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Tama opinnaytetyo tehtiin yhteistydéssa Vaasan Oy:n kanssa. Tutkimuksen tarkoi-
tuksena oli selvittaa, kuinka hyvin entsyymiperainen akryyliamidin vahentaminen
toimii leivonnassa ja pystytaanké entsyymia kayttamaan Euroopan komission ak-
ryyliamidiasetukseen sopivana vahentamistoimenpiteena (A 2017/2158).

Akryyliamidi on orgaaninen, valkoinen, hajuton ja kiteinen aine, jota muodostuu
paiston yhteydessa Maillard-reaktiossa lampdtilan noustessa yli 120 °C:n. Viljatuot-
teissa asparagiiniaminohappo on paaosassa akryyliamidin syntymisessa, kun se
reagoi pelkistavien sokereiden, kuten fruktoosin ja glukoosin kanssa.

Tyo6sséa kaytettiin kahta eri valmistajan asparaginaasientsyymid, joiden tehtavana oli
hajottaa asparagiinia ja ndin vahentaa akryyliamidin muodostumista leipaan.

Tuloksena voidaan todeta ettéd ensimmaisella entsyymeistéa ei ollut vaikutusta ak-
ryyliamidin maaraan, johtuen todennakoisesti happamasta taikinasta. Toisella ent-
syymilla pystyttiin pudottamaan akryyliamidin maaraa lahes 60 %.
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This thesis was made in cooperation with Vaasan Oy/Ltd bakery. The purpose of
the study was to find out how well the enzyme reduction of acrylamide functions in
baking and whether the enzyme can be used as a reduction measure in accordance
with the European Commission regulation on acrylamide (A 2017/2158).

Acrylamide is an organic, white, odorless and crystalline substance formed during
baking in the Maillard reaction when the temperature rises above 120 ° C. In cereal
products, the asparagine amino acid is predominant in the formation of acrylamide
when it reacts with reducing sugars such as fructose and glucose.

Two asparaginase enzymes from two different manufacturers were used to break
down asparagine and thus reduce the formation of acrylamide in bread.

As a result, the first enzymes did not affect the amount of acrylamide, probably due

to the acidic dough. With another enzyme, the amount of acrylamide could be re-
duced by almost 60 %.
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1 JOHDANTO

Opinnaytetyo tehtiin yhteistydssa Vaasan Oy:n kanssa. Tuotekehitys, tutkimus ja
laatu toimivat apuna ja tukena. Vaasan Oy on 1849 perustettu suomalainen leipo-
moalan yritys, joka on osa Lantmannen Unibakea. Omistaja ruotsalainen Lantman-
nen maatalousosuuskunta on Pohjoismaiden johtava maatalouden, koneiden, bio-
energian ja elintarvikkeiden alalla toimija ja se tydllistdd 10 000 henkea yli 20

maassa.

Akryyliamidi on orgaaninen, valkoinen, hajuton ja kiteinen aine, jonka ruotsalaiset
tutkijat I0ysivat vuonna 2002 ruoasta. Akryyliamidia syntyy tarkkelyspitoisissa elin-
tarvikkeissa, kuten leivassa kypsennyksen yhteydessa kun lampdtila nousee yli
120 °C. Akryyliamidin syntymiseen vaikuttavia asioita on monia, mutta paaroolissa
ovat asparagiini aminohappo ja pelkistavat sokerit, jotka reagoivat keskenaan kuu-
mennuksen aikana Maillard-reaktion yhteydessa.

Akryyliamidilla voi olla haitallisia vaikutuksia terveyteen, joten elintarvikealalle on tu-
lossa muutoksia omavalvontaan akryyliamidin suhteen ja toimijoilla taytyy olla heille
soveltuvat keinot pienentaa akryyliamidin maaraa elintarvikkeissa. Tasta johtuen
akryyliamidi on hyvin ajankohtainen asia talla hetkella elintarvikealalla ja keinoja sen
pienentamiseen on monenlaisia. Kaikki toimenpiteet eivat kuitenkaan sovellu kaik-
Kiin tuotteisiin tai leivontaprosesseihin. Tassa tydssa tutkitaan entsyymin vaikutusta
akryyliamidiin ja testataan kahta eri entsyymia ja niiden vaikutusta leivontaproses-
siin, tuotteen laatuun sek& akryyliamidipitoisuuteen. Tyon tavoitteena on saada tie-

toa miten paljon entsyymit laskevat akryyliamidipitoisuutta leivassa.

Tybssa kerrotaan myds leivontaprosessista, -raaka-aineista seka niiden vaikutuk-

sesta akryyliamidin syntymiseen.



2 LEIVONTAPROSESSI

Leivontaprosessin padkohdat ovat taikinan teko, yl6slyonti, paisto ja pakkaus, joista

jokainen kohta on tarke&ssa roolissa leivottaessa laadukkaita tuotteita.

"Hyvadn ammattileipurin pitdé osata soveltaa teoreettista tietamystaan kaytan-
non tilanteissa. Leivonnan onnistumiseen ja lopputuotteen laatuun vaikuttavat
fysikaaliset, kemialliset, mikrobiologiset ja hygieeniset tekijat. Liséksi leipurin
taytyy tuntea alan jatkuva ja nopeasti kehittyva tekniikka, valmistusaineet ja
niiden vaikutukset onnistuneeseen leivontaan.” (Peltomaki ym. 1997, Esipuhe)

2.1 Raaka-aineet

Leivonnassa kaytettavia perusraaka-aineita ovat jauhot, vesi, hiiva ja suola. Ylei-
simmat leivonnassa kaytettavat jauhot ovat ruis ja vehna, joita kasitellaan erikseen
mydhemmissa luvuissa. Seuraavassa on kerrottu leivonnan yleisimpien raaka-ai-
neiden ominaisuuksia leivonnan kannalta ja niiden vaikutuksia akryyliamidin synty-

miseen.

"Vesi vanhin voitehista”, kuten vanhassa sananlaskussa todetaan, on suuressa
osassa leivontaa. Taikinan lampdtila pystytdan saatamaan veden avulla sopivaksi
(Savola 1989, 30 - 31). Veden tehtava on saada aineet vettymaan eli hydratoitu-
maan. Poolisena yhdisteena vesi toimii liuottimena leivonnassa muun muassa so-
kerille, suolalle ja jauhoissa oleville vesiliukoisille komponenteille. llman veden vai-
kutusta leivonnassa tapahtuvat tarkeat kemialliset ja biokemialliset reaktiot eivat to-

teutuisi, eika hiiva pystyisi toimimaan. (Salovaara ym. 2017, 20.)

Yksi veden mittari on veden kovuus, eli kuinka paljon vesi sisadltaa kalsium- ja mag-
nesiumsuoloja. Suomessa vedet ovat hyvin pehmeita, eik& kovuudella ole juuri mer-
kitysta leivontaan. (Salovaara ym. 2017.) Suomessa kovuus on luokkaa O - 6 H,
mutta ulkomailla, jossa veden kovuus voi olla 20 - 30 H, kovuudella on jo merkitysta,

koska kova vesi vahvistaa taikinan sitkoa (Savola 1989, 30 - 31).

Vedella tiedetdan olevan vaikutusta akryyliamidin syntyyn. Kuivissa tuotteissa kuten

nakkileivissa on enemman akryyliamidia kuin pehmeissa leivissd. Tama johtuu ve-



den haihtumisesta kuumennettavasta tuotteesta. Lampdétila, jonka ylapuolella ak-
ryyliamidin muodostuminen alkaa, riippuu elintarvikkeen sisaltamasta kosteudesta.
(EFSA 2015, 24, 42.) Akryyliamidin muodostuminen alkaa veden aktiivisuuden las-
kiessa alle 0,8 (Gokmen 2016, 147).

Hiivaa kaytetaan leivonnassa nostatukseen. Leivinhiiva (Saccharomyces cerevi-
siae) lisdantyy aerobisessa ympaéristossa ja tuottaa etanolia ja hiilidioksidia anaero-
bisessa ymparistdssa, kuten taikinassa. Hiiva kayttaa sokereita ravinnokseen, tata
tapahtumaa kutsutaan kaymiseksi. Kdymisessa syntyy etanolia, aromiaineita ja hii-

lidioksidia, joka kaasuna nostattaa leipdé. (Salovaara ym. 2017, 148.)

Hiivan tehtavat leivonnassa ovat siis leivan nostattaminen ja huokoisen rakenteen
aikaansaaminen, aromiaineiden muodostuminen seka taikinan kasiteltavyyden pa-

raneminen sen pehmetessa (Savola 1989, 26).

Gokmen (2016, 140) kertoo kirjassaan Acrylamide in Food, etta hiiva kayttaa aspa-
ragiinia ravinnokseen fermentoinnin aikana. On kehitetty myds erikoishiivoja, joilla
pystytddn tehokkaammin vahentamaan akryyliamidin muodostumista (Food Drink
Europe 2013, 44).

Suola eli natriumkloridi vaikuttaa edistavasti maun liséksi myos taikinan leipoutu-
vuuteen ja mikrobiologiseen sailyvyyteen sitomalla vetta. Suola pidentaa taikinan
muodostumisaikaa ja parantaa sekoituskestavyytta, tekemalla taikinasta "vahvem-
paa” vehnasta leivottaessa. Ruisleivonnassa, jossa ei ole sitkorakennetta, suola in-
hiboi alfa-amylaasin toimintaa ja vahentda leivan sisuksen murenevuutta. (Salo-
vaara ym. 2017, 66 - 70.)

Suolan kaytosta havaittuja positiivisia vaikutuksia leivontaan: parantaa sitkoa, hi-
dastaa taikinan kypsymista, pidentaa leivonta-aikaa, lisda tilavuutta, huokoisempi
sisus, parantaa viipalekestavyytta ja tuoreena sailymista seka stabiloi leivontapro-

sessia hidastamalla hiivan ja entsyymien toimintaa. (Savola 1989, 30 - 31.)

Leivissa suolapitoisuus on yleensa 0,9 - 1,3 % ja suolan maara lasketaan natriumin
mukaan, kertomalla Na 2,5:lla (Salovaara ym. 2017, 71). Voimakassuolaisen raja
on 1,1 % tai yli. "Vahennetty suolaa’-merkinta voidaan antaa tuotteelle, josta on

vahennetty 25 % suolaa verrattuna vastaavan tuotteen suolapitoisuuteen, joka on
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lahtokohtaisesti 1,1 %. Nain ollen 0,83 % tai vahemman suolaa sisaltavat tuotteet
merkitaan "Vahennetty suolaa”. (Leipétiedotus, [viitattu 10.1.2018].)

Suolalla on akryyliamidin muodostumista estéava vaikutus, mutta suuret pitoisuudet
taas lisaavat akryyliamidin maaraa, johtuen todennakoéisesti hiivan toiminnan hei-
kentymisesta (Gokmen 2016, 141).

Muiden suolojen, kuten Ca?* lisadaminen 0,3 %:lla leivontaan, on tutkimusten mu-
kaan huomattu voivan vahentaa akryyliamidin muodostumista 30 % (Food Drink
Europe 2013, 39).

Rasvat ovat tarked osa leivontaa ja erilaisiin leivontasovelluksiin on olemassa eri-
laisia leivontarasvoja ja oljyja. Rasvat ovat kemiallisesti sanottuna lipideja, yhdis-
teitd, jotka eivat liukene veteen, vaan orgaanisiin liuottimiin. Rasvojen perusrakenne
on triasyyliglyseroli, joka koostuu glyserolista ja kolmesta siihen esterisidoksella liit-
tyneesta rasvahaposta. Rasvahappojen maara ja sijainti maarittavat rasvan ominai-
suudet. Rasvahappokoostumus ja rasvan ominaisuudet vaikuttavat siihen, onko
rasva kiinteaa vai nestemaista, runsaasti monityydyttyneita rasvahappoja sisaltavat
rasvat ovat huoneen lammaossa nestemaisia ja tyydyttyneet kiinteitda. (Heinonen,
Jouppila & Salovaara 2003, 20 - 21.)

Rasva parantaa leivan kasiteltavyytta ja rakennetta. Lipidit, kuten glykolipidit, vah-
vistavat taikinan kaasurakkuloiden seindmia ja auttavat nain kaasunpidatyskyvyssa

leivan noustessa. (Salovaara ym. 2017, 36 - 38.)

Auvinen (1990, 45) kertoo kirjassaan Minun leipani, kuinka rasva monipuolisesti lei-
vonnassa mukana olevana vaikuttaa massojen tasaiseen rakenteeseen, herkullis-

ten makujen korostumiseen seka valmiin tuotteen variin.

Rasvojen on huomattu vaikuttavan akryyliamidin pitoisuuteen suurina maarina esi-
merkiksi kekseissd, mutta tuoreleivonnassa kaytettava rasvan maara on niin pieni

ettei se juuri vaikuta akryyliamidin muodostumiseen (Gokmen 2016, 142).
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2.1.1 Jauhot ja hiilihydraatit

Vehna- ja ruisjauhot ovat yleisimpid leivonnassa kaytettyja jauhoja, niiden lisaksi
kaytetaan kauraa ja ohraa seka erilaisia jyvia, rouheita, rakeita, hiutaleita, litisteita,

leseita ja kuituja (Salovaara ym. 2017, 61 - 64).

Kuvassa 1 on esitetty perusrakenne jyvasta, joka on jaettu kolmeen osaan: le-
seosaan ja alkioon, jotka sisaltavat runsaasti vitamiineja, kivenndisaineita seka
muita bioaktiivisia yhdisteita. Leseessa ja alkiossa on my6s paljon ravintokuituja.
Kolmas ja suurin osa jyvassa on jauhoydin, joka koostuu tarkkelyksesta ja proteii-

nista. (Salovaara ym. 2017, 50.)

a) Aleuronikerros
* Liukenematon ja
liukoinen kuitu
* Protelinit
* Fenoliset hapot
* E- ja B-vitamiini
* Mineraalit
* Fytiinihappo
* Entsyymit r

Nukka

Vako -
JAULHOYDIN —
(80-85 %5)

* Thrkkelys
* Proteiinit

; oo
; b) Siemenkuori l;:_:‘ a
* Alkyyliresorsinolit { %)
\,l;\:() A ¢) Hedelmascinit
(.-R o) ' * Liukencmaton
* Rasva

Antioksidantit Kuitu
. sida .

« E-vitamiinit Fenoliset hapot
* Bovitamiinit

* Mineraalit

Kuva 1. Jyvan perusrakenne (Leipatiedotus, [viitattu 3.5.2018]).

Viljalajikkeilla ja viljelyssa kaytetylla maaperalla on vaikutusta viljaan luontaisesti
kuuluvan asparagiinin muodostumiseen. Asparagiinin maara taas on yhteydessa
akryyliamidin méaaraan. Rikkikdyhd maapera lisdd asparagiinin muodostumista vil-
jaan. (Food Drink Europe 2013, 37) Lannoitteissa kaytettava typpi myos lisdé aspa-
ragiinin maaraa viljassa. Vuosittaisen sadon asparagiinipitoisuuteen voivat vaikut-

taa myds erilaiset saaolosuhteet, kuten |Ampo ja kosteus. (Gokmen 2016, 139.)
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Taulukko 1 esittelee erilaisten ruis- ja vehngjauhojen ravintoarvojen peruskoostu-

muksen.

Taulukko 1. Ruis- ja vehn&jauhojen peruskoostumus (Salovaara ym. 2017, 51).

Vehni-| Hiivaleipa- Erikois-| ~ Taysjyva-| Ruisjauho Sihti-|  Lesty-
P OEEUTILS jauho| vehnijauhol vehndjauho]vehnajauho ruisjauho| ruisjauho
Hiilihydraatteja 67 65 68.5 57 58 66 70
joista sokereita 04 0.4 0.4 0.8 1.3 0.5 0.5
Ravintokuitua 3.8 5.5 3.3 12.5 14.5 10 7
Proteiinia 13.3 13.5 12.7 13.8 10 8 8
Rasvaa 1.6 2.4 2 2.5 2 2 2
Kivenndisaineita
(tuhka) 0.6-0.75 1.1-1.4 0.5-0.6 1.6-2.1] 15-19 0.7-1| 0.4-0.7
Kosteus (vesi) 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5
Energiasisaltd
(kJ/100 g) 1500 1495 1500 1440 1395 1460 1500

Leivonnassa jauhojen tehtava on sitoa taikinassa oleva vesi, muodostaa taikinan
rakenne ja leivan runko. Jauhot koostuvat suurimmaksi osaksi pitkistd sokeriket-
juista, tarkkelyksest&, joka toimii viljan jyvan energiavarastona. (Savola 1989, 9.)

Vehnajauho eroaa muista jauhoista sen sitkoa muodostavan gluteeni-proteiinin an-
siosta. Proteiinit muodostuvat aminohapoista. Aminohappoketjut maarittavat prote-
iinin ominaisuudet. Vehnassa olevassa gluteeni-proteiinissa on muun muassa
gliadiini- ja gluteniini-aminohappoja, jotka tekevét taikinaan kimmoisan ja venyvan
sitkoverkoston. (Haikio & Paalanen 1986, 80 - 83.) Aminohappojen jarjestys eli ami-
nohapposekvenssi on avain sitkon syntymiseen, mutta todellista syyta sitkon synty-
miseen ei vield tiedetd. Vehnan proteiini ei nimittdin eroa juurikaan rukiista muilta
ominaisuuksiltaan kuten aminohappokoostumukseltaan tai proteiinien liukoisuudel-

taan. (Salovaara ym. 2017, 34.)

Kuvassa 2 on esitetty gliadiini ja gluteniini aminohappojen ryhmittyminen sitkoksi

taikinan sekoituksen aikana klassisen Wallin ja Becwithin teorian mukaan.
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> GLUTENIN
GLIADIN

GLUTEN (GLIADIN + GLUTENIN)

Kuva 2. Gluteenin koostumus (Oregon State University, [Viitattu 13.6.2018]).

Vehnajauhon laatua mitataan monin eri tavoin. Taulukoissa 2, 3, ja 4 on esitelty

yleisimpia jauhojen laadun mittareita seké laaturajoja.

Taulukko 2. Vehngjauhon laaturajoja (Salovaara ym. 2017, 53 [Helsingin mylly,
Fazer Mylly]).

Laaturajat

Kosteus (%) 12,5-14,5
Sakoluku (s) 250 - 350
Kostea sitko (%) 27-30
Proteiini (%) 12-135
Zelenyluku (ml) 40 - 60

Taulukko 3. Vehnajauhon tunnuslukuja farinogrammista (Salovaara ym. 2017, 53
[Helsingin Mylly, Fazer Mylly]).

Farinogrammi

Vedensidontakyky (%) 56 - 60
Sekoituskestavyys (min) 8-2
Taikinan pehmeneminen (BU) 40- 70




14

Taulukko 4. Vehnan tunnuslukuja ekstensogrammista (Salovaara ym. 2017, 53
[Helsingin Mylly, Fazer Mylly]).

Venytysvastus 45 min (BU) 400 - 600
Venytysvastus 90 min (BU) 700 - 900
Suhdeluku 3-7

Ruisjauhot eroavat vehnéjauhoista sitkoproteiinin puuttumisen osalta, kuten jo ai-
kaisemmin todettiin. Ruisjauhoilla on kuitenkin muita mitattavia ominaisuuksia, ku-
ten sakoluku, joka vaikuttaa leivontaan. Sakoluku kertoo jauhoista alfa-amylaasiak-
tilvisuuden, eli kuinka aktiivinen jyvassa tarkkelystéa pilkkova alfa-amylaasientsyymi
on. Mitd pienempi sakoluku, sitd suurempi entsyymiaktiivisuus jauhoilla on. Alfa-
amylaasin aktiivisuuteen vaikuttaa se, onko jyva itdnyt tahkéssa, jossa alfa-amylaa-
sin tehtavana on pilkkoa tarkkelystéa sokereiksi itavalle jyvélle suotuisampaan muo-
toon. (Salovaara ym. 2017, 58 - 59.) Jyvan itamiseen vaikuttaa yleensa sateinen

kesa, jolloin jyva alkaa itaa tdhkassa ennen puintia (Ala-Kulju ym. 1981, 77).

Leivonnan kannalta liiallinen tarkkelyksen pilkkoutuminen sokereiksi on epéaedul-
lista, koska se tekee leivan sisuksesta kostean ja romahduttaa rakenteen. Liian ma-
tala entsyymiaktiivisuus taas vaikuttaa leivontaan tekemalla leivan sisuksesta kui-

van. (Salovaara ym. 2017, 59.)

Normaaliin ruisleivontaan kaytettavan ruisjauhon sakoluku on 110 — 130, joka on
esitetty myds taulukossa 5. Sakoluvun pudotessa 80:een tai alle, voidaan jauhoja
kayttada mammin valmistukseen. Suurempi sakoluku, kuten 140 tai sitd suurempi,

on hyva tuomaan nakkileivélle toivottua rapeutta. (Salovaara ym. 2017, 59.)

Sakoluvun (falling number) maaritys tapahtuu englanninkielisen nimensakin mukai-
sesti laskemalla aikaa (s) kuinka pitkaan koeputkessa olevan mannan kestaa pai-
nua seoksen pohjalle. Seos koostuu jauhetuista jyvista ja vedestd, jota sekoitetaan
mannalla koeputkessa 1 min ajan samalla lammittden koeputkea + 100 °C:n lam-
poisessa vesihauteessa. Taman jalkeen mannan annetaan laskeutua alas ja ote-
taan aika sekoituksen alusta siihen pisteeseen kun manté on vajonnut koeputken

pohjalle, pienin mahdollinen sakoluku on siis 60. (Salovaara ym. 2017, 59.)
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Taulukko 5. Ruisjauhon tunnuslukuja (Salovaara ym. 2017, 58 [Helsingin Mylly]).

Laaturajat Ruisjauho Sihtiruisjauho Lestyruisjauho
Sakoluku 110- 130 120 - 200 150 - 250
Huippuviskositeetti amylografissa (EA) 230- 330 450 -

Liisterditmisen alun LT amylografissa (°C) | 63- 67 - -

Jauhot sisaltavat luontaisesti asparagiinia ja vehnajauhot siséltavat vapaata aspa-
ragiinia yli puolet vahemman kuin ruisjauhot, kuten alla olevasta taulukosta 6 sel-
viaa.

Taulukko 6. Asparagiinin maara jauhoissa (Gékmen 2016, 138).

Jauho Asparagiini (mg/100 g)

Vehna 1,74 - 19,05
Ruis 41,37 - 44,10

Taysjyvavilja, leseet ja itényt vilja sisaltdavat enemman asparagiinia, kuin viljan ydin-
osat. Leivonnassa kaytettavien jauhojen valinnalla voidaankin vaikuttaa akryyliami-
din muodostumiseen valitsemalla jauhoja, joissa on kaytetty enemman viljan ydin
osia. Tama kuitenkin vaikuttaa tuotteen ravitsemuksellisiin ja aistinvaraisiin ominai-
suuksiin heikentéavasti, jolloin kuidun ja erilaisten ravinteiden saanti myos heikentyy.
(Food Drink Europe 2013, 38.)

Hiilihydraatteja tulee leivontaan jauhojen liséksi joskus myds lisatysta sokerista, jolla
ei kuitenkaan tutkimuksien mukaan ole juurikaan merkitysta akryyliamidin muodos-
tumiseen, koska asparagiini on rajoittava tekija akryyliamidin muodostumisessa
(Gokmen 2016, 137, 139). Viljassa olevat pelkistavat sokerit kuitenkin korreloivat
asparagiinin kanssa, jolloin sokerien mittausta voidaan mahdollisesti kayttda apuna
valittaessa sopivia jauhoja akryyliamidin vahentamiseen (Food Drink Europe 2013,
36).

Pelkistavia sokereita ovat kaikki monosakkaridit, kuten fruktoosi ja glukoosi, seka
jotkin disakkaridit, oligosakkaridit ja polysakkaridit. Pelkistavat sokerit jaetaan kah-
teen ryhmaan, aldooseihin, joilla on vapaa aldehydiryhma ja ketooseihin, joilla on

vapaa ketonirynma. Pelkistavat sokerit reagoivat aminohappojen kanssa Maillard-
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reaktiossa, kun ruokaa kypsennetéaan, jonka seurauksena syntyy véria ja aromeja
seka akryyliamidia. (Reducing sugar 2018, [viitattu 21.5.2018].)

On kuitenkin huomattu ettéd glukoosista syntyy vahemman akryyliamidia kuin fruk-
toosista, jonka voi selittaa fruktoosin alhaisempi sulamislampétila ja nain yhdistei-
den esiasteiden nopeampi vuorovaikutus varhaisiksi Maillardin valituotteiksi (GOk-
men 2016, 2).

2.1.2 Taikinajuuri

Taikinajuurta eli raskia kaytetddn varsinkin ruisleivonnassa hapattamaan leipaa.
Raskin teko on hallittua maitohappokaymistd, joka tapahtuu normaalisti puhtaissa
raskisailidissa noin 28 - 30 °C:n lampdtilassa. Taikinajuuri sisdltaa vetta, ruisjauhoja
ja siemenraskia edellisesta raskista. Raskituksen aikana syntyy maitohappobaktee-
reja, etikkahappoa seka villihiivoja, joilla pystytaan nostattamaan leipaa ilman lisat-
tya hiivaa. (Salovaara ym. 2017, 117 - 125.)

Kayttamalla raskia ja hapattamalla (ruis)taikinaa saavutetaan seuraavia hyotyja;
¢ Ruisleivan maku ja haju, jotka syntyvat hapatusprosessissa
e Parantunut mikrobiologinen sailyvyys
¢ Ravintoarvojen kasvu
e Taikinan kasiteltavyys helpottuu
¢ Nostatusaste paranee ja samalla leivan sisuksesta tulee pehmeampi
e Matalan pH:n ansiosta voidaan kayttdd matalan sakoluvun jauhoja
e Pystytadn leipomaan luonnollisesti, ilma lisdaineita
(Salovaara ym. 2017, 118.)

Taikinajuuren kayto6lla on suotuisia vaikutuksia myo6s akryyliamidin suhteen, koska

happamuus voi vahentaa akryyliamidin muodostumista seka lisatd muodostuneen
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akryyliamidin hajoamista (Gokmen 2016, 144). Toisaalta matala pH voi hidastaa tai
estaad entsyymien, kuten asparaginaasin toiminnan (Kunkunberga ym. 2014).

2.1.3 Entsyymit

Kemiallisten reaktioiden biologiset katalyytit eli entsyymit ovat suuria valkuaisai-
nemolekyyleja, jotka toimivat hyvin spesifisti, eli osallistuvat vain tiettyyn kemialli-
seen reaktioon. Entsyymien toimintaa onkin kuvattu kuvassa 1. "avain-lukko™-peri-

aatteella, niiden tarkan toiminnan vuoksi. (Haikio & Paalanen 1986, 85.)

- VY -~ 5l
- VY

Kuva 3. Entsyymin toiminta

Kuvassa edella on esitetty entsyymin toimintaa, jossa vihrea osa on entsyymi, val-
kea kolmionaukko entsyymissé sen aktiivinen osa ja punainen kolmio kofaktori. Ent-

syymiin "istuva” sininen kolmio-puolisuunnikas on substraatti, joka hajoaa keskelta.

Entsyymit jaotellaan kofaktorin tarpeen mukaan apoentsyymeihin ja holoentsyymei-
hin, joista viimeisessa on entsyymin lisaksi mukana kofaktori (Maijala 2016, 25).
Kofaktori aktivoi entsyymin toimimaan ja niitd on sek& orgaanisia etta epaorgaani-
sia. Kofaktorin ollessa epéaorgaaninen, kuten vitamiini, puhutaan koentsyymista.

Entsyymeja tunnetaan yli 3000 ja ne ovat jaoteltu kuuteen paajoukkoon.
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Entsyymien paajoukot

1.
2.

Hapetus-pelkistys entsyymit, jotka katalysoivat hapetus-pelkistysreaktiota.
Transferaasit, jotka katalysoivat funktionaalisen, eli toiminnallisen ryhman
siirtoa.

Hydrolaasit, jotka katalysoivat erilaisten sidoksien hydrolyysia, eli rynméan
siirtoa vedelle.

Lyaasit, jotka pilkkovat erilaisia sidoksia ilman hapetus-pelkistysreaktiota

tai hydrolyysia

Isomeraasit, jotka katalysoivat molekyylikaavan rakennetta molekyylissa,

eli molekyylin sisdinen ryhman siirto

Ligaasit, jotka yhdistavat kaksi molekyylia kovalenttisesti ATP:n avulla.

(Pundir 2015, 4) & (Aittomaki ym. 2002, 55.)

Taulukossa 7 on esitetty eri entsyymien reaktiokohteita, eli mita kyseiset entsyymit

hajottavat.

Taulukko 7. Entsyymeja ja reaktiokohteita (Haiki6 & Paalanen 1986, 85 & Aitto-

maki ym. 2002, 93).

Laktaasi Laktoosi

Lipaasi Rasva (lipidi)
Maltaasi Maltoosi
Sakkaraasi Sakkaroosi
Proteaasi Proteiini

Amylaasi Tarkkelys
Glukoosioksidaasi (hapettaa) glukoosi
Pullunalaasi Tarkkelys
Glukoamylaasi Tarkkelys

Leivonnassa mukana olevia entsyymeja on useita, joista eniten vaikuttavia ovat eri-

laiset tarkkelystéa pilkkovat amylaasit.
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2.2 Prosessi

Seuraavissa kappaleissa on kerrottu lyhyesti tuoreleivontaprosessista ja prosessin

vaikutuksia akryyliamidin syntymiseen. Kuva 3 havainnollistaa prosessin kulkua.

Kuva 4. Leipomon toiminta (Leip&tiedotus, [viitattu: 11.5.2018]).

2.2.1 Taikinanteko ja taikinalepo

Raaka-aineiden mittaaminen sopivassa suhteessa keskenaan tehdaan reseptin

avulla.

Raaka-aineet sekoitetaan keskenaan taikinakoneessa tai késin sekoittaen, jossa ta-
voitteena varsinkin vehnataikinan suhteen on; a) ainesten sekoittuminen ja hydra-
toituminen, b) Sitkon muodostuminen taikinaan ja c) kaasurakkuloiden muodostu-
minen taikinaan ilman sekoituksen yhteydessa. Ruistaikinaan riittda huomattavasti
"hellempi” sekoitus, jossa ainesosat kaytanndssa vain sekoitetaan keskenaan. (Sa-

lovaara ym. 2017, 84.)

Taikinan sekoituksen jalkeen seuraa taikinalepo. Levon aikana taikinan kasitelta-

Vvyys paranee ja taikinan vedensidonta saavuttaa optimaalisen asteen. Taikinalevon
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aikana hiivan tuottamat kaasut alkavat tayttamaan ilmarakkuloita ja taikina alkaa
nousta. Lepo auttaa seuraavaa vaihetta, koska varsinkin vehnataikinoiden sitko ren-
toutuu jolloin muotoilu eli yléslyonti helpottuu ilman taikinarakenteen rikkomista.
Normaalisti vehnataikinoiden taikinalepo on 10 - 20 minuuttia. (Saarela ym. 2004,
105.) Ruistaikinalla lepoaika on 45 - 60 minuuttia (Peltomaki ym. 1997, 65).

2.2.2 Yloslyonti

Yl6slyonnissa taikina muotoillaan halutun muotoiseksi leivaksi. Vehnataikinan ylos-

lyonti siséltdd seuraavat vaiheet;

— Paloittelu, jossa taikina paloitellaan sopivan kokoisiksi paloiksi joko ké&sin
tai koneella.

— Riivaus, jossa taikinapala "pyoritetdan” pallomaiseksi ja sen pinta kuivah-
taa. Riivaus auttaa seuraavia vaiheita, kun pala ei tartu kiinni ja muotoilu
on helpompaa pyoreéasta taikinapalasta. Riivauksen aikana taikinaan
muodostuneet kaasukuplat tasoittuvat ja taikinan rakenteesta tulee tasai-
sempi, myods sitkosaikeet ryhmittyvat tasaisemmin. (Saarela ym. 2004,
105.)

— Valilepo kest&dé noin 10 minuuttia, jona aikana taikinaan muodostunut
sitko voipuu ja mahdollistaa taikinan muotoilun.

— Taikinanmuotoilu, joka voidaan tehda esimerkiksi pitkarullaajalla tai ka-
sin. (Salovaara ym. 2017, 101 -116).

2.2.3 Nostatus ja paisto

Kuten on todettu, nostatus ja varsinkin paisto ovat avain asemassa akryyliamidin
syntymisen kannalta. Nostatuksella on akryyliamidin maaraan laskeva vaikutus,
joka johtuu hiivan kyvysta vahentaa akryyliamidin syntymiseen vaikuttavia tekijoita.
Akryyliamidin muodostuminen tapahtuu paiston yhteydessa, jossa vaikuttavina te-

kijoina ovat muun muassa lampotila ja paistoaika.
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Nostatuksessa taikinaan saadaan lisaa tilavuutta ja kuohkeutta (Peltomaki ym.
1997, 8). Hiivan tuottamat kaasut saavat leivan nousemaan. Nostatukseen vaikut-
tavia tekijoita ovat: nostatuskaapin lampdtila, suhteellinen kosteus, nostatusaika

seka taikinan rakenne ja hiivan maara. (Saarela ym. 2004, 106.)

Paistossa leipa nousee viela uunissa, koska hiivan muodostama hiilidioksidi ja eta-
noli seka vesi laajenevat lampdtilan noustessa (Saarela ym. 2004, 106). Paiston
alussa uuniin johdetaan hoyrya, joka kostuttaa leivan pinnan ja tekee siita jousta-
vamman, edesauttaen uuninousua. Hoyry auttaa myos kuoren varin ja aromien

muodostumiseen. (Peltomaki ym. 1997, 8.)

Leipien paistolampdtila on yleensa 200 - 240 °C:sta ja paistoaika 15 - 45 minuuttia.
Paiston aikana lampdtila siirtyy kuoresta kohti leivan sisusta, joka lampenee noin
98 °C:n lampdtilaan. (Salovaara ym. 2017, 165 - 166.)

Paiston aikana taikinan proteiinit jahmettyvat, tAma denaturoituminen saa yhdessa
listeroityvan tarkkelyksen kanssa aikaan leivan rakenteen (Saarela ym. 2004, 106).

Akryyliamidi syntyy paiston yhteydessa, jossa lampdtilalla ja paistoajalla on suuri
merkitys sen muodostumiseen. Tutkimuksissa on huomattu etta pidempi paistoaika
matalammassa lampdtilassa vahentdd akryyliamidin muodostumista, sitd puoltaa
Vaasan Oy:n tekemét akryyliamidin maaritykset pidempaan paistettaville leiville.

Skog (2007, 20) kirjoittaa kuinka eri paistotekniikoilla on pystytty vaikuttamaan ak-
ryyliamidin muodostumiseen. Hoyryn lisdaminen viimeiselle viidelle minuutille pais-
toa laski tutkimuksen mukaan akryyliamidin pitoisuutta 40 %. Infrapunasateilylla

tehty paisto taas pudotti akryyliamidin pitoisuutta jopa 60 %.
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3 AKRYYLIAMIDI

Akryyliamidi on orgaaninen, valkoinen, hajuton ja kiteinen aine, jonka kemiallinen
kaava on CsHsNO. Akryyliamidi tunnetaan myo6s 2-propenamidina tai etyylikarbok-
siamidina. Akryyliamidia kaytetaan apuna laastin ja maaperan stabiloinnissa, seka

polyakryyliamidina muun muassa jateveden kasittelyssa. (Rogers 2018.)

Akryyliamidi I6ydettiin elintarvikkeista vuonna 2002 ruotsalaisen elintarvikeviraston
(NFA) ja Tukholman yliopiston tutkijoiden toimesta (EFSA 2015). Akryyliamidi on
kansainvalisen syovantutkimuskeskuksen mukaan mahdollisesti ihmiselle syopaa
aiheuttava aine ja sen tiedetaan toimivan hermomyrkkyna ihmiselle (Duell 2013).
Tutkimuksissa on huomattu etta akryyliamidihdyryt arsyttavat silmia ja ihoa, seka
halvaannuttavat selkaydinnestejarjestelmaa (Keramat ym. 2010). Todisteena tutki-
mukselle on vuonna 1997 sattunut akryyliamidivuoto ruotsalaisella tunnelirakennus-
tydmaalla, jolloin l&hettyviltd |I0ydettiin huomattavia maaria kuolleita kaloja ja nautoja
seka halvaantuneita nautoja, myds tyontekijat olivat karsineet hermomyrkytyksesta
johtuvasta tunnottomuudesta (Ingelmann-Sundberg 2002, 1). Akryyliamidia kasitel-
tdessa onkin suojauduttava tarkoin ja ehkaistava kaiken tyyppinen kosketus ainee-
seen (Kayttoturvallisuustiedote 2018, 2).

Gokmen (2016, 132) kertoo kirjassaan, ettéa leipomotuotteiden osuus ihmisten ak-
ryyliamidin paivittaisestd saannista voi olla 20 - 60 %. Tama tarkoittaa 0,13 -
0,31 pg/kg ruumiinpainosta aikuisilla ja 0,55 - 0,75 pg/kg ruumiinpainosta lapsilla ja

nuorilla.

Euroopan komissio on antanut akryyliamidiasetuksen (A 2017/2158, liite 4), jossa
akryyliamidille asetetuissa vertailuarvoissa akryyliamidipitoisuus on vehnaleivélle
50 pg/kg ja muille kuin vehnapohjaisille leiville 100 pg/kg.

3.1 Muodostuminen

Akryyliamidia syntyy ruoan kypsennyksen aikana, jolloin aminohapot reagoivat so-
kereiden kanssa. Muodostuminen tapahtuu Maillardin-reaktion yhteydessa. (Food
Drink Europe 2013, 7.)
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Kuten edelld on kerrottu, akryyliamidin syntymiseen vaikuttavia asioita on monia,
muun muassa: lampatila, pH ja kosteus. Akryyliamidin syntymisen kannalta kuiten-

kin asparagiini on paaosassa.

Isotooppileimauksella pystytaan merkitsema&an asparagiinin typpi ja seuraamaan
asparagiinin osuutta akryyliamidin muodostumisessa. Isotooppileimauksen avulla
onkin selvitetty, ettd asparagiini on paaosassa akryyliamidin syntymisessa ja akryy-
liamidimolekyylin runko syntyy asparagiinista. (Gokmen 2016, 1) On myds huo-
mattu, etta asparagiinin reagoidessa pelkistavan sokerin kanssa syntyy N-glykosidi-
sidoksia jotka ovat tehokkaita esiasteita akryyliamidille (Zyzak ym. 2003, 4782),
tuottaen yli 1,3 mmol akryyliamidia per mol N-glykosidisidos (Gokmen 2016, 1).

Kuvassa 4 on esitetty yksi ehdotus akryyliamidin muodostumiselle, jossa asparagiini
reagoi pelkistavasta sokerista tulleen karbonyyliryhmén (aldehydit ja ketonit)
kanssa, jolloin muodostuu niin sanottu Schiffin emas (1.). Schiffin eméas voi edelleen
dekarboksyloitua, eli siita poistuu hiilidioksidia (2.). Talldin syntyy epéstabiili vali-
tuote, josta voi syntya akryyliamidi kahdella eri tavalla. Akryyliamidi muodostuu hyd-
rolysoitumalla 3-aminopropanamidiksi (3.), josta ammoniakin poistuttua muodostuu
akryyliamidia. Toinen tapa akryyliamidin muodostumiseen on suoraan valituot-

teesta, jos siitd poistuu imiini (4.). (Skog 2007, 9.)
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Kuva 5. Ehdotettu mekanismi akryyliamidin muodostumiselle lampokasitellyissa
elintarvikkeissa (Skog 2007, 9.)

3.2 Pitoisuuden pienentaminen

Akryyliamidi pitoisuuksille tiettyihin elintarvikkeisiin on annettu suositusarvoja Eu-
roopan komission toimesta. Komission akryyliamidiasetus (A 2017/2158) velvoittaa
elintarvikealan toimijoita vahentamaan akryyliamidipitoisuuksia olemassa olevin toi-
menpitein. Euroopan komissio onkin antanut yhdessa Food Drink Europen kanssa
ohjeita kuinka akryyliamidia voidaan vahentaa elintarvikkeista. Suomessa Evira on
tutkinut akryyliamidia ja jakanut tietoa kuinka pienentaa akryyliamidia elintarvik-

keissa. (Salovaara ym. 2017, 175.)

Akryyliamidi pitoisuuden pienentamiselle on annettu ALARA-ohje, joka on lyhenne
sanoista As Low As Reasonably Achievable. Tama tarkoittaa etta elintarvikealan
toimijan on kaytdsséa olevin keinoin pienennettdva akryyliamidi pitoisuutta ottaen
huomioon olemassa olevat riskit ja sailyttden kuitenkin lopputuotteen laadun. (Food
Drink Europe 2011, 8 - 9.)
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3.3 Asparaginaasi

Asparaginaasi on entsyymi, joka katalysoi asparagiinin hajoamista asparagiiniha-
poksi ja ammoniakiksi, esitetty kuvassa 6 (Asparaginase [viitattu 21.6.2018]). Aspa-
raginaasia kaytetaan muun muassa laakityksena leukemiaan, jossa sen tehtavana
on hajottaa asparagiinia ja estaa kasvainsolun kasvamista. Pitk&aikaisella kaytolla
voi kuitenkin olla haittavaikutuksena herkistyminen asparaginaasille, joka voi aiheut-
taa allergisia reaktioita. (EI-Ahmady EI-Naggar ym. 2014, 182.)

Elintarvikkeissa kaytettava asparaginaasi on peraisin Aspergillus niger ja Aspergil-
lus oryzae homesienista (EI-Ahmady EI-Naggar, ym. 2014, 186 - 187). Molemmille
asparaginaasityypeillda on GRAS-asema (Generally Recognized As Safe, pidetdan
yleisesti turvallisena), jonka on myodntanyt Yhdysvaltojen FDA (Food and Drug Ad-
ministration). Lisaksi JEFCA:n (The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives) 2007 tekeméan arvioinnin perusteella asparaginaasi ei aiheuta vaaraa ter-
veydelle. (Food Drink Europe 2013, 14.)

H,N HO

Asparagine Aspartic acid

Kuva 6. Asparagiinin hydrolyysi asparagiininapoksi asparaginaasin avulla (Aspara-
gine Hydrolysis 2011 [viitattu 19.6.2018]).

Kunkulbergan ym. (2014, 118, 121) kayttivat ruisleivan akryyliamidipitoisuuden va-
hentamiseen liittyvassa tutkimuksessaan asparaginaasi entsyymia, jonka aktiivinen

alue oli + 25 °C, pH 8,0. Entsyymilla ei kuitenkaan saatu pienennettya akryyliamidin
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maaraa, joka johtunee happamasta ruistaikinasta. Tasta johtuen voidaan paatella,

ettd kaikki asparaginaasi entsyymit eivat sovellu kaikille taikinatyypeille.

3.4 Mittaaminen

Akryyliamidin tutkimukset omavalvontaan taytyy tehdé kansainvalisessa vertailula-
boratoriossa, kuten Evirassa, Tullilaboratoriossa tai THL:ssa, myods Eviran hyvak-
syma laboratorio, johon on sovellettu elintarvikelakia (23/2006), kay tutkimukseen.
(Evira 2018.)

Kuvassa 7 on esitetty tarkeimmaét vaiheet akryyliamidin maarittdmisessa.

Naytteenotto

Homogenisointi

Luokitellun sisdisen standardin lisdys

Rasvan poisto heksaanilla
Rasvan poisto kylmasentrifugilla

Uutteen puhdistus

Havaitseminen

Vesi/Orgaaninen liuotin Uuttaminen

Carrezin selkeytys, SPE

LC-MS/MS tai GC-MS

Kuva 7. Akryyliamidin maarityksen tarkeimmat vaiheet (Gokmen 2016, 446).

Otetaan mahdollisimman hyvin edustava elintarvikenayte. Mikali akryyliamidin maa-
rittdminen tehdaan leivasta, kaytetdan kokonaista leipaa. Akryyliamidi muodostuu
suurina pitoisuuksina leivan kuoreen, joten leivan palanen ei anna oikeaa kuvaa
tuotteen akryyliamidipitoisuudesta. Nayte homogenisoidaan kokonaan laboratorio-
tai keittio tehosekoittimella taikka vastaavalla koneella ja siitéd otetaan sopivan ko-

koinen nayte.
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Standartin tarkoitus on toimia/kayttaytya kuten akryyliamidi, joten silla voidaan to-
deta analyysin tasmallisyys ja tarkkuus. Yleisesti kaytettyja standardeja ovat deute-
rium (raskas vety) isotooppi merkatut Hs-akryyliamidi ja ds-akryyliamidi, seka hiili
merkattu 13Cs-akryyliamidi. Merkkauksia voi tehda myos ilman isotooppi merkintaa
meta-akryyliamidilla, N,N-dimeta-akryyliamidilla ja etikkahappoamidilla. Isotooppi-
leimaus toimii parhaiten massaspektrometriassa. (Gokmen 2016, 447.)

Akryyliamidi liukenee hyvin veteen, joten uuttamisessa voidaan kayttaa tislattua
vetta tai alkoholeja. Veteen sekoitetaan 0,5 - 1 g homogenoitua naytettad. Ennen
varsinaista uuttoa voidaan tehda uutto heksaanilla, jolla poistetaan rasvaa nayt-
teestd. (Gokmen 2016, 448.) Heksaani-uutto voidaan tehda myds uutteen puhdis-
tuksen jalkeen, kuten Biedermann ym. (2002) tekivat tutkimuksessaan. Rasvan voi
poistaa myds uuttamisen jalkeen kylmasentrifugilla. Uuttamisen on huomattu olevan
naytteen valmistelun kannalta kriittisin kohta, koska uuttoon vaikuttaa muun muassa
naytteen partikkelikoko, liuotin seka luottimen ja naytteen suhde. (Gokmen 2016,
447 - 448.)

Uutteen puhdistuksessa kaytetadn yleensa Carrezin reagensseja, kaliumferrisyani-
dia ja sinkkisulfaattia, saostamaan ja poistamaan proteiineja, sekd SPE:t&, kiin-
teafaasiuuttoa (Gokmen 2016, 451). SPE eli Solid Phase Extraction on naytteen
esikasittelytekniikka, jolla voidaan puhdistaa naytteita erottamalla aineita toisistaan
(Solid phase extraction 2018, [viitattu 2.6.2018]).

Ennen akryyliamidipitoisuuden mittaamista naytteelle tehdaan Derivatisointi, eli
naytteen rakennetta muutetaan kemiallisesti siten, etta mittaaminen helpottuu ja tu-

los on luettavissa selkeammin (Spectroscopy 2010).

Itse akryyliamidin mittaamiseen voidaan kayttéaa useita eri menetelmia, kuten kaa-
sukromatografia (GC), massaspektrometria (MS), tandem- massaspektrometria
(MS/MS), suuritarkkuus- massaspektrometrida (HRMS), ioniloukku massaspektro-
metri MS, high-resolution lentoaika massaspektrometria (GC-TOF-MS). Suosituin
mittaamismenetelma on kuitenkin nestekromatografia-tandem massaspektrometri
(LC-MS/MS). (Gokmen 2016, 453, 463.)

Vaikka menetelmia mittaamiseen on monia, mittausepavarmuus on kuitenkin hyvin

yleista, joka selvidd Food Drink Europen (2011) akryyliamidioppaasta.
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Tassa tyossa kaytettiin Eviran hyvaksyméaa Eurofins Scientific Finland Oy:ta labora-
toriona, jota Vaasan Oy on kayttanyt jo aikaisemminkin muun muassa akryyliamidi-

analyyseihin ja tutkimus tehtiin nestekromatografia-tandem massaspektrometrilla.
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4 KOELEIVONNAT

Koeleivonnat tehtiin seka Vaasan Oy:n koeleipomossa, etta tuotantolinjalla, joissa
testattiin kahta eri asparaginaasientsyymia. Entsyymeja testattiin jo kaytossa ole-
vaan reseptiin, jolloin pystyttiin tietamaéan referenssiversion ominaisuudet ja vertaa-

maan koe-erien eri ominaisuuksia paremmin.

Koeleivonnat aloitettiin koeleipomossa, jossa entsyymeja annosteltiin valmistajien
suosittelemat maarat, 150 ppm ja 200 ppm jauhojen painosta. Referenssitaikina
sekd entsyymilisataikinat valmistettiin yhta aikaa Diosnan tietokoneohjatuilla taiki-
nakoneilla. Nain pystyttiin vertailemaan taikinoiden ominaisuuksia rintarinnan ja voi-

tiin olla varmoja, ettei taikinakoneiden sekoituksissa ollut eroja.

Sekoituksessa ei ollut havaittavissa mitdén eroa referenssitaikinan ja testitaikinoi-
den valilla, kuten ei myosk&én taikinoiden konsistenssissa ja rakenteessa. Taikinat

kestivat patalevon ja yloslyonnin samalla tavalla.

Nostatus tapahtui vaihtolampdkaapissa ja nostatusolosuhteet oli sdadetty referens-
sitaikinan ominaisuuksien mukaan. Nostatusvolyymi oli sama kaikissa taikinoissa.
Pidemman taikinalepotestauksen perusteella ei taikinoissa ollut eroja ja taikinoiden
kehittyminen seka leivonta-ajan ylittdva kestavyys oli tasaista.

Leivat paistettiin pinnavaunu-uunissa yhta aikaa. Paistossa varin muodostuminen

ja kypsyminen tapahtui myos tasaisesti kaikilla taikinoilla.

Aistinvaraisessa arvioinnissa ei valmiiden tuotteiden valilla huomattu eroa, myds

sailyvyys oli samaa luokkaa.

Koska taikinoiden valilla ei ollut eroja, voitiin pienen mittakaavan koeleivonnan pe-

rusteella siirtya linjakoeajoon.

Linjakoeajot tehdaan tuotantolinjalla, jossa saadaan kattavampi kuva tuotteen toi-

minnasta leivontaprosessin aikana. Linjakoeajot voivat kuitenkin olla haastavia,
koska Vaikka koeleipomossa koeleivonnat onnistuisivatkin hyvin, ei tuotteita nor-

maalisti voida vieda suoraan suuremman mittakaavan linjaleivontoihin ilman pro-

sessin saatamista. Tuotantolinjalla prosessi on erilainen, kuten esimerkiksi kukin
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tuotantolinja ja lahinna uuni. Koeleivontaan valittu resepti kuitenkin antoi mahdolli-
suuden testata tarvittavia ominaisuuksia koeleipomossa ja nain siirtyminen linjalle

oli helppoa, koska tuotteen prosessiarvot linjastolla ovat hyvin hallussa.

Linjakoeajoon valittiin samat entsyymit ja annostelu tehtiin valmistajan suosituksen
alarajan seka ylarajan mukaan, jolloin ensimmaista entsyymia annosteltiin 50 ppm
ja 150 ppm jauhojen painosta ja toista entsyymia 100 ppm ja 250 ppm jauhojen

painosta. Analyysiin lahtevia tuotteita oli referenssi mukaan laskettuna 5 kappaletta.

Linjakoeajo tehtiin normaalin tuotannon peradan, jolloin prosessiarvot olivat samat

kuin referenssituotteella ja hyvin stabiloituneet.

Testitaikinoissa ei huomattu eroa normaaleihin taikinoihin ja leivontaprosessi sailyi
samana koko koeleivonnan ajan. Taikinat ajettiin linjalle ilman véleja, siten etta ylos-
lyontilaitteet olivat lahes tyhjentyneet edellisesta taikinasta, kun seuraavan taikinan
yloslyonti alkoi ja naytteet otettiin kunkin taikina-ajon keskelta, jolloin edellisen taiki-

nan sekoittuminen naytteeseen estettiin.

Tuotteiden paistoaste oli hieman normaalia tummempi, jolloin néhtiin kuinka ent-

syymi toimii, mikali paisto olisi kovempi.

Linjakoeajo uusittiin toisella entsyymilla ensimmaisen kokeen tulosten perusteella.

Menettelytapa oli sama kuin ensimmaisessa koeajossa.

Koeleivonnoista lahetetyt naytteet analysoitiin Eurofinnssin laboratoriossa, hyddyn-
téden nestekromatografia-tandem massaspektrometria (LC-MS/MS) ja tuotteista teh-

tiin aistinvarainen arviointi, jossa oli mukana laadun henkilokunta.
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5 TULOKSET

Kasin tehdyissa leivonnoissa ei taikinoista I6ytynyt eroja entsyymilisien ja normaalin
taikinan valilla. Myds linjakokeiden perusteella entsyymin lisdamisella ei ollut vaiku-
tusta taikinan valmistumiseen, rakenteeseen taikka leipoutuvuuteen. Leivontapro-
sessissa ei myodskaan ollut eroja normaalin ja entsyymilisataikinoiden valilla. Leivat
nousivat ja paistuivat tasaisesti. Paistovari oli sama, joten entsyymin lisaamisella ei
naiden kokeiden perusteella ole vaikutusta prosessiarvoihin. Aistinvaraisessa arvi-

oinnissa ei leipien valilla ollut eroja ja sailyvyys oli samaa luokkaa.

Eurofinssiltd saaduista tuloksissa on heidéan ilmoittama 12 %:n vaihteluvali. Tulok-
sista selvisi etté toinen entsyymi (entsyymi 2) ei toiminut kummallakaan annostuk-
sella (100 ppm ja 250 ppm). Talla entsyymilla akryyliamidipitoisuudet olivat jopa hie-
man korkeammat kuin vertailutaikinan akryyliamidipitoisuus. Kuten Kunkunbergan
ym. (2014) tutkimuksessa, entsyymin toimimattomuuteen syyna lienee hapan tai-

kina, jolloin matala pH esti entsyymin toiminnan.

Ensimmainen entsyymi (entsyymi 1) sen sijaan vaikutti toimivan suuremmalla an-
nostuksella (150 ppm), muttei pienemmalla 50 ppm:n maaralla. Koe kuitenkin uusit-
tiin 150 ppm:n annostuksella, kayttaen samoja prosessiarvoja kuin edellisessa ko-
keessa. Toisen koeleivonnan tulokset olivat samankaltaiset kuin ensimmaisestéa ko-

keesta saadut.

Saaduista tuloksista voitiin paéatelld, ettd ensimmainen entsyymi toimi odotetun lai-
sesti ja akryyliamidin maaraa pystyttiin vahentdmaan lahes 60 %. Tulokset ovat lu-
ettavissa alla kuviosta 1, seka liitteesta 1, joka on tarkoitettu vain yrityksen omaan
kayttoon. Kuviossa akryyliamidin maarat ovat suhteutettuna referenssitaikinaan,
jonka akryyliamidim&aéara kummassakin koeajossa on 100 %. Entsyymit on merkitty
1 ja 2 jonka jalkeen on ilmoitettu, kuinka paljon entsyymia on kaytetty. Kuviossa 1
nakyy kummankin koeajon tulokset. Toisessa koeajossa kaytettiin vain ensimmai-

sen entsyymin suurempaa 150 ppm:n annostelua.
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Kuvio 1. Entsyymien vaikutus akryyliamidipitoisuuteen
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6 YHTEENVETO JA JOHTOPAATOKSET

Tyobssa selvitettiin asparaginaasi entsyymin toimivuutta akryyliamidipitoisuuden va-
hentamisessa leivonnassa. Testattavia entsyymeja oli kaksi. Testit aloitettiin koelei-
pomossa pienessa mittakaavassa, josta siirryttiin lupaavien kokeiden jalkeen linja-
koeajoihin. Linjalla isommassa mittakaavassa tehdysta koeajosta otettiin naytteet
akryyliamidin mittaamiseen. Naytteita oli kaksi kummastakin entsyymista, pienella
ja isommalla annostuksella. Ensimmaisen entsyymin annostukset olivat 50 ppm ja
150 ppm jauhojen painosta ja toisen entsyymin annostukset 100 ppm ja 250 ppm
jauhojen painosta. Naytteet analysoitiin nestekromatografia-tandem massaspektro-

metrialla Eviran hyvaksyméssa Eurofinssin laboratoriossa.

Entsyymilla ei ollut vaikutusta taikinan muodostumiseen taikka rakenteeseen eika
leivontaprosessin eri vaiheisiin. Huomattavaa oli myds se, ettei asparaginaasi vai-
kuttanut varin muodostumiseen paiston aikana. Entsyymin lisddminen ei myoskaan
vaikuttanut lopputuotteen aistinvaraisiin ominaisuuksiin, kuten makuun tai rakentee-
seen. Sailyvyys leipien kesken oli samaa luokka. On hyva asia, ettei entsyymilla ole
vaikutusta kuin akryyliamidin maaréén, mikali entsyymia jouduttaisiin kayttdmaan

akryyliamidin vahennyskeinona tulevaisuudessa.

Eurofinssilta tulleissa tuloksissa oli 12 %:n vaihteluvali, mutta tuloksista voitiin paa-
tella etta toinen kaytetyista entsyymeista toimi toivotunlaisesti ja akryyliamidin pitoi-

suutta leivissé saatiin pienennettya lahes 60 %.

Toisen entsyymin vertailutaikinaa korkeammat akryyliamidipitoisuudet ihmetyttivat
hieman. Mutta tdma selittynee mittausepavarmuudesta ja siita ettd akryyliamidin
muodostumisessa on paljon muuttuvia tekijoita ja akryyliamidipitoisuus voi vaihdella
samalla linjalla, samalla tuotteella suurestikin, kuten kirjallisuudestakin selvida. Ent-
syymin toimimattomuus, johtui todennakoisesti liian alhaisesta pH:sta, jossa ent-
syymi ei pystynyt toimimaan. Tieto siité ettd osa entsyymeista toimii heikosti hapan-
leivissa, oli tiedossa jo ennen kokeita ja loi hieman epavarmuutta tutkimuksen on-
nistumiselle. Lisaksi pienet annostelumaarat loivat omat haasteensa punnita ja ka-
sitelld entsyymeja, mutta normaalissa tuotannossa entsyymi olisi todennakoisesti
homogenisoituna joko nesteeseen tai jauhoihin, jolloin mittaaminen ja sekoittuminen

taikinaan onnistuisivat helpommin.
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Entsyymilisa voi olla yksi vaihtoehto vahentaa akryyliamidin maaraa leivissa ja saa-
tujen tuloksien valossa entsyymia voitaneen ja tullaan kokeilemaan myds muihin
taikinoihin. Olisi kiehtovaa nahda kuinka entsyymi toimii eri akryyliamidimaaria
omaavien leipien kanssa. Taytyy kuitenkin muistaa etta entsyymit eivat ole ilmaisia
ja vaikka annostus on hyvin pieni, niin suurella kapasiteetilla ja volyymilla leivotta-
essa hinta voi nousta vuositasolla huomattavan suureksi. Onneksi myos vertailu-
taikinan akryyliamidipitoisuus oli alle suositusrajan, joten entsyymille ei ole tarvetta
tassa tuotteessa ja akryyliamidipitoisuus saadaan pysymaan hallinnassa leivonta-
prosessilla, Iahinna oikealla paistotekniikalla. Leivontaprosessia sdatamalla ja oike-
alla reseptiikalla pystytaan varmasti vaikuttamaan akryyliamidin muodostumiseen

my6s muissa tuotteissa.

Akryyliamiditutkimukset elintarvikkeissa ovat viela melko uusia ja haasteellisia. Ak-
ryyliamidin analysointi vie myos aikaa, eivatkd analyysit ole kovin halpoja. Onkin
hyva etta tahtotilana olisi kehittdd tuotanto-olosuhteissa toimiva nopea, edullinen ja
luotettava analysointitapa. Akryyliamidipitoisuuksia on Vaasanilla kuitenkin seurattu
jo useamman vuoden ajan, joten vertailukelpoista dataa on kertynyt hieman. Nyt
tehdyt entsyymitestit olivat kuitenkin ensimmaiset. Tulevaisuudessa omavalvontana
tehtavan akryyliamidin mittaamisen yhteydessa tullaan dokumentoimaan laajemmin
erilaisia prosessiarvoja, jolloin saatua dataa pystytddn hydédyntdaméaan tehokkaam-
min ja opitaan tunnistamaan paremmin akryyliamidin muodostumiseen vaikuttavia
asioita. Tassa tutkimuksessa saaduista tuloksista ei voi luoda luotettavaa tilastollista
tietoa, koska mittaustuloksia ei ole viela riittavasti. Riittavan kattavan datan keruu
vie aikaa, jotta pystyttaisiin itse luomaan kuvaa akryyliamidin muodostumiseen vai-
kuttavista asioista leipomossa, mutta tdméa tyoé antaa varmasti hyvan pohjan akryy-

liamidin tutkimiselle ja vahentamiselle jatkossa.
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