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Ohjaajan ohje:
Juuston valmistus entsyymien avulla

Tyon tavoite Tyon tavoitteena on perehtyd mikrobien avulla tuotettuihin entsyymeihin,
joita hyddynnetaan meijeriteollisuudessa maitotuotteiden valmistuksessa. Tydssa on
tarkoitus soveltaa menetelmia, joita kaytetdan juuston ja vahalaktoosisten tuotteiden
valmistuksessa: maidon saostaminen juustomassaksi ja heraksi suoritetaan mikrobio-
logisella juoksuttimella ja erottuvan heran siséltamaa laktoosia pilkotaan laktaasient-
syymivalmisteella. Laktoosin pilkkoutumien glukoosiksi todetaan glukoosin maaritys-
liuskan avulla. Tyéssé pyritdan havainnoimaan entsyymien toimintaan vaikuttavia te-
kijoitd. Tydssa havainnollistetaan liséksi kontrollindytteen merkitysta.

Kohderyhma Ylakoulu tai lukio.

Opetussuunnitelman siséll6ét Ylakoulu: Biologinen tutkimus (S1), Mita elama on?
(S4). Lukio: Solu ja perinndllisyys (BI3), Biotekniikan sovellukset (BI5), biologian so-
veltavat laborointikurssit.

Tyo6n kesto 60-75 min.

Taustatietoa

Nykyéén eri teollisuudenalojen hybdyntamét entsyymit on valmistettu l&dhes yksin-
omaan mikrobien avulla. Teollisuusentsyymeja tuotetaan viljelemalla mikrobeja kas-
vatusliemessa, josta niiden tuottamat entsyymit saadaan keréttya ja puhdistettua.

Elintarviketeollisuus on yksi suurimmista entsyymeja hyddyntavistad teollisuuden-
aloista. Meijeriteollisuudessa entsyymeja kéaytetdan etenkin juustojen, jogurttien ja va-
halaktoosisten tuotteiden valmistuksessa. Juuston valmistuksessa maito on aluksi sa-
ostettava, jotta kiinted juustomassa saadaan erotettua jaljellejadvasta nesteesta eli
herasta. Maidon saostamista kutsutaan juoksuttamiseksi.

Maidon juoksuttaminen tapahtuu yleensa juoksuttimen avulla. Juoksutin sisdltaa ent-
syymeja, jotka nopeuttavat maidon kaseiiniproteiinien pilkkoutumista. Maidon proteii-
neista noin 80 % on kaseiineja ja loput ovat heraproteiineja.

Juuston valmistuksessa heraa muodostuu l&dhes 90 % kaytetystd maidon maarasta,
eli 10 litrasta maitoa saadaan 1 kilo juustomassaa ja 9 kiloa heraa. Hera onkin meije-
riteollisuudessa muodostuva sivutuote, joka ilman jatkokésittelyd on jatettd. Heraa
hyddynnetddn mm. laktoosin teollisen valmistamisen |aht6aineena, seké elainrehujen
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ettd elintarviketeollisuuden yleisenéd raaka-aineena. Herasta
eristettyja heraproteiineja kaytetédan etenkin urheilijoiden suosi-
ossa olevissa ravintolisissa.

Perinteisesti juoksutinta on eristetty teurastettujen vasikoiden
mahalaukusta. Juustojen kysynnan kasvaminen ja vasikoiden
saatavuuden heikentyminen on johtanut vaihtoestoisten juok-
suttimien kehittamiselle aina 1960-luvulta I1&htien. Uusien juok- 3
suttimien kehittdmisessé taloudellisemmat ja eettisemmat tuo- - .
tantotavat ovat olleet tarkedsséa asemassa.

‘stonjuoksutin
~ Ostlope

b 2
~ Viabalans oy
B Himoeniinpa - Tavasly

Elainperaisen juoksuttimen rinnalle ovat tulleet mikrobeilla tuo-
tetut juoksutteet. Mikrobiologisten juoksuttimien valmistami-
seen kaytetaén péaaasiallisesti sienia, jotka tuottavat luonnos- kuva 1. Mikrobiologinen
taan juustonjuoksuttimeksi soveltuvia entsyymeja. Mikrobiologi- juustonjuoksutin.
sena juoksuttimena kaytetaan etenkin Rhizomucor miehei -sie-

nen tuottamia entsyymeja.

Geenitekniikan menetelmien kehittyminen on kuitenkin tuonut uusia mahdollisuuksia
entsyymien tuottamiseen teollisessa mittakaavassa. Imevaisikéisten nisékkaiden, esi-
merkiksi lehman, mahalaukkuun erittyy kymosiini-entsyymia, joka pilkkoo maidon si-
saltamia kaseiiniproteiineja. Tata entsyymin ominaisuutta voidaan hyddyntéa juuston
valmistuksessa. Yhdistelma-DNA-tekniikan avulla lehman kymosiini-geeni on pystytty
siirtAmaan mikrobeihin, joissa sen tuottaminen on halvempaa ja tehokkaampaa. Ky-
mosiinid tuotetaankin nykyaan lahinna sieni- tai bakteeriviljelmien avulla.

Myds maidon sokeria eli laktoosia voidaan pilkkoa entsyymien avulla, jolloin saadaan
vahalaktoosisia tai laktoosittomia tuotteita. Laktoosi on disakkaridi, joka muodostuu
yhdesta glukoosi- ja galaktoosimonosakkaridista. Elimistdssa laktoosi pilkkoutuu pie-
nemmiksi yksikdiksi ohutsuolen erittaman laktaasientsyymin toimesta.

Nisékkaille on yleista, etté laktaasin eritys heikkenee tai loppuu kokonaan imevaisian
jalkeen. lhmisen evoluution aikana osalle maapallon vaeststa on kuitenkin tapahtu-
nut mutaatio laktaasigeenisséd, minkd seurauksena laktaasin erittyminen voi jatkua
koko aikuisian. Mutaatio on yleinen etenkin Euroopan vaestdn keskuudessa.

Laktoosin imeytymattdmyydesta johtuvia vatsaoireita kutsutaan yhteisnimella laktoosi-
intoleranssi. Elintarviketeollisuudessa vahalaktoosisia ja laktoosittomia tuotteita val-
mistetaan entsyymien avulla. Elintarvikkeita kutsutaan vahalaktoosisiksi, jos ne sisal-
tavéat laktoosia alle 1 g / 100 g tuotetta. Apteekeissa myydaan myos erilaisia lak-
taasientsyymivalmisteita, jotka on tarkoitettu syétavaksi ennen laktoosipitoisen aterian

nauttimista.
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Pohdittavaksi ennen tyota

1. Mitka tekijat vaikuttavat entsyymien toimintaan?

Entsyymien toimintaan vaikuttaa muun muassa ympériston lampdtila ja pH
sekd inhibiittorien ldsn&olo. Inhibiittorit ovat molekyylejé, jotka kiinnittyessdan
entsyymiin estédvéat sen toiminnan.

2. Mita entsyymejé tarvitaan vahalaktoosisen kermajuuston valmistukseen?

Maidon juoksuttamiseen juustoksi tarvitaan kymosiinid. Laktoosin pilkkomi-
seen tarvitaan laktaasia.

3. Miksi entsyymeja tuotetaan teollisuudessa mikrobien avulla?

Mikrobien k&yttdminen entsyymituotannossa on halpaa ja tehokasta. Tuotan-
tomikrobien perimdn muokkaaminen on suhteellisen yksinkertaista.

Tyossa tarvittavat vélineet
- Laktoosia siséltavaa maitoa
- Juustonjuoksutinta
- 100 ml mittalaseja
- 100 ml erlenmeyer-pulloja
- 100 ml dekantterilaseja
- Lammitettdva vesihaude
- Lampodmittareita
- 50 ml Falcon-putkia
- Falcon-putkitelineita
- Harsoliinaa
- Suppiloita
- Lusikoita
- Pasteur-pipetteja
- laktaasientsyymikapseleita
- glukoosipitoisuuden mittausliuskoja
- Suojatakki ja suojakéasineet
- Sakset

Esivalmistelut
1. Laita lamminvesihaude lampenemaan 60 °C asteeseen.
2. Leikkaa harsoliinasta sopivan kokoisia paloja, esim. 10x10 cm.
3. Tyhjenna useiden laktaasikapseleiden siséaltdé Falcon-putkeen. Opiskelijat an-
nostelevat pienen maéaran entsyymia Falcon-putkesta.
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Tyoéturvallisuus

Tyo6ohje
a) Juuston valmistus

1.

Tama teos on lisensoitu Creative Commons Nimea-JaaSamoin 4.0 Kan-

. Anna erlenmeyerien seisoa huoneenlammossa 10—

Mikali tydn aikana tydskennellédén laboratoriotilassa tai kaytetaan elintarvike-
kayttoon kelpaamattomia valineitd, valmistettua juustoa ei voida sy6da.
Tybn aikana on suositeltavaa kayttaa suojatakkia ja suojakésineita.

Valmistakaa koko opetusryhmalle yhteinen kontrolli-
nédyte mittaamalla 50 ml maitoa erlenmayer-pulloon
mittalasilla. Kontrollindytetta kasitelladn muuten sa-
moin kuin muita naytteitd, mutta kontrollinaytteeseen
ei lisata juustonjuoksutinta.

Mittaa 50 ml maitoa erlenmeyer-pulloon mittalasin
avulla. Lammit4 maitoa 20-60 °C:een vesihau-
teessa. Maidon lampenemista tulee seurata lam- Kuva 2. Maidon saostuminen.
pomittarilla, jotta valtytddn maidon ylikuumenemi-
selta.

Lisda maidon joukkoon 500 ul (0,5 ml) juustonjuok-
sutinta pastaur-pipetilla ja sekoita muutaman mi-
nuutin ajan (kuva 2). Kirjaa ylés maidon lampétila,
kun lisdat juoksuttimen. Kontrollindytteesen ei li-
séata juoksutinta.

20 minuutin ajan ja seuraa proteiinien saostumista.
Tassa vaiheessa maito alkaa erottua juustomas-
saksi ja heraksi (kuva 3). Saostuman muodostuttua
sekoita juustomassaa lusikalla rakeiseksi heran
erottamiseksi juustomassata. Aloita samalla suoda-
tinlaitteiston kokoaminen (kohta 5)

Kuva 3. Juustomassan
Valmista suodatinlaitteisto: Aseta harsokankaan muodostuminen.

pala suppilon paalle ja suppilo dekantterilasin
paalle.

Kaada erlenmayerin sisélté suodatinlaitteistoon ja
seuraa suodattumista. Suodatuksessa juustomassa
saadaan erotettua herasta (kuva 4).
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7. Kuvaile muodostunutta juustoa. Vertaile tuloksiasi
muiden ryhmien kanssa. Kirjatkaa tuloksenne ylds.

b) Laktoosin pilkkominen

8. Jaa hera kahteen Falcon-putkeen. Lisaa teelusikan kar-
jellinen laktaasientyymia toiseen Falcon-putkeen ja se-
koita. Laktaasi alkaa pilkkoa heran sisaltamaa laktoosia.
Inkuboi eli anna naytteen tekeytyd 5 minuuttia.

9. Tiputa pipetilla muutama pisara entsyymilla késiteltya
heraa glukoosin mittaliuskan paalle ja seuraa varinmuu-
tosta. Testaa samalla tavalla glukoosipitoisuus myos toi-
sessa falcon-putkessa olevasta herasta, jota ei ole k&-
sitelty entsyymilla. Tulos luetaan kaytettavan maaritys- ~ Kuva4.Juustomassan ja he-
liuskan ohjeiden mukaan. ran erottaminen

Pohdittavaksi tyon jalkeen

1. Vaikuttiko maidon Iampdtila valmistuneen juuston rakenteeseen? Milla tavoin?

Maidon ldmpdtila juustonjuoksutinta lisgttdessé vaikuttaa valmistuvan juuston ra-
kenteeseen. Maidon ollessa ldmpimampé&é juustosta tulee kiintedmpi pala. Mai-
don ollessa hieman viiledmpéé juustosta tulee koostumukseltaa raejuusto-
maista.

2. Miksi maitoa ei saa lammittaa yli 60 °C:een? Kokeile korkeammissa lampdti-
loissa ja vertaile tuloksia.

Yli 60 °C ldmpdtilassa kymosiini-entsyymi denaturoituu eikd endéa toimi. Tulok-
sena maito ei juoksutu juustoksi.

3. Kokeile maidon saostamista jadkaappikylmalla maidolla. Mita voit todeta?

Oikea ldmpdtila on tarkedé entsyymin toiminnalle. Kymosiini toimii parhaiten
20-60 °C lampdtilassa. Maidon ollessa jéédkaappikylmé&é entsyymi toimii niin hi-
taasti, ettd maidon juoksuttaminen juustoksi veisi useita tunteja.

4. Mika oli laktaasilla pilkotun heran glukoosipitoisuus? Enta entsyymilla késittele-
mattdman heran? Misté tulokset johtuvat?

Laktaasientsyymi pilkkoo heran siséltdmaa laktoosia glukoosiksi ja galaktoo-
siksi. T&mén vuoksi entsyymilla késitellyn heran glukoosipitoisuus on suurempi
kuin entsyymillé késitteleméttéman heran.
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