAl:n
inaktivoitumisesta lampokasittelyssd. PL-aktiivisuus lisdédntyi urokinaasin lisdykselld
edellisestd suuremmilla pastorointilampétiloilla (77 ja 88 °C). Tulos selittyy todenné-
koisesti PI:n inaktivoitumisen lisddntymiselld. Kun urokinaasilisdysta ei tehty, niin
mydskddn PL-aktiivisuuden lisddntymisti ei tapahtunut lampokisitellyissd niytteissa.
Tadmai voi johtua useasta syystd, mutta todennidkoisesti B-Lg sitoutui kovalenttisesti

PG:iin, mikd estdd PG:n aktivoitumista.

Burbrink ja Hayes (2006) tutkivat lehmdnmaidon PG:n denaturoitumisen limpdotila-
aluetta. Lisédksi he maérittivit limpddenaturoinnin vaikutusta lehmidnmaidon PG:n akti-
voinnissa. Raakamaitoa pastoroitiin 15 sekuntia 52—-72 °C:ssa. Niytteet jaettiin lisdksi
kahteen osaan, joista toiset saivat uPA-kisittelyn. PG:n aktivoinnin stimuloinnissa hy-
vind lampotila-alueena pidettiin 40-60 °C. Tuloksien mukaan PG:n denaturoitumislam-
pétila oli 50,1-61,0 °C. PG-aktiivisuus pienentyi yli 62 °C limpétiloissa, joissa B-Lg:a

on denaturoituneena. B-Lg:n PG:a sitova vaikutus voi olla yksi syy plasmiinin aktiivi-
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suuden vihentymisessd. Tdmai vaikuttaa my0os uPA-késittelyn toimivuuteen. Entsyymin

lisdykselld voidaan kuitenkin aktivoida sitoutumatonta PG:a.

Newstead ym. (2006) tutkimuksen tavoite oli maérittdd UHT-maidon minimiarvot esi-
lammityskisittelyssd, jossa PL:n aktiivisuus inhiboituu tehokkaasti tai poistuu koko-
naan. Esildmpokisittelyn lampotilat olivat 75-90 °C ja kisittelyajat 15-60 sekuntia.
Lampotila- ja aikayhdistelmien vaikutusta proteolyysiin, gelatinoitumiseen, sedimentaa-
tioon ja pH:n muutoksiin seurattiin UHT-késitellyssd (140 °C ja 4 sekuntia) maidossa
kahdessa eri varastointilampotilassa (20 ja 30 °C) vuoden aikana. Kaikkien esildimmitet-
tyjen ndytteiden pilkkoutumista seurattiin geelielektroforeesilla. PL-aktiivisuus paitel-
tiin B-kaseiinien hydrolysoitumisesta, jolloin muodostui y-kaseiineja. f-kaseiinin kor-
kein hydrolysoituminen tapahtui esikisittelyissd 80 ja 85 °C:ssa (30 sekuntia). Pilkkou-
tuminen oli noin kaksi kertaa korkeampi 80 °C:ssa. Suurin pH:n lasku, sedimentin mii-
rd ja aikaisin gelaation muodostus tapahtuivat esikésittelyssi, jossa pilkkoutuminen oli
mennyt pisimmille. Tutkimuksissa erotettiin nelji erilaista vaihetta esilimpokaisittelyi-
den vaikutuksista PL-aktiivisuuksiin. PG:n aktivaatiota kiihdyttivit pastorointi ja késit-
telyt, jotka inaktivoivat PAl:n. Alhaisilla esilampokisittelyilld PI:n aktiivisuus pysyi
tasolla, joka kuitenkin kontrolloi limpokestivin PL:n aktivoitumista. Keskitason esi-
lampokdsittelyissd PI inaktivoitui jittien PL:n vapaasti hydrolysoimaan B-kaseiinia.

Korkeimmilla esilimpokasittelyilld saatiin jdljelld oleva PL inaktivoitumaan.

5.4.3 Painekiisittelyn vaikutus plasmiinin aktiivisuuteen

Garcia-Risco ym. (2003) tutkivat painekésittelyn vaikutusta natiivin lehmé@nmaidon PL-
aktiivisuuteen huoneenldmpdétilassa. Tyossd tutkittiin myos PGA-lisdyksen vaikutusta
PL-aktiivisuuteen ja sen jakautumista eri maitofraktioissa. Tutkimuksen kohteina olivat
myOs misellirakenteiden muutokset, B-Lg:n denaturoituminen seké kaseiinien herkkyys
proteolyysille painekésitellyssd ja painekdsitteleméttoméssd maidossa. Painekdsittelyt
tehtiin raa’alle kuoritulle (30 °C:ssa 30 minuuttia) maidolle, joka oli sentrifugoitu (20
°C:ssa 20 minuuttia) ja suodatettu lasivillan ldpi. Painekésittelyt tehtiin 100-400 MPa
paineessa 15 minuutin aikana. Proteiinit méiritettiin kapillaarielektroforeesilla ja PL-

aktiivisuudet ELISA-testilld. Kokeet kaseiinin herkkyydesti proteolyysille suoritettiin
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PL:n optimildmpdtilassa (37 °C) 90 minuutin inkubointiajalla. Kaseiinimisellien hal-
kaisijat pienenivit paineen vaikutuksesta 150-300 nm:std painekésitteleméttomaésté ka-
seiinista (75-230 nm:iin, 100 MPa:ssa; 100 nm:iin, 200 MPa:ssa; 40 nm:iin, 300 ja 400
MPa:ssa). Ultrasentrifugoitujen niytteiden pH:n sééto 4,6:een paljasti, ettd 12 % liukoi-
sesta B-Lg:sta oli denaturoitunut 200 MPa:n paineessa ja 78 % 400 MPa:ssa. PL-
aktiivisuus viheni 20-30 % paineistuksessa PG-aktivaation jidlkeen. Proteolyysi tehos-
tui, ja kaseiinista tuli herkempi hydrolyysille paineen vaikutuksen alaisena, kun suoritet-

tiin PGA-lisdys.

5.5 Lampokaisittelyn vaikutus

Lehménmaitoproteiinien antigeenisyys ei ole riippuvainen ainoastaan ldmpétila- ja ai-
kayhdistelmén valinnasta, vaan myos kisittelyn aiheuttamista vuorovaikutuksista mui-
den proteiinien tai ruoan matriisien kanssa (Monaci 2006). Pastorointi denaturoi osittain
heraproteiinit, mutta ei kaseiinia. Korkeammat limpétilat saattavat vaikuttaa tehok-
kaammin heran denaturoimiseen. (Pelto 2000.) Roth-Walter ym. (2008) arvioivat pasto-
roidun maidon vaikutuksia maitoallergiaan. Varmistaakseen a-La:n, B-Lg:n ja kaseiini-
en ldpikotaisen pastdroinnin néytteitd kuumennettiin joko 33 minuuttia 63 °C:ssa tai 2
minuuttia 72 °C:ssa. Natiivien ja pastoroitujen proteiinien immunoreaktiivisuudet mitat-
tiin kédyttien menetelminé geelisuodatusta ja ELISA-testid. Vaikka liukoiset heraprote-
iinit indusoivat vahvimpia anafylaktisia reaktioita, kaseiini oli natiivissa muodossaan
immunoreaktiivisin. Suurin ero proteiinien antigeenien sisidinottoreiteissa liukoisten
heraproteiinien ja misellejd muodostavien kaseiinien vililld havaittiin olleen heraprote-
iinien suoliston epiteelisolujen ldpi meneminen. Kaseiinimisellien muodostuminen edis-
ti antigeenien sisdénottoa ohutsuolen seinimien Peyerin saarekkeiden kautta. Antigeeni-
en muoto saattoi vaikuttaa niiden vaikutustapoihin elimistdssi ja muuttaa siten im-
muunivastetta. Pastorointi ei vihentinyt heraproteiinien antigeenisyyttd, mutta kova
kuumennuskisittely (95 °C yli 30 minuuttia) selvésti vihensi sitd. Kuumennuskisittelyt
eivit vaikuttaneet kaseiinien antigeenisyyteen. Heraproteiinien pastorointi suojasi aller-
gisia reaktioita vastaan, kunnes proteiinien aggregoitumisesta johtuva antigeenien epi-
teelisolujen ldpi meneminen heikentyi. Tutkimuksissa havaittiin heraproteiinien pasto-

roinnin edistdvin antigeenien sisdidnottoa Peyerin saarekkeiden kautta, kun sisdinotto
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absorboivien enterosyyttien kautta heikentyi. Antigeenien sisdfinottoreittien muutokset
vaikuttivat proteiinien antigeenisyyteen ja allergiaoireisiin. Pastorointi sai heraproteiinit
aggregoitumaan, mutta kaseiineihin se ei vaikuttanut, koska ne muodostivat misellejd
ilman pastorointiakin. Heraproteiinien pastoroinnista johtuva aggregoituminen edisti
niiden antigeenien sisdidnottoa Peyerin saarekkeiden kautta estiden samalla niiden kulkua
absorboivien enterosyyttien lépi. Kaseiinien antigeenien transsytoosi tapahtui muutoin-
kin saarekkeiden kautta. Tutkimuksissa havaittiin tédstd johtuva heraproteiinien immu-
nogeenisyyden kasvu. Tutkimustulokset vahvistavat olettamusta, jonka mukaan maidon

prosessointi aiheuttaa lisdéintyvid herkistymisté proteiineille.

Tutkimuksissa on huomattu lehméanmaidon ldmpokasittelyn muuttavan proteiinien terti-
ddrirakennetta, miki ei vélttdmattd vihennd maidon allergisuutta. Sen sijaan kuumen-
nuksessa muodostuvat aggregaatit voivat lisitd allergisuutta tai voi muodostua uusia
antigeenejd kemiallisten ja fysikaalisten reaktioiden seurauksena. (Monaci 2006.)
Kuumennuskisittely ei erityisemmin vaikuta kaseiineihin, mutta ne ovat alttiita monille
proteinaaseille ja peptidaaseille, jotka muokkaavat kaseiineja ruuansulatuksen jélkeen.
B-Lg on suhteellisen kestdvi proteiini happamalle ympéristolle ja proteolyyttisille ent-
syymeille, mika jattdd sen rakenteen melko koskemattomaksi ruoansulatuksen jéilkeen.
Tdmi mahdollistaa koskemattomien proteiinien padsyn elimistoon, jolloin B-Lg:n pin-
nalla olevat antigeenireseptorit (epitoopit) pystyvit sitoutumaan vasta-aineisiin ja aihe-
uttamaan immuunivasteen elimistdssé, mistd seuraa allerginen reaktio. (Jdrvinen ym.

2002.)

Pitkittyneelld lehménmaidon kuumennuksella on yritetty saada aikaan vihemmén aller-
gisuutta aiheuttava maito. a-kaseiini on limpdstabiilein proteiini, BSA sen sijaan epi-
vakain kuumennukselle ja B-Lg suhteellisen kestivd kuumennukselle. BSA ja Ig menet-
tivit antigeenisyytensd 70—80 tai 100 °C:ssa 15 minuutin aikana. (El-Agamy 2007.)
Kaseiini ei denaturoidu maidon normaaleissa limpokasittelyissd normaalissa pH:ssa,
normaalissa suola- ja proteiinipitoisuudessa. B-Lg:n lampokésittelystd aiheutuva denatu-
roituminen on irreversiibeli reaktio. Denaturoituminen alkaa jo 65 °C:ssa ja tapahtuu
kokonaisuudessaan 90 °C:ssa viiden minuutin aikana. (Dairy processing handbook

1995.)
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5.5.1 Heraproteiinit

Heraproteiinit voidaan denaturoida 70—80 °C:ssa. Limpd tuhoaa proteiinien pinnalla
olevia epitooppeja, jotka tarttuvat elimistossi vasta-aineisiin aiheuttaen immuunivas-
teen. Lehminmaitoproteiineista kaseiinit ovat termostabiileja ja muokkautuvat vain vi-
hin lammon vaikutuksesta. Heraproteiinit sen sijaan denaturoituvat voimakkaasti lam-
pokisittelyissi. (Fritsché 2003.) Kovalenttisten sidosten muuttuminen limmén tai va-
rastoinnin vaikutuksesta, kuten rasvojen hapettuminen, disulfidisidosten katkeaminen
tai aminohappojen deaminaatio voivat aiheuttaa maidon allergisuutta. f-Lg:n kuumen-
taminen 50 °C laktoosin ldsné ollessa on huomattu kasvattavan allergisen ihoreaktion

tasoa 100-kertaisesti. (Monaci 2006.)

Kim ym. (2007b) tutkivat pepsiinin ja trypsiinin vaikutusta natiivin ja lampokésitellyn
heraproteiinikonsentraatin (WPC, whey protein concentrate) hydrolysaattien tuottoon ja
antigeenisyyteen. Natiivia ja lampokésiteltyd (10 minuuttia 100 °C) WPC:a (2 % liuos)
inkuboitiin 50 °C:ssa 30-120 minuuttia. Hydrolyysikésittelyt tehtiin 0,1-1 % pepsiinilld
ja trypsiinilld. Livosten pH oli 2 pepsiinihydrolyysissi ja 8 trypsiinihydrolyysissd. Niyt-
teistd madritettiin BSA:n, B-Lg:n ja a-La:n pilkkoutuminen geelielektroforeesilla sekd
hydrolysaattien antigeenisyys ELISA-testilld. Laajin pilkkoutuminen saavutettiin lam-
pokisitellyilla WPC:1la. Pilkkoutuminen kasvoi inkubointiajan ja entsyymipitoisuuden
kasvaessa. Korkein hydrolyysiaste (25 %) saavutettiin limpokasitellyllda WPC:lla, jota
oli hydrolysoitu 120 minuuttia ensin 1 % pepsiinilld ja sen jilkeen 1 % trypsiinillda. Gee-
lielektroforeesilla analysoiduissa ndytteissd BSA oli tdysin hydrolysoitunut natiiveissa
ja lampokasitellyissd ndytteissd 30 minuutin pepsiinikisittelysséd. Natiivin WPC:n inku-
bointi 30 minuuttia 1 % pepsiinilla ja trypsiinilld sai BSA:n ja a-La:n kokonaan hydro-
lysoiduiksi. Natiivin WPC:n B-Lg:iin eiviit vaikuttaneet pepsiini- ja trypsiinikésittelyt.
Antigeenisyyden viheneminen johtui todennédkdisesti immuunivastetta aiheuttavien
vasta-aineita sitovien epitooppien vihentymisesti hydrolyysin edetessd. Nédiden olosuh-
teiden ja késittelyiden todettiin olevan tehokkain tapa tuottaa vihin allergisoivia hydro-
lysaatteja WPC:n hydrolyysissd saavuttaen samalla molekyylipainoltaan pienid peptide-

Jja.
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Kim ym. (2007a) tutkimuksessa arvioitiin lampokaésittelyn vaikutusta WPC:n hydroly-
soitumiseen ja muodostuvien hydrolysaattien antigeenisyyttd. Kiytettivit proteaasit
olivat Alcalase, Flavourzyme, trypsiini ja papaiini. Hydrolysaattien proteiini- ja peptidi-
koostumus analysoitiin geelielektroforeesilla ja nestekromatografilla. Antigeenisyydet
mitattiin ELISA-testilld. WPC:n (2 % liuos) pH sédidettiin arvoon 8, minké jidlkeen suo-
ritettiin ldampokdsittely (10 minuuttia 100 °C). Liuoksia inkuboitiin tdméin jilkeen 2 %
entsyymeilld 30-240 minuuttia 50 °C:ssa. Korkeimmat WPC:n hydrolyysiasteet saatiin
240 minuutin inkuboinnin kohdalla: Alcalase (12 %), Flavourzyme (12 %), trypsiini (10
%) ja papaiini (9 %). Geelielektroforeesilla huomattiin 3-Lg:n, a-La:n ja BSA:n pilk-
koutuneen kokonaan 240 minuutin inkuboinnin aikana. Antigeenisyyttéd aiheuttavat
piaidkomponentit viheniviat WPC:sta 60 minuutin aikana hydrolysoitaessa Alcalaasilla,
Flavourzymelli ja trypsiinilld. Papaiinilla késitellyissi WPC:n hydrolysaateissa huomat-

tiin jalkid B-Lg:sta ja a-La:sta 240 minuutin inkuboinnin jilkeenkin.

Ehn ym. (2005) tutkivat IgE-vasta-aineen sitoutumista B-lactoglobuliiniin 1amp6-, hyd-
rolyysi- ja fermentointikésitellyilld maitotuotteilla. Proteiinien peptidirakenteet analy-
soitiin nestekromatografilla ja tuotteiden antigeenisyydet ELISA-testilld. Yhdeksilta
aikuiselta otetuista niytteistd suoritettiin antigeenisyystestit maitohappobakteerifermen-
toinnin ja hydrolyysikisittelyn jdlkeen. Maitohappobakteeri oli Lactobacillus helveticus
ja proteaasina toimi trypsiini. Tutkitut ndytteet olivat lihes rasvattomia (<0,1 %), pasto-
roitu 72 °C:ssa 30 sekuntia, ja jotkin néytteet oli lisdksi limpokaisitelty 90 °C:ssa 4 mi-
nuuttia. Maitotuotteiden B-Lg:sta jdi natiiviksi 60 % 16 tunnin fermentointikésittelyn
aikana ja 18 % 212 tunnin aikana. Trypsiinikisittely jétti koskematonta B-Lg:a ainoas-
taan 12 % 16 tunnin aikana ja vain pienid pitoisuuksia 23 tunnin hydrolyysin jilkeen.
Lampokasittely 90 °C:ssa laski merkittavisti vasta-aineiden sitoutumista. Fermentoin-

nin vaikutus ei ollut merkittiva IgE-vasta-aineen sitoutumisen vihentdmisessa.

5.5.2 Heraproteiinit ja kaseiini

Wroblewskan ym. (2007) tutkimuksen tavoite oli méarittdd maidon WPC:n ja natrium-

kaseinaatin hydrolysaattien pienimolekyylisten fraktioiden antigeenisyydet. Laktoosin
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madrdd viahennettiin ndytteissi laktaasientsyymikisittelylld proteaasikésittelyiden jil-
keen. Proteaasit olivat Alcalase ja pepsiini. Molekyylipainoltaan alle 6 000 Da olleet
hydrolysaattien fraktiot analysoitiin nestekromatografilla. Hydrolysaattien antigeeni-
syydet analysoitiin ELISA-testilli. WPC:n hydrolyysi suoritettiin Alcalase-entsyymilla
pH:ssa 8 ja lampétilassa 50 °C, ja inkubointiaika oli 140 minuuttia. Pepsiinilld hydro-
lysoitaessa pH oli 2, lampdétila 37 °C ja inkubointiaika 70 minuuttia. Laktaasilla hydro-
lysoidessa pH oli 6,5 ja lampétila 4 °C sekd inkubointiaika 24 tuntia. WPC:n ja natri-
umkaseinaatin hydrolyysiasteeksi saatiin 18 ja 17 %. Natriumkaseinaatin hydrolysaatti-
en antigeenien IgG-vasta-aineen sitomiskyky oli hieman vihéisempi kuin WPC:n. Pro-
teiinien pilkkominen Alcalasella, pepsiinilld ja laktaasilla ei vihentdnyt maidon allergi-

suutta merkittavasti.

5.6 Painekisittelyn vaikutus

Maidon homogenointi korkeassa paineessa kasvattaa rasvan pinta-alaa moninkertaisesti.
Esiin tulleet alueet adsorboivat proteiineja hydrofobisilla vuorovaikutuksilla. Niitéd pro-
teiinirakenteita ovat padosin kaseiinien misellit. (Pelto 2000.) Fritschén (2003) tutki-
muksessa heraproteiinit késiteltiin korkeassa paineessa (200700 MPa) ennen trypsiini-
hydrolyysia, sen aikana ja sen jdlkeen. Painekisittely hydrolyysin aikana vihensi leh-
ménmaitoproteiinien antigeenisyyttd voimakkaasti. WPC:n B-Lg:n jddnnosantigeenisyys
viheni yli 100-kertaisesti, kun hydrolyysi suoritettiin 400-600 MPa paineessa verrattu-

na vastaavaan hydrolyysiin normaali-ilmanpaineessa.

Bonomi ym. (2003) tutkivat B-Lg:n pilkkomista trypsiinilld ja kymotrypsiinilld ennen
paineen vaikutusta, sen aikana (600 MPa) ja paineistuksen jidlkeen. pH oli 6,8; limpoti-
lat olivat 30, 37 ja 44 °C seki kisittelyaika 10 minuuttia. Tutkimuksessa pyrittiin selvit-
tdmésn kisittelyiden vaikutus B-Lg:n antigeenisyyteen, jota tutkittiin ELISA-testilla.
Proteiinien mééritys suoritettiin geelielektroforeesilla. Taulukossa 7 nikyy B-Lg:n jdén-
nosarvot alkuperiisesti erilaisten lampétilojen ja paineiden vaikutusten alaisena hydro-

lysoitaessa trypsiinilld ja kymotrypsiinilld.
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Taulukko 7.  Trypsiinin ja kymotrypsiinin vaikutukset S-laktoglobuliinin hydrolyysias-
teeseen (%) eri olosuhteissa (Bonomi ym. 2003).

painekésittely trypsiini kymotrypsiini
30°C 37°C | 44°C | 30°C 37°C 44°C
Normaali ilmanpaine (0,1 MPa) 3+1 13£3 | 14+£4|10+4 24 +4 26+ 6
Painekisittelyn (600 MPa) aikana 69+3 | 89+4 |91+3|63+5 972 98 + 1
Normaalissa ilmanpaineessa (0,1 MPa) 29+4 385
painekdsittelyn (600 MPa) jilkeen

Tulosten mukaan kymotrypsiinikésittelyssd (10 minuuttia), 600 MPa paineessa ja 37
°C:ssa -Lg:n hydrolyysi oli ldhes tdydellinen. Tulokset osoittavat kymotrypsiinin hyd-
rolysoivan tehokkaasti B-Lg:n hydrofobisia alueita, jotka olivat viliaikaisesti paljastu-
neina hydrolyysille painekisittelyn aikana. Alueet eivit paljastuneet késittelemittomés-

sé proteiinissa tai aiemmin painekésitellyssi proteiinissa. (Bonomi ym. 2003.)

Proteiinien hydrolyysin aikana kéytetyissi painekdsittelytutkimuksissa paineet ovat ol-
leet 300—400 MPa ja inkubointiajat pitkid, mikd on johtanut usein laajoihin proteiinien
hydrolysointeihin ja entsyymien inaktivoitumiseen. 3-Lg:n immuunireaktiossa on ha-
vaittu laskua niytteissi, jotka painekisiteltiin kymotrypsiinilld ja trypsiinilld. Kymot-
rypsiinikisitellylld on péddsty tutkimuksissa molekyylipainoltaan korkeintaan noin 6 000
Da tuotteisiin. Trypsiinilld suoritetuilla hydrolyyseilld on saavutettu painekésittelyn

jélkeen tuotteita molekyylipainoltaan 5 000—16 000 Da. (Bonomi ym. 2003.)

Chicon ym. (2008) tutkivat korkeapainekisittelylld ja pepsiinilld suoritetun hydrolyysin
vaikutusta B-Lg:n denaturoitumiseen ja proteiinin aiheuttamaan antigeenisyyteen. Tut-
kimuksessa vertailtiin erilaisten painekisittelyiden vaikutusta hydrolyysin kulkuun. -
Lg:n hydrolysointi yli 200 MPa paineessa vihensi selvisti antigeenisuutta, ja 400 MPa
paineessa natiivi proteiini oli hydrolysoitunut viidessd minuutissa. Antigeenisyyden
voimakas viheneminen vaati kuitenkin pitkin inkubointiajan (1-2 tuntia) pepsiinilld
hydrolysoitaessa korkeassa paineessa, jolloin keskikokoiset peptidit saatiin vihene-
mdidn. Hydrolysoitujen proteiinien analysoimisessa kiytettiin geelielektroforeesia ja
peptidien tunnistus suoritettiin nestekromatografilla. Hydrolysaattien antigeenisyys ana-

lysoitiin ELISA-testilli.
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TUTKIMUSOSA

6 Materiaalit ja menetelmit

6.1 Entsyymit

Tutkimuksiin etsittiin neutraalilla pH-arvoalueella toimivia proteaaseja, jotka tayttivit
elintarvikelaatuvaatimukset. Kokeissa kdytetyt 25 entsyymii ovat mainittuina taulukos-

sa 8.

Taulukko 8.  Tutkimuksissa kdytetyt entsyymit, niiden tuottajaorganismit ja valmisteen
laatu (n = neste, j = jauhe).
entsyymi tuottajaorganismi laatu

Proteaasi 1 Organismi 1 ]

Proteaasi 2 Organismi 2

Proteaasi 3 Organismi 3

Proteaasi 4 Organismi 4
Proteaasi 5 Organismi 5
Proteaasi 6 Organismi 6

Proteaasi 7 Organismi 7

Proteaasi 8 Organismi 8
Proteaasi 9 Organismi 9

Proteaasi 10 | Organismi 10
Proteaasi 11 | Aspergillus melleus

Proteaasi 12 | Aspergillus oryzae

Proteaasi 13 | Aspergillus oryzae
Proteaasi 14 | Bacillus amyloliquefaciens
Proteaasi 15 | Bacillus licheniformis
Proteaasi 16 | Bacillus licheniformis
Proteaasi 17 | Bacillus stearothermophilus

Proteaasi 18 | Bacillus stearothermophilus
Proteaasi 19 | Bacillus subtilis
Proteaasi 20 | Bacillus subtilis
Proteaasi 21 | Bacillus subtilis
Proteaasi 22 | Bacillus subtilis
Proteaasi 23 | Bacillus subtilis

Proteaasi 24 | Carica papaya
Proteaasi 25 | Geobacillus sp.

S =5 == B === s BB === === B =5 BB =




6.2 Hydrolyysikokeet
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Substraattina kiytettiin Valion rasvattoman maidon (pH 6,8) proteiineja.

Pienen mittakaavan hydrolyysi tehtiin magneettisekoittimien paalld olevassa vesihau-

teessa. Inkubointildmpétila oli useimpien entsyymien lampdétilaoptimialueella, mikd

mahdollisti tehokkaan hydrolyysin. Suuremmassa mittakaavassa entsyymin inaktivointi

tehtiin ensin mikroaaltouunissa, minki jidlkeen niyte siirrettiin limpohauteeseen. Kiyt-

toon otettiin my0Os jadhdytys viiledssd vedessid. Hydrolyysiolosuhteet on esitetty taulu-

kossa 9.

Taulukko 9. Pienen ja suuren mittakaavan hydrolyysiolosuhteet.

pieni mittakaava

suuri mittakaava

maidon méadrd 100 g maidon méadrd 500 g
inkubointilampotila 50 °C inkubointildmpotila 50 °C

inkuboinnin kesto 24 tuntia | inkuboinnin kesto 2 tuntia
inaktivointilimpdétila 80 °C inaktivointilimpdotila mikrossa 75 °C ja vesihauteessa 80 °C

inaktivoinnin kesto

8 minuuttia

inaktivoinnin kesto

noin minuutti ja 5 minuuttia

jadhdytysaika

jadhdytysaika

2 minuuttia

6.3 Hydrolyysiasteen miérittiminen

Reagenssit:

- puskuriliuos: natriumfosfaatti (Na;PO, * 12 H,O; 25 mM), magnesiumsulfaatti

(MgSQOy - 7 H,0; 0,4 mM) ja liuoksen pH 7

- saostusreagenssi: trikloorietikkahapppo (0,11 M), natriumasetaatti (0,22 M) ja

etikkahappo (0,31 M)
- natriumkarbonaatti (0,55 M)
- L-tyrosiinista (CoH;1NOs; 2,3 mM) tehtiin laimennokset 1:100, 1:50 ja 1:20

puskuriliuokseen

- Folin-Ciocalteu-reagenssi (Merck, Saksa) tehtiin suhteessa 1:3 ionivaihdettuun

veteen
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Hydrolyysin etenemisti seurattiin vertaamalla hydrolysaattien tyrosiinipitoisuuksia nol-
landytteen tyrosiinipitoisuuteen. Tyrosiinimééritys tehtiin muunnellulla Matsubaran ym.
(1958) menetelmillid. Koeputkeen pipetoitiin 3 cm’ niytettd ja 5 cm’ saostusreagenssia,
jonka jilkeen niytettd sentrifugoitiin 3 300 g:ssd 20 minuuttia. Supernatantista mééritet-
tiin tyrosiinipitoisuus Folin-Ciocalteu-menetelmilld kdyttien Beckmanin automaattista

Biomek 2 000 tyoasemaa ja spektrofotometrid. Menetelmissi kédytetyt pipetointiméérit,

laimennokset ja mittausparametrit on esitetty taulukossa 10.

Taulukko 10. Tyrosiinimddrityksen pipetointimdcdirdt, laimennokset ja mittausparamet-
rit.
pipetointimaarit laimennokset mittausparametrit

supernatantti 75 ul (2 osaa) | nollandyte 1:5 | absorbanssi 650 nm
natriumkarbonaatti | 187,5 ul (5 osaa) | hydrolyysindyte | 1:100 |inkubointiaika 50 minuuttia
Folin-Ciocalteu 37,5 ul (1 osa)

6.4 Geelielektroforeesi

Reagenssit:

- geelit: Homogeneous 20 (PhastGel, GE Healthcare)

- Tris/HCI/EDTA-puskuri: EDTA (1,0 mM), Tris (10 mM) ja liuoksen pH 8

- merkaptoetanoli (0,13 M)

- SDS-livos: Na-layryylisulfaatti (0,35 M)

- bromifenolisininen (1,5 mM)

- standardilivos (LMW Calibration Kit For SDS Electrophoresis, GE Healthcare,
Amersham)

- Coomassie-liuos: 5 kpl PhastGel Blue R -viritablettia (Pharmacia, Ruotsi) liuo-
tettiin 400 cm’ jonivaihdettua vettd 10 minuuttia sekoittaen. Sekoitusta jatkettiin
kolme minuuttia 600 cm® metanolilisdyksen jilkeen. Liuos suodatettiin.

- virjiysliuos: Coomassie-liuos ja suolahappo (20 %) suhteessa 1:1 valmistettiin
kayttopaivind

- pesuliuos: metanoli, etikkahappo (100 %) ja ionivaihdettu vesi suhteessa 3:1:6

- sdilytysliuos: glyseroli, etikkahappo (100 %) ja ionivaihdettu vesi suhteessa
1:1:8
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Niytettd pipetoitiin 250 ul sentrifugiputkeen, johon liséttiin 250 pl Tris/fHCI/EDTA-
puskuria, 50 pul merkaptoetanolia ja 125 pl SDS-liuosta. Putkea kuumennettiin kiehu-
vassa vedessd viisi minuuttia. Putkeen liséttiin kuumennuksen jilkeen 50 ul bromi-
fenolisinistd, mink4 jédlkeen putkea sentrifugoitiin 3 500 g:ssd 10 minuuttia. Superna-
tanttia oli elektroforeesissa 1 pl geelilld. Geelielektroforeesi tehtiin laitteella PhastSys-

tem (Pharmacia, Ruotsi). Elektroforeesin parametrit ovat néhtivissi taulukossa 11.

Taulukko 11. Elektroforeesiajon parametrit.

erotusvaiheet | jannite [V] | virta [mA] | teho [W] | lampétila [°C] | janniteaika [Vh, volttitunti]
vaihe 1 500 10 3 15 1
vaihe 2 500 1 3 15 1
vaihe 3 500 10 3 15 158

Elektroforeesin jilkeen geeli virjéttiin kehitysyksikossd virjdysliuoksella (kulutus noin
100 cm?), pestiin pesuliuoksella (kulutus noin 200 cm’) ja séilytysliuoksella (kulutus
noin 50 cm’). Geelin kehitysvaihe kesti noin 40 minuuttia ja kehityksen aikana limpdti-

la oli 50 °C.

6.5 Happohydrolyysi

Reagenssit:

- suolahappo (6,0 ja 0,1 M)

Hydrolyysiaste (%) pyrittiin méirittamidn myods vertaamalla ndytteen tyrosiinipitoisuut-
ta happohydrolysoidun maidon tyrosiinipitoisuuteen. Maitoa punnittiin 1,0 g hydro-
lyysiputkeen ja putkeen pipetoitiin 11 cm’ suolahappoa (6 M). Hydrolyysiputkea type-
tettiin kymmenen minuuttia hapettumisen estdmiseksi, minké jilkeen néytettd pidettiin
lampohauteessa 110 °C:ssa 20 tuntia. Jddhtynyt hydrolysaatti siirrettiin pasteurpipetilld
20 cm’ mittapulloon. Hydrolyysiputki huuhdottiin niytteestd 2 cm’:1la suolahappoa (0,1
M) ja ionivaihdetulla vedelld mittapulloon. Veteen liukenematon aines erotettiin nayt-

teestd sentrifugilla 3 300 g:ssid 20 minuutin aikana.
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6.6 Typpi- ja proteiinipitoisuuden miéritys
Valion rasvattoman maidon kokonaistyppipitoisuus (%) médritettiin Kjehldal-
menetelmilld Valion tutkimuksen ja tuotekehityksen kemian analyysipalvelun osastolla.

Proteiinipitoisuus laskettiin kertomalla kokonaistyppitulos kertoimella 6,38. Viiden

ndytteen typpipitoisuuskeskiarvosta laskettiin proteiinipitoisuudeksi 3,55 %.

6.7 Hydrolysaattien aistinvarainen arviointi

Valion tutkimuksen ja tuotekehityksen aistittavan laadun osaston laatustandardin mu-

kaan rasvattoman maidon pitéé tdyttdd taulukon 12 kriteerit.

Taulukko 12. Valion rasvattoman maidon laatukriteerit (Aistivaraisen laadun kéisikirja

2006).
rakenne homogeeninen, ei saa sisiltdd hiutaleita, pinnalla ei saa erottua kermakerrosta
maku makea, raikas, puhdas, happamuudeltaan neutraali neste

viri sinertdvi

Niytteiden aistinvaraista laatua arvioitiin Valion tuotteiden viisiportaisella myyntiinhy-
viksyntdasteikolla (taulukko 13). Niytteet, joille arvioija antoi asteikon pistemiirdn 3

tai vihemmin, oli laatuvirhe nimettidva. (Aistinvaraisen laadun kisikirja 2006.) Hydro-
lyysindytteiden ei tarvinnut tdyttdd Valion rasvattoman maidon hyviksyttivyyskriteere-

jd, kunhan laatu oli muuten hyvéi.

Taulukko 13. Valion tuotteiden viisiportainen myyntiinhyvdksyntdasteikko (Aistivarai-
sen laadun kdsikirja 2006).

laatuarvosana niytteen vertailu laatustandardiin toimenpide
5 yhdenmukainen spesifikaation kanssa myyntiin
4 erittdin lievid poikkeamia spesifikaatiosta myyntiin
3 lievid poikkeamia spesifikaatiosta myyntiin huomautuksin
2 selvid poikkeamia spesifikaatiosta ei myyntiin
1 erittdin selvid poikkeamia spesifikaatiosta ei myyntiin
0 ei kelpaa ihmisravinnoksi (ei maisteta) hylky
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Néytteiden aistinvaraista laatua verrattiin inaktivointiolosuhteissa kisiteltyyn maito-
nidytteeseen. Arvioitavien néytteiden 1dmpétila oli 17 °C ja néytteitd maistettiin vain

lusikallinen pienen méérin takia.

6.8 Partikkelikokoanalyysi

Néytteiden partikkelien tilavuusjakauma (%) mitattiin Mastersizer 2000 (Malvern) lait-
teella nestemittauspéélld (Hydro 2000S) Valion tutkimuksen ja tuotekehityksen proses-

siteknologian osastolla.

6.9 p-laktoglobuliinin méiritys

B-laktoglobuliinipitoisuudet midritettiin ELISA-testill ja nesteromatografilla (HPLC,
High Performance Liquid Chromatography) Valion tutkimuksen ja tuotekehityksen ke-

mian analyysipalvelun osastolla.
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7 Tulokset ja tulosten tarkastelu

7.1 Hydrolyysi yksittiisilli entsyymeilla

Tyossd tutkittiin lehménmaitoproteiinien rajattua hydrolyysid neutraaleissa olosuhteissa
toimivilla proteaaseilla. Tarkoituksena oli saada maitoallergiaa aiheuttavat proteiinit
pilkkoutuneiksi maidon laadun séilyessd hyvind. Hydrolysoidun néytteen tirkeimmét
laatukriteerit olivat sen rakenteen, virin, maun ja suutuntuman sdilyvyys hyvéni. Ent-
syymipitoisuus arvioitiin sattumanvaraisesti, jos tutkittavan entsyymin tuoteselosteessa
ei annettu tietoa suositeltavasta entsyymin kéyttopitoisuudesta substraattiin nihden.
Jatkossa pitoisuutta muutettiin haarukointimenetelmélld. Entsyymipitoisuutta laskettiin
huonolaatuisen ndytteen (laatuarvosana 0-2) jilkeen ja nostettiin myyntikelpoisen niyt-

teen (laatuarvosana 3-5) kohdalla.

7.1.1 Entsyymien esikarsinta hydrolyysiasteen ja laadun perusteella

Entsyymien tutkimus aloitettiin kokeilemalla erilaisia entsyymipitoisuuksia hydro-
lyyseissi (taulukko 14 ja liite 1). Tarkoituksena oli 16ytiid entsyymipitoisuus, jolla mai-
don laatu pysyi hyvina ldhes nelja tuntia. Néytteen tyrosiinipitoisuutta mitattaessa ha-
luttiin tapahtuvan nousu tasolle, jossa tyrosiinipitoisuus pysyi vakaana. Taulukon 14
entsyymit karsittiin ensimmaisind. Hydrolyysid ei ensimmaisissd kokeissa lopetettu,
vaikka maidon rakenne muuttui joidenkin nédytteiden kohdalla. Oli mahdollista, etti
saostuneen ndytteen rakenne palasi takaisin maitomaiseksi. Koska tyrosiinipitoisuudet
jéivit useissa néytteissé lihes samalle tasolle, entsyymien karsintakriteerejé olivat laa-
dun lisdksi myos

- entsyymin korkeat inaktivointiolosuhteet

- alkalisissa olosuhteissa toimiva entsyymi

- kahdella entsyymilld sama tuottajaorganismi.
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Taulukko 14. Alussa karsittujen entsyymien hydrolysaattien hydrolyysiajat, laatuar-

vosanat, tyrosiinipitoisuudet, sanalliset arvioinnit ja karsinnan syyt.

entsyymi 'aika (h) laatu tyrosiini sanallinen arvio laadusta karsinnan syy
(p-% maidosta) (0-5) (mg/g prot.)
Proteaasi 11
0,01 % 0,5 0 11 saostunut alhainen tyrosiinipitoisuus
Proteaasi 18
0,001 % 0,5 31 saostunut
0,0001 % 0,5 23 saostunut
3 24 saostunut, kuultava lampod kestdvi entsyymi
Proteaasi 20
0,001 % 0,5 0 21 saostunut
0,0001 % 0,5 - 20
1 0 20 saostumaa reunoilla
1,5 0 20 saostunut, kuultava
3 0 20 saostuma, kuultava saostuu alhaisella pitoisuudessa
Proteaasi 13
0,0066 % 0,5 0 - saostunut inaktivointi 90 °C 12 minuuttia
Proteaasi 16
0,033 % 0,5 0 38 saostunut emiksisissd olosuhteissa
4 0 46 saostunut, harmahtava parhaiten toimiva entsyymi
Proteaasi 17
0,0033 % 0,5 0 20 saostunut, kellertavi alhainen tyrosiinipitoisuus
Proteaasi 22
0,0066 % 0,5 0 28 saostunut, harmahtava inaktivointi 90 °C 5-10 minuuttia,
Proteaasi 24
0,0033 % 0,5 0 — saostunut inaktivointi 90 °C 15-30 minuuttia,
Proteaasi 19
0,001 % 0,5 0 24 saostunut, kellertivi alhainen tyrosiinipitoisuus
Proteaasi 9
0,0033 % 0,5 20 sama tuottajaorganismi kuin
4 21 Proteaasi 6
Proteaasi 23
0,033 % 0,5 0 — saostunut
0,00002 % 0,5 - 21
1 0 21 saostunut alhainen tyrosiinipitoisuus,
2.5 0 21 saostunut, kellertavi saostuu alhaisella pitoisuudessa

! = hydrolyysiaika entsyymilli

— = ei analysoitu

Néytteen maku oli usein virheellinen, jos saostumista ehti tapahtua hydrolyysin aikana.

Néytteistd, joiden laatu oli arvosanan nolla tasoinen jo puolen tunnin jilkeen, tehtiin

tyrosiinimiiritykset vain ensimmadisisti ja viimeisistd noin neljin tunnin ndytteista.

Voimakkaan makuisen néytteen jilkeen maku pysyi usein suussa pitkdin, mika vaikutti

muiden néytteiden arvioimiseen. Virhemauista kitkeryys oli melko helposti havaittavis-

sa. Kuvassa 5 on laatuarvosanan nolla saanut niyte ja kuvassa 6 moitteeton niyte.
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Kuvat 5 ja 6. Proteaasi 2:1la (0,05 p-%) valmistettu hydrolysaatti vasemmalla ja Pro-

teaasi 10:1ld (0,00033 p-%) valmistettu hydrolysaatti oikealla.

7.1.2 Valittujen entsyymien arviointi hydrolysaatin aistinvaraisen laadun, hydro-

lyysiasteen ja geelielektroforeesin perusteella

Hydrolysaatin tyrosiinipitoisuus

Tyrosiinipitoisuudet yleensd nousivat, ja geelien proteiiniviivoissa tapahtui muutoksia,
jos ndytteen laatu muuttui hydrolyysin aikana. Jatkoon valittujen entsyymien tyrosiini-
pitoisuudet olivat noin 20 mg/g proteiinia Proteaasi 15:ti ja Proteaasi 5:td lukuun otta-
matta (kuvat 7, 8 ja 9). Nollandytteen tyrosiinipitoisuus (4,3 mg/g proteiinia) laski inak-
tivoinnin aikana 1,6 mg/g proteiinia. Jatkoon valittujen entsyymien tutkimuksissa kiyte-
tyt entsyymipitoisuudet, ndytteiden hydrolyysiajat, laatuarvosanat ja sanalliset arviot

ndytteistd ovat liitteessd 1.
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\3 15 # Proteaasi 12
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s A Proteaasi 1
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Kuva 7. Ndytteiden tyrosiinipitoisuudet ajan funktiona entsyymeilld Proteaasi 12

(0,0009 %), Proteaasi 21 (0,00001 %), Proteaasi 17 (0,0002 %), Prote-
aasi 1 (0,001 %) ja Proteaasi 2 (0,0001 %).

45
= n
40 . .
]
35 4 [ -
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Té'\ " ¢ Proteaasi 3
\g 25 4 ® Proteaasi 25
\é': 20 - A - hd ® Proteaasi 15
£ L] - m Proteaasi 5
g 15 Proteaasi 10
=
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5 4
L 4
0 : : : |
0 1 2 3 4
aika (h)
Kuva 8. Ndytteiden tyrosiinipitoisuudet ajan funktiona entsyymeilld Proteaasi 3

(0,001 %), Proteaasi 25 (0,0001 %), Proteaasi 15 (0,01 %), Proteaasi 5
(0,0165 %) ja Proteaasi 10 (0,0001 %).
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Kuva 9. Ndytteiden tyrosiinipitoisuudet ajan funktiona entsyymeilld Proteaasi 8

(0,001 %), Proteaasi 4 (0,0033 %), Proteaasi 7 (0,0916 %) ja Proteaasi
6 (0,0033 %).

Tyrosiinipitoisuus laskettiin kaavalla:

g=((A*k)+b)*L)-q,

q on nidytteen tyrosiinipitoisuus (mg/g proteiinia)

A absorbanssi

k standardisuoran kulmakerroin

b y-akselin leikkauspiste

L laimennoskerroin

Qo nollandytteen tyrosiinipitoisuus (mg/g proteiinia)

Hydrolysaateista pyrittiin méérittdiméédn hydrolyysiaste (%) vertaamalla néytteiden tyro-
siinipitoisuuksia happohydrolysoidun maitonéytteen tyrosiinipitoisuuteen. Miairitykses-
sd oli ongelmana Folin-Ciocalteu-reagenssin reaktiot suolahapon Cl -ionien kanssa,
miké saattoi védristdd tuloksia. Maidrityksessd vériainetta muodostavat aminohapot ovat
tyrosiinin liséksi tryptofaani ja pienemméssd miirin systiini, systeiini seki histidiini.

(Peterson 1979.) Happohydrolyysid voisi kokeilla my6s rikki- tai typpihapolla.
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Proteaasi 11:sta (1 p-%) tutkittiin nidytteiden tyrosiinipitoisuuksien keskihajontaa eri

hydrolyysiajoilla (taulukko 15).

Taulukko 15. Proteaasi 11 (1 p-%) hydrolyysindytteiden tyrosiinipitoisuuksia ajan
funktiona ja niistd lasketut keskihajonnat.

hydrolyysiaika (h) 0 2 3
tyrosiinipitoisuus 2,1 67,5 68,0
(mg/g proteiinia) 2,3 65,2 66,9
2,4 64,1 71,2
2,4 70,3 70,5
70,3 69,9
66,9 68,4
62,0 67,5
58,3 68,6
59,2 68,6
68,4 69,7
keskihajonta 0,2 4.3 1,4
(mg/g proteiinia)

Kahden tunnin hydrolysaatin keskihajonta (4,3 mg/g proteiinia) vaikutti suurelta. Mitta-
uksessa on voinut aiheuttaa virhettd niytteen aggregoituminen ja saostuminen, mika teki
niytteestd epdhomogeenisen. Keskihajonnat olisivat todennékdoisesti olleet selvésti pie-
nempii, jos ne olisi médritetty hydrolysaateista, joiden tyrosiipitoisuudet olivat useim-

milla proteaaseilla tasolla 20 mg/g proteiinia.

Tyrosiinipitoisuuden mittaustuloksissa aiheutti eniten virhettd niytteenoton tarkkuus,
johon vaikutti ndytteen homogeenisuus. Saostunut nédyte saattoi tukkia pipetinkirjen.

Kolmella rinnakkaisnidytteen keskiarvolla sai tutkimusten kannalta tarkkoja arvoja.

Pilkkoutuneiden proteiinien kokojakauma hydrolysaatissa

Geelielektroforeesimenetelmissi hydrolyysin ensimmaiisen (0,5 tuntia) ja viimeisen
ndytteen (2—4 tuntia) vililld tarkkailtiin proteiiniviivojen muutoksia, joita verrattiin nol-
landytteen viivoihin. Standardindytteen viivoja voitiin kdyttdd hyvéksi tarkasteltaessa
proteiinien ja peptidien molekyylikokoa (kDa). Tuloksissa toivottiin erityisesti kaseiini-
en, B-laktoglobuliinin (B-Lg) ja a-laktalbumiinin (a-La) proteiiniviivojen haalistumista
tai poistumista kokonaan geeliltd. Liitteissd 2 ja 3 ovat tutkimuksessa tehdyt elektrofo-

reesigeelit.
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Proteaasi 3
Entsyymeistd lupaavimmalta vaikutti Proteaasi 3. Niytteiden laatu pysyi kaikilla kdyte-

tyilld pitoisuuksilla vihintdin laatuarvosanan 3 tasoisena (taulukko 16).

Taulukko 16. Proteaasi 3:n tutkimuksissa kdytettyjd pitoisuuksia, ndytteiden hydro-
lyysiaikoja, arvosanat laadusta ja sanalliset arviot.

entsyymi aika (h) laatu sanallinen arvio laadusta
(pitoisuus maidosta) (0-5)
Proteaasi 3
0,001 % 0,5 4
4 4
0,01 % 0,5 4
4 3 hieman kitkera
0,02 % 0,5 3 hieman kitkerd
4 3 hieman kitkerd
0,0133 % 0,5 4
4 4
0,0166 % 0,5 4
4 4
0,0185 % 0,5 4
4 4
0,019 % 0,5 3 lampokasitellyn makuinen, hieman paksua
4 3-4 | lampokisitellyn makuinen
0,0195 % 0,5 3 hieman suolainen
4 3 hieman kirped

Pitoisuuksilla 0,019 % ja 0,0195 % valmistettujen nidytteiden geelielektroforeesitulok-
sista havaittiin kaseiinien pilkkoutuneen merkittdvésti. Sen sijaan -Lg pysyi prote-
iiniviivojen perusteella muuttumattomana nollandytteeseen verrattuna ja o-La:n mole-

kyylikokoalueelle vaikutti muodostuneen proteiineja. (Taulukko 17 ja kuva 10.)
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Taulukko 17. Proteaasi 3 pitoisuudet ja ndytteiden hydrolyysiajat, jotka viittaavat ku-
van 10 elektroforeesigeeliin.

paikka entsyymi pitoisuus (%) | aika (h)
1 standardi
2 Proteaasi 3 0,0195 0,5
3 Proteaasi 3 0,0195 2
4 Proteaasi 3 0,0195 4
5 0
6 Proteaasi 3 0,019 0,5
7 Proteaasi 3 0,019 4
8 Proteaasi 3 0,019 2

970kDa [—>
66,0kDa [—*>
45,0 kDa »

00kDa L = - ' =0 }

-
20,1 kDa > - -
B-Lg
4_
- - — - . - ==
14,4kDa —» N o . *—  qgla
Kuva 10. Elektroforeesilla valmistettu Homogeneous 20-geeli Proteaasi 3:n hydro-

lysaateista taulukon 17 pitoisuuksilla. Geelin oikealla puolella on nimetty
tutkimusten kannalta seuratuimmat proteiiniviivat. Yldpuolella on néyte-
paikkojen numerot 1-8. Geelin vasemmalla puolella on standardindyt-
teen proteiiniviivojen molekyylikoot.

Tyrosiinipitoisuudet Proteaasi 3:1la olivat muiden jatkossa olleiden entsyymien tasolla
(noin 20 mg/g proteiinia) entsyymipitoisuudella 0,001 % (kuva 8). Entsyymipitoisuu-
della 0,019 % péistiin tyrosiinipitoisuuksissa korkeammalle noin 22,5 mg/g proteiinia

(kuva 11).
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Proteaasi 3
25,0
P * * *
20,0
o
£ 1501
[]
3
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5,0
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0,0 : : : : ‘
0 05 1 1,5 2 2,5
aika (h)
Kuva 11. Ndytteen tyrosiinipitoisuus ajan funktiona Proteaasi 3:n pitoisuudella
0,019 %.

Tyossi tutkittiin myos maidon esilampokésittelyn (85 °C, 15 sekuntia) vaikutusta hyd-
rolysaattiin ennen entsyymin lisdystd. Tarkoituksena oli denaturoida heraproteiineista
erityisesti B-Lg ja siten saada proteiinit herkemmiksi entsyymin vaikutuksille. Esildm-
pokisittely tehtiin mikroaaltouunissa. Proteaasi 3:n pitoisuus oli 0,019 %. Niyte geeliy-
tyi jo puolessa tunnissa ja saostui kolmessa tunnissa. Tutkimuksia jatkettiin ilman esi-

lampokisittelya.

Proteaasi 12
Niyte saostui Proteaasi 12:n pitoisuudella 0,0009 % kolmessa tunnissa eivitki geelin
perusteella proteiinit pilkkoutuneet merkittdvisti neljdssé tunnissa. Niyte oli kitkerd 1,5

tunnin jilkeen. (Taulukko 18 ja liite 1.)

Taulukko 18. Proteaasi 12:n pitoisuus, ndytteiden hydrolyysiajat ja elektroforeesigeell.
1 2 3 4 5 6 7 8

paikka entsyymi pitoisuus (%) | aika (h)
1 0
-
2 Proteaasi 12 0,0009 4
3 Proteaasi 12 0,0009 1,5
4 Proteaasi 12 0,0009 05 -
s¥¢¥ey .

5
6 - -
7 .- 9 . - ’ .
8 standardi ‘ ' § é ‘ |

’f‘ ok
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Proteaasi 21

Niyte saostui Proteaasi 21:n pitoisuudella 0,00001 % kahdessa tunnissa eiké entsyymi

hydrolysoinut proteiineja merkittivisti (taulukko 19 ja liite 1).

Taulukko 19. Proteaasi 21:n pitoisuus, ndytteiden hydrolyysiajat ja elektroforeesigeeli.
1 2 3 4 5 6 7 8

Proteaasi 17

paikka entsyymi pitoisuus (%) aika (h)
1 0
; =
3
4 ‘ 3 ' : -
5 Proteaasi 21 0,00001 3
6 Proteaasi 21 0.00001 L5 - & .
7 Proteaasi 21 0,00001 0,5 — o - b
8 standardi i i - * -

Proteaasi 17 saosti ndytteen pitoisuudella 0,001 % puolessa tunnissa. Se ei pilkkonut

proteiineja merkittdvisti neljdn tunnin aikana. Puolen tunnin niyte oli suutuntumaltaan

hiekkainen ja maultaan kitkerd. (Taulukko 20 ja liite 1.)

Taulukko 20. Proteaasi 17:n pitoisuus, ndytteiden hydrolyysiajat ja elektroforeesigeeli.

1 2 3 4

5 6 7 8

paikka entsyymi pitoisuus (%) | aika (h)

1

2 ——

3 s

4 0 et
—

5 standardi

6 Proteaasi 17 0,001 -

7 Proteaasi 17 0,001 \ o 8 - [ - -

8 Proteaasi 17 0,001 %

- - . -
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Proteaasi 15 ja Proteaasi 25

Proteaasi 15:n hydrolysaattien tyrosiinipitoisuus oli muita entsyymeji korkeampi. Se
kuitenkin karsittiin, koska niyte saostui tunnin aikana pitoisuudella 0,001 %. Entsyymi

ei hydrolysoinut proteiineja merkittévésti neljén tunnin aikana. (Taulukko 21 ja liite 1.)

Proteaasi 25 saosti maidon paksun juoksevaksi kahdessa tunnissa pitoisuudella 0,001 %.
Se ei vaikuttanut pilkkovan proteiineja merkittdvésti neljan tunnin aikana. (Taulukko 21

ja liite 1.)

Taulukko 21. Proteaasi 15:n ja Proteaasi 25:n pitoisuudet, naytteiden hydrolyysiajat
Jja elektroforeesigeeli.
1 2 3 4 5 6 7 8

paikka entsyymi pitoisuus (%) | aika (h)
1 Proteaasi 15 0,001 2
2 Proteaasi 15 0,001 0,5
3 Proteaasi 15 0,001 4
o Yey '
—
5 standardi
6 Proteaasi 25 0,001 0,5
. \
7 Proteaasi 25 0,001 4 - - - s l
8 Proteaasi 25 0,001 2 &= . '
-
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Proteaasi 6 ja Proteaasi 7

Proteaasi 6 saosti nédytteen puolessa tunnissa pitoisuudella 0,01 %, eiké pilkkoutumista
tapahtunut merkittdvisti neljdn tunnin aikana. Puolen tunnin niyte oli suutuntumaltaan

hiekkaista ja rakenteeltaan paksua. (Taulukko 22 ja liite 1.)
Niyte saostui Proteaasi 7:114 paksun juoksevaksi kolmessa tunnissa. Se ei pilkkonut
merkittdvésti proteiineja neljédssd tunnissa pitoisuudella 0,2 %. Maultaan kahden tunnin

ndyte oli kitkerd. (Taulukko 22 ja liite 1.)

Taulukko 22. Proteaasi 6:n ja Proteaasi 7:n pitoisuudet, ndytteiden hydrolyysiajat ja

elektroforeesigeeli.
1 2 3 4 5 6 7 8
paikka entsyymi pitoisuus (%) | aika (h)
1 Proteaasi 6 0,01 2
2 Proteaasi 6 0,01 4
3 Proteaasi 6 0,01 0,5
; ; B AR BB =
5 0
6 Proteaasi 7 0,2 4 . -
7 Proteaasi 7 0,2 0,5
8 Proteaasi 7 0,2 2 g
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Maito saostui Proteaasi 1:n pitoisuudella 0,00035 % kolmen tunnin aikana eiki entsyy-

mi pilkkonut proteiineja nollandytteeseen verrattuna merkittdviésti. Néayte oli suutuntu-

maltaan hiekkainen ja rakenteeltaan paksua. (Taulukko 23 ja liite 1.)

Taulukko 23. Proteaasi 1:n pitoisuudet, ndytteiden hydrolyysiajat ja elektroforeesigee-

li.
paikka entsyymi pitoisuus (%) | aika (h)

1 standardi
2 Proteaasi 1 0,00035 0,5
3 Proteaasi 1 0,00035 2
4 Proteaasi 1 0,00035 4
5 0
6 Proteaasi 1 0,00025 0,5
7 Proteaasi 1 0,00025 2
8

Proteaasi 4

1

2 3 4 5 6 7 8

Niyte saostui Proteaasi 4:114 geelimiiseksi pitoisuudella 0,0066 % kahdessa tunnissa.

jalkeenkiin. (Taulukko 24 ja liite 1.)

Taulukko 24. Proteaasi 4:n pitoisuudet, ndytteiden hydrolyysiajat ja elektroforeesigee-

li.
paikka entsyymi pitoisuus (%) | aika (h)
1 standardi
2 Proteaasi 4 0,0066 0,5
3 Proteaasi 4 0,0066 2
4 Proteaasi 4 0,0066 4
5 0
6 Proteaasi 4 0,0033 0,5
7 Proteaasi 4 0,0033
8 Proteaasi 4 0,0033 4

1

2 3 4 5 6 7 8
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Proteaasi 2
Niyte saostui geelimédiseksi kahdessa tunnissa Proteaasi 2:n pitoisuudella 0,002 %. Pro-
teiinit eivét pilkkoutuneet merkittidvéasti neljdsséd tunnissa. Maku oli kuitenkin hyvi puo-

len tunnin ja tunnin hydrolyysindytteissa. (Taulukko 25 ja liite 1.)

Taulukko 25. Proteaasi 2:n pitoisuudet, ndytteiden hydrolyysiajat ja elektroforeesigee-

li.
1 2 3 4 5 6 7 8
paikka entsyymi pitoisuus (%) | aika (h)

1 standardi

—
2 Proteaasi 2 0,002 0,5

ot
3 Proteaasi 2 0,002 2
4 Proteaasi 2 0,002 4 - . ’ ' . . y
5 0
6 Proteaasi 2 0,0013 0,5
7 Proteaasi 2 0,0013 4 ) - - - - -
8 Proteaasi 2 0,0013 2

‘ compo — -

Proteaasi 8

Maito saostui geelimiiseksi tunnissa Proteaasi 8:n pitoisuudella 0,001 %. Laatu pysyy
kuitenkin hyvénd puolen tunnin aikana. Entsyymi vaikutti pilkkovan kaseiineja hyvin ja
jonkin verran myos -Lg:a neljdn tunnin aikana, mutta laatu meni huonoksi liian nope-

asti. (Taulukko 26 ja liite 1.)

Taulukko 26. Proteaasi 8:n pitoisuus, ndytteiden hydrolyysiajat ja elektroforeesigeeli.
1 2 3 4 5 6 7 8

paikka entsyymi pitoisuus (%) | aika (h)
1 Proteaasi 8 0,001 2
Proteaasi 8 0,001 0,5
Proteaasi 8 0,001 4
o tw-y- -
—

| 2| | »n| B W[ N
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Proteaasi 5

Proteaasi 5:114 pédstiin muihin verrattuna korkeisiin tyrosiinipitoisuuksiin, mutta niyte
saostui pitoisuudella 0,002 % kahdessa tunnissa ja suutuntuma oli hiekkainen tunnin
nidytteessd. Puolen tunnin niytteessi proteiiniviivat olivat selvisti haalistuneet kaseiini-
en kohdalla. a-La:n molekyylikokoalueen proteiiniviivat vahvistuivat. Nédytteen laatu

meni huonoksi liian nopeasti. (Taulukko 27 ja liite 1.)

Taulukko 27. Proteaasi 5:n pitoisuus, ndytteiden hydrolyysiajat ja elektroforeesigeeli.
1 2 3 4 5 6 7 8

paikka entsyymi pitoisuus (%) | aika (h)
1

Proteaasi 5 0,002 0,5
Proteaasi 5 0,002 2
- — .
Proteaasi 5 0,002 4 : - = . - - E
0

| 2| | | | W[ N

Proteaasi 10

Proteaasi 10 hydrolysoi hyvin kaikkia proteiineja. Proteaasi 3 tuotetaan samasta orga-
nismista ja on nestemdisté, joten se valittiin jatkoon helpomman kiytettdvyyden perus-
teella. Proteaasi 10 oli jauheena veteen niukkaliukoinen, joten siitd oli vaikea tehdi so-
pivia laimennoksia entsyymié annosteltaessa. Proteaasi 10:n pitoisuudella 0,001 % jil-
jelle jddneet haaleat proteiiniviivat olivat f-Lg:a ja a-La:a, joita entsyymi ei pilkkonut

kokonaan. Niyte saostui kuultavaksi jo puolessa tunnissa. (Taulukko 28 ja liite 1.)

Taulukko 28. Proteaasi 10:n pitoisuudet, ndytteiden hydrolyysiajat ja elektrofo-
reesigeeli.
1 2 3 4 5 6 7 8

paikka entsyymi pitoisuus (%) | aika (h)

1

2 Proteaasi 10 0,01 0,5

3 Proteaasi 10 0,01 2

4 Proteaasi 10 0,01 4 — p—
o TEST
6 Proteaasi 10 0,001 0,5

7 Proteaasi 10 0,001 4 — pe— e wtd
8 Proteaasi 10 0,001 2
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Proteiiniviivojen erottuvuudessa oli samoista kehitys- ja erotusliuoksista huolimatta
paljon eroja. Tulokset arvioitiin silmédmaiériisesti. Eniten virheiti elektroforeesissa aihe-
utti ndytekamman asettamisen vaikeus. Taulukossa 29 on yksittiisten entsyymien tulok-

set tiivistettyna.

Taulukko 29. Yksittdisten entsyymien tulokset tiivistettynd.

entsyymi tyrosiini hydrolyysin vaikutukset maitoon
(mg/g prot.)

Proteaasi 3 22,5 pilkkoi kaseiineja sédilyttden laadun hyvéani
Proteaasi 12 20 ei pilkkonut merkittavisti, maku kitkerd
Proteaasi 21 20 ei pilkkonut merkittdvésti, ndyte saostui
Proteaasi 17 20 pilkkoi kaseiineja, suutuntuma hiekkainen, maku kitkerd
Proteaasi 15 45 pilkkoi jonkin verran kaseiineja, ndyte saostui
Proteaasi 25 20 ei pilkkonut merkittdvisti, ndyte saostui

Proteaasi 6 20 ei pilkkonut merkittivésti, suutuntuma hiekkainen, rakenne paksua
Proteaasi 7 20 ei pilkkonut merkittavésti, maku kitkerd
Proteaasi 1 20 ei pilkkonut merkittdvisti, suutuntuma hiekkainen, rakenne paksua
Proteaasi 4 20 ei pilkkonut merkittidvisti, ndyte saostui

Proteaasi 2 20 pilkkoi jonkin verran kaseiineja, ndyte saostui

Proteaasi 8 20 pilkkoi kaseiineja ja jonkin verran B-Lg:a, ndyte saostui

Proteaasi 5 40 pilkkoi kaseiineja, niyte saostui
Proteaasi 10 20 pilkkoi kaikkia proteiineja, nidyte saostui

7.2 Hydrolyysi entsyymiyhdistelmilli

Jatkotutkimuksissa pyrittiin 10ytiméédn entsyymiyhdistelmi, jossa Proteaasi 3:n sekaan
lisédtty entsyymi pilkkoisi heraproteiineista erityisesti f-Lg:a. Néytteen aistinvaraisen
laadun oli lisdksi sdilyttdvd hyvini vahintddn kaksi tuntia, silld tuotantomittakaavan
prosesseissa limpokaisittelyji ei voida toteuttaa nopeasti suurelle maitomairélle. Lisi-
entsyymin kiytossi oli huomioitava mahdollinen nopeampi saostuminen tai muu laadun
huononeminen alhaisemmilla entsyymipitoisuuksilla verrattuna yksittiisiin entsyymei-
hin. Yhdistelmissi kdytettiin ensimmdéisend lisdttynd entsyyminé Proteaasi 3:a pitoisuu-
della 0,019 %. Elektroforeesiin otettiin vertailunédytteeksi myds Proteaasi 3:n pitoisuu-
della 0,019 % valmistettu nédyte. Geeleillad verrattiin yhdistelmien hydrolysaateista erot-
tuvia proteiiniviivoja Proteaasi 3:n hydrolysaattien viivoihin. Hydrolyysiaika oli kaksi
tuntia, koska jo puolessa tunnissa Proteaasi 3:1la tapahtui laajin mahdollinen proteiinien

pilkkoutuminen.



58

7.2.1 Entsyymiyhdistelmien arviointi hydrolysaatin aistinvaraisen laadun, hydro-

lyysiasteen ja geelielektroforeesin perusteella

Entsyymiyhdistelmien tutkiminen aloitettiin kokeilemalla Proteaasi 3:n kanssa entsyy-
meja Proteaasi 5, Proteaasi 7, Proteaasi 4 ja Proteaasi 8. Yhdistelmill4 tutkittiin aluksi
entsyymin lisdyshetken vaikutusta hydrolyysiin. Toinen entsyymi liséttiin, kun Proteaa-
si 3:1la oli hydrolysoitu tunnin ajan. Vertailunédytteend kéytettiin samaa yhdistelméa
samoilla pitoisuuksilla, mutta entsyymit lisittiin yhtd aikaa. Elektroforeesin perusteella
lisdyshetkelld ei ollut merkitysté. (Liite 3.) Jatkossa hydrolyysin kesto oli kaksi tuntia ja

entsyymit lisdttiin samaan aikaan.

Hydrolyysiaste mitattiin entsyymiyhdistelmisti, jotka paésivit jatkoon hydrolysaattien
aistinvaraisen laadun ja elektroforeesin perusteella. Tyrosiinipitoisuuskuvaajat on tehty
entsyymiyhdistelmi kerrallaan (kuvat 12, 13, 14, 15 ja 16). Kaikilla entsyymipitoisuuk-
silla ja yhdistelmilld tapahtui hieman tyrosiinipitoisuuden nousua (noin 2,5 mg/g prote-
iinia) verrattuna Proteaasi 3:n pitoisuudella 0,019 % valmistetun hydrolysaatin tyrosii-

nipitoisuuteen.
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Proteaasi 3 ja Proteaasi 5

Proteaasi 5 valittiin yhdistelmiin, koska se pilkkoi hyvin kaseiineja pitoisuudella 0,002
% ja néaytteen laatu pysyi hyvini puoli tuntia. Liséksi B-Lg:n proteiiniviivat haalistuivat
selvisti pitoisuudella 0,005 %. (Taulukko 27 ja liitteet 1-2.) Yhdistelméssi entsyymi ei
hydrolysoinut pitoisuudella 0,001 % pelkkii Proteaasi 3:a tehokkaammin. Néytteen
maku oli hieman kitkerd. (Taulukot 30 ja 31.)

Taulukko 30. Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 5 pitoisuudet, ndytteiden
hydrolyysiajat, laatuarvosanat ja sanalliset arviot laadusta.

lyhenne Proteaasi 3 + Proteaasi 5 aika (h) | laatu | sanallinen arvio laadusta
pitoisuudet (p-%) (0-5)
El 0,019 + 0,001 0,5 2 hieman kitkerd
4 2 hieman kitkerd
E2 0,019 +'0,001 1,5 2 | hieman kitkerd
4 2 hieman kitkerd

' = entsyymi lisitty tunnin hydrolyysin jilkeen

Taulukko 31. Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 5 pitoisuudet ja ndytteiden
hydrolyysiajat, kun verrattiin lisdyshetken vaikutusta proteiiniviivoihin.
1 2 3 4 5 6 7 8

paikka entsyymit pitoisuudet (p-%) | aika (h)
1 Proteaasi 3 + Proteaasi 5 0,019 + '0,001 2
2 Proteaasi 3 + Proteaasi 5 0,019 + '0,001 1,5 :
3 Proteaasi 3 + Proteaasi 5 0,019 +'0,001 4
5 Proteaasi 3 + Proteaasi 5 0,019 + 0,001 0,5
6 Proteaasi 3 + Proteaasi 5 0,019 + 0,001 2 - e e e e
7 Proteaasi 3 + Proteaasi 5 0,019 + 0,001 4
8 standardi - e . o S8 - e

! = entsyymi lisitty tunnin hydrolyysin jilkeen



Proteaasi 3 ja Proteaasi 7
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Proteaasi 7:114 oli saatu hyvié tuloksia muissa tutkimuksissa. Yhdistelméssé entsyymi ei

pilkkonut pitoisuudella 0,09 % pelkkéi Proteaasi 3:a tehokkaammin. Néytteen maku oli
kitkera. (Taulukot 32 ja 33.)

Taulukko 32. Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 7 pitoisuudet, ndytteiden

hydrolyysiajat, laatuarvosanat ja sanalliset arviot laadusta.

lyhenne Proteaasi 3 + Proteaasi 7 aika (h) | laatu sanallinen arvio laadusta
pitoisuudet (p-%) (0-5)
El 0,019 + 0,09 0,5 2 kitkerd
4 2 kitkerd
E2 0,019 + 10,09 1,5 2 | kitkerd
4 2 kitkerd

! = entsyymi lisitty tunnin hydrolyysin jilkeen

Taulukko 33. Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 7 pitoisuudet ja ndytteiden
hydrolyysiajat, kun verrattiin lisdyshetken vaikutusta proteiiniviivoihin.

paikka entsyymit pitoisuudet | aika (h)
1 Proteaasi 3 + Proteaasi 7 | 0,019 + '0,09 2
2 Proteaasi 3 + Proteaasi 7 | 0,019 + '0,09 1,5
3 Proteaasi 3 + Proteaasi 7 | 0,019 + '0,09 4
4 0
5 Proteaasi 3 + Proteaasi 7 | 0,019 + 0,09 0,5
6 Proteaasi 3 + Proteaasi 7 | 0,019 + 0,09 2
7 Proteaasi 3 + Proteaasi 7 | 0,019 + 0,09 4
8 standardi

! = entsyymi lisitty tunnin hydrolyysin jilkeen
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Proteaasi 3 ja Proteaasi 4

Proteaasi 4:n toiminnasta oli kokemusta erilaisissa tutkimuksissa. Entsyymi pilkkoi
maidon proteiineista muun muassa k-kaseiinia pitoisuudella 0,0066 % (taulukko 24).

Yhdistelméai tutkittiin useilla eri pitoisuuksilla (taulukko 34).

Taulukko 34. Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 4 pitoisuudet, ndytteiden
hydrolyysiajat, laatuarvosanat ja sanalliset arviot laadusta.

lyhenne Proteaasi 3 + Proteaasi 4 aika (h) | laatu sanallinen arvio laadusta
pitoisuudet (p-%) (0-5)
El 0,019 + 0,003 0,5 2 kitkerd
4 2 kitkerd, paksu rakenne
E2 0,019 + '0,003 1,5 2 kitker4
4 1 erittidin kitkerd, tarttuu reunoille
E3 0,019 + 0,007 0,5 0 saostunut
2 0 | geelimdisen jiéhmed
E4 0,019 + 0,012 0,5 0 geelimdisen jahmed
2 0 saostunut pohjalle, kuultava
ES 0,019 + 0,004 0,5 4
2 4
E6 0,019 + 0,005 0,5 4
1 0 saostunut
2 0 | ldhes jahmed
E7 0,019 + 0,0045 0,5 3 poikkeava
2 3 poikkeava

! = entsyymi lisitty tunnin hydrolyysin jilkeen

Yhdistelmastd méadritettiin hydrolyysiastetta kolmella eri entsyymipitoisuudella (kuva

12). Tyrosiinipitoisuudet olivat noin 25 mg/g proteiinia.

Proteaasi 3 ja 4
30,0
*

%0 $ ¥ ¥ t
2 20,0
E *E5
" = E6
% 15,0 oE7
:g 10,0
o

5,0

0,0 T T T T |

0 0,5 1 1,5 2 2,5
aika (h)
Kuva 12. Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 4 tyrosiinipitoisuuksia

ajan funktiona kolmella eri pitoisuusyhdistelmdlld. Lyhenteiden (ES, E6,
E7) merkitykset ovat taulukossa 34.
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Proteiiniviivoissa ei ollut merkittdvii eroa pelkélld Proteaasi 3:1la valmistettuun hydro-

lysaattiin verrattuna. Elektroforeesiméiritys tehtiin kolmen eri yhdistelmépitoisuuden

hydrolysaateista. (Taulukko 35.)

Taulukko 35. Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 4 pitoisuuksia, ndytteiden
hydrolyysiaikoja ja elektroforeesigeeli.

1
paikka entsyymit pitoisuudet aika (h)

1 Proteaasi 3 + Proteaasi 4 0,019 + 0,004 0,5
2 Proteaasi 3 + Proteaasi 4 0,019 + 0,004 2
3 Proteaasi 3 + Proteaasi 4 | 0,019 + 0,0045 0,5 ——
4 Proteaasi 3 + Proteaasi 4 | 0,019 + 0,0045 2 -
5 0
6 Proteaasi 3 0,019 3 -
7 Proteaasi 3 + Proteaasi 4 0,019 + 0,005 0,5
8 standardi

Proteaasi 3 ja Proteaasi 8
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Proteaasi 8 hydrolysoi yksittiisend hyvin maidon kaseiineja neljdssi tunnissa pitoisuu-

della 0,001 % ja laatu pysyi hyvéni puoli tuntia (taulukko 26 ja liite 1). Yhdistelmissi

entsyymid kokeiltiin useilla eri pitoisuuksilla (taulukko 36).

Taulukko 36. Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 8 pitoisuuksia, ndytteiden
hydrolyysiaikoja ja elektroforeesigeeli.

lyhenne Proteaasi 3 + Proteaasi 8 aika (h) | laatu | sanallinen arvio laadusta
pitoisuudet (p-%) (0-5)
El 0,019 + 0,0003 0,5 3 vanhan makuinen
4 3 vanhan makuinen
E2 0,019 + '0,0003 1.5 2 | kitkerd
4 2 kitkerd
E3 0,019 + 0,0004 0,5 4
2 4
E4 0,019 + 0,0005 0,5 4
2 4
E5 0,019 + 0,0007 0,5 3 paksu rakenne
1 0 saostunut
2 0 geelimdisen jiahmed
E6 0,019 + 0,006 0,5 4
2 4

! = entsyymi lisiitty tunnin hydrolyysin jilkeen
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Kahdesta pitoisuusyhdistelmésti tehtiin tyrosiiniméiritykset, joiden tulokset olivat noin

25 mg tyrosiinia/g proteiinia (kuva 13).

Kuva 13.

Proteaasi 3ja 8

om

>N

10,0 +

pitoisuus (mg/g)
o
°

5,0

*E5
= E6

0,0

aika (h)

2,5

Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 8 tyrosiinipitoisuuksia

ajan funktiona kahdella eri pitoisuusyhdistelmdlld. Lyhenteiden (E5, E6)

merkitykset ovat taulukossa 36.

Yhdistelmallé ei saatu merkittdvdad muutosta proteiiniviivoihin Proteaasi 3:een verrattu-

na (taulukko 37).

Taulukko 37. Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 8 pitoisuuksia, ndytteiden
hydrolyysiaikoja ja elektroforeesigeeli.

paikka entsyymit pitoisuudet aika (h)
1 Proteaasi 3 + Proteaasi 8 | 0,019 + 0,0005 0,5
2 Proteaasi 3 + Proteaasi 8 | 0,019 + 0,0005 2
3 Proteaasi 3 0,019 3
4 0
5 Proteaasi 3 + Proteaasi 8 | 0,019 + 0,0006 0,5
6 Proteaasi 3 + Proteaasi 8 | 0,019 + 0,0006 2
7 Proteaasi 3 + Proteaasi 8 | 0,019 + 0,0007 0,5
8 standardi

1 2

i

3

4 5

6

7 8
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Proteaasi 3 ja Proteaasi 1

Proteaasi 1:n ajateltiin kitkerdn maun vihentdjiné parantavan Proteaasi 3:1la hydroly-
soidun nédytteen makua. Yhdistelméaa tutkittiin viidelld eri Proteaasi 1:n pitoisuudella,
joista kolmella saatiin valmistettua laadultaan parempia hydrolysaatteja kuin Proteaasi
3:1la. (Taulukko 38.) Proteaasi 1 saattoi pilkkoa hydrolysaattiin muodostuneita kitke-

ryyttd aiheuttavia yhdisteiti.

Taulukko 38. Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 1 pitoisuudet, ndytteiden
hydrolyysiajat, laatuarvosanat ja sanalliset arviot laadusta.

lyhenne Proteaasi 3 + Proteaasi 1 aika (h) | laatu sanallinen arvio laadusta
pitoisuudet (p-%) (0-5)

El 0,019 + 0,0004 0,5 5
1 5

1,5 2 hiekkainen, hieman kitkerd

2 0 geelimiisen jahmed
E2 0,019 + 0,0002 0,5 5
2 5
E3 0,019 + 0,0003 0,5 5
2 5
E4 0,019 + 0,00033 0,5 4
2 4
ES 0,019 + 0,00037 0,5 4
2 0 saostunut

Kahdella yhdistelmépitoisuudella (E4 ja E5) hydrolysaattien tyrosiinipitoisuudet olivat

muiden yhdistelmien tasolla noin 25 mg/g proteiinia (kuva 14).

Proteaasi 3 ja 1

30,0
.0 : : 3 :
2 200
= E4
» *
g 15,0 «E5
o
= 10,0
5,0
>
0,0 T T T T |
0 0,5 1 1,5 2 2,5
aika (h)
Kuva 14. Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 1 tyrosiinipitoisuuksia

ajan funktiona kahdella eri pitoisuusyhdistelmdlld. Lyhenteiden (E4, ES5)
merkitykset ovat taulukossa 38.



65

Yhdistelmiilld ei saatu hydrolysoitua proteiineja Proteaasi 3:a tehokkaammin (taulukko

39).

Taulukko 39. Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 1 pitoisuuksia, ndytteiden
hydrolyysiaikoja ja elektroforeesigeeli.

1
paikka entsyymit pitoisuudet aika (h)

1 Proteaasi 3 + Proteaasi 1 | 0,019 + 0,0003 0,5

2 Proteaasi 3 + Proteaasi 1 | 0,019 + 0,0003 2

3 Proteaasi 3 0,019 3

4 0 —
5 Proteaasi 3 + Proteaasi 1 | 0,019 +0,00033 0,5

6 Proteaasi 3 + Proteaasi 1 | 0,019 +0,00033 2 i
7 Proteaasi 3 + Proteaasi 1 | 0,019 +0,00037 1,5

8 Proteaasi 3 + Proteaasi 1 | 0,019 +0,00037 0,5

Proteaasi 3 ja Proteaasi 2

2

(!

i

3 4 5 6

7 8

Proteaasi 2 on tuoteselosteen perusteella heran muokkaaja. Entsyymi hydrolysoi pitoi-

suudella 0,0016 % hyvin kaseiineja (liite 2). Yhdistelmii tutkittiin kolmella eri pitoi-

suudella, joista kahdella saatiin valmistettua laadultaan parempia hydrolysaatteja kuin

pelkilld Proteaasi 3:1la (taulukko 40).

Taulukko 40. Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 2 pitoisuudet, ndiytteiden
hydrolyysiajat, laatuarvosanat ja sanalliset arviot laadusta.

lyhenne Proteaasi 3 + Proteaasi 2 aika (h) | laatu | sanallinen arvio laadusta
pitoisuudet (p-%) (0-5)

El 0,019 + 0,0016 0,5 4
1 0 saostunut
2 0 | geelimdisen jaéhmed

E2 0,019 + 0,0013 0,5 5
2 5

E3 0,019 + 0,001 0,5 5
2 5
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Tyrosiinimééritykset tehtiin kahden yhdistelméipitoisuuden hydrolysaateista ja tulokset

olivat muiden etsyymiyhdistelmien tasoisia (kuva 15).

Kuva 15.

30,0

Proteaasi 3 ja 2

25,0

20,0 +

15,0

10,0 -

pitoisuus (mg/g)

5,0

ue

*E2
= E3

0,0

1 15
aika (h)

2,5

Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 2 tyrosiinipitoisuuksia

ajan funktiona kahdella eri pitoisuusyhdistelmdlld. Lyhenteiden (E2, E3)
merkitykset ovat taulukossa 40.

Kolmella yhdistelméipitoisuudella valmistettujen hydrolysaattien proteiiniviivat eivét

muuttuneet merkittaviasti Proteaasi 3:een verrattuna (taulukko 41).

Taulukko 41. Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 2 pitoisuuksia, ndytteiden
hydrolyysiaikoja ja elektroforeesigeeli.

1 2
paikka entsyymit pitoisuudet (p-%) | aika (h)
1 Proteaasi 3 + Proteaasi 2 0,019 + 0,001 0,5
2 Proteaasi 3 + Proteaasi 2 0,019 + 0,001 2
3 Proteaasi 3 + Proteaasi 2 0,019 + 0,0013 0,5
4 Proteaasi 3 + Proteaasi 2 0,019 + 0,0013 1,5 I -—
-
5 0
6 Proteaasi 3 0,019 3
7 Proteaasi 3 + Proteaasi 2 0,019 + 0,0016 0,5 : o
8 standardi —

3

4 5 6 7

8
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Proteaasi 3 ja Proteaasi 6

Proteaasi 6:n pitoisuudella 0,01 % B-Lg vaikutti pilkkoutuvan jonkin verran neljin tun-
nin aikana (taulukko 22). Naytteen laatu oli kuitenkin arvosanan kaksi tasoinen jo puo-
lessa tunnissa (liite 1). Yhdistelmai tutkittiin kolmella pitoisuusyhdistelmaélld, ja lisdent-
syymipitoisuudella 0,001 % laatu parani puolentoista tunnin hydrolyysin aikana arvosa-
nasta 0 arvosanaan 4. Lisdtutkimuksessa huomattiin ndytteen kuitenkin menneen huono-

laatuiseksi kahdessa tunnissa. (Taulukko 42.)

Taulukko 42. Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 6 pitoisuudet, ndytteiden
hydrolyysiajat, laatuarvosanat ja sanalliset arviot laadusta.

lyhenne Proteaasi 3 + Proteaasi 6 aika (h) | laatu sanallinen arvio laadusta
pitoisuudet (p-%) (0-5)

El 0,019 + 0,004 0,5 0 saostunut pohjalle, sameankuultava
2 0 saostunut pohjalle, sameankuultava

E2 0,019 + 0,001 0,5 0 saostunut
2 0 saostunut

E3 0,019 + 0,0015 0,5 0 geelimdisen jdhmed
2 2 paksua, hiekkamainen, maku hyvi

Kahdella yhdistelmépitoisuudella médritettiin néytteistd liséksi tyrosiinipitoisuudet,

jotka olivat muiden yhdistelmien tasolla (kuva 16).

Proteaasi 3 ja 6
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0 0,5 1 1,5 2 2,5
aika (h)
Kuva I6. Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 6 tyrosiinipitoisuuksia

ajan funktiona kahdella eri pitoisuusyhdistelmdlld. Lyhenteiden (E2, E3)
merkitykset ovat taulukossa 42.

Lisdentsyymipitoisuudella 0,001 % proteiiniviivat haalistuivat pelkilld Proteaasi 3:1la

hydrolysoituun nidytteeseen verrattuna. Proteaasi 6:n pitoisuudella 0,0015 % prote-
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iiniviivat olivat lihes samanlaiset Proteaasi 3:een verrattuna, vaikka entsyymipitoisuus

oli edellistd suurempi. (Taulukko 43.)

Taulukko 43. Entsyymiyhdistelmdn Proteaasi 3 ja Proteaasi 6 pitoisuuksia, ndytteiden
hydrolyysiaikoja ja elektroforeesigeeli.

1 2 3 4 5 6 7 8

paikka entsyymit pitoisuudet aika (h)
1
2 Proteaasi 3 + Proteaasi 6 0,019 + 0,001 0,5
-
3 Proteaasi 3 + Proteaasi 6 | 0,019 + 0,001 1,5
4 | Proteaasi 3 + Proteaasi 6 | 0,019 + 0,001 2 =3 ' -
S —
5 0
6 Proteaasi 3 0,019 3
- - - - — - . .
7 Proteaasi 3 + Proteaasi 6 | 0,019 + 0,0015 2 ‘
8 standardi a S - - — -

Erotusvaihe tai virjdys saattoi aiheuttaa virhettd geelissd. Proteaasi 3:n ja Proteaasi 6:n

yhdistelmalld voisi tehdi tutkimuksia ndytteen laadun muutoksista seké proteiinien pilk-

koutumisesta pitoisuuksilla, jotka ovat ldhelld tutkittuja. Toistokokeilla varmistettaisiin

yhdistelmin tehokkuus.

Maitoproteiinit eivit pilkkoutuneet milldén entsyymiyhdistelmilld merkittavisti pelkkad

Proteaasi 3:a tehokkaammin. Joillakin yhdistelmilld pystyttiin kuitenkin vaikuttamaan

nidytteen laadun parantumiseen. Taulukossa 44 on entsyymiyhdistelmien tulokset tiivis-

tettyna.

Taulukko 44. Entsyymiyhdistelmien tulokset tiivistettynd.

entsyymiyhdistelmit tyrosiini hydrolyysin vaikutukset maitoon
(mg/g prot.)

Proteaasi 3 ja Proteaasi 5 25 ei pilkkonut pelkkéd Proteaasi 3:a tehokkaammin, maku hieman kitkerd
Proteaasi 3 ja Proteaasi 7 25 ei pilkkonut pelkkdd Proteaasi 3:a tehokkaammin, maku kitkerd
Proteaasi 3 ja Proteaasi 4 25 ei pilkkonut pelkkdd Proteaasi 3:a tehokkaammin
Proteaasi 3 ja Proteaasi 8 25 ei pilkkonut pelkkéd Proteaasi 3:a tehokkaammin
Proteaasi 3 ja Proteaasi 1 25 ei pilkkonut pelkkdd Proteaasi 3:a tehokkaammin,

saatiin laadultaan parempia hydrolysaatteja
Proteaasi 3 ja Proteaasi 2 25 ei pilkkonut pelkkdi Proteaasi 3:a tehokkaammin,

saatiin laadultaan parempia hydrolysaatteja
Proteaasi 3 ja Proteaasi 6 25 pilkkoi hieman Proteaasi 3:a enemmén proteiineja
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7.2.2 Mittakaavan kasvattaminen

Kahta entsyymiyhdistelméa tutkittiin myds suuremmassa mittakaavassa (500 cm’). Tar-
koituksena oli tutkia, erosiko suuremmassa mittakaavassa valmistettujen hydrolysaatti-
en laatu pieneen mittakaavaan verrattuna. Inaktivointi tehtiin nopeamman limpétilanou-
sun saavuttamiseksi ensin mikroaaltouunissa, mink4 jidlkeen néyte siirrettiin limpohau-
teeseen. Proteaasi 4 valittiin tutkimuksiin sen halvan hinnan, tunnettuuden ja helpon
kdytettdvyyden takia. Entsyymin nesteméisyyden takia sitd oli helppo késitelld ja annos-
tella. Proteaasi 3:n ja Proteaasi 1:n yhdistelméilld saatiin valmistettua laadultaan parem-
pia hydrolysaatteja kuin pelkélld Proteaasi 3:1la. Taulukossa 45 on yhdistelmista kéyte-

tyt pitoisuudet, hydrolyysiajat ja laatuarvioinnit.

Taulukko 45. Suuremmassa mittakaavassa tehtyjen yhdistelmien pitoisuudet, hydro-
lyysiajat, laatuarvosanat ja sanalliset arviot laadusta.

entsyymiyhdistelméd pitoisuudet 'aika (h) | laatu sanallinen arvio laadusta
(p-% maidosta) (0-5)
Proteaasi 3 ja Proteaasi 4 0,019 + 0,004 0,5 0 saostunut, kellertava
2 2 | aggregoitunut hiekkaiseksi, maku hieman pistivi
Proteaasi 3 ja Proteaasi 1 0,019 + 0,0003 0,5 0 saostunut
2 0 saostunut, kellertava

! = hydrolyysiaika entsyymeilld

Néytteiden laatu oli hyvi koeputkimittakaavassa, jossa inaktivointiolosuhteet olivat
helpommin hallittavissa — niytteen ldmpdtila nousee ja laskee nopeasti. Suurempaan
mittakaavaan muutetut inaktivointiolosuhteet ja ndytteiden kisittelytavat vaikuttivat
todennikdisesti eniten laadun selviin huononemiseen. Entsyymipitoisuuksien ollessa
ndytteen saostumisen rajalla pienetkin muutokset menetelméissa saattoivat aiheuttaa
virheitd. Saostuminen olisi voitu ehki estdd lyhytkestoisemmalla entsyymin inaktivoin-
nilla. Ennen inaktivointiolosuhteiden muuttamista tulisi selvittdd, milld lampdtila-

aikayhdistelmalld entsyymi menettdd aktiivisuutensa.
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7.3 Niytteiden analysointi partikkelikokoanalysaattorilla

Geelielektroforeesin perusteella kaseiinit olivat selvisti pilkkoutuneita Proteaasi 3:1la
valmistetussa nédytteessd, minki oletettiin vaikuttaneen kaseiinimisellien méérdin (tau-
lukko 17 ja kuva 10). Misellien vihenemiselld olisi pitdnyt olla vaikutusta myds maidon
valkoiseen viriin. Maidon valkoisen vérin uskotaan johtuvan proteiinirakenteen heijas-
tamasta valosta, joka aistitaan valkoisena vérind. Misellin partikkelikoko on noin 0,15

pm.

Partikkelikokoanalysaattorilla tutkittiin Proteaasi 3:1la valmistetun hydrolysaatin partik-
kelikokojakaumaa. Mielenkiinnon kohteena oli erityisesti kaseiinimisellien partikkeli-
kokoalue. Toinen ndyte oli Proteaasi 3:n ja Proteaasi 4:n entsyymiyhdistelmi pitoisuuk-
silla 0,019 % ja 0,004 % valmistettu suuremman mittakaavan (500 cm®) niyte. Niyt-
teestd tutkittiin, milld tavalla aggregoituminen vaikutti partikkelikokojakaumaan ja ka-
seiinimisellien mééradn. Tulokset on kuvattu tilavuusjakaumina (%), ja niihin on otettu
keskiarvo kolmesta eri mittauksesta, jotka sisélsivét neljd rinnakkaismééritystd. (Kuvat

17 ja 18.) Mittausparametrit ovat taulukossa 46.

Taulukko 46. Partikkelikokoanalysaattorin mittauksissa kdytetyt parametrit ja viiliaine.

entsyymi partikkelin | partikkelin veden taustalivos | obskuraatio
(p-% maidosta) taitekerroin | absorptio taitekerroin [%]
Proteaasi 3 1,38 0,001 1,33 vesi 6,70
0,019
Proteaasi 3 + Proteaasi 4 1,38 0,001 1,33 vesi 8,03
0,019 + 0,004

Proteaasi 3:1la valmistetun puolen tunnin hydrolysaatin misellien suhteellinen osuus
pienentyi hieman nollanéytteeseen verrattuna. Kahden tunnin niiytteessi suhteellinen
osuus oli ldhes sama kuin nollandytteen. Syyni tulokseen voidaan mahdollisesti pitda
nidytteen hetkellistd aggregoitumista puolen tunnin hydrolyysin aikana, jolloin kaseiini-
misellid suurempia partikkeleita muodostui niytteeseen partikkelikokoalueelle 0,3—1,00
um. (Kuva 17.) Tulos vastaa nédytteen suutuntumaa, joka oli hieman paksua. Kahden
tunnin niytteestd paksuus oli hivinnyt, joten on mahdollista, ettd aggregoituneet partik-

kelit hajosivat hydrolyysin edetessi ldhes nollaniytteen partikkelikokojakauman tasolle.
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Particle Size Distribution
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Kuva 17. Tilavuusjakauma (%) partikkelikoon funktiona Proteaasi 3:n pitoisuudel-

la 0,019 % valmistetuista naytteistd. Punainen kdyrd on nollandyte, vih-
red puolen tunnin hydrolyysindyte ja sininen kahden tunnin hydrolyysi-
ndyte.

Entsyymiyhdistelmén hydrolysaatin tilavuusjakauma (%) partikkelikoon funktiona on
kaseiinimisellid suurempien partikkelien alueella, koska niyte aggregoitui. Vaikka néyt-
teen kaseiinimisellien alueella ei ole jakauman perusteella mitdén, ovat misellit toden-
nikoisesti aggregoituneet keskenédén muodostaen suurempia partikkeleita. Maidon jéén-
nosrasva (0,05 %) on kuvassa partikkelikokoalueella 0,5-1,0 um. Alueelle on muodos-
tunut lisdé partikkeleita nollandytteeseen verrattuna. Proteiineja on todennékdisesti tart-

tunut hydrolyysin aikana rasvamolekyyleihin. (Kuva 18.)
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Kuva 18. Tilavuusjakauma (%) partikkelikoon funktiona Proteaasi 3:n ja Proteaa-

si 4:n yhdistelmdilld pitoisuuksilla 0,019 % ja 0,004 % valmistetusta
ndytteestd. Punainen kdyrd on nollandyte ja vihred entsyymiyhdistelmdil-
ld valmistettu hydrolyysindyte.

Partikkelikokoanalysaattoria voisi kidyttdi tarkasteltaessa hydrolyysien aikana muodos-

tuvia aggregaatteja, jos niitd ei pystyti silmamadrdisesti ndytteesti huomaamaan.



72

7.4 p-laktoglobuliinipitoisuuden méirittiminen

B-laktoglobuliinin (B-Lg) rinnakkaismiéritykset tehtiin ELISA-testillé ja nestekromato-
grafilla. Tarkoituksena oli mitata nidytteiden f-Lg-pitoisuutta ja saada kahdella eri me-
netelmilld tuloksille luotettavuutta. Nollandytteen B-Lg-pitoisuuksissa ei ollut menetel-
mien vélilld merkittaviid eroa. Kahden tunnin aikana Proteaasi 3:11a valmistetun néyt-
teen ELISA-testin vasta-ainevaste kasvoi hieman nollandytteeseen verrattuna. Neste-
kromatografilla 3-Lg:n pitoisuus laski kuitenkin nollanédytteeseen verrattuna samassa
nidytteessd. Hydrolyysi saattoi vapauttaa proteiinirakenteista enemmin vasta-

ainevastetta aiheuttavia B-Lg:n epitooppeja. (Taulukko 47.)

Taulukko 47. p-laktoglobuliinipitoisuudet tutkituista ndytteistd ELISA-testilld ja neste-
kromatografilla mitattuina.

menetelmi | nollandyte | Proteaasi 3 Proteaasi 3 + Proteaasi 1 Proteaasi 3 + Proteaasi 4
0,019 % 0,019 % + 0,00033 % 0,019 % + 0,004 %
ELISA 1,42 1,51 1,28 1,26
(mg/ml)
HPLC 1,40 1,20 1,30 1,10
(mg/ml)

B-Lg-pitoisuudet olivat nollandytettd alhaisemmat Proteaasi 3:n ja Proteaasi 1:n ent-
syymiyhdistelmélld kahden tunnin hydrolysaatissa. Yhdistelmi ei ollut merkittavasti
pelkkidid Proteaasi 3:a tehokkaampi B-Lg:n pilkkomisessa. Yhdistelmén Proteaasi 3 ja
Proteaasi 4 puolentoista tunnin hydrolysaatin B-Lg-pitoisuus oli edellistd yhdistelmé&a

alhaisempi. (Taulukko 47.)

Tulosten eroavaisuudet keskenién johtuivat 1ihinné kiytettyjen menetelmien eroista. -
Lg:n pitoisuuserot olivat korkeintaan 21 % pienemmait (0,30 mg/ml) nollandytteeseen
verrattuna. Hydrolyysien aikana ei todennikdisesti tapahtunut merkittdvaa B-Lg-

pitoisuuden alenemista allergisen reaktion kannalta.
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8 Yhteenveto

Opinndytetyossi tutkittiin lehménmaitoproteiinien rajattua hydrolyysid neutraaleissa
olosuhteissa toimivilla proteaaseilla. Ty0ssé tutkittiin 25 proteaasin toimivuutta leh-
ménmaitoproteiinien hydrolysoijina. Tarkoituksena oli kehittdd maitoallergisille aikui-
sille sopivaa maitotuotetta, jonka allergisia oireita aiheuttavat kaseiini- ja heraproteiinit

olisivat entsyymien toimesta mahdollisimman pitkille pilkkoutuneita.

Entsyymeji karsittiin hydrolysaattien aistinvaraisen laadun, hydrolyysiasteen ja proteii-
nien pilkkoutumisen perusteella. Proteaasi 3 hydrolysaatin aistinvarainen laatu pysyi
melko hyvini tutkituilla entsyymipitoisuuksilla ja kaseiinit pilkkoutuivat hyvin. 3-
laktoglobuliini (B-Lg) ei kuitenkaan pilkkoutunut. Hydrolyysiaste kasvoi entsyymiyh-
distelmilld vain véhin ja ndytteiden aistinvarainen laatu huononi Proteaasi 1:n ja Prote-
aasi 2:n lisdentsyymeji lukuun ottamatta. Proteiinit eivit pilkkoutuneet yhdistelmilld
merkittivisti tehokkaammin. Suuremmassa mittakaavassa (500 cm”) tutkittiin lisédent-
syymeilld Proteaasi 1 ja Proteaasi 4 valmistettuja hydrolysaatteja, joiden laatu heikkeni

todennékoisesti muutettujen inaktivointiolosuhteiden takia.

Proteiinit aggregoituivat keskenién hydrolyysin aikana muodostaen suurempia partikke-
leita, kun partikkelikokojakaumia tutkittiin Proteaasi 3:n ja entsyymiyhdistelmin Prote-
aasi 3 ja Proteaasi 4 hydrolysaateista. Partikkelikokojakauma palautui Proteaasi 3:1la
ldhes nollanéytteen tasolle hydrolyysin edetessid. Entsyymiyhdistelmélld Proteaasi 3 ja
Proteaasi 4 B-Lg-pitoisuus pieneni nollandytteeseen verrattuna 21 %. Lisdentsyymilld
Proteaasi 1 ei pédsty alhaisempiin pitoisuuksiin, mutta yhdistelma pilkkoi B-Lg:a Prote-
aasi 3:a tehokkaammin. Pitoisuuksien lasku hydrolysaateissa ei todennikoisesti ollut

merkittiva allergisten reaktioiden kannalta.

Entsyymeilld Proteaasi 6, Proteaasi 14, Proteaasi 16, Proteaasi 20 ja Proteaasi 23 voisi
tehdi lisdtutkimuksia, koska niiden toiminta hydrolyysissi voisi olla tehokkaampaa.
Jatkotutkimuksiin voisi ottaa mukaan myds esimerkiksi entsyymit trypsiini ja kymot-
rypsiini, joiden on osoitettu pilkkovan heraproteiineja. Koeputkitason tulosten saavut-

tamiseksi suuremmassa mittakaavassa olisi méiritettdvi kiinnostavimpien entsyymien
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inaktivoinnin tarkat limpdétila-aikayhdistelmét. Turha ldampdkuorma saattaa olla ratkai-

seva laatuvirheiden kannalta.

Tutkimuksissa 16ydettiin entsyymi ja entsyymiyhdistelmi4, joilla saatiin pilkottua mai-

toallergiaa aiheuttavia proteiineja hydrolysaatin aistinvaraisen laadun séilyessd hyvéni.
Maitoproteiinien entsymaattinen hydrolyysi on varteenotettava vaihtoehto kehitettdessa
maitoallergiaa aiheuttamatonta tuotetta aikuisille, koska entsyymeilld saa pilkottua al-

lergiaa aiheuttavia proteiineja sopivissa olosuhteissa ilman monivaiheisia prosesseja.



75

Lahteet

Aistinvaraisen arvioinnin kisikirja. Aistittava laatu. 6. painos. 2006. Helsinki: Valio Oy,
T&K.

Bonomi, F., Fiocchi, A., Frgkiaer, H., Gaiaschi, A., Iametti, S., Poiesi, C., Rasmussen,
P., Restani, P., Rovere, P. 2003. Reduction of immunoreactivity of bovine -
lactoglobulin upon combined physical and proteolytic treatment. Journal of Dairy Re-
search 70, s. 51-59.

Burbrink, C.N., Hayes, K.D. 2006. Effect of thermal treatment on the activation of bo-
vine plasminogen. International Daily Journal 16, s. 580-585.

Chicon, R., Lopez-Fandifi, R., Alinso, E., Belloque, J. 2008. Proteolytic pattern, Anti-
genicity, and Serum Immunoglobulin E Binding of f-Lactoglobulin Hydrolysates Ob-
tained by Pepsin and High-Pressure Treatments. Journal Dairy Science 91, s. 928-938.

Dairy processing handbook. 1995. Lund, Sweden: Tetra Pak Processing Systems AB.

Ehn, B-M, Allmere, T., Telemo, E., Bengtsson, U., Ekstrand, B. 2005. Modification of
IgE Binding to B-Lactoglobulin by Fermentation and Proteolysis of Cow’s Milk. Jour-
nal of Agricultural and Food Chemistry 53, s. 3743-3748.

El-Agamy, E.I. 2007. The challenge of cow milk protein allergy. Small Ruminant Re-
search 68, s. 64-72.

Fritsché, Rodolphe. 2003. Role for technology in dairy allergy. The Australian Journal
of Dairy Technology 58, s. 89-91.

Garcia-Risco, M.R., Recio, 1., Molina, E., Lépez-Fandifio, R. 2003. Plasmin Activity in
Pressurized Milk. Journal of Dairy Science 86, s. 728-734.

Jarvinen, K-M, Beyer, K., Vila, L., Chatchatee, P., Busse, P.J., Sampson, H.A. 2002. B-
cell epitopes as a screening instrument for persistent cow’s milk allergy. J Allergy Clin
Immunol 110, s. 293-297.

Kallioinen, Harri. 1997. Proteiinien entsymaattinen hydrolysointi membraanireaktorilla.
Diplomityd. Helsingin teknillinen korkeakoulu.

Kim, S.B., Seo, L.S., Khan, M.A., Ki, K.S., Lee, W.S., Lee, H.J., Shin, H.S., Kim, H.S.
2007a. Enzymatic Hydrolysis of Heated Whey: Iron-Binding Ability of Peptides and
Antigenic Protein Fractions. Journal of Dairy Science 90, s. 4033-4042.

Kim, S.B., Ki, K.S., Khan, M.A., Lee, W.S., Lee, H.J., Ahn, B.S., Kim, H.S. 2007b.
Peptic and Tryptic Hydrolysis of Native and Heated Whey Protein to Reduce Its Anti-
genicity. Journal of Dairy Science 90, s. 4043—4050.



76

Korhonen, H., Pihlanto-Leppél4, A., Rantamiki, A., Tupasela, T. 1998 Impact of
prosessing on bioactive proteins and peptides. Trends in Food Science & Technology 9,
s. 307-3109.

Mahmoud, M.I. 1994. Physicochemical and Functional Properties of Protein Hydrolys-
ates in Nutritional Products. Food Technology 89, s. 89-95.

Matsubara, H., Hagihara, B., Nakai, M., Komaki, T., Yonetani, T. ja Okunuki, K. 1958.
Crystalline bacterial proteinase. II General properties of crystalline proteinase of Bacil-
lus subtilis N. Journal of Biochemistry 45, s. 251-258.

MINTEL gnpd. (WWW-dokumentti.)
<http://www.gnpd.com/sinatra/gnpd&lang=uk/frontpage/>. Luettu 28.4.2008.

Molina Tezcucano, A.C, Allj, 1., Boye, J.I. 2007. Effects of dephosphorylation and pro-
teolysis on immunogenicity of caseins. Milchwissenschaft 62 (4), s. 371-375.

Monaci, M., Tregoat, V., van Hengel, A.J., Anklam, E. 2006. Milk allergens, their char-
acteristics and their detection in food: A review. European Food Research Technology
223, s. 149-179.

Newstead, D.F., Paterson, G., Anema, S.G., Coker, C.J., Wewala, A.R. 2006. Plasmin
activity in direct-steam-injection UHT-processed reconstituted milk: Effects of preheat
treatment. International Daily Journal 16, s. 573-579.

Ollikainen, Pia. 1989. Proteolyysi emmentaljuuston kypsymisessi. Lisensiaatintutki-
mus. Helsingin yliopisto.

Ollikainen, Pia. 2008. Tekniikan lisensiaatti, Valio Oy, Helsinki. Seminaari 4.4.2008.

Paajanen, Laura. 2005. Milk hypersensitivity. Effects of Cow’s Milk and its Processing
on Gastrointestinal Symptons and Delayed-Type Immune Responses. Doctoral Thesis.
University of Helsinki.

Pelto, L., Laitinen, I., Lilius, E-M. 1999. Current perspectives on milk hypersensitivity.
Trends in Food Science & Technology 10, s. 229-233.

Pelto, Leea. 2000. Milk hypersensitivity in adults. Studies on diagnosis, prevalence and
nutritional management. University of Turku.

Peterson, G.L. 1979. Review of the Folin Phenol Protein Quantitation Method of
Lowry, Rosebrough, Farr and Randall. Analytical Biochemistry 100, s. 201-220.

Prado, B.M., Sombers, S.E., Ismail, B., Hayes, K.D. 2006. Effect of heat treatment on
the activity of inhibitors of plasmin and plasminogen activators in milk. International
Daily Journal 16, 593-599.



77

Rosendal, A., Barkholt, V. 2000. Detection of Potentially Allergenic Material in 12 Hy-
drolyzed Milk Formulas. Lyngby, Denmark: Technical University of Denmark, De-
partment of Biochemistry and Nutrition.

Roth-Walter, F., Berin, M.C., Arnaboldi, P., Escalante, C.R., Dahan, S., Rauch, J., Jen-
sen-Jarolim, E., Meyer, L. 2008. Pasteurization of milk proteins promotes allergic sensi-
tization by enhancing uptake through Peyer’s patches. Allergy 63, s. 882—-890.

Sharma, S., Kumar, P., Betzel, C, Singh, T.P. 2001. Structure and function of proteins
involved in milk allergies. Journal of Chromatography B 756, s. 183-187.

Sibakov, Timo. 1997. Heraproteiinien hydrolysointi immobilisoiduilla entsyymeill&.
Diplomityd. Helsingin teknillinen korkeakoulu.

Tossavainen, Olli. 1981. Kaseiinien entsymaattinen hydrolyysi. Diplomityd. Helsingin
teknillinen korkeakoulu.

Wal, J.M. 2001. Structure and function of milk allergens. Allergy 56 (Suppl. 67), s. 35—
38.

Wroblewska, B., Jedrychowski, L., Rarjan, M. 2007. The allergenicity of a low molecu-
lar fraction of cow milk protein hydrolysates. Milchwissenschaft 62 (4), s. 375-379.



Liitteet

Liite 1: Jatkoon valittujen entsyymien laadunarviointitaulukot

entsyymi 'aika (h) | laatu sanallinen arvio laadusta
(p-% maidosta) (0-5)
Proteaasi 12
0,0009 % 0,5 5
1,5 3 | kitkerd jalkimaku
2 3 | kitkerd jalkimaku
3 0 | saostunut
Proteaasi 21
0,00012 % 0,5 0 | saostunut
0,00001 % 0,5 -
1 _
1,5 0 | saostumaa reunoilla
2 0 | saostunut, kuultava
Proteaasi 17
0,0018 % 0,5 0 | saostunut
0,0002 % 0,5 4
2,5 4
0,001 % 0,5 1 hieman saostunut, juoksevaa
1 0 | saostunut, kuultava
Proteaasi 1
0,043 % 0,5 0 | saostunut
0,001 % 0,5 0
1 0 | saostunut jahmedksi
0,0001 % 0,5 4
4 4
0,0005 % 0,5 4
1 4
2 0 | saostunut ldhes jihmeéksi
0,00025 % 0,5 5
1 5
2 4
3 3 | rakenne paksua
4 3 | rakenne paksua
0,00035 % 0,5 5
1 5
2 4
3 2 | saostunut, hiekkamaista, paksua

! = hydrolyysiaika entsyymilli
— = ei analysoitu
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Jatkoon valittujen entsyymien laadunarviointitaulukko.

Liite 1 (sivu 2)

entsyymi 'aika (h) | laatu sanallinen arvio laadusta
(p-% maidosta) (0-5)
Proteaasi 2
0,001 % 0,5 4
4 4
0,01 % 0,5 0 |saostunut, kuultava
0,0025 % 0,5 0 | tarttuu reunoille
1 0 | saostunut jahmeiksi
0,0013 % 0,5 5
2 5
3 4
4 2 | paksun juoksevaa, hiekkamaista
0,002 % 0,5 4
1 4
2 0 | saostunut jihmeéksi
Proteaasi 25
0,0033 % 0,5 0 | saostunut
0,0001 % 0,5 5
1 4
3 4
0,001 % 0,5 4
1 3 | hieman kitkera jalkimaku
2 0 | saostunut
Proteaasi 15
0.4 % 0,5 0 | saostunut, kellertava
0,01 % 0,5 0 | saostunut, hieman kellertiva
0,001 % 0,5 4
1 0 | hieman saostunut, rakenne paksu
Proteaasi 5
0,0165 % 0,5 0 | saostunut
4 1 saostuma ldhtenyt, harmahtavaa,
erittdin kitkerd
0,001 % 0,5 5
4 5
0,003 % 0,5 0 | saostunut
3 2 |juoksevaa, paksua, kitkerd
0,002 % 0,5 4
1 2 | tarttuu seinamille, hiekkamainen

' = hydrolyysiaika entsyymilld
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Jatkoon valittujen entsyymien laadunarviointitaulukko.  Liite 1 (sivu 3)

entsyymi 'aika (h) | laatu sanallinen arvio laadusta
(p-% maidosta) (0-5)
Proteaasi 10
0,033 % 0,5 0 | saostunut
0,00033 % 0,5 5
2,5 5
0,001 % 0,5 5
4 5
0,0025 % 0,5 0 | saostunut jadhmeéksi
0,002 % 0,5 4
4 4
Proteaasi 8
0,00033 % 0,5 4
2,5 4
0,01 % 0,5 0 | saostunut, kuultava
0,001 % 0,5 4
1 0 | saostunut jadhmeéksi
Proteaasi 4
0,00033 % 0,5 4
2,5 4
0,001 % 0,5 5
4 5
0,0015 % 0,5 5
4 5
0,0033 % 0,5 5
3 4
4 4
0,0066 % 0,5 5
1 4
2 0 | saostunut jihmeé#ksi
Proteaasi 7
0,0917 % 0,5 5
2 4
4 4
0,2 % 0,5 5
1 4
2 3 | hieman kitkerd
3 2 | saostunut, hiekkamaista, kitkerad
Proteaasi 6
0,0033 % 0,5 4
4 4
0,01 % 0,5 2 | saostumaa reunoilla, hiekkamainen
4 2 | saostunut

' = hydrolyysiaika entsyymilli
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Liite 2: Yksittéisten entsyymien elektroforeesigeelit

hydrolyysindytteiden laimennokset 1:1

1507-1
entsyymi !pitoisuus (%) Zaika (h)
1 0(13) AR R = = S
2 Proteaasi 2 0,0001 3 ‘ - v
3 Proteaasi 2 0,0001 2 < & ' . ' o
4 Proteaasi 2 0,0001 0,5 - ' ' ' ” L
5 Proteaasi 17 0,0002 3 : - - g -
6 Proteaasi 17 0,0002 2 - - ‘ . . . J
7 Proteaasi 17 0,0002 0,5 - - . ' 9 !
8 standardi : - . : ? ; * i
1507-2 : _ .
entsyymi pitoisuus (%) aika (h)
1 0(13) , v ol B B
2 Proteaasi 25 0,0001 3 :
3 Proteaasi 25 0,0001 2 = ' ' ' ' . ' -
4 Proteaasi 25 0,0001 0,5 4 ' . S
5 Proteaasi 3 0,001 3,7
6 Proteaasi 3 0,001 1 : . . . , ' ’ ’
7 Proteaasi 3 0,001 05 E E § ' , -
8 standardi ¥ v
1507-3
entsyymi !pitoisuus (%) 2aika (h)
I 0(1:3) = &
2 Proteaasi 8 0,0001 3 -
3 Proteaasi 8 0,0001 15 = . ' ' ' ' ‘ #
4 Proteaasi 8 0,0001 0,5 ' '
5 Proteaasi 10 0,0001 3
6 Proteaasi 10 0,0001 2 * * ® ’ ’ ’
7 Proteaasi 10 0,0001 0,5 > e z : : 4
8 standardi ) "
1507-4
entsyymi 'pitoisuus (%) “aika (h)
1 0(1:3)
2 Proteaasi 12 0,0009 4
3 Proteaasi 12 0,0009 1,5
4 Proteaasi 12 0,0009 0,5
5 Proteaasi 6 0,0033 4
6 Proteaasi 6 0,0033 2
7 Proteaasi 6 0,0033 0,5
8 standardi

! = entsyymin pitoisuus rasvattomasta maidosta (p-%)
% = hydrolyysiaika entsyymilli



Yksittdisten entsyymien elektroforeesigeelit

hydrolyysindytteiden laimennokset 1:1

1507-5
entsyymi 'pitoisuus (%) “aika (h)
1 0(1:3)
2 Proteaasi 5 0,0165 4
3 Proteaasi 15 0,01 3
4 Proteaasi 1 0,001 3
5 Proteaasi 21 0,00001 3
6 Proteaasi 21 0,00001 1,5
7 Proteaasi 21 0,00001 0,5
8 standardi
1707-1
entsyymi 'pitoisuus (%) 2aika (h)
1 Proteaasi 1 0,0001 2
2 Proteaasi 1 0,0001 0,5
3 Proteaasi 1 0,0001 4
4 0(1:2)
5 standardi
6 Proteaasi 17 0,001 0,5
7 Proteaasi 17 0,001 4
8 Proteaasi 17 0,001 2
1707-2
entsyymi lpitoisuus (%) 2aika (h)
1 Proteaasi 15 0,001 2
2 Proteaasi 15 0,001 0,5
3 Proteaasi 15 0,001 4
4 0(1:2)
5 standardi
6 Proteaasi 25 0,001 0,5
7 Proteaasi 25 0,001 4
8 Proteaasi 25 0,001 2
1807-1
entsyymi 'pitoisuus (%) 2aika (h)
1 Proteaasi 10 0,0002 2
2 Proteaasi 10 0,0002 0,5
3 Proteaasi 10 0,0002 4
4 standardi
5 0(1:2)
6 Proteaasi 5 0,001 0,5
7 Proteaasi 5 0,001 4
8 Proteaasi 5 0,001 2

' = entsyymin pitoisuus rasvattomasta maidosta (p-%)

% = hydrolyysiaika entsyymilli
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Liite 2 (sivu 2)
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Yksittdisten entsyymien elektroforeesigeelit

1807-2 (hydrolyysindytteiden laimennokset 1:1)

entsyymi Tpitoisuus (%) Zaika (h)
1 Proteaasi 6 0,01 2
2 Proteaasi 6 0,01 4
3 Proteaasi 6 0,01 (US]
4 0(1:1)
5 0(1:2)
6 Proteaasi 7 0,2 4
7 Proteaasi 7 0,2 0,5
8 Proteaasi 7 0,2 2
2307-1 (ndytteiden laimennokset 1:2)
entsyymi 'pitoisuus (%) 2aika (h)
1 Proteaasi 4 0,0015 2
2 Proteaasi 4 0,0015 0,5
3 Proteaasi 4 0,0015 4
4 0
5 Proteaasi 4 0,01 0,5
6 Proteaasi 4 0,01 2
7 Proteaasi 4 0,01 4
8 standardi
2307-2 (laimennokset 1:2)
entsyymi Ipitoisuus (%) 2aika (h)
1 standardi
2 Proteaasi 2 0,00075 0,5
3 Proteaasi 2 0,00075 2
4 Proteaasi 2 0,00075 4
5 0
6 Proteaasi 1 0,0005 0,5
7 Proteaasi 1 0,0005 4
8 Proteaasi 1 0,0005 1
2307-3 (laimennokset 1:2)
entsyymi ! pitoisuus (%) aika (h)
1 Proteaasi 5 0,008 2
2 Proteaasi 5 0,008 0,5
3 Proteaasi 5 0,008 3
4 0
5 Proteaasi 3 0,02 0,5
6 Proteaasi 3 0,02 2
7 Proteaasi 3 0,02 4
8 standardi

! = entsyymin pitoisuus rasvattomasta maidosta (p-%)
% = hydrolyysiaika entsyymilld
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Liite 2 (sivu 3)
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Yksittdisten entsyymien elektroforeesigeelit

ndytteiden laimennokset 1:2

2507-1
entsyymi 'pitoisuus (%) 2aika (h)
1 Proteaasi 3 0,0166 0,5
2 Proteaasi 3 0,0166 2
3 Proteaasi 3 0,0166 4
4 0
5 Proteaasi 8 0,00033 0,5
6 Proteaasi 8 0,00033 2
7 Proteaasi 8 0,00033 2,5
8 standardi
2507-2
entsyymi 'pitoisuus (%) 2aika (h)
1 standardi
2 Proteaasi 1 0,00035 0,5
3 Proteaasi 1 0,00035 2
4 Proteaasi 1 0,00035 4
5 0
6 Proteaasi 1 0,00025 0,5
7 Proteaasi 1 0,00025 2
8 Proteaasi 5 0,003 4
2507-3
entsyymi 'pitoisuus (%) 2aika (h)
1 Proteaasi 5 0,005 0,5
2 Proteaasi 5 0,005 2
3 Proteaasi 5 0,005 4
4 0
5 Proteaasi 5 0,003 0,5
6 Proteaasi 5 0,003 2
7 Proteaasi 1 0,00025 4
8 standardi
2507-4
entsyymi 'pitoisuus (%) Zaika (h)
1 standardi
2 Proteaasi 4 0,0066 0,5
3 Proteaasi 4 0,0066 2
4 Proteaasi 4 0,0066 4
5 0
6 Proteaasi 4 0,0033 0,5
7 Proteaasi 4 0,0033 2
8 Proteaasi 4 0,0033 4

' = entsyymin pitoisuus rasvattomasta maidosta (p-%)

% = hydrolyysiaika entsyymilli
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Yksittdisten entsyymien elektroforeesigeelit

ndytteiden laimennokset 1:2

2507-5
entsyymi 'pitoisuus (%) 2aika (h)
1
2 Proteaasi 3 0,0133 0,5
3 Proteaasi 3 0,0133 2
4 Proteaasi 3 0,0133 4
5 0
6 standardi
7 Proteaasi 5 0,003 4
8 Proteaasi 1 0,00025 4
2907-1
entsyymi 'pitoisuus (%) 2aika (h)
1 Proteaasi 8 0,001 2
2 Proteaasi 8 0,001 0,5
3 Proteaasi 8 0,001 4
4 0
5 Proteaasi 2 0,01 0,5
6 Proteaasi 2 0,01 2
7 Proteaasi 2 0,01 4
8
2907-2
entsyymi 'pitoisuus (%) 2aika (h)
1
2 Proteaasi 10 0,01 0,5
3 Proteaasi 10 0,01 2
4 Proteaasi 10 0,01 4
5 0
6 Proteaasi 10 0,001 0,5
7 Proteaasi 10 0,001 4
8 Proteaasi 10 0,001 2
2907-3
entsyymi 'pitoisuus (%) Zaika (h)
1
2 Proteaasi 5 0,002 0,5
3 Proteaasi 5 0,002 2
4 Proteaasi 5 0,002 4
5 0
6 Proteaasi 3 0,0185 0,5
7 Proteaasi 3 0,0185 4
8 Proteaasi 3 0,0185 2

' = entsyymin pitoisuus rasvattomasta maidosta (p-%)

% = hydrolyysiaika entsyymilli
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Yksittdisten entsyymien elektroforeesigeelit

ndytteiden laimennokset 1:2

3007-1
entsyymi 'pitoisuus (%) 2aika (h)
1 standardi
2 Proteaasi 2 0,002 0,5
3 Proteaasi 2 0,002 2
4 Proteaasi 2 0,002 4
5 0
6 Proteaasi 2 0,0013 0,5
7 Proteaasi 2 0,0013 4
8 Proteaasi 2 0,0013 2
3007-2
entsyymi 'pitoisuus (%) 2aika (h)
1 Proteaasi 2 0,0016 2
2 Proteaasi 2 0,0016 0,5
3 Proteaasi 2 0,0016 4
4 0
5 Proteaasi 10 0,002 0,5
6 Proteaasi 10 0,002 2
7 Proteaasi 10 0,002 4
8 standardi
3007-3
entsyymi 'pitoisuus (%) 2aika (h)
1 standardi
2 Proteaasi 3 0,0195 0,5
3 Proteaasi 3 0,0195 2
4 Proteaasi 3 0,0195 4
5 0
6 Proteaasi 3 0,019 0,5
7 Proteaasi 3 0,019 4
8 Proteaasi 3 0,019 2

! = entsyymin pitoisuus rasvattomasta maidosta (p-%)

% = hydrolyysiaika entsyymilli
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Liite 3: Entsyymiyhdistelmien elektroforeesigeelit

niytteiden laimennokset 1:2

0108-1
entsyymit !pitoisuudet (%) “aika (h)
1 standardi
2 Proteaasi 3 + Proteaasi 4 0,019 + °0,003 1,5
3 Proteaasi 3 + Proteaasi 4 0,019 +°0,003 2
4 Proteaasi 3 + Proteaasi 4 0,019 +°0,003 4
5 0
6 Proteaasi 3 + Proteaasi 4 0,019 + 0,003 0,5
7 Proteaasi 3 + Proteaasi 4 0,019 + 0,003 4
8 Proteaasi 3 + Proteaasi 4 0,019 + 0,003 2
0108-2
entsyymit 'pitoisuudet (%) %aika (h)
1 Proteaasi 3 + Proteaasi 7 0,019 +°0,09 2
2 Proteaasi 3 + Proteaasi 7 0,019 + 30,09 1,5
3 Proteaasi 3 + Proteaasi 7 0,019 +°0,09 4
4 0
5 Proteaasi 3 + Proteaasi 7 0,019 + 0,09 0,5
6 Proteaasi 3 + Proteaasi 7 0,019 + 0,09 2
7 Proteaasi 3 + Proteaasi 7 0,019 + 0,09 4
8 standardi
0108-3
entsyymit 'pitoisuudet (%) Zaika (h)
1 standardi
2 Proteaasi 3 + Proteaasi 8 0,019 +%0,0003 1,5
3 Proteaasi 3 + Proteaasi 8 0,019 + 30,0003 2
4 Proteaasi 3 + Proteaasi 8 0,019 + 30,0003 4
5 0
6 Proteaasi 3 + Proteaasi 8 0,019 + 0,0003 0,5
7 Proteaasi 3 + Proteaasi 8 0,019 + 0,0003 4
8 Proteaasi 3 + Proteaasi 8 0,019 + 0,0003 2
0108-4
entsyymit 'pitoisuudet (%) Zaika (h)
1 Proteaasi 3 + Proteaasi 5 0,019 + 70,001 2
2 Proteaasi 3 + Proteaasi 5 0,019 + 0,001 0,5
3 Proteaasi 3 + Proteaasi 5 0,019 +°0,001 4
4 0
5 Proteaasi 3 + Proteaasi 5 0,019 + 0,001 0,5
6 Proteaasi 3 + Proteaasi 5 0,019 + 0,001 2
7 Proteaasi 3 + Proteaasi 5 0,019 + 0,001 4
8 standardi

! = entsyymin pitoisuus rasvattomasta maidosta (p-%)
% = hydrolyysiaika entsyymilld
? = entsyymi lisiitty tunnin hydrolyysin jilkeen
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Entsyymiyhdistelmien elektroforeesigeelit

ndytteiden laimennokset 1:2

0608-1
entsyymit 'pitoisuudet (%) “aika (h)
1 Proteaasi 3 + Proteaasi 4 0,019 + 0,004 0,5
2 Proteaasi 3 + Proteaasi 4 0,019 + 0,004 2
3 Proteaasi 3 + Proteaasi 4 0,019 + 0,0045 0,5
4 Proteaasi 3 + Proteaasi 4 0,019 + 0,0045 2
5 0
6 Proteaasi 3 0,019 3
7 Proteaasi 3 + Proteaasi 4 0,019 + 0,005 0,5
8 standardi
0608-2
entsyymit 'pitoisuudet (%) Zaika (h)
1 Proteaasi 3 + Proteaasi 8 0,019 + 0,0005 0,5
2 Proteaasi 3 + Proteaasi 8 0,019 + 0,0005 2
3 Proteaasi 3 0,019 3
4 0
5 Proteaasi 3 + Proteaasi 8 0,019 + 0,0006 0,5
6 Proteaasi 3 + Proteaasi 8 0,019 + 0,0006 2
7 Proteaasi 3 + Proteaasi 8 0,019 + 0,0007 (UN]
8 standardi
0608-3
entsyymit 'pitoisuudet (%) Zaika (h)
1
2 Proteaasi 3 + Proteaasi 6 0,019 + 0,001 0,5
3 Proteaasi 3 + Proteaasi 6 0,019 + 0,001 1,5
4 Proteaasi 3 + Proteaasi 6 0,019 + 0,001 2
5 0
6 Proteaasi 3 0,019 3
7 Proteaasi 3 + Proteaasi 6 0,019 +0,0015 2
8 standardi
0608-4
entsyymit 'pitoisuudet (%) Zaika (h)
1 Proteaasi 3 + Proteaasi 1 0,019 + 0,0003 0,5
2 Proteaasi 3 + Proteaasi 1 0,019 + 0,0003 2
3 Proteaasi 3 0,019 3
4 0
5 Proteaasi 3 + Proteaasi 1 0,019 + 0,00033 0,5
6 Proteaasi 3 + Proteaasi 1 0,019 + 0,00033 2
7 Proteaasi 3 + Proteaasi 1 0,019 +0,00037 1,5
8 Proteaasi 3 + Proteaasi 1 0,019 + 0,00037 0,5

! = entsyymin pitoisuus rasvattomasta maidosta (p-%)
% = hydrolyysiaika entsyymilli
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Entsyymiyhdistelmien elektroforeesigeelit

ndytteiden laimennokset 1:2

0608-5
entsyymit 'pitoisuudet (%) “aika (h)
1 Proteaasi 3 + Proteaasi 2 0,019 + 0,001 0,5
2 Proteaasi 3 + Proteaasi 2 0,019 + 0,001 2
3 Proteaasi 3 + Proteaasi 2 0,019 +0,0013 0,5
4 Proteaasi 3 + Proteaasi 2 0,019 +0,0013 1,5
5 0
6 Proteaasi 3 0,019 3
7 Proteaasi 3 + Proteaasi 2 0,019 + 0,0016 0,5
8 standardi

! = entsyymin pitoisuus rasvattomasta maidosta (p-%)
% = hydrolyysiaika entsyymilld
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