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1

JOHDANTO

Kuluttajan késitys tuotteen laadusta on hyvin vaihteleva. Siithen vaikutta-
vat monet eri ndkdkulmat, jotka yhdessd luovat tuotteen absoluuttisen laa-
dun. Absoluuttinen laatu kiteyttdd mitattavissa olevan, kuluttajan kokeman
ja efektiivisen laadun yhteen — ehdottoman laadun kokeminen.

Tuotteiden laatuvertailua on hankala toteuttaa aistinvaraisesti. Tuloksena
saadaan yleensd tdysin kuluttajan mielivaltainen késitys laadusta. Vaikka
kuluttajaraadilta keritty aistinvaraisten arviointitulosten aineisto olisi laa-
ja, ja se analysoitaisiin pitevin tilastollisin menetelmin, kertoo se vain ky-
seiseen raatiin kuuluvien henkildiden henkilokohtaisen mielipiteen. Se ei
kuitenkaan kerro tuotteen absoluuttisesta laadusta mitdén, ldhinna vain ku-
luttajan mieltymyksen. Thmisten késitykseen laadusta voidaan vaikuttaa
ensisijaisesti mainonnalla.

Kun aistinvaraista arviointia toteuttaa koulutettu raati, arviointitulokset ei-
vit valttiméttd ole tiysin sovellettavissa suureen kuluttaja joukkoon, mut-
ta tuottavat paljon informaatiota kuinka tuotteen laatu todentuu. Koulutet-
tua raatia kiytettdessd aistinvaraista arviointia voidaan kdyttdd tuotteen
tarkempaan aistinvaraiseen tarkasteluun, kuten efektiivisen laadun tutki-
miseen. Efektiivinen laatu kuvaa tuotteen ominaisuuksien todentumista
esimerkiksi tieteellisen teorian pohjalta johdetun perusmallin mukaan.

Kuluttaja laadun mittarina ei ole pétevd. Tuotteen fysikaalis-kemiallinen
laatu (mitattavissa oleva laatu) on prosessin hallittavissa olevien ominai-
suuksien summa, johon lisdtddn tuotteeseen ulkoisesti liittyvit laatua pa-
rantavat psyykkiset vaikutteet. Oluen kannalta sen fysikaalis-kemiallinen
laatu on monelle kuluttajalle tiysin toisarvoinen tekija.

Tuotteen fysikaalis-kemiallista laatua ja valmistajan toimintaa voidaan sen
sijaan arvioida tdysin objektiivisesti. Valmistajan on pystyttdvd vastaa-
maan sité asiakassegmentin kisitystd tuotteen fysikaalis-kemiallisesta laa-
dusta, jonka se tulkitsee laaduksi. Sen vuoksi toimijan on tiedettidva kuinka
tdllaisia fyysisid ominaisuuksia ilmentdvd tuote valmistetaan. Tdma tieto
rakentuu kahdesta osa-alueesta: teoriasta ja sen soveltamisesta.

Usein pientoimijat turvautuvat yleistyksiin ja rakentavat omia késityksid
fysikaalis-kemiallisten ominaisuuksien ilmenemisestd ja niiden hallinnas-
ta. Tdma korreloi suoranaisesti tuotteen efektiiviseen laatuun, joka pa-
himmassa tapauksessa ei vastaa toimijan késitystd milldén tavalla. On irra-
tionaalista ajatella, ettd semantiikalla ja retoriikalla voidaan selittdd ja tut-
kia fysikaalisia ja kemiallisia ilmiditd. On eri asia perustella oletus faktoil-
la kuin kuvitelmilla — sitd kutsutaan empiiriseksi toiminnaksi.

Valmistajan toiminnan arviointi perustuu edellisen kappaleen mukaan téy-
sin samoihin tekijoihin. Ei voida olettaa prosessin olevan toimiva niiden
késitysten mukaan, joista ei ole konkreettista mittaustulosta. Tuotteen tasa-
laatuisen valmistuksen perustana on prosessin hallinta. Téssdkin suhteessa
pientoimijoilla on usein varalla iso pakka selityksid, mutta ei mittaustulok-
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sia — konkreettisia perusteluja. Prosessihygienian kannalta, selitykset ovat
valinpitimattomyytta.

Niin prosessihiirididen kuin laatuvirheidenkin huomaaminen on huomat-
tavasti helpompaa, systemaattisempaa ja tuloksellisempaa, kun teoreetti-
nen tieto ja sen soveltaminen ovat taustalla omavalvontaa suunnitellessa.
Miti et voi mitata, et voi kehittda!

Laatujohtaminen ja laatujérjestelmien integrointi pieniin tuotantolaitoksiin
voi tuntua kaukaiselta. Kokonaisvaltainen laatujohtaminen on kuitenkin
tehokas systeemi, joka integroi laatukehittdmiseen, laadun sdilyttdmiseen
ja laadun parantamiseen kdytetyt resurssit organisaation sisdlld siten, etti
se mahdollistaa taloudellisemman tuotannon ja palvelun tuottaen erin-
omaisen asiakastyytyvéisyyden.

Tadmédn opinndytetyon teoreettinen osa rakentuu laatuun vaikuttavien fysi-
kaaliskemiallisten tekijoiden teoriasta ja niiden analyysimenetelmien so-
veltuvuudesta pienpanimoihin. Vaikka teoria tuntuu raskaalta ja kdytdnnon
soveltamisen kannalta kaukaiselta, sen merkitys ominaisuuksien ilmene-
misen kannalta on keskeinen. Se auttaa my0s kokonaisvaltaisen laadun-
valvonnan suunnitteluun, jotta valvonnan hydty on maksimaalinen. Vééri-
en asioiden mittaaminen ei ole mielekéstd. Teoria auttaa my0s ymmarti-
maién, mitd mittaustulokset kertovat ja mitd ei. Se auttaa myo6s valitsemaan
oikeat analyysimenetelmait.
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2 OLUEN LAATUUN VAIKUTTAVAT TEKIJAT

Olut, panimoprosessin lopputuote, on ennen kaikkea suunniteltu kulutetta-
vaksi. Se on monimutkainen sekoitus yli 450 aineosasta, jotka rakentavat
oluen luonteen (Briggs, Boulton, Brookes & Stevens 2004, 662). Charles
W. Bamforth (2006, 13) jakaa oluen laatuun vaikuttavat tekijédt seuraavasti
viiteen eri kategoriaan:

-  maku

— vaahto

- viri

- kirkkaus

- terveyteen vaikuttavat tekijét

Kaikkiin nédihin Bamforthin (2006, 13) méirittelemiin laatuattribuutteihin
vaikuttaa oluen moninainen kemiallinen koostumus sekd valmistusproses-
si, valmistusmenetelmét ja mikrobiologiset seikat.

tyistd raaka-aineista, kuten maltaasta, korvaavista uuteldhteistd, humalasta,
prosessivedestd ja panimohiivan metabolian tuotteista. Muita laatuun vai-
kuttavia tekijoitd ovat kontaminaatiot tai prosessihdiriot, joiden vaikutuk-
set lopputuotteeseen ja prosessiin voivat olla kohtalokkaita. (Bamforth
2006, 13)

Bamforthin laatukategoriat voidaan eritelld kemiallisiin ja fysikaalisiin
laatuattribuutteihin niitd ilmentdvien aineosien ja tuotteen ominaisuuksien
mukaan (Briggs ym. 2004, 662 - 715). On kuitenkin syytd muistaa, etti
Bamforthin (2006, 13) laatukategoriat ovat molempien, niin kemiallisten
kuin fysikaalistenkin ominaisuuksien, summa, joka luo oluen kokonaisuu-
den.

Thmisen kieli havaitsee neljd eri makua: makea, suolainen, hapan ja katke-
ra. Aasialaiselle ruoalle ominainen umami-maku kisitetddn viidenneksi pe-
rusmauksi, mutta sen yhteyttd oluen makuun vaikuttavana tekijénd ei ole
kokonaisvaltaisesti tutkittu. Kaikki muut maut havaitaan hajuaistin avulla.
Makuun vaikuttavana tekijind voidaan pitdd myds suutuntumaa, joka
muodostuu monesta eri tekijéstd. Kaikista keskeisimpdnd suutuntumaan
vaikuttavana tekijdnd voidaan pitdd olueen liuennutta hiilihappoa, jonka
ihminen tunnistaa padosin kipuna. Suutuntumaan vaikuttavat tekijét, kuten
tanniinien aiheuttama kuiva ja kurtistava suutuntuma karbonoinnin ohella,
ovat hyvin hankalasti tutkittavia ominaisuuksia. (Bamforth 2006, 13)

Kuluttajan terveyteen kohdistuvien vaikutusten osalta Bamforth (2006, 18
-19) jakaa oluen siséltdmit aineosat potentiaalisesti haitallisiin ja potenti-
aalisesti suotuisiin.

Merkittdvin oluen potentiaalisesti haitallisista aineosista on alkoholi. Al-
koholin haitalliset vaikutukset on tunnettu yhtd kauan kuin sen valmistuk-
senkin salat. Alkoholi on psykoaktiivinen huumausaine, jonka liiallinen
kaytto johtaa antisosiaalisen kdyttdytymisen lisdksi moniin lieveilmidihin
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(krapula), terveyshaittoihin ja sairauksiin, esim. alkoholimyrkytykseen,
verenpaineongelmiin, maksakirroosiin ja monenlaisiin sydpiin (Bamforth
2006, 18). Etanoli, eli kansankielessa alkoholi, on liuotin, joka sekoittuu
hyvin veden kanssa (eng. miscible), jonka vuoksi se levidd helposti veren
mukana koko kehoon. Merkittivin lieveilmioé on alkoholin vaikutus kes-
kushermostoon, josta seuraa alkoholimyrkytykselle ominaisia oireita. Eta-
nolia kdytetddn suurina pitoisuuksina myds puudutus- ja desinfiointiainee-
na (Myers & Myers 2007, 121 - 122). Sen rooli oluen, tai elintarvikkeen
kaltaisen tuotteen, aineosana on hyvin kiistelty.

Alkoholin potentiaalisesti suotuisat ominaisuudet ovat erittdin kiistanalai-
nen kysymys. Oluen potentiaalisesti suotuisat vaikutukset kumoutuvat sen
sisdltimén alkoholin aiheuttamilla haittavaikutuksilla. Erdissd kliinisisséd
tutkimuksissa on havaittu kohtuullisen ja hillityn oluen kulutuksen pienen-
tdvén riskid sairastua sydén- ja verisuonitauteihin verrokkiryhméén verrat-
tuna. Juomien, jotka sisdltivit yli 1,2 tilavuusprosenttia alkoholia, mark-
kinointiin ei saa lupaa liittdd terveysviittimid (EY, N:o 1924/2006 48§).
Alkoholin on todettu estdvén rasvan tukkeutumista verisuoniin ja veritulp-
pien muodostumista (Bamforth 2006, 18). Vaikka kohtuullisen oluen tai
alkoholin kdyt6lld olisikin potentiaalisesti suotuisia vaikutuksia, piilee sen
kéaytossa silti aina riski terveydelle.

Oluen hiilihydraatti- ja kaloripitoisuus ovat matalat verrattuna muihin vir-
voitusjuomiin, ja olut on ldhes rasvatonta. Olut on myds varteenotettava
B-vitamiinien ldhde, ja siséltdd esim. niasiinia, pyridoksiinia, riboflaviinia,
Bi,-vitamiinia ja antioksidantteja, sekd vaihtelevia mairid folaattia. Olut
sisdltdd myOs paljon mineraaleja, esim. magnesiumia ja kaliumia, seké al-
haisen natrium/kalium-suhteen, jolla on suotuisia vaikutuksia verenpai-
neelle. (Bamforth 2006, 18)

Lahes kaikista elintarvikkeista, kuten myds oluesta, on l9ydetty aineosia,
jotka ovat haitallisia terveydelle. Namé yhdisteet voivat olla jddmii, raaka-
aineissa luontaisesti esiintyvid yhdisteité tai valmistusprosessissa muodos-
tuneita yhdisteitd. Analyyttisten tekniikoiden kehittyminen on mahdollis-
tanut erilaisten haitallisten aineiden havaitsemisen erittdin pienissd pitoi-
suuksissa, ja aineiden haitallisuus ja vaikutus elintarviketurvallisuuteen on
tunnistettu. Mallastus- ja panimoteollisuus ovat perustaneet toiminta- ja
tutkimusmenetelmié haitallisten aineiden minimoimiseksi. Oluessa mah-
dollisia elintarviketurvallisuutta heikentivid ja terveydelle vaarallisia ai-
neita ovat:

— pestisidit, eli tuholaismyrkyt ja muut torjunta-aineet.

- nitrosoamiinit ja ns. apparent total nitroso compounds (ATNC). Olu-
en tuoteturvallisuuden kannalta nithin on suhtauduttava vaadittavalla
vakavuudella. Nitrosoamiinit ovat tehokkaita karsinogeeneja, ja mer-
kitys syopériskin kasvamiselle on merkittdva. Nitrosoamiinien muo-
dostuminen on hyvin tunnettua jo 1980-luvulta, ja pitoisuuksien eli-
minoimiseksi on tehty perustavaa laatua olevia toimenpiteitd esimer-
kiksi panimossa hiivahuoltoon ja mallastamossa maltaan kuivausoh-
jelmiin. Tédrkeintd on eliminoida nitraattia pelkistavét kontaminanttit
kuten Obesumbacterium proteus. (Boulton & Quain 2006)
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— Monoklooripropanolit, joita syntyy vérimaltaiden, joiden vériarvo on
korkea, valmistuksen yhteydessd. Intensiivinen ldmpokisittely muo-
dostaa monoklooripropanoleja glyserolin ja kloridin reagoidessa kes-
kendéin. Monoklooripropanolien pitoisuuksia seurataan, vaikka se ei
kestd panimoprosessia, eiki siitd johtuen esiinny lopputuotteessa.

— Mykotoksiinit, esim. Fusarium-suvun erittdmé deoksinivalenoli. My-
kotoksiineilla on haitallisten terveysvaikutusten liséksi epdsuotuisia
vaikutuksia oluen laatuun, esim. ylikuohuminen. Ne lisddvit hydrofo-
bisten molekyylien mairaa.

- Lyijy ja muut raskasmetallit, esim. maaperistd, putkistoista tai laitteis-
tosta.

- Nitraatit, esim. lannoitteista. (Bamforth 2006, 19)
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3 FYSIKAALISKEMIALLISET TEKIJAT

3.1

Alkoholipitoisuus ja uutejddma

Alkoholin pitoisuus on oluen kriittisin suure. Se méérittda kuluttajalle olu-
en vahvuuden. Monissa maissa tuotetusta oluesta maksetaan alkoholiveroa
sen sisdltdimdn alkoholin tilavuusprosentin mukaan. Alkoholin pitoisuus
madrittdd myds oluita tyylillisesti esimerkiksi Saksassa bock-tyylisissd
oluissa on oltava vdhintdén 6 tilavuusprosenttia alkoholia. Joissain maissa
alkoholi pitoisuuden perusteella on rajoitettu myos oluiden jilleenmyyntia.
(Briggs ym. 2004, Bamforth 2006)

Suomessa alkoholipitoisuuden ilmoittaminen oluen etiketissd on pakollista
ja ilmoitetun pitoisuuden on pysyttdva sallituissa poikkeamissa (Valvira
Dnro 71/43/2005). Vierteen valmistuksessa uutesaanto maarittdd kanta-
vierrevahvuuden. Kantavierrevahvuus ilmaisee kuinka paljon vierteessd
on maltaasta uutettuja sokereita. Kantavierrevahvuuden mittaaminen on
tarkein yksittdinen mittaus oluen valmistamisessa. Se mitataan yleensd
hydrometrill tai refraktometrisesti. (Markkula 2007)

Hiiva kéyttdd uutetun sokerin alkoholiksi. Kun hiivan kdymisaste on tie-
dossa, voidaan kantavierteen avulla mairittdd alkoholipitoisuus. Kay-
misaste ilmaisee kuinka suuren osan kantavierrevahvuudesta hiiva pystyy
kayttamadn ravinnokseen. Kaikki sokerit eivit kuitenkaan ole kdymiskel-
poisia, jolloin hiivan kdymisaste on suhteellisesti pienempi eli ndenndinen
kdymisaste laskee. Jdljelle jadvat oligosakkaridit muodostavat ns. uute-
jddman, jonka avulla voidaan médrittdd alkoholiksi kdyneiden sokereiden
maérd, ja siten alkoholipitoisuus. (Markkula 2007, Bamforth 2006)

Koska vierteen kidymiskelpoisten sokereiden médrittiminen on haastavaa,
pienpanimomittakaavassa mairitysten tekeminen péivittdin vaatisi jo suu-
ria ajallisia ja taloudellisia sijoituksia. Vierteen hiilihydraattiprofiilin maa-
rittdminen on kuitenkin kannattavaa méairéajoin. Kun kantavierrevahvuus
on tiedossa, absoluuttinen kdymisaste voidaan mééarittdd pienpanimomitta-
kaavan soveltuvammin mittaamalla oluen alkoholipitoisuus tislaamalla.
Toinen tapa mairittdd alkoholipitoisuus on maérittdd vierteen ndenndinen
loppuun kdymisaste (NLKA), jossa yliméadralld hiivaa pyritdan kdyttdimaan
kaikki kdymiskelpoinen sokeri alkoholiksi. Alkoholin méérittdminen tis-
laamalla on kustannustehokas ja yksinkertainen testi.

Pienpanimomittakaavassa pelkdlld hydrometrilld pédédse jo pitkélle ana-
lysoitaessa uutejadmad. Uutejddman avulla médaritetty alkoholipitoisuus on
kuitenkin aina laskennallinen. Vaikka hydrometri on kestdvd, tarkka ja
varma mittalaite, ominaispaino on aina suhteellinen ldmpdtilaan ja lain
madrittamét poikkeamarajat kuitenkin mittatarkkuuteen néhden tiukat (Al-
koholipitoisuuden ilmoittaminen pakkausmerkinndissd 8.2.2005 Dnro
71/43/2005). Tadstd syystid tislaaminen on varteenotettava menetelma. Tis-
laaminen on mahdollista kuitenkin vasta pddkdymisen jalkeen. NLKA
voidaan kuitenkin toteuttaa pienestd ndytteestd pddkdymisaikaan ndhden
suhteellisen nopeasti, noin 1 — 2 vuorokaudessa.
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3.2 Viri

Viri on oluen suurin yksittdinen laatuun vaikuttava fysikaalinen ominai-
suus. Se kertoo jo kohtalaisen paljon kuluttajalle oluen mausta ja aromeis-
ta. Oluen vériin vaikuttaa ensisijaisesti maltaasta uutetut vériaineet, toisek-
si panimoprosessi ja kolmanneksi tuotteen viimeistelyyn kaytettavit lisé-
aineet. (Briggs ym. 2004, 295)

Mallastusprosessi on tdrked niin prosessiteknisesti oluen valmistamiselle
kuin myds vérin muodostumisen kannalta. Mallastamaton ohra siséltdd
pienid konsentraatiota vérid tuottavia yhdisteitd. Tarkeimméit mallastus-
prosessin vaiheet virin muodostumisen kannalta ovat iddttdminen ja kui-
vaaminen. Oluen viriin vaikuttavia yhdisteitd syntyy Maillard-reaktiossa,
sokerien karamellisoitumisessa ja pyrolyysin aikana. Maillard-reaktioilla
tarkoitetaan proteiinien aminoryhmien ja sokerien karbonyyliryhmien va-
lilla tapahtuvia moninaisia reaktioita. Karamellisoituminen tapahtuu soke-
rimolekyylien vililld. Myos korvaavina uuteldhteind kaytetyt aineet, esim.
kandisiirappi, tummentavat oluen vérid. (Bamforth, Russell & Stewart
2009, 221)

Prosessin vaikutus oluen vérin muodostumiseen miskédmisen jilkeen on
hyvin pieni. Keiton aikana tapahtuva karamellisoituminen tummentaa olu-
en virid, mikd on otettava huomioon. Jélkikdymisen aikana oluen vériin
voi vaikuttaa hapettuneet polyfenolit, erityisesti hivenaineiden kuten rau-
dan ja kuparin lasndollessa. Polyfenolien hapettuminen johtaa myos poly-
fenoli-proteiini interaktioihin, joka voi aiheuttaa sameusongelmia loppu-
tuotteessa. (Bamforth, Russell & Stewart 2009, 222)

Muita vérin muodostumiseen vaikuttavia tekijoitd ovat olueen lisdtyt lisi-
aineet kuten erilaiset sokerikul6drit (E150). Vaaleissa oluissa esimerkiksi
jotkin vitamiinit, kuten riboflaviini, voivat vaikuttaa myds virin muodos-
tukseen. (Briggs ym. 2004, 295)

Euroopassa kdytetddn oluen virin ilmoittamiseen European Beer Conven-
tion madrittelemédnd EBC-arvoa (European Beer Color), joka ilmaisee
maltaan vériarvon kongressivierteestd uutepitoisuudella 9 %. EBC-arvo
antaa oluen valmistajalle suurpiirteisen mielikuvan millainen 1dmpdkésit-
tely maltaalle on tehty. Eniten EBC-arvoa kéytetdén oluen tuotekehityk-
sessi ja reseptiikassa. EBC-arvojen avulla voidaan laskea valmiin tuotteen
tummuus.

EBC-arvon mittaaminen on spektofotometrisesti suoritettava vierteen tai
valmiin tuotteen vérin analysointimenetelmé aallonpituudella 430 nm.
EBC-menetelmi kiyttdd 10 mm kyvettejd standardoidussa menetelméssa.
Vastaavassa amerikkalaisessa ASBC(American Society of Brewing Che-
mists)menetelmassé kdytetddn puolen tuuman kyvettia.

EBC = A,30(10 mm kyvetti) X 25

1
ASBC = A4z <§ tuuman kyvetti) X 10
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1,97 X ASBC = EBC

Tummuuden laskemiseen vaikuttavat my0s vierteen uutepitoisuus, maltai-
den maird ja niiden massa, viriarvojen lisdksi. Muita oluen ja maltaiden
vériarvoja ovat Lovibond ja SRM, jotka kédytdnndssd vastaavat toisiaan.
ASBC-virin analysointimenetelmd muunnettiin vastaamaan Lovibond-

asteikkoa.

EBC-arvoa tulkittaessa on otettava huomioon, etté se on riippuvainen vier-
teen ominaispainosta. Jopa maskdyksestd siivildity vierre, voi olla EBC-
arvoltaan eriarvoinen kuin lopputuote, esim. lisdaineiden tai valmistusta-
pojen vuoksi. My0s kaksi mallasta, joilla on sama viriarvo, voivat vaikut-
taa oluen todelliseen vériin hyvinkin eritavalla. Oli tarkastelukohde miké
tahansa, sen todelliseen vériin vaikuttavat Wyszeckin & Stilesin (1967)

mukaan kolme ominaisuutta

Virisdvylla tarkoitetaan yksinkertaisesti objektin vérid: punainen, kel-

tainen, sininen jne. (eng. hue).

Karaktddri ilmaisee onko

Valoori ilmaisee kuinka tumma tai vaalea véri on (eng. lightness).

véri kylldinen vai harmahtava. (eng. satura-

tion). Karaktiéri voidaan ymmértdd myds ns. vérin puhtautena.

(Wyszecki & Stiles 1967)

Niiden kolmen viriattribuutin mallintamiseen kéytetddn kolmiulotteista

karttaa (kuva 1).

Valkoinen
&

Vlhre;/'”
Varlsavy

_f_"

Slnmen

Valoori

Keltainen

X

: Punainen
1
1

L J
Musta

Kuva 1

Kolmiulotteinen vérikartta, joka kuvaa vdrin ominaisuuksien vaikutusta to-

delliseen variin (Bamforth, Russell & Stewart 2009, 215).

Virin havaitsemiseen tarvitaan valonldhde, objekti ja detektori. Suurin
vaihtelu syntyy valonldhteessd ja detektorissa. Téstd syystd CIE (Commis-
sion Internationale de I’Eclairage) on standardoinut vdrin analysointime-
netelmissé kdytetyt instrumentit. CIE C on kiytetyin ja soveltuvin elintar-
vikkeiden vérianalysointiin (Delgado-Vargas & Lopez 2003).

CIE C-valaisin mallintaa pdivdnvaloa, jonka spektrijakauma S korreloi
valonldmpdétilaa 6740 K. Jotta spektrijakauma simuloisi normaalin ihmi-
sen silmdd paremmin, CIE standardoi myds tarvittavat detektori-

instrumentit.(Loughrey 2000)
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Ihmissilméssd on kolme erilaista fotoreseptoria, jotka havaitsevat valon eri
aallonpituuksilla: S (lyhyt, eng. short, 420 — 440 nm), M (keskipitkd, eng.
medium, 530 — 540 nm) ja L (pitkd, eng. long, 560 — 580 nm). CIE C-
havainnoija simuloi ihmissilméé vastaavilla tristimulus-arvoilla XYZ. Ne
vastaavat karkeasti vérejd punainen, vihred ja sininen, eli niiden aal-
lonpituus ei ole sama kuin ko. véreilld, vaan tristimulus-arvot ovat johdet-
tu ndiden vérien pohjalta. XYZ-arvot voidaan laskea ldpindkyvin nesteen
virille, kun valonldhde ja detektori ovat vakioita. Valonldhde eli illumi-
nantti, objekti ja detektori muodostavat yleiskaavan:

[lluminantin y Objektin

: . . . X Detektorin havainto =
spektrienergia * transmittanssi

N < >

Oluen vérinmittauksessa spektofotometri mittaa niytteen transmission 77,
havainnoijan spektriherkkyyksilla xi00),100) ja Z10y. Illuminantin spekt-
rienergia on vakio Sp). Kun havainnoijan spektriherkkyydet integroidaan
koko visuaaliselle spektrille, voidaan laskea CIE tristimulus-arvot X, Y ja
Z

780
X=k z TSaXrom
A=380
780
Y=k z TaySaYiow
A=380
780
Z=k z TSz
1=380
Jossa k on normalisointikerroin
100
k=780
212380 SV

Ihmissilméén verrattuna tristimulus-arvot eivit reagoi tristimulus-arvojen
vérieroihin, jolloin CIE XYZ-systeemi ei havaitse kahden eri vérin sdvy-
eroja. CIE LAB-systeemi korjaa kuitenkin ongelman, koska se pohjautuu
vastavdriteoriaan. Thmisen nékdhavainto tulkitaan kahden vérisédvysignaa-
lin ja yhden valdorisignaalin avulla. LAB-systeemi muuttaa ns. tristimu-
lus-arvot yhdeksi valodriarvoksi ja kahdeksi vérisignaaliksi. L-arvo il-
mentdd valoorisignaalia, joka ilmentdd varid vertaamalla sitd akselilla 0 —
100, jossa arvo 0 ilmentdd valkoista ja 100 ilmentdd tdysin mustaa. Kaksi
vérisignaalia a ja b ilmentdvit samanaikaisesti niin vérisdvyd kuin karak-
tadridkin kolmiulotteisessa vérikartassa. (Hughes & Baxter, 2001)

Kun a saa positiivisen arvon, véri on ldhempénd punaista. Negatiivinen
a:n arvo on lahempénd vihredd virid. Kun b saa positiivisen arvon, viri on
lahempédnd keltaista. Negatiivinen b:n arvo on ldhempind sinistd. LAB-
arvot voidaan laskea XYZ-arvoista seuraavasti:

9
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1/3

L=116|- - 16
(%)

1/37

[ X\Y? v
a =500 _<X5:> - <S€:>

Y\ 2z
b =200 _<S€:> - <Ei;>

LAB-systeemi on huomattavasti intuitiivisempi kuin XYZ, eli se tulkitsee
tristimulus-arvojen vaikutusta toisiinsa. Vérierojen suuruusluokka voidaan
madritelld seuraavasti

1/37

AE = \/(AL)?+(Aa)? + (Ab)?
Kun AE > 1, vériero on silmdméariisesti erottuva (Hughes & Baxter,
2001). Kuvassa 2 néaytteen EBC on 38.8 ja AE = 1.98. (Bamforth, Russell
& Stewart 2009, 221)

100

Transmittanssi (%)

D I T T T
400 450 500 B50 600 650 700
Aallonpituus (nm)

Kuva 2 Kahden eri oluen transmissispektri, joiden tristimulusarvot ovat erisuuret,
mutta absorbanssi on identtinen 430 nm aallonpituudella (Bamforth, Russell
& Stewart 2009, 221).

Oluen virin analysointi pienpanimo-olosuhteissa spektofotometrisesti voi
kuulostaa liioittelulta. Vaikka spektofotometrinen vérinanalysointi ei ole
ainoa menetelmi, se on kuitenkin ainoa tdysin ihmisesti riippumaton ana-
lysointimenetelma. Nykypdivénd on saatavilla yksinkertaisia ja kustannus-
tehokkaita spektofotometrejd, jotka on rdétildity pienpanimon tarpeisiin,
lahinnd EBC-analyysin tekemiseen. Joseph Lovibondin kehittdmi tinto-
metri on edelleen tdysin validi menetelmi, joskin nykyéddn harvinainen.

10
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Menetelma perustuu standardoitujen virilasien vertailuun silmédméaéraisesti
oluen vérin kanssa.

Spektofotometri on kuitenkin hyvé sijoitus laadunvarmistamisen kannalta,
koska spektofotometrisid analyysimenetelmid on useita liittyen panimo-
toimintaan.

3.3 Sameus

Sameus, eli kolloidinen tai ei-biologinen epdvakaus, on kirkkauden vasta-
kohta. Sameus voi olla joko biologista tai kolloidista.

Biologista sameutta aiheuttaa bakteeri- tai villihiivainfektio. Téssé tapauk-
sessa sameus aiheutuu pddosin kontaminantin nopeasta kasvusta. Saman-
aikaisesti kontaminantti muodostaa sille ominaisia makuyhdisteitd, virhe-
makuja. (Bamforth 2006, 141; Briggs, Boulton, Brookes & Stevens 2004,
699-700)

Vaikka oluen pastdrointi ja steriilisuodatus ovat tehneet kontaminaatiot ja
proteiinien muodostaman sameuden harvinaiseksi lopputuotteessa, sameu-
den muodostuminen muun muassa vaikuttaa pakatun tuotteen myyntiai-
kaan hyvin paljon. Kolloidinen sameus on tiysin ominainen ilmid oluessa.
Kolloidista sameutta on kahdenlaista: ndkyvdd ja pseudo-sameutta. (Bam-
forth 2006, 141; Briggs, Boulton, Brookes & Stevens 2004, 699-700)

Pseudo-sameus on ihmissilmille ndkymétontd. Se muodostuu hyvin pie-
nisté partikkeleista ( < 0,1 um). Partikkeleiden merkitys on hyvin ilmeinen
mitattaessa sameutta spektofotometrisilld menetelmilld, jossa ne taittavat
valoa hyvin voimakkaasti. Ne néyttelevit myds hyvin olennaista osaa
vaahdonmuodostumisessa. Ndma partikkelit muodostuvat yleensi tirkke-
lysendospermin jadnteistd kuten a-glukaanista tai hiivan autolyysin jéén-
teistd. (Bamforth 2006, 141)

Niékyvé sameus voi olla monenlaista.

- Proteiinin ja polyfenolin muodostamia yhdisteité

- Miskaytyméton tarkkelys, tai muut polysakkaridit esim. pentosaani
(vehnd), B-glukaani.

- Oksalaatita (kalsium-puutteelliset vierteet)

- Vahingoittuneesta hiivasta perdisin olevat hiilihydraatit ja proteiinit

- Prosessilaitteistosta perdisin olevat voiteluaineet

- Kuolleet mikro-organismit, esim. maltaasta

(Bamforth 2006, 141; Briggs, Boulton, Brookes & Stevens 2004, 700)

Proteiinit voivat aiheuttaa yksinddnkin sameusongelmia. Jo 2 mg sameutta
muodostavia proteiineja 1 litrassa olutta muodostaa ihmissilmin havaitta-
van sameuden, joka vastaa n. 1 EBC-sameusyksikkod, taulukko 1. Suurin
osa oluista sisdltdd ldhes 2 g proteiineja litraa kohden, jonka vuoksi sa-
meuden muodostuminen on ldhes vdistamétontd. EBC-, ASBC- ja NTU-
analyysimenetelmét tunnistavat jo pienetkin proteiinipitoisuudet, taulukko

11
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1. (Bamforth 2006, 142). Bishopin (1975) mukaan oluessa on n. 300 - 800
mg/dm’ proteiininkaltaista materiaalia, josta suurin osa on polypeptideji.
Polypeptidien suuren molekyylikoon vuoksi oluen sisdltimien polypepti-
dien kuvaamiseen kéytetddn yleisnimikettd proteiini.

Taulukko 1 Spektofotometrisessd analyysimenetelmissd kaytetttavit sameusskaalat. NTU
on Nephelometric Turbidity Units. EBC on European Brewery Commission
médrittdimé suhteelinen sameus. ASBC on amerikkalainen vastaava kuin

EBC.
Kuvaus NTU EBC ASBC
Kirkas <2 <0.5 <35
Lahes kirkas 2-4 0.1-1 35-70
Hieman samea 4 -8 1-2 70 — 140
Kohtalaisen samea | & — 16 2-4 140 — 280
Samea > 16 >4 > 280

Oluen proteiinit tulevat padasiallisesti maltaasta, sekd mahdollisesti muista
viljapohjaisista ja korvaavista uuteldhteisti ja pieni osa humalasta. Mallas-
tuksen aikana viljan proteiinit altistuvat monille muutoksille. Ensisijaisesti
jyvén iddttdmisen aikana proteiinit pilkkoontuvat proteolyyttisten reaktioi-
den seurauksena pienemmiksi polypeptideiksi, FAN-yhdisteiksi (vapaa
aminotyppi) ja aminohapoiksi. (Bamforth, Russell & Stewart 2009, 115,
222)

Proteolyyttiset reaktiot jatkuvat miskdyksen yhteydessd. Vaikka lampoti-
lat ovat epdsuotuisat tehokkaaseen proteolyyttiseen aktiivisuuteen méaska-
yksen aikana, jotkut panimot kéyttivdt vaiheinfuusiomiskiyksen alussa
ns. proteiini-taukoa. Proteiini-tauko n. 48 °C:ssa aktivoi maltaan proteo-
lyyttiset entsyymit. Tauon merkitys kasvaa méskeissd, joissa kdytetddn
raaka-aineita joiden proteiini pitoisuus on suuri tai korvaavien uuteléhtei-
den méérd vierteen kdymiskelpoisista sokereista on suuri. Proteolyyttisten
entsyymien, endoproteaasien ja karboksipeptidaasien, lisdksi proteiini-
tauon aikana aktivoituvat prosessin kannalta tirkedt sytolyyttiset entsyy-
mit, kuten B-glukanaasi. (Bamforth, Russell & Stewart 2009, 115; Mark-
kula 2007, 16 - 17)

FAN-yhdisteet ja aminohapot ovat hiivan kannalta katsottuna tirkeité ra-
vinteita, joita syntyy proteiinien pilkkoutuessa. Vierteen keiton aikana
suurin osa proteiineista denaturoituu ns. kuuma- tai kylmarupana (esim.
miskdyksessd tirkedt entsyymit). Ne polypeptidit, jotka selviytyvit loppu-
tuotteeseen, ilmentdvdt oluen ominaisuuksia kuten sameutta ja vaahdon
stabiilisuutta. (Bamforth, Russell & Stewart 2009, 116)

Oluen proteiinien koon ja oluen ominaisuuksien vilille on yritetty 10ytéa
korrelaatiota, mutta proteiinien pieni kvalitatiivinen lukumiérd ja proteii-
nien tunnistusmenetelmien epétarkkuus ovat tehneet korrelaation 16ytdmi-
sen monimutkaiseksi. Vaikka eri proteiinien tehtdvien yksil6iminen on
saanut tulokseksi ristiriitaista kirjallisuutta, proteiinien merkitystd ei kui-
tenkaan voi vdhatelld, koska

Proteiinit ovat merkittdvad sameuden muodostaja.

12
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— Proteiinit ilmentédvit oluen ominaisuuksia, esim. vaahto.
— Proteiinit vaikuttavat stabiilisuuteen merkittavéasti.

(Bamforth, Russell & Stewart 2009, 117)

Vain murto-osa polypeptideistd on tunnistettu ja niiden tehtdvistid on pais-
ty osittain yksimielisyyteen. Oluen polypeptidien aminohappokoostumus
on erikoislaatuinen. Polypeptidit antigeeni 1, eli proteiini Z, ja LTP1 on
tunnistettu ja niiden tehtévit vaahdonmuodostuksessa on osittain selvitetty
(Bamforth, Russell & Stewart 2009, 132). Suurin osa sameutta muodosta-
vista polypeptideistd ovat maltaasta perdisin olevan hordeiinin johdannai-
sia, ja sisdltdvat suhteellisen paljon proliinia, glutamiinihappoa, arginiinia
ja glysiinid. Albumiini- ja globuliinijohdannaiset aiheuttavat kylmésame-
utta, mutta ne saostuvat vasta hordeiinijohdannaisten polypeptidien jal-
keen. (Bamforth 2006, 142; Bamforth, Russell & Stewart 2009, 132).

Polyfenolit ovat perdisin maltaasta ja humalasta. Niilld on todettu olevan
ainakin kaksi merkittdvaa roolia oluessa.

1. Kolloidisen sameuden muodostaminen proteiinien kanssa
2. Antioxidanttiset vaikutukset (Maun stabiliteetti)

(Whittle, Eldridge, Bartley & Organ 1999)

Olut sisiltad n. 100 — 300 mg/dm’ polyfenoleita. Olut sisiltds kahden
tyyppisid polyfenoleita. Ensimméinen ryhmé on hydroksibentsoe- ja hyd-
roksikanelihapon johdannaisia, ja toinen ryhmid flavanolijohdannaisia.
Flavanolien osuus polyfenoleista on n. 10 %. Flavanolit on yhdistetty kol-
loidisen sameuden muodostumiseen (Hough, Briggs, Stevens & Young
1982). Doner ym. (1993) tarkensi kolloidiseen sameuteen yhdistettyjen
polyfenolien erittelyd. Flavanoidit, eli flavanolien oligomeerit voidaan ja-
kaa yksinkertaisiin (mono-, di- ja tri-) ja monimutkaisiin (polymeerit) fla-
vanoideihin.

Polyfenolien merkitys koilloidisen sameuden muodostumisessa on hyvin
tutkittua, mutta polyfenolien muut vaikutukset suutuntumaanja ravitse-
muksellisiin ja antioksidanttisiin ominaisuuksiin ovat hyvin kiisteltyja.
(Bamforth 2006, 137)

Whittle ym. (1999) tutkimuksessa ohrasta 10ydettiin ja alustavasti tunnis-
tettiin 56 erilaista flavanoidia. Toisin kuin proteiinit, polyfenolit eivét al-
tistu suurille muutoksille panimoprosessin aikana. Miskédyksen aikana n.
23 % ohran siséltdmistd flavanoideista uuttuu vierteeseen (McMurrough,
Hennigan, & Loughrey 1993). Vierteen keiton yhteydessd monimutkai-
semmat ja suuremmat polyfenolit saostuvat proteiinien kanssa, minkd seu-
rauksena vierteeseen jdd vain yksinkertaisia polyfenoleja, jotka muodosta-
vat kolloidista sameutta (Siebert & Lynn 1998). Noin 70 % maltaan poly-
fenoleista sdilyy muuttumattomana vierteen keitossa. (Bamforth, Russell
& Stewart 2009, 135)
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Humala sisdltdd n. 2 — 4 % kuivapainosta polyfenoleita. Humalaa kéyte-
tddn oluen valmistamisessa kuitenkin vain murto-osa maltaan méaarésta.
Vierteen keitosta selvidd vain n. 20 % humalan polyfenoleista (Bamforth,
Russell & Stewart 2009, 136). Vierteen keiton jélkeen polyfenoleita mene-
tetddn jadhdytyksen ja varastokdymisen yhteydesséd. Oluen sisdltdmisté po-
lyfenoleista flavanoideja on n. 15 mg /dm’. (McMurrough & O’Rourke
1997)

Whittle ym. (1999) 16ysivit valmiista oluesta 24 erilaista flavanoidia, jot-
ka ovat merkittivid kolloidisen sameuden muodostumisessa. Sameuden
kannalta oleellisimpia flavanoideja ovat dimeerit, procyanidin (katekiini —
katekiini) ja prodelphinidin (kallokatekiini — katekiini). N&itd yhdisteitd
kutsutaan nimelld antosyanogeenit, jotka muiden flavanoidien tapaan ovat
perdisin ohrasta ja humalasta.

Proteiini-polyfenoli interaktio muodostaa ns. kylmésameutta, joka muo-
dostuu kun olut jadhdytetdin 0 °C:een. Heikkojen vetysidosten muodos-
tama makromolekyyli hajoaa kuitenkin oluen lammetessd (Bamforth 2006,
142). Téllainen sameus on tdysin normaalia oluelle, etenkin lager-olut on
huomattavasti herkempédéd kylmidsameuden muodostumiselle kuin ale-olut
(Bamforth, Russell & Stewart 2009, 114). Ongelmat polyfenolien kanssa
alkavat hapettumisen myo6td. Hapettuessaan polyfenolit polymeroituvat, ja
muodostaessaan proteiinien kanssa kylmésameutta makromolekyylista tu-
lee pysyvé (Bamforth 2006, 142; McMurrough & O’Rourke 1997).

Proteiini-polyfenoli interaktiossa polyfenolien hydroksyyli-ryhmien luku-
madrd ja sijainti molekyylissd ovat avainasemassa kovalenttisten sidosten
muodostamisessa. Mitd enemmén fenolin aromaattisessa hiilirenkaassa on
hydroksyyliryhmii, siti aktiivisempi se on muodostamaan sidoksia prote-
iinin kanssa. Flavanoidit, joissa on vain yksi hydroksyyli-ryhmé, ovat 14-
hes inaktiivisia. Tdstd johtuen prodelfiini on huomattavasti aktiivisempi
sameuden muodostaja. (Siebert 1997)

Hydroksyyli-ryhmit ovat alttiita hapettumiselle, jolloin flavanoidi joka si-
saltdd useita hydroksyyli-ryhmid on alttiimpi hapettumaan (McMurrough
1995). Chapon (1994) kutsuu kolloidista sameutta muodostavia hapettu-
neita polyfenoleita tannoideiksi. Tannoidit polymeroituvat tanniineiksi,
jotka saostavat proteiineja. Kaikki tanniinit eivét kuitenkaan ole anthosy-
anogeenisid, mutta niiden rakenne muistuttaa hyvin paljon flavanoidien
oligomeereja (McMurrough 1995). Chaponin (1994) mukaan oluessa on
tannoideja n. 10 — 60 mg/dm’ ja tanniineja ei yhtdsn kunnes niiti syntyy
redox-reaktioissa.

Siebert & Lynn (1997) tutkiessa proteiini-polyfenoli interaktiota ilmeni
proliinin ilmeinen merkitys polypeptidirakenteessa. Suurille katekiinipitoi-
suuksille altistettu polyproliini reagoi muodostaen sameutta. Toisaalta ka-
tekiini ei oluessa yksindin muodosta sameutta, koska se on suhteellisen
pieni molekyyli.

Hiilihydraattien osuus sameuden muodostumisessa on prosessihdirion seu-
rauksena jddnyt maskdytymidton tirkkelys sekd jddnndsuutteessa olevat
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dekstriinit. Siebert ym. (1996) l16ysivit jopa 80 % hiilihydraat-
tipitoisuuksia saostuneesta materiasta. Koska sameus muodostuu péédosin
proteiini-polyfenoli interaktion seurauksena, hiilihydraatit saostuvat pas-
siivisesti suurien proteiini-polyfenoli oligomeerien mukana.

Proteiini-polyfenoli-interaktion muodostama sameus vaatii aikaa. Sen
vuoksi ndkyvd sameus ennen varastokdymistd tai stabilointikésittelyjen
jélkeen voi olla oluen kirkkauden kannalta kohtalokasta. Niakyvai sameut-
ta muodostavat molekyylikooltaan ja —massaltaan isommat molekyylit ja
partikkelit muodostavat pysyvdd sameutta, jonka poistaminen voi olla
hankalaa. Téllainen sameus ilmentyy yleensd prosessihdirididen seurauk-
sena, jonka on herdtettdva oluen valmistajan huomio. Yleensd prosessihéi-
riot liittyvét hiivaus- ja erotusmenetelmiin tai epdonnistuneeseen stabiloin-
tikdsittelyyn. (Basarova 1990)

Sameuden mittaaminen on pienpanimo-olosuhteissa haastavaa, koska se
vaatii paljon analyysilaittestoa ja erityistietotaitoa. Spektofotometri on kui-
tenkin tissédkin tapauksessa hyva sijoitus ja helppokéyttdinen, esim. poly-
fenolien mairittimiseen kdytetddn kolorimetristd menetelmad sekd koko-
naissameuden arvioimiseen. Potentiaalista sameutta ja oluen stabiilisuutta
voidaan arvioida kuitenkin pidemmadlle teoriaa soveltamalla. Potentiaali-
sen kylmé-sameuden ilmennetidén myds jadhdyttimalld olut -8 °C:een 40
min ajaksi, jolloin kaikki mahdollinen kylmi-sameus saadaan muodostu-
maan (Bamforth 2006).

Koska proteiini-polyfenoli interaktio muodostaa kylmé-sameutta, voidaan
oluelle tehdd ns. Ladmporasitusta, kuva 3. Lamporasitustesteistd on paljon
erilaisia versioita. Tunnetuin lienee kuitenkin Guinness-testi, jossa olutta
sdilytetddn 37 °C:a. Oluelle yksi viikko tdssd ldmpdtilassa vastaa yhden
kuukauden varastointiaikaa 18 °C:a. Rasituksen aikana mitataan muutok-
sia oluessa. Nopeampaakin ldmpokiertoa voidaan kéyttdd. Télloin rasitus-
lampdtilat kasvavat, jolloin ldmpdtilojen hallinta hankaloituu. Oluen va-
rastointi 60 °C:a 2 vuorokautta ja -2 °C:a yksi vuorokausi vastaa noin 6
viikon normaalia varastointia. (Bamforth 2006)

900 -

800 ¢

7004\

Varastointiaika, d
-

0 : e -
0 10 20 a0 40 50 60 70
Varastointilampétila, °C

Kuva 3 Lampétilan vaikutus makuprofiilin muutoksen nopeuteen, kun néytteen va-
rastointi aika on yksi vuorokausi. (Bamforth 2009).
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Sameuden tutkimisessa on kuitenkin ongelmana sameuden arviointi —
kuinka paljon ja mikd sameuden aiheuttaa. Olut on itsesséédn jo sameaa, ja
joihinkin oluttyyleihin kuuluu sameus. Panimon laadunvalvonnan kannalta
ajateltuna vahvan sameuden aiheuttajan 16ytdminen on tarkedmpédd kuin
oluen sameuden kvantitatiivinen analysointi. Helpoin tapa tdhén on same-
utta aiheuttavan materian eristiminen esim. sentrifugilla ja retentaatin
mikroskopointi. Mikroskopoinnilla voidaan erottaa hiiva, hiilihydraatteja,
kirkastus- ja suodatusapuaineita ja oksalaatteja. Virjddminen helpottaa eri
materiaalien tunnistamista, esim. metyleeni-sini vérjaa kuolleet solut, pro-
teiineja, hiilihydraatteja ja kirkastusaineita (kuten piioksidit), tioniini vér-
jaa hiilihydraatit purppuraksi, oranssi G vérjié proteiinit keltaiseksi ja jodi
virjaa tarkkelyksen violetiksi. (Buckee 1989)

3.4 Karbonointi

Hiilidioksidi on oluen kannalta tirkein prosessikaasu. Se raikastaa oluen
makua, vaikuttaa eniten sen suutuntumaan ja mahdollistaa vaahdon muo-
dostumisen (Bamforth 2006). Hiilidioksidia syntyy padkdymisen aikana,
kun hiiva kayttdé vierteessd olevat sokerit alkoholiksi.

Oluen valmistamisen yhteydessd puhutaan yleensd ylikylldstimisestd,
mutta se saattaa olla harhaan johtava termi. Ylikylldstetty liuos on suhteel-
linen termi. Kun teekuppiin liséd liikaa sokeria, liukenematon sokeri jéa
kupin pohjalle. Muuttamalla olosuhteita sokeri kuitenkin saadaan liuke-
nemaan ennen pitkddn teehen. Hiilidioksidin liuottamisessa on kyseessd
samat periaatteet.

Kun olut siirretddn pddkdymisen jdlkeen varastotankkeihin, siithen on
liuenneena padkaymisolosuhteista riippuvainen maard hiilidioksidia. Tal-
16in hiilidioksidi on tasapainotilassa. Yleensd karbonointi tapahtuu varas-
totankeissa oluen kypsymisen aikana. Muita mahdollisuuksia ovat varasto-
siirron aikana tapahtuva karbonointi siirtolinjassa tai ravinteiden ja hiivan
lisddminen pakkaukseen.

Oluen ylikylldstiminen on yksinkertaista, kun yleiset kaasuja koskevat
lainalaisuudet ovat tiedossa. Vincenti & Kruger (1982) on koonnut pani-
moprosessin kannalta yleiset kemialliset ja fysikaaliset lainalaisuudet seu-
raavasti:

- Kaasu koostuu molekyyleistd. Jokaisella molekyylilld on suunnattua
(direktionaalista) kineettistd energiaa, eli se liikkkuu suoraan tilanteen
madrittaméallad nopeudella. Nopeus riippuu molekyylin koostumuksesta
ja olosuhteista.

- Kaasumolekyylit ovat niin pienid, ettd niitd ei voida mitata tilavuute-
na. Yleisin kaasun méérdi mittaava suure on paine (P).

- Kaasumolekyylit térméilevit keskendén, jolloin niille ominainen ki-
neettinen energia vaihtelee molekyylin suunnan muuttuessa. Kineetti-
sen energia kokonaismdird pysyy kuitenkin vakiona vallitsevissa olo-
suhteissa, eli tormdyksen jdlkeen toinen molekyyli lilkkuu nopeammin
kuin toinen.
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— Léampétila on verrannollinen kaasumolekyylien kineettiseen kokonais-
energia madrdin. Kun lampétila (7) nousee, molekyylit litkkuvat no-
peammin, eli systeemin kineettinen kokonaisenergiaméari kasvaa.

- Kaasumolekyylit tormédévit my0s tihedmpiin ja suurempiin molekyy-
limassoihin, eli panimo-olosuhteissa esim. sdilion seindmiin. Ndistd
tormayksistd, jotka eivdt jaa molekyylien kineettistd energiaa, muo-
dostuu systeemin paine. Mitd enemmain tormédyksid tapahtuu aikayk-
sikkod kohti, sitd suurempi systeemin paine on.

Kaasun kokonaismiérad tarkastellessa aineméérd, eli mooli, on hyvin tar-
peellinen suure. Mooli mitd tahansa ainetta vastaa yhtd monta grammaa
ainetta kuin on aineen molekyylin tai muun perusosasen massa atomimas-
sayksikkoind. Yhdessd moolissa on perusosasia Avogadron vakion verran
eli noin 6,0221415 x 10 kpl. 1 mooli ainetta vastaa siis sen moolimassaa
grammoissa. Hiilidioksidin, CO,, moolimassa on siis 44 g/mol. (Fix
1999))

Kaasupullo, jossa on 3 kg hiilidioksidia sisdltdd 68,1 moolia hiilidioksidia.

m  3000g
M 44 g/mol

= 68,1 mol

Jossa

n = mooli

m = massa (g)

M = moolimassa (g/mol)

Kaasu ei ole koskaan ideaalia, koska se on seos eri molekyyleistd. Pani-
mo-olosuhteissa prosessikaasut kuitenkin kayttiytyvit ideaalikaasumallin
mukaisesti:

PV =nRT
Jossa
P = paine (J)
¥ = tilavuus (dm”)
n =mooli
R = ideaalikaasuvakio; 8,3145 J/(mol x K)

tai 0,083145 (bar x dm’)/(mol x K)

T = lampétila (K; K= 273,15 + °C)

68,1 mol hiilidioksidia paineistetaan 52 bariin 20 °C. Kuinka suuri astia

tarvitaan?
_ nRT
= 3
68,1 mol x 0,0831452%%™ 29315 K
V — molxXK
52 bar
V = 31,9 dm3

Pienpanimon kannalta 52 bar:iin pakattu hiilidioksidipullo on hyvin kéy-
tannollinen. On kuitenkin hyva muistaa sen ainemdarin rajallisuus. Téstd
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Syystd prosessissa tarvittavan kaasuméérdn laskeminen on niin taloudelli-
sesti kuin prosessin jatkuvuuden kannalta keskeista.

Panimoprosessin aikana olosuhteet pyritdin muuttamaan prosessin suju-
vuuden kannalta optimaalisiksi. Muuttaessa olosuhteita ideaalikaasumallil-
la voidaan ennakoida mahdollisten muutosten vaikutusta olosuhteisiin,
taulukko 2. Ainemédérd ja ideaalikaasuvakio supistuvat pois yhtdloistd,
koska ne ovat yhtd suuret, kun kaasun massa pysyy samana.

(P1V1)/T1 = (PZVZ)/TZ

Taulukko 2

Yhtalo Vakio
Boylen laki P,V,i=P,V, T,=T,
Charlesin laki P,/Ti=Py/T, V=V,
Gay-Lussacin laki Vi/Ti=V,y/T, P,=P,

Vaikka panimo-olosuhteissa voidaan soveltaa ideaalikaasumallia pétevis-
ti, kaasun heterogeeninen rakenne on hyvin kriittinen tekija oluen laadun
kannalta. Koska hiilidioksidin liukeneminen olueen on tietoisesti toivot-
tua, liukenemista ja kaasun kayttdytymistd koskevat lain alaisuudet ovat
yhtenevit. Prosessikaasut muodostuvat panimossa padosin hiilidioksidista,
typestd ja hapesta. Osittain vaikuttaa silté, ettd absoluuttista kaasua ei kos-
ke ideaalikaasumalli. John Daltonin mukaan jokainen kaasuseoksessa ole-
va eri kaasumolekyylifraktio toimii toisistaan riippumattomasti, eli jokai-
sen kaasun ominaisuuksia kuvaa ideaalikaasumallin mukaiset lain alaisuu-
det. (Fix 1999)

Niin ollen jokaiselle kaasumolekyylifraktiolle pétee ideaalikaasumallin
mukainen PV = nRT-suhde, joka on riippumaton muiden kaasumolekyy-
lifraktioiden toiminnasta tai ideaalikaasusuhteesta. Ndin ollen absoluutti-
nen kaasu rakentuu kaikkien ldsnd olevien kaasumolekyylifraktioiden osa-
paineesta:

PKokonaispaine = PC02 + PNZ + P02

nRT [nRT [nRT
CO, N,

PKokonaispaine = [ % % %
03

Daltonin laki osapaineesta on panimossa hyvin kdytdnnéllinen, koska kaa-
sujen liukeneminen on prosessin ja tuotteen laadun kannalta hyvin kriitti-
nen osa, esim. hapen liukeneminen olueen ja oluen karbonointi. Koska
kaasun liukeneminen olueen on olennainen osa tuotetta ja panimoproses-
sia, on hyvi tietdd mitka tekijéit vaikuttavat liukenemiseen. Liukenemiseen
vaikuttavat tekijit ovat paine, lampétila ja suolaisuus (salinity). (Fix 1999)

Kaasun liukenemiseen liittyvid laskennallisia tarkasteluja teki TkT Liisa
Rihko-Struckmann (Max-Planck-Institut fiir Dynamik komplexer techni-
scher Systeme, Magdeburg, Saksa). Tulokset on esitetty taulukossa 3. Mit-
tauksissa havaitaan, etteivit kaasujen osapaineet vaikuta toisiinsa.

18



Pienpanimon laadunvalvonta ja menetelmét

Taulukko 3 Osapaineiden vaikutus liukenemiseen. (Rihko-Struckmann, Max-Planck-
Institut fiir Dynamik komplexer technischer Systeme)

Sisaanvirtaus kaasu (mol)

CO2 0,03 0,03 0,05 0,05 0,55 0,55 0,98
02 0,01 0,1 0,01 0,1 0,01 0,1 0,01
N2 0,96 0,87 0,94 0,85 0,44 0,35 0,01
Sisadadnvirtaus neste(mol)
[H20 | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Ulostuleva neste (mmol)
CO2 0,439 0,439 0,731 0,731 8,162 8,163 14,733
02 0,012 0,121 0,012 0,121 0,012 0,123 0,012
N2 0,928 0,841 0,909 0,822 0,432 0,343 0,010
H20 968,088 | 968,090 | 968,106 | 968,108 968,562 968,562 968,958
Hapen liukoisuus, Suolaisuus 0 ppm
60
50
EE 5
) 4 2.
2 30 =2 E
-1 g
2 e
5 20
0
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Lampétila (°C)
Hapen liukoisuus, Suolaisuus 35 ppm
60
50
é:ﬂ 40
g o
= a £,
£ a0 -z E
-1 g
< 2
520
10 R\
0
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Lampdatila (°C)
Kuva 4 Suolaisuuden, paineen ja ldmpétilan vaikutus kaasun liukoisuuteen.

Paineen ja kaasun liukenemisen vililld on Henryn laki: Nesteeseen liuen-
neen kaasun miéréd on suoraan verrannollinen kaasun paineeseen, joka on
nesteen pinnan ylidpuolella. Mitd suurempi paine, sitdi enemmén kaasua
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liukenee, kuva 4. Kun paine kasvaa, systeemi pyrkii tasapainotilaan ympa-
ristonsd kanssa. Kaasu liukenee nesteeseen, jotta systeemin paine pysyisi
vakiona. Mikéli kaasun ainemiérd on vakio paineen noustessa, kaasumo-
lekyylien ainemédrd vdhenee nesteen pinnan yldpuolella, jolloin kaasufaa-
sin paine laskee. (Holle 2003, Fix 1999)

Kaasun liukeneminen nesteeseen laskee ldmpoétilan noustessa, kuva 4.
Lampdtilan nousu lisdd molekyylien kineettistd energiaa, jolloin niiden
voimistunut litke rikkoo molekyyliset viliset sidokset. Liikkeen voimis-
tumisen voi havaita paineen ja ldmpotilan riippuvuudesta. Lampdtilan
kasvaessa kaasufaasin kokonaispaine kasvaa tilavuuden ollessa vakio (kts.
Taulukko 2, Charlesin laki). Oluen karbonoinnin kannalta Charlesin laki ei
taytd prosessin olosuhteita tyydyttévisti, koska oletuksena Charlesin laissa
on ettd systeemin massa on vakio. Olueen pyritdén liuottamaan ylimdira
hiilidioksidia, jolloin hiilidioksidin massa on teoriassa varastotankissa &a-
reton — kdytdnndssa talousrajoitteinen. (Fix 1999)

Klassinen termodynamiikka pyrkii méérittdmédan termodynaamisen sys-
teemin ominaisuuksia ja tasapainotilan saavuttamista. Termodynamiikan
toisen padsddnnon mukaan suljettu systeemi pyrkii spontaanisti tasapaino-
tilaan. Varastotankin olosuhteet, ldmp6étila ja paine, pyritddn vakioimaan.
Talloin livenneen hiilidioksidin midrd voidaan osoittaa tasapainotilassa.
Termodynaamisesti tarkasteltuna tasapainotila saavutetaan, kun Gibbsin
energia saa minimiarvon. (Gibbs 1928)

Gibbsin energia kuvaa suurinta mekaanisen tyon méaardé, jonka prosessi
voi tehdd vakioldmpdtilassa ja paineessa. Karbonoinnin osalta tilannetta
voitaisiin kuvailla sylinterilld, jossa on olutta ja hiilidioksidia. Kun ménti
painaa sylinterin tilavuutta pienemmaéksi, hiilidioksidia liukenee olueen.
Kun haluttu hiilidioksidipitoisuus on saavutettu olueen, se mééra tyotd, jo-
ka on tehty méinnén painamiseen sylinterin sisdéin on tasapainotilalle omi-
nainen potentiaalienergia, Gibbsin energia. (Gibbs 1928)

Fugasiteetti on yhdisteelle ominainen termodynaaminen ominaisuus, joka
kuvaa yhdisteen taipumusta laajentua tai paeta suhteessa sen osapainee-
seen, eli vakiopaineessa ja ldmpdtilassa yhdiste suosii olomuotoa, jossa
Gibbsin energia on alhaisin. Téstd johtuen hiilidioksidin liuetessa varasto-
tankissa olueen, jonka paine ja ldmpotilaolosuhteet ovat vakio hiilidioksi-
dia vapautuu kokoajan takaisin varastotankin ilmatilaan, jolloin nestefaa-
sin rajapinnalla on jatkuva kaasun liike. Liukenevan kaasun mééra on kui-
tenkin suurempi kuin vapautuvan hiilidioksidin maird kunnes tasapainoti-
la on saavutettu, jolloin nestefaasin pinnalla olevat kaasun osavirtaukset
ovat yhtd suuret (Holle 2003). Kaasun vapautuminen tapahtuu vain neste-
faasin pinnalla, koska kaasufaasin osapaine on niin suuri, ettd nukleaatio-
energiarajan ylittiminen nestefaasissa olevilla nukleaatioalueilla on ldhes
mahdotonta.

Suolaisuus (salinity) on yksi kaasun liukenemiseen vaikuttava tekija. Se

kuvaa nestefaasiin liuenneiden suolojen méérdd, esim. natriumkloridi,
magnesium, kalsiumkarbonaatti, kalsiumsulfaatti ja bikarbonaatti (vety-

20



Pienpanimon laadunvalvonta ja menetelmét

karbonaatti-ioni). Suolaisuus estdd kaasun liukenemista, tdstd syystd ma-
keaan veteen liukenee enemmain kaasua, kuva 4.

Koska olut on pédéosin vettd, voidaan oluen kohdalla olettaa, ettd hiilidiok-
sidi liukenee veteen. Ainoa ominaisuus, joka vaikuttaa kaasun liukenemi-
seen olueen on tensidi, pinta-aktiivinen aine, joka hidastaa kaasun vapau-
tumista nesteestd (Bamforth 2009). Kun hiilidioksidi liukenee veteen, syn-
tyy hiilihappoa. (Savioja 1972, Ratilainen 1986)

C0, + H,0 & H,CO; & HCO; + H*
HCO; < CO{~ + HY

Vedessd hiilihappo reagoi kuitenkin kaksiarvoisena happona, jolloin se
muodostaa vetykarbonaatti-, karbonaatti ja vety-ioneja. Koska vesi on am-
folyyttinen aine, eli se voi toimia happona tai eméksend, liuennut hiilidi-
oksidi nostaa nesteen vety-ioni konsentraatiota. (Savioja 1972, Ratilainen
1986)

H,0 o H* + OH™

Liuennut hiilidioksidi nostaa nesteen alkaliteettis, joka muodostuu emak-
sisistd ioneista. Alkaliteetti kokonaiskonsentraatio muodostuu vetykarbo-
naatti-, karbonaatti- ja hydroksidi-ionikonsentraatioista. Alkaliteetti antaa
nesteelle puskurikykyd, joka stabiloi oluen pH-arvoa, mikd parantaa oluen
sdilyvyyttd ja vihentdd prosessihdirioitd. (Savioja 1972, Ratilainen 1986)

Liuennut hiilidioksidi on joko dissosioitunutta tai dissosioitumatonta. Dis-
sosioitunut hiilidioksidi on vetykarbonaatti- ja karbonaatti-ioneina. Dis-
sosioitumaton hiilidioksidi on ns. vapaata hiilidioksidia, joka koostuu hii-
lidioksidista ja hiilihaposta. Kun hiilidioksidi vapautuu oluesta, vapaa hii-
lidioksidi vapautuu ensin. Dissosioitunut hiilidioksidi nostaa nesteen suo-
laisuutta. (Savioja 1972, Ratilainen 1986)

€0, + H,0 & H,CO; & HCO; + H*
HCO; < CO{~ + HY

Veden suolaisuutta nostaa myds sen kovuus, eli kalsium- ja magnesium-
ioni konsentraatio. Kovuus jakautuu karbonaatti- ja mineraalihappokovuu-
teen. Térkein ero on karbonaattikovuuden hetkellisyys, mikéd voidaan pois-
taa kuumentamalla, jolloin saostuu kalsiumkarbonaattia (kalkki). Mineraa-
lihappokovuus on toisaalta pysyvéd, mikd nostaa my0s suolaisuutta (kal-
siumsulfaatti, -kloridi, -nitraatti). (Savioja 1972, Ratilainen 1986)

Panimoprosessin kannalta suolaisuus miérittyy vierteen valmistuksessa
kaytettivdan veden kemiallisesta kisittelystd. Kemiallisella veden kisitte-
lylld pyritadn optimoimaan prosessiolosuhteita ja tuotteen sdilyvyyttd. Lii-
allinen késittely voi kuitenkin pidentdd myds prosessiaikoja hiilidioksidin
liukenemisen osalta. Suolaisuuden vaikutus kaasun liukenemiseen on kui-
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tenkin marginaalinen verrattuna kaasun osapaineen ja ldmpdétilan vaiku-
tukseen. (Fix 1999)

Liuenneen hiilidioksidin konsentraatiota voidaan mitata monella eri taval-
la, mutta konsentraatio ilmoitetaan yleensd g/litra tai tilavuusyksikkona
vol-CO,. EBC-standardit kdyttavét g/litra ja ASBC-standardit kayttivit ti-
lavuusyksikkod. Kaasun késittiminen massana on huomattavasti helpom-
paa kuin tilavuutena, koska kaasun absoluuttinen médird on suhteellista.
Koska kaasun tiheyteen vaikuttavat lampétila ja paine, kaasun miérad ver-
rataan aina standardoiduissa olosuhteissa, NTP. (Fix 1999)

Liuenneen hiilidioksidin tilavuus kertoo kuinka moninkertainen méaara hii-
lidioksidia on livenneena NTP-olosuhteissa nesteen tilavuuteen. Eli

1 vol-CO, =1 dm’® COy/ 1 litraa nestetti

Niin ollen konsentraation avulla voidaan laskea liuenneen hiilidioksidin
ainemddrd, tilavuus ja massa.

g = Vol. X (%)

NTP olosuhteissa p on noin 1,96 kg/dm’. Hiilidioksidin moolimassa 44
g/mol.

gco
n Vol (dm3C0,) xp(1'97 dm3 6202)

V  1dm3neste M(44 L%
mol CO,

Vol.

n
_ 3 .
V=223 mol CO, per 1 dm* nestetta

Vol.= 22,3 (g) =223 (%)

Tilavuuden muutos massaksi on tiheyden avulla yksinkertaista.

g g
1Vol.C0, X 1,97 55 = 1,97 -

Tilavuus- ja massayksikdiden vélinen pitoisuuksien muuntaminen on tar-
kedd karbonoinnin médridn laskemiseksi. Varastotankkien olosuhteiden
vakioinnilla voidaan arvioida paineistettuun olueen liukeneva maksimi
kaasuméérid tasapainoteorian avulla. Koska tasapainon saavuttamiseen ku-
luva aika on pitkd, suuremmalla paineella padstddn nopeammin haluttuun
pitoisuuteen. Télloin tasapainotilassa saavutettava liuenneen hiilidioksidin
maérd on tuotteen maksimipitoisuus, miké ei ylity vaikka kypsymisaika
olisikin vaadittavaa aikaa pidempi. Minimiarvo asetetaan prosessiolosuh-
teiden ja tuotteen ominaisuuksien mukaan. (Fix 1999)
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Pienpanimomittakaavassa liuenneen hiilidioksidin mittaamiseen 16ytyy
luotettavia, kustannustehokkaita ja ylldttdvin tarkkoja menetelmié ja lait-
teita, jotka ovat helppokéyttoisid. Pakatussa tuotteessa olevan liuenneen
kaasun mairittimiseen 10ytyy yksinkertainen EBC-analyysiin pohjautuva
mittausmenetelmd, joka mittaa vapautuvan hiilidioksidin muodostaman
paineen muutosta. Tété testid kutsutaan volumetriseksi laajentumis testiksi
(volumetric expansion test).

Liuennutta hiilidioksidia mitataan painemittarilla, jossa on korkin lavisti-
ja. Ensin kaulailma pééstetdén pullosta pois. Tdmin jdlkeen pulloa raviste-
taan niin kauan kunnes paine ei endé kasva. Mitataan oluen lampdtila. Kun
paine ja lampdtila ovat tiedossa, voidaan tasapainotilassa saavutettu hiili-
dioksidipitoisuus miérittdd taulukosta. Sama testi voidaan toteuttaa myds
varastotankista sithen soveltuvalla laitteella.

Varastotankissa karbonointi tapahtuu joko paineistamalla tankki pinnan
paélté tai kdyttdmalld ns. karbonointikived. Karbonointikivi sijoitetaan la-
helle tankin pohjaa. Karbonointikivi muodostaa pienid kuplia, jotka liuke-
nevat olueen nopeammin. Tankki vaatii kuitenkin 20 — 30 % sen tilavuu-
desta tyhjdd, koska karbonointikiven aiheuttamat kuplat muodostavat
vaahtoa tankin sisélle. Pinnan pdiltid paineistaminen on huomattavasti hi-
taampaa.

3.5 Liennut happi

Hapettuminen on oluelle kohtalokasta. Se nopeuttaa oluen pilaantumista
hapettamalla aromaattisia yhdisteitd, sameutta muodostavia fenoleja ja li-
sadmalla pilaajamikrobien riskid. Molekulaarinen happi on toivottua vain
jadhdytetyn vierteen ilmaamisessa panimohiivan ravinteeksi. Muutoin
happi on aina oluelle epdsuotuisaa. Karbonoinnin yhteydessd kisitellyt
kaasun lainalaisuudet patevdt myds molekulaariselle hapelle, mutta hapet-
tumista voi tapahtua oluessa my0s kemiallisina reaktioina entsymaattisesti.
(Briggs ym 2004; Bamforth 2006, 2009; Fix 1999)

Molekulaarinen happi tarvitsee liuetakseen aina ldhteen ja epdpuhtaan pro-
sessikaasun tai vuotavan siirtolinjan. Toiseksi on huomioitava, ettd olut
kuluttaa happea aktiivisesti reaktioihin. (Briggs ym. 2004; Fix 1999)

Hapettumista on panimossa kahdenlaista: kuumalla ja kylmélld puolella.
Kuuma puoli tarkoittaa miskéyksen ja keiton yhteydessd tapahtuvaa ha-
pettumista. Kuumalla puolella hapettuminen tapahtuu sekunneissa, koska
korkea ldmpotila katalysoi reaktioita. Témén takia kuumalla puolella ta-
pahtuva hapettuminen tai hapen liukeneminen on tirkeda estdd. Huolelli-
sella prosessoinnilla ja suojakaasuja kédyttdimédlld voidaan hapettuminen
kuumalla puolella estdd kokonaan. (Bamforth 2006; Fix 1999)

Pienpanimomittakaavassa suojakaasujen kdyttéd kannattaa harkita tark-

kaan, koska kaasuseoksen osapaineiden manipulointi voi olla hankalaa ja
kallista. Huolellisella prosessoinnilla saavutetaan riittdvé taso.
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Kylmilld puolella hapettuminen hidastuu muodostaen laaturiskin. Liuen-
neen hapen pitoisuus on yksi oluen sdilyvyyttd heikentévid laatukriteeri.
Valmiissa oluessa suurin osa hapettumisesta tapahtuu molekulaarisen ha-
pen ja redox-reaktioiden avulla. Hapettumisen lopputuotteet aiheuttavat
makuvirheitd ja antavat viitteitd oluen vanhenemisesta, kun oluen maku-
profiili ns. yksinkertaistuu (Bamforth 2006, Fix 1999). Hapettumisen ai-
heuttamia makuprofiilin muutoksia voidaan arvioida lampdrasitustestilld,
aivan kuten sameuden muodostumista. Ldmpdtila ja valo katalysoivat ha-
pettumisreaktioita. (Bamforth 2009)
Hydroksyyli
OH

. Peroksidi
‘\ oH
Hz Oy -

- 022

28—, 2H7
a / Perhydroksyyli

Superoksidig,~ "

. . =]
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Molekulaarinen happi

Kuva 5 Happiradikaalien muodostuminen (Bamforth 2009).

Molekulaarinen happi ei reagoi suoraan oluen yhdisteiden kanssa. Sen si-
jaan ongelmana ovat hapen vapaat radikaalit tai reaktiiviset happiradikaalit
(ROS, reactive oxygen species), kuva 5. Ne ovat hapesta muodostuneita
yhdisteiti, jotka sisédltdvét yhden tai useamman parittoman elektronin. Tés-
td syystd ne ovat hyvin reaktiivisia. Kemiallisesti parittomia elektroneja si-
saltdvat yhdisteet ovat erittdin lyhytikdisid, silld energiataloudellisesti pa-
rittomat elektronit ovat epdsuosiollisia ja yhdiste pyrkii parilliseen elekt-
ronimddrdén reagoimalla ldheisyydessd olevien muiden yhdisteiden kans-
sa. Tyypillisid reaktiivisia happiradikaaleja ovat muun muassa superoksi-
dianioni, hydroksyyliradikaali, erilaiset peroksidit ja alkoksiradikaalit.

Toinen merkittdvd radikaaleja muodostava ryhméd on metalli-ionit, kuten
rauta ja kupari. Rauta on hyvin yleinen metalli panimon prosessivedessi
samoin kuin kupari. Kupari on hyvin tirkeé ravinne hiivan elinvoimaisuu-
den ja metalli-homeostaasin takia (De Freitas 2003). Metalli-ionit toimivat
radikaalien tapaan, koska niilld on parittomia elektroneja. (Bamforth 2009)

Fe(Il) + 0, > Fe(lll) + 05
Cu(ll) + 0; - Cu(l) + 0,

Cu(l) + 0, - Cu(ll) + 05~
Netto: 20, — 05~ + 0,

Kuten yll4 on osoitettu kupari toimii katalyyttind happiradikaalien muo-
dostumisena ja tuottaa superoksideja. Kuparia ei kulu reaktiossa. Sinkki ei
muodosta raudan ja kuparin tavoin radikaaleja, mutta magnesium voi osal-
listua redox-reaktioihin. (Bamforth 2009)
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Koska metalli-ionit pystyvdt muodostamaan vetyperoksidia ja sitd kautta
muita happiradikaaleja, on kuumalla puolella huomioitava mallasproteii-
nien tioli-ryhmien (R-S-H) hapettumisen vaikutus siivildintiin. Tioli-
ryhmien hapettuessa proteiinit muodostavat rikkisiltojen avulla komplek-
sisia makromolekyylejd, jotka hidastavat siivildintid. Saman aikaisesti
syntyy peroksideja (Muller 1997). Hapen liukeneminen veteen on huomat-
tavasti pienempdd kuin orgaanisiin liuoksiin. Sen vuoksi méskdyksen yh-
teydessd on huomioitava hapen parempi liukoisuus esim. ohran ja ruvan
paikallisesti konsentroituneisiin lipidi- ja proteiinifraktioihin. (Bamforth
2009)

Tioli-ryhmien hapettuessa siind esiintyvd rikki muodostaa radikaaleja
esim. kuparin katalysoimana.

Cu(Il) + RSH - RS" + Cu(l) + H*

Radikaalien muodostuminen on ketjureaktio, jossa radikaalien maéra li-
sadntyy — radikaalit muodostavat radikaaleja. Koska etanolia on oluessa
suhteellisen merkittdvd méérd, etanolin osallistuminen hapetusreaktioihin
on kohtalokasta oluelle. Perhydroksyylin reagoiminen alkoholin kanssa
muodostaa asteldehydid. Korkeammat alkoholit muodostavat aldehydeja.
Edelleen hapettuessaan ne muodostavat karboksyylihappoja. Etanolin ha-
pettuessa syntyy hydroksietyyliradikaali, jota esiintyy eniten oluessa.
(Bamforth 2009, Fix 1999)

C,HsOH + OH™ - CH;CH"OH + H,0

Toinen merkittdvé osa hapettumiselle alttiita yhdisteitd ovat iso-alfa-hapot,
jotka muodostavat oluen katkeruuden. Niiden muutokset havaitaan yleensi
makuprofiilissa ensin. Iso-alfa-hapot hapettuvat karbonyyliryhmaésté, jon-
ka seurauksena syntyy rasvahappoja. Rasvahapot muodostavat virhemaku-
ja. My®os valo saa aikaan iso-alfa-hapoissa reaktioita, jotka ovat epdsuotui-
sia oluen maulle. Lopputuotteena syntyy mm. tioleita, jotka muodostavat
hyvin tunnistettavissa olevia tunkkaisia, pahvimaisia makuvirheitd. (Bam-
forth 2009; Fix 1999)

Rasvahapot ovat oluen makuprofiilin ja sdilyvyyden kannalta kohtalokkai-
ta. Niitd tulee joko maltaasta tai hiivan metaboliasta. Rasvahapot osallis-
tuvat redox-reaktioihin joko entsymaattisesti tai hapettuvat radikaalien
toimesta. Yleensd tuloksena on happoja, jotka muodostavat saippuamaisia
virhemakuja esim. 6ljyhappoa (oleic acid). Melanoidiinit hapettuvat hie-
man samalla tavalla. Tdma vaati tapahtuakseen paljon energiaa. Mela-
noidiinit pelkistyvit kuitenkin reagoidessaan etanolin kanssa, jolloin tu-
loksena muodostuu asetaldehydid ja melanoidiinia. (Bamforth 2009; Fix
1999)

Mallas- ja humalaperdiset fenolit reagoivat my0s samaan tapaan rasvahap-
pojen kanssa. Yhdessi tyydyttyméttdmien rasvahappojen ja hapettuneiden
melanoidiinien kanssa fenolit muodostavat monimutkaisen redox-
reaktioketjun, jonka tuloksena on hapettuneita fenoleja, tyydyttyneiti ras-
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vahappoja ja melanoidiineja. Hapettuneet fenolit polymeroituvat ja muo-
dostavat muita laatuvirheitd kuten sameutta. (Fix 1999)

Monityydyttyméttdmien rasvahappojen hapettumien on suurin enstymaat-
tisesti katalysoitu reaktio. Ohra muodostaa kahta lipoksygenaasia, jotka
hapettavat linoli- ja linoleenihappoja. Hapettumisen tuloksena muodostuu
happiradikaali hydroperoksidia, joka toimii ldhtdaineena trans-2-
nonenaalille. Trans-2-nonenaali on peldtyin makuvirheiden aiheuttaja pa-
nimossa. Sen makukynnys on 0,1 ppb, eikd tilannetta auta sekdin, ettd
vain hyppysellinen oluen kuluttajista eivdt maista sitd. (Bamforth 2009;
Fix 1999)

Rasvahappojen entsymaattinen hapettuminen tapahtuu ennemmin méskin
kiinteissd partikkeleissa kuin nesteessd. Lipoksynaasit toimivat méaskayk-
sen proteiinitauon aikana n. 52 °C ldmpdétilassa. Lipoksynaasit liittyvét oh-
ran normaaliin sytolyyttiseen pilkkoutumiseen. Lipoksygenaasien toiminta
hidastuu pH:n laskiessa alle 5. Méskdyksen aikana méskin pH laskee oh-
ran luontaisen entsyymin fytaasin toimesta. Se katalysoi hydrolyyttisié re-
aktioita, minké seurauksena miskin pH-arvo laskee. Fytaasi aktivoituu li-
poksynaasien kanssa samassa ldmpdétilassa. Tastd syystd liian pitkd prote-
iini-tauko voi mahdollistaa lipoksygenaasien epédsuotuisan toiminnan.
(Bamforth 2009)

Hapettuminen on monimutkainen reaktioketju, johon vaikuttaa monien eri
osa-alueiden tapahtumat. Kokonaisuutena hapettumien on suurin yksittéi-
nen oluen sdilyvyyteen vaikuttava asia. Happea on kuitenkin kaikkialla,
joten siltd vidlttyminen on hankalaa, mutta jarjestelmailliselld ja kokonais-
valtaisella toiminnan arvioinnilla ja prosessidiagnostiikalla hapen liuke-
neminen voidaan minimoida. Ensisijaisesti on minimoitava molekulaari-
sen hapen pitoisuus varastotankeissa, josta se siirtyy pakkaukseen.

Oluen valmistamisessa on kaksi kriittistd pistettd, jossa molekulaarisen
hapen mittaaminen on asianmukaista: varastotankki ja pakkaus. Hapen
mittaamiseen on olemassa monia eri menetelmid kuten sihkokemiallisia,
voltametrisid ja polarograafisia, jotka kaikki perustuvat elektrodilla tehta-
viin mittauksiin. Sdhkokemialliset mittalaitteet voivat olla kalliita pien-
panimolle. Téssédkin tapauksessa on olemassa spektofotometrinen tai kolo-
rimetrinen analyysimenetelma.

Tarkeintd kuitenkin on néytteenotto. Pullotettu olut on suojassa kaasujen
osapainevaihteluilta ja toimii siksi hyvénd néytteend. Pullotettu olut on jo
kuitenkin pakkauksessa, ja happipitoisuuksien ollessa yli sallitun voidaan
endd vain todeta pullotetun erén olevan sdilyvyydeltadn heikompaa. Téstd
syystd varasto- tai pullotustankissa olevan oluen asianmukainen ndyt-
teenotto on tirkedd. Naytteenotto on kuitenkin tehtdvi siten, etteivét kaa-
sujen osapaineiden vaihtelut véaristd mittaustulosta. Néaytteenotto laitteita
on monia, ja mitd analyysimenetelmdd tahansa kdytetdéin on ndytteenotto-
tapa suunniteltava sen mukaan.
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3.6 Vaahdon muodostuminen ja ominaisuudet

Oluen vaahto on luultavasti yksi eniten kuluttajaan vetoavista laatuteki-
joistd. Vaahto luo ensimmaéisen kosketuksen oluen aromeihin ja suutuntu-
maan. Vaahto muodostuu, kun kaasulla ylikylldstetty olut (hiilidioksidi tai
typpi) pyrkii tasapainotilaan diffuusion avulla. Kaasun mukana oluesta
purkautuu epistabiileja yhdisteitd, jotka muodostavat oluen tuoksun. (Del-
vaux, Deams, Vanmachelen, Neven & Derdelinckx 1995, 533 - 542)

Tiedostamattomasti kuluttaja tekee ensimméiset arviot oluen laadusta
vaahdosta, arvioimalla sen visuaalista vaikutelmaa, tuoksua, makua, tuo-
reutta ja raikkautta. Kun on aika maistaa olutta, vaahdon rakenne ja pysy-
vyys luovat vaikutelman suutuntumaan, joka hetked myShemmin muuttuu
vapautuvan hiilidioksidin aiheuttamaksi kivuksi. (Todd, Held & Guzinski
1996, 91 —95)

Vaahto on kiehtonut niin kuluttajia kuin panimotieteilijoitd pitk&dn, mutta
vaahdon laatuteesit ovat pysyneet samoina Bamforthin (1985) katselmuk-
sesta asti:

— Pysyvyys/stabiilisuus

- Madra

-  Tarrautuminen (lasin sisdpintaan)

- Vaaleus

- Suutuntuma: ’kermaisuus’ ja vahvuus

Myds kuluttajan ndkemys lasissa olevasta oluesta voi muuttua pelkéstdin
vaahdon perusteella. Bamforthin (2000; 2009) mukaan tdhén vaikuttavat
sekd kuluttajan sukupuoli ettd alueelliset tekijat. Jotkut kuluttajat jopa
nauttivat oluensa suoraan pullosta tai tolkistd! Vaikka Bamforth (2009, 2)
antaa ymmartdd, ettd naispuoliset kuluttajat eivdt pidd minkdénlaisesta
oluesta, koska liika vaahto pilaa huolellisen meikin, vaahdoton ja mata-
lahiilihappoinen olut vaikuttaa véljahtyneeltd ja liiallinen vaahdon tarttu-
minen lasin sisdpintaan antaa vaikutelman huonosti pestystd tarjoilulasista.
Kohtalaisen epdjohdonmukaisen pédtelmén pohjalta on oluen valmistajan
pystyttdvd vastaamaan kohderyhmén vaatimuksia ja odotuksia. On tiedet-
tavd mitka tekijédt vaikuttavat vaahdon muodostumiseen tuotteessa ja kuin-
ka vaahdon muodostumiseen ja pysyvyyteen voidaan vaikuttaa.

Reologisesti tarkasteltuna vaahto on kaasun ja nesteen emulsio, jossa on
liukoinen tensidi, eli pinta-aktiivinen aine, joka mahdollistaa pysyvin
vaahdon muodostumisen (Lewis & Bamfoth 2007). Téstd voidaan johtaa
yksi vaahdonmuodostumisen nyrkkisddnnoistd: Vaahtoa ei muodostu mi-
kéli olueen ei ole liuennut kaasua ja tensidid. Nestefaasin stabiilisuus on
avainasemassa, kun elintarvikkeen laatutekijdnd on stabiili ja pitkdaikai-
nen vaahto.

Oluen vaahtoaminen ja sen muodostuminen on monimutkainen tapahtu-
mien kulku, jonka ymmaértiminen vaatii ilmioon liittyvien fysiikan lain-
alaisuuksien ja oluen kemiallisen rakenteen tuntemusta (Bamforth 2009,
3). Briggs ym. (2004) kiteytti ilmion seuraavasti: ”Vaahto on kolloidinen
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systeemi, joka muodostuu neste- ja kaasufaasin vilille, jonka tiheys vdhe-
nee, eli systeemi muuttuu kaasuksi ajan kuluessa.” Ronteltap ym. (1991),
Bamforth (2004), Prins & Marle (1999) ja Prins (1988) ovat yksinkertais-
taneet vaahdonmuodostumiseen liittyvaé fysiikkaa, ja ovat eritelleet ilmi-
On viiteen toisiinsa yhteydessd olevaan tapahtumaan:

1. Kuplan muodostuminen ja koko
2. Kuplan nouseminen ja beading; creaming; kuohunta

Néami kaksi tapahtumaa mahdollistavat vaahdon muodostumisen. Mitd
vaahdolle sen jilkeen tapahtuu, vaikuttaa olennaisesti sen pysyvyyteen.
Seuraavien kolmen tapahtumaketjun viimeisen vaiheen aikana tapahtuvat
fysikaaliset reaktiot ilmentivédt Bamforthin (1985) laatuteesejd. Niihin ta-
pahtumiin vaikuttavat olennaisesti oluen kemiallinen kompositio ja fysi-
kaaliset ominaisuudet, sekd miten vaahdonmuodostumisen kaksi edellistd
vaihetta ovat tapahtuneet ja millaiset edellytykset niille tapahtumille on.

3. Kuivuminen
4. Koalesenssi
5. Disproportionaatio

Vaikka olut onkin ylikylléstetty kaasulla, diffuusion dynaamisten ominai-
suuksien vuoksi kaasu vapautuu vain nestefaasin pinnalta seoksen tavoitel-
lessa tasapainotilaa. Téstd syystd kuplan muodostuminen nestefaasissa on
valttdmatontd vaahdon muodostumiseksi. Kuplia ei muodostu spontaanisti,
ellei ns. nukleaatiota tapahdu partikkelin tai tarjoilulasin pinnalla. (Prins &
Marle, 1999)

Jotta tuloksena olisi nestefaasin pintaa kohti nouseva kupla, on kuplan
muodostumisprosessissa tapahduttava kolme vaihetta:

- Kuplan nukleaatio
- Kuplan kasvaminen
- Kulpan irtoaminen

Se miten kuplat muodostuvat ja kuinka isoja kuplat ovat, vaikuttavat olen-
naisesti vaahdon pysyvyyteen ja laatuun. Mitd suurempi kokoero kuplilla
on, ja mitd suurempia kuplat ovat, sitd epéstabiilimpaa vaahto on. (Briggs
ym. 2004, 703; Fisher ym. 1999, 37)

Kupla voi muodostua hajaantumalla tai kondensaation avulla. Piiasialli-
sena nyrkkisdéntond kuplan muodostumisessa voidaan sanoa, ettd hetero-
geenisesti muodostunut vaahto on epéstabiilimpaa kuin homogeenisesti
muodostunut. (Briggs ym. 2004, 703). Heterogeenisesti muodostuvien
kuplien vililld vallitsee siis suurempi epdjdrjestys, eli entropia. Kuplien
kokonais- ja osapaine-erot jouduttavat vaahdon katoamista, koska kuplien
viliset paine-erot pyrkivét tasautumaan diffuusion avulla. Mitd suurempi
heterogeenisyys vallitsee vaahdossa, sitd epdvakaampaa vaahto on.

Hajaantumalla muodostuva kupla syntyy, kun esim. vesilasissa olevaan
pilliin puhaltaa. Kupla irtoaa pillin pddstd, kun kaasuseoksen noste on suu-
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rempi kuin nesteen pintajénnite. Téllaisista kuplista muodostuva vaahto
olisi oluessa hyvin epistabiili, eli tuloksena olisi heterogeeninen vaahto,
jonka kuplat olisivat hyvin suuria. (Briggs ym. 2004, 703; Fisher ym.
1999, 37)

Kondensoituminen, jossa muodostuu homogeenisid kuplia, tapahtuu esi-
merkiksi, kun kylmén olutpullon avaa. Akillinen tilavuuden laajeneminen
laskee ldmpdotilaa paikallisesti jopa -39 °C:een, jolloin kaasu tiivistyy ja
muodostaa kuplia. Tasapainotilan dkillinen muutos aiheuttaa hyvin inten-
siivisen diffuusion, jonka seurauksena voi olla jopa ylikuohunta. Normaa-
liolosuhteissa kupla muodostuu diffuusion aiheuttaman heterogeenisen
kondensaation seurauksena, 1. klassinen heterogeeninen nukleaatio.
(Briggs ym. 2004, 703)

Kuten Prins & Marle (1999) totesivat, ettd kuplia ei muodostu ilman nuk-
leaatiota, kaasulla ylikylldstetyssd oluessakaan. Nukleaatio voi tapahtua
neljélld eri tavalla: klassinen homogeeninen, klassinen heterogeeninen,
semi-klassinen ja ei-klassinen nukleaatio (Jones, Evans & Galvin 1999).

Virvokkeissa ja oluessa kuplat muodostuvat heterogeenisen nukleaation
seurauksena. Shokribousjeina ym. (2010) kategorioi oluessa tapahtuvan
kuplan muodostumisen semi-klassiseksi ja ei-klassiseksi nukleaatioksi.

Taysin homogeeninen, l. klassinen homogeeninen nukleaatio (kuva 6),
tarvitsee tapahtuakseen noin 100-kertaisen ilmanpaineen (Jones ym. 1999)
— samppanja-korkki pitdd maksimissaan noin 6 barin paineen. Téllainen
nukleaatio on hyvin epdtodenndkdistd oluessa johtuen sen heterogeenises-
td luonteesta. (Jones ym. 1999)

O O
O
O
Ennen ylikylldstymisté Ylikylldinen
Kuva 6 Klassinen homogeeninen nukleaatio; Klassisessa homogeenisessa nukleaati-

ossa kuplat syntyvit ilman partikkeleiden tai séilion pinnan epétasaisuuksien
apua, ja vaatii erittdin homogeenisen liuoksen tapahtuakseen. (Jones ym.
1999)

Klassinen heterogeeninen nukleaatio (kuva 7) tapahtuu bulkki-nesteessé
partikkeleiden ja astian kulumien pinnoille syntyneihin kaviteetteihin. Kun
systeemistd tehdddn ylikylldstetty dkillisen paineen alentumisen avulla
(olutpullon avaaminen), kaasu kondensoituu lasin kulumien ja partikkelei-
den pinnoille (Jones ym. 1999).
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®

Ennen ylikylldstymistd Ylikylldinen
Kuva 7 Klassinen heterogeeninen nukleaatio (Jones ym. 1999)

Semi-klassisessa nukleaatiossa tapahtuu niin homo- kuin heterogeenisté-
kin nukleaatiota. Erona klassiseen nukleaatioon on, ettd olut on jo valmiik-
si ylikylléstetty. Nesteesséd olevien partikkeleiden ja astian pinnoille esitii-
vistyneet tilapdiset mikrokuplat mahdollistavat nukleaation. Toinen ero
klassiseen nukleaatioon on mikrokuplien kasvaminen ylikylldstdmisen
seurauksena, eli paineen &killisen laskun seurauksena tapahtunut konden-
soituminen. (Jones ym. 1999)

Mikrokuplat eivit kuitenkaan aiheuta vaahtoa vaan muodostavat ns. nuk-
leaatioalueita. Jotta mikrokuplasta muodostuisi vaahtoa muodostava kupla,
1. kuplan noste kasvaisi suuremmaksi kuin pintajdnnite ja hydrostaattinen
paine, on mikrokuplan ylitettdivd nukleaatioalueelle spesifi nukleaatio-
energiaraja, 1. ns. kriittinen side. Tdméan jilkeen kupla irtoaa ja nousee
oluen pinnalle. (Jones ym. 1999)

.

\

Ennen ylikylldstymistad

Kuva 8 Semi-klassinen ja ei-klassinen nukleaatio: R; < Ryiiittinen < Rp (Jones ym.
1999)

Ei-klassinen nukleaation tapahtumiseen ei tarvita nukleaatioenergiarajan
ylittdmistd. Nukleaatio tapahtuu esitiivistetyissd kuplissa, joiden koko on
suurempi kuin kriittinen sdde. Tdllainen kupla muodostaa jatkuvan nukle-
aation. (Jones ym. 1999) Ei-klassinen nukleaatio voi olla luonnollista tai
keinotekoista.

Liger-Belair ym. (2008) ovat tehneet perusteellisen selvityksen ei-
klassillisen luonnollisesta ja keinotekoisesta nukleaatiosta. Tarjoilulaseja
voidaan pintakésitelld, jotta kuplan muodostumisesta saadaan mahdolli-
simman houkutteleva. Téllainen kisittely mahdollistaa keinotekoisen ei-
klassisen nukleaation. Luonnollisessa ei-klassisessa nukleaatiossa nuk-
leatioalueet ovat sijoittuneet polysakkaridien esimuodostuneisiin kaasuka-
viteetteihin, jotka jadvét tarjoilulasin pinnalle elektrostaattisten voimien
takia. Myos tarjoilulasin huuhteluun kiytettdvin veden jadmat haihtues-
saan saostavat tartraatti-kiteitd lasin pinnalle, joiden sisélle jd4 kaasukavi-
teetteja.
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Kuva 9 Kuplan muodostuminen (Jones ym. 1999); R < Ryyiittinen< R

Miten tahansa nukleaatio saa alkunsa, se kuluttaa liuennutta kaasua nes-
teestd. Nukleaatioalueilta muodostuvien kuplien miiré ja taajuus pienenee
mitd pienemméksi liuenneen kaasun konsentraatio laskee, kunnes tasapai-
no on saavutettu. (Liger-Belair ym. 2008)

Nukleaatio ei vield sindnsd synnytd kuplaa, vaan se mahdollistaa kuplan
muodostumisen. Kun nukleaatio on tapahtunut, kupla alkaa kasvamaan.
Mikéli nukleaatioalueelle syntyvén kuplan koko on pienempi kuin kritti-
nen side, kupla katoaa. Kun paikalliset energiavaihtelut pysyvit riittdvan
korkeina riittdvdan pitkdn ajan, nukleaatioprosessi mahdollistaa kuplan
kasvamisen. Kun kupla ylittd4 kriittisen séteen, se ylittdd myos tarvittavan
nukleaatioenergiarajan. (Jones ym. 1999)

Jones ym. (1999) mukaan kuplan irtoamiseen ja nousemiseen vaikuttavat
myds neste- ja kaasufaasin véliset voimavirtaukset. Tatd hdan kuvaa yhta-
16114

Fq + Fs = F + F,+ F,
Jossa
F4 = Kasvavan kuplan aiheuttama suhteellinen virtausnopeus nestefaasissa
F = Tensidin aiheuttama pintajannite ja hydrostaattinen paine
F) = Inertiavoimat (Kupla)
F, = Nukleaatioalueen paine
F, = Kuplan aiheuttama noste

Yhtélon oikea puoli summaa voimat, jotka pyrkivdt nostamaan kuplan.
Kun yhtdlon oikean puoleiset voimat ovat suuremmat kuin vasemman,
kupla ylittdd tarvittavan nukleaatioenergiarajan (Jones ym. 1999). Koska
homogeeninen ja pienikuplainen vaahto on stabiilimpaa, optimaalinen
vaahto saavutetaan, kun nukleaatioalue ja tarvittava —energiaraja ovat
mahdollisimman pienid.

Tensidi on kaasun ohella yksi tdrkeimmisté tekijoistd, kun tavoitteena on
stabiili ja pitkdaikainen vaahto. Tensidi-molekyylin reaalikoko ja paino
vaikuttavat sen muodostaman vaahdon stabiliteettiin (Fruhner ym. 1999):
mitd suurempi molekulaarinen paino tensidilld on, sitd epéstabiilimman
vaahdon se muodostaa (Murray 2007).

Titze ym. (2010) yhdisti tensidin potentiaalisen pinta-aktiivisuuden kah-
teen eri ominaisuuteen: suhteelliseen kokoon ja sdahkdvaraukseen. Téssd
yhteydessé suhteellinen koko on partikkelin pinta-alan ja tilavuuden suhde
eli
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0 47rr?

TVT3/ame T
Jossa
o = Molekulaarinen pinta-ala

V= Molekulaarinen tilavuus

Kun 7 on pieni, suhteellinen koko x on suuri, eli tensidin potentiaalinen
pinta-aktiivisuus on korkea.

Kun molekyylin reaalikoko kasvaa, sen uloimpien atomien, eli rajapinnan,
maéra vihenee prosentuaalisesti. Pienelld molekyylilld on vastaavasti suh-
teessa moninkertainen maird uloimpia atomeja, jotka pystyvit reagoimaan
molekyylin rajapinnalla muiden molekyylien kanssa. Molekyylin suhteel-
linen koko on siis suoraan yhteydessd sen potentiaaliseen pinta-
aktiivisuuteen ja sdhkovaraukseen. (Titze ym. 2010)

Proteiinit ovat hyvd esimerkki tensidistd, jonka ominaisuudet stabiilin

vaahdon muodostumiseen ovat ldhes optimaaliset:

— Ne adsorboituvat vahvasti kaasu- ja nestefaasin rajapinnoille hydrofo-
bisten ja —fiilisten ominaisuuksien vuoksi.

- Ne parantavat molekyylirakenteen sisdistd stabiillisuutta ja elektro-
staattista vakautta

— Niiden muodostamat proteiinifilmit rajapinnoilla pysyvit hyvin koos-
sa (strukturaalinen koheesio)

(Murray 2007)

Fruhner ym. (1999) listasi kaksi muuta tdrkedd tekijda, jotka vaikuttavat
vaahdon pysyvyyteen: vaahtoavan nesteen fysikaaliskemialliset ominai-
suudet ja vaahdon vuorovaikutus ympdrdivin, esim. astian pin-
tamateriaalin kanssa

Proteiinit ovat tirkein positiivisesti vaahdon stabiilisuuteen vaikuttava yk-
sittdinen pinta-aktiivinen orgaaninen aineryhmé. Vaahtoon vaikuttavia
proteiineja on kuitenkin erilaisia, sekd niiden ominaisuudet saattavat
muuttua rakenteellisten muutosten seurauksena, esim. denaturoituminen.

LTP1 (Lipid Transfer Protein) on maltaan aleuronissa esiintyvd proteiini,
joka on merkittdvd oluen vaahdon muodostumiselle (Bamforth, 2006; So-
rensen ym. 1993). Se on osa jyvdn immuunijirjestelmas, joka suojelee sitd
tuholaisilta ja patogeeneiltd jyvén alkuvaiheessa ja iddtyksen aikana. Téstd
syystd ohra, joka kasvaa kosteammissa olosuhteissa sisdltdd suuremman
madrdn LTP1:td. (Bamforth 2009)

LTP1 uuttuu méskdyksen yhteydesséd vierteeseen. Vierteen keiton yhtey-
dessd LTP1:n konformaatio denaturoituu peruuttamattomasti. Denaturoin-
ti vihentéd merkittdvasti LTP1:n luonnollista lipidejd muuttavaa vaikutus-
ta. Denaturoituneen LTP1:n ominaisuudet vaahdon muodostumisen kan-
nalta ovat paremmat kuin alkuperdisen LTP1:n (Bech ym. 1995; Lusk ym.
2001a,b; Sorensen ym. 1993). Van Nierop ym. (2004) tutkivat denaturoi-
tuneen LTP1:n ominaisuuksia ja paittelivdt myds sen vapaan rasvahappo-
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jen (FFA, free fatty acids) sitomiskyvyn heikentyvin merkittivisti. Toi-
saalta liiallinen LTP1:n denaturoiminen vierteen keiton aikana voi olla
epdsuotuisaa oluen vaahdon pysyvyydelle, koska alkuperdinen LTP1 sitoo
vaahtoa destabiloivia vapaita rasvahappoja. Néin ollen se parantaa muiden
tensidien potentiaalista suotuisia vaikutuksia vaahdon pysyvyyteen.

Taulukko 4 Van Nierop ym. 2004 Kolmen eri panimon vertailu: vierteen keitto ja vaah-

don laatu, ja vapaiden rasvahappojen maara.

Brewery A B C

Paikka Rannikolla Sisdmaassa Rannikolla
Korkeus 200 m 1600 m 150 m
Kiuhumispiste 102 °C 96 °C 102 °C
LTPI1 (p g/ml) 2-3 17 - 35 2-3

FFA (mg/ml) 2,84 1,12 0,70
Vaahto Alhainen Runsas Runsas

Van Nierop ym. (2004, taulukko 4) tilastoi karkean, mutta hyvin havain-
nollistavan esimerkin LTP1 ja rasvahappojen suhteesta, sen vaikutuksesta
oluen vaahtoamiseen ja sijainnin vaikutuksesta kolmen eri panimon fysi-
kaalisten ominaisuuksien vaikutuksesta LTP1 ja FFA pitoisuuksiin. Mitd
enemman natiivia LTP1 on jéljelld oluessa, sitd suurempi puskurointikyky
silld on vaahto destabiloivia rasvahappoja vastaan.
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Kuva 10  LTP1- proteiinipitoisuuden kehittyminen vierteen valmistuksen aikana.

Vaahto-LTP1 = denaturoitunut LTPI, joka toimii tensidind. (Lusk ym.
2001a,b)
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Sorensen ym. (1993) mukaan LTP1:n ominaisuudet ovat paremmat vaah-
don muodostumisen kannalta kuin vaahdon stabiilisuuden, kuva 10.
LTP1:n reagoidessa muiden vaahdon kannalta otollisten proteiinien kuten
hordeiinien tai proteiini Z kanssa, sen vaahdonstabilointiominaisuudet pa-
ranivat.

Hordeiinit ovat oluen vaahdon kannalta hyvin merkittdvid proteiineja.
Suurin osa ohran jyvéssd olevasta proteiinista ovat hordeiinia, joka toimii
jyvén proteiinivarastona. Hordeiinit kuuluvat prolamiini-ryhméén, ja tisti
syystd ne vaativat proteolyyttisen hydrolyysin liuetakseen veteen. Vaah-
don muodostuksen liséksi hordeiinit ovat hyvin aktiivisia kylmdsameuden
muodostamisessa, koska ne siséltdvét paljon proliinia ja glutamiinia. (So-
rensen ym. 1993, Bamforth 2006, Shokribousjeina 2011)

Hordeiinien merkitys stabiilin vaahdon muodostumisessa on osittain epi-
selvd. Hordeiini-ryhmien monipuolisuus ja proteolyyttisten rektioiden
lopputuotteet mahdollistavat suuren méédrdn vaahdon kannalta suotuisia
proteiineja. Samalla muodostuu myds sameuden kannalta potentiaalisesti
epdsuotuisia hordeiini-johdannaisia proteiineja. Osa tutkimuksista on on-
nistunut tunnistamaan potentiaalisesti hyddyllisid hordeiini-johdannaisia
proteiineja. (Bamforth ym. 2009)

Proteiini Z on ensimmdiinen proteiini, jonka on todettu parantavan vaah-
don stabiliteettid reagoimalla muiden proteiinien kanssa kuten LTP1:n
kanssa (Kaersgaard & Hejgaard, 1979). Proteiini Z on albumiini-
johdannainen proteiini, joka on perdisin maltaasta. Maltaan koko prote-
linista se vastaa noin 2 %. Proteiini Z on kahden eri isotyypin yhteismééra:
Z4 ja Z71. Z4 vastaa n. 80 % proteiini Z:n kokonaispitoisuudesta. Proteiini
Z:1la on ylivoimaisesti vahvin tensidi (Douma ym. 1997).

Vaahtoa muodostavien proteiinien, kuten Vaahto-LTP1 ja proteiini Z,
hydrofobisuus parantaa vaahdon pysyvyyttd. Myds muiden polypeptidien
ominaisuuksiin kuuluu vahva hydrofobisuus, mutta kaikissa tapauksissa se
ei ole oluen kokonaislaadun kannalta suotuisaa. Hydrofobiset proteiinit ai-
heuttavat ylikuohuntaa. Ylikuohumisella (Gushing) tarkoitetaan avatun
pullon hallitsematonta kuohuntaa ilman sekoitusta tai muuta nukleaatioita
nopeuttavaa héirintdd. Koska hydrofobiset proteiinit ovat voimakkaita ten-
sidejd, ne kasaavat nopeasti nukleaatioalueille suuren massan kaasua, jol-
loin kuplan muodostuminen on taukoamatonta. My6s vaahdon muodostu-
misen ja pysyvyyden kannalta ominaisuudet ovat ylivertaisia, jolloin vaah-
toa hajottavat fysikaaliset ilmiot tapahtuvat hitaammin. (Sarlin ym. 2007,
Bamforth ym. 2009)

Primaarinen ylikuohunta johtuu ohran mikrobiflooraan kuuluvien sienien
(Fusarium sp., Trichoderma sp., Nigrospora sp., Aspergillus sp., Penicil-
lium sp., Stemphylium sp.) erittdmistd hydrofobisista molekyyleistd, kuten
deoksivalenoli, jotka pédétyvit olueen. Mallastusprosessin aikana hydrofo-
bisten molekyylien mdird kasvaa jopa kymmenkertaiseksi liottamisen ja
idattamisen aikana. Maltaan hydrofobisten molekyylien kokonaisméaérasta
noin 10 % sdilyy olueen. Ylikuohunta on mahdollista oluessa, jonka hyd-
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rofobisten molekyylien pitoisuus on véhintddn 1 mg/litra, riippuen mole-
kyylejé erittdneestd sienestd. (Bamforth ym. 2009; Sarlin ym. 2005, 2007)

Sekundaarinen ylikuohunta voi olla monen eri tekijdn aiheuttama. Naitd
tekijoitd ovat metalli-ionit, liian suuri liuenneen kaasun maéré (esim. pul-
lokdytetyissd oluissa, tai panimohiivan tai diastaattisten pilaajaorganis-
mien aiheuttama kdyminen pakkauksessa, tai muu prosessihdirid painelin-
jassa), kalsiumoksalaatit, sameus, isomeroituneet humulonit tai humala-
uutteet, ulkoiset tensidit (pesuaine) tai naarmuuntunut pakkaus. (Bamforth
ym. 2009; Sarlin ym. 2005)

Oluen vaahdon kannalta tirkeitd aineita ovat myds humalan iso-alfa-
hapot, jotka reagoivat hydrofobisten polypeptidien kanssa muodostaen
vahvan pinnan vaahdon kuplille. Kaksiarvoiset kationit edistévit iso-alfa-
happojen ja peptidien vilisid reaktioita. Alfa-happojen isomeerit muodos-
tavat olueen katkeruutta. Isomeroituminen tapahtuu vierteen keiton aikana,
jolloin vierrettd keitetddn voimakkaasti. (Bamforth 2006)

Vaahdon kannalta alfa-happojen transisomeerit isohumulonit ja isoadhu-
mulonit ovat suotuisampia, koska ne konsentroituvat vaahtoon huomatta-
vasti suurempina pitoisuuksina kuin cis-isomeroituneet alfa-hapot, kuva
11. Isomeerien hydrofobisuus on pienempi kuin alfa-happojen, mika edis-
tdd vety- ja ioni-dipolisidosten muodostumista iso-alfa-happojen ja poly-
peptidien vilille. Kun iso-alfa-happojen pitoisuus kasvaa, vaahdon stabili-
teetti ja tarrautuminen paranee. (Bamforth 2006; Roberts 1976)
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Kuva 11 Iso-alfa-happojen pitoisuuden vaikutus vaahdon suhteelliseen pysyvyyteen.
(Smith 1998)

Suurin osa vaahdon muodostumiseen ja pysyvyyteen vaikuttavista aineista
ovat mallasperdisid. Proteiinien liséksi hiilihydraatit kuten oligosakkaridit,
melanoidiinit ja ei-tdrkkelyspohjaiset hiilihydraatit esim. beta-glukaani ja
arabinoksylaani parantavat vaahdon pysyvyyttd nostamalla oluen viskosi-
teettid, mika hidastaa vaahdon kuivumista. (Lusk 1995)
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Kestdvinkin vaahto kérsii kuitenkin fysikaalisista vaahtoa rikkovista ta-
pahtumista, joita edesauttavat my0s vaahdon kannalta epdsuotuisat aineet
ja prosessihdiriot. Epdsuotuisista aineista suurin osa on lipideitd, rasva-
happoja, jotka hiiritsevit hydrofobisten polypeptidien ja iso-alfa-happojen
vilisid reaktioita. Vaikka rasvahapot ovatkin hydrofobisia, niiden mole-
kyylikoko on niin pieni, ettd ne aiheuttavat koalesenssia. Pesuainejdamét
toimivat lipidien tavoin. (Roberts 1976)

Muiden epésuotuisten aineiden vaikutukset ovat hyvin samankaltaisia li-
pidien kanssa. Aminohapot, kuten arginiini, histidiini ja lysiini, ja suuret
etanolipitoisuudet heikentdvit vaahdon stabiilisuutta. (Bamforth 2006)

Prosessihdirioilld voi olla kohtalokkaita seurauksia vaahdon pysyvyyteen.
Proteinaasi A:n pitoisuudet kasvavat oluessa, jota on rasitettu voimakkaas-
ti esim. korkealla osmoottisella paine-erolla (vahvavierretekniikka), erot-
tamalla hiiva separoimalla, liian nopea jadhdyttdminen padkdymisen jal-
keen tai hiivasuspension alhainen elédvyys. Myo6s korkea pH-arvo voi inhi-
boida vaahtoa stabiloivia reaktioita. (Bamforth 2006)

Maiskiddminen on vaahdon stabiilisuuden kannalta kriittisin prosessivaihe.
Pitkdaikainen médskddminen alhaisissa ldmpdétiloissa (proteiinitauko, alle
55 °C) hajottaa polypeptidejd liikaa, jolloin molekyylikooltaan isojen po-
lypeptidien méddrd pienenee. Alhaiset maskdysldmpoétilat mahdollistavat
my0s lipoksygenaasin toiminnan, miké hapettaa vapaita rasvahappoja hyd-
roperoksidiksi, jotka ovat niin vaahdon pysyvyyden kuin oluen séilyvyy-
den kannalta epdsuotuisia. Proteiinitauon nopea ylittdminen tai poisjatti-
minen siilyttdd enemmin vaahdon kannalta suotuisia pitkdketjuisia hydro-
fobisia polypeptidejd. Yli 65 °C maéskdysldmpotilat kuitenkin inhiboivat
amylaasien toimintaa, miki vaikuttaa uutesaantoon ja kdymisasteeseen.
(Bamforth 2006)

Vaahdon stabiilisuuteen vaikuttavien aineiden ja vaahdon muodostumisen
yhteisvaikutus estdd vaahdon hajoamista. Paraskin vaahto kuitenkin hajoaa
fysikaalisten vaikutusten takia. Kuivuminen, koalesenssi ja disproportio-
naatio ovat vaahtoa hajottavia ilmiditd (Shokribousjein 2011). Vaahto on
aluksi ns. mérkaa, koska nouseva kupla kerdd ympdirilleen ylimiéaran olut-
ta. Kun vaahto on pinnalla, painovoima valuttaa yliméardisen oluen takai-
sin nestefaasiin, mikd heikentdd kuplan rakennetta. Kuivumista estdvit
voimat ovat oluen viskositeetti, tensidit ja kapillaarivoimat, kuva 12 (Ron-
teltap 1991).
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Kuva 12 Kuvaus vaahdon kuivumisesta. (Bamforth 2009)

Koalesenssi ja disproportionaatio ovat kuplien vélistd diffuusiota, kuva 13.
Koska kuplien vililld olevat paine- ja kokoerot pyrkivét tasaantumaan,
homogeeninen vaahto on stabiilimpaa kuin isokokoinen vaahto. Dispro-
portionaatiossa pienemmét kuplat integroituvat isompiin kupliin paine-
erojen tasaamiseksi. Kun kuplat kasvavat, vaahdosta tulee epéstabiilimpi
ja kuplat hajoavat. (Ronteltap 1991)

e

Kuva 13 Disproportionaatio (Bamforth 2009)

N

Koalesenssid esiintyy pienten kuplien vilill4, joiden osapaine on sama.
Kuplat kiinnittyvét toisiinsa ja muodostavat suurempia kuplia, mikd hajot-
taa kuplat. Koalesenssi tapahtuu joko ns. hydrofobisen partikkelin tai par-
tikkelin venymisen avulla. Lipidit edistdvdt koalesenssin tapahtumista.
(Ronteltap 1991)

Laajemmin katsottuna vaahdon hajoaminen johtuu diffuusiosta, joka tasaa
oluen ja ilman paine-eroa. Ajan myd&td vaahto hdvida kokonaan. Tarkeintd
on, ettei vaahto hivid ennen aikojaan. Tésti on oluen valmistajan pidettava
huolta. Vaahdon pysyvyyttd voi mitata monella eri tavalla sekd potentiaa-
lisia vaahdon muodostumiseen liittyvid aineryhmid voi analysoida. Pien-
panimomittakaavassa tarkka kemiallinen analysointi on liioittelua. Jopa
erien védlinen vertailu on aivan liian tydldstd, aikaa vievaa eikd analysointi-
tuloksien erot vilttimattd ilmene havaittavina eroina. Pienpanimomitta-
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kaavassa pelkélld huolellisella prosessoinnilla ja raaka-aine valinnoilla
saavutetaan jo hyvid vaahdon stabiliteetti.

Mitd vaahdosta kannattaa analysoida? Suurimman osan Bamforthin laatu-
teeseistd voi analysoida organoleptisesti kaatamalla olutta lasiin. Oluen
kaataminen samalla tavalla illan aikana useasti on haasteellista eikd siten
kovin luotettavaa analytiikkaa. Stabiilisuus, mééri ja tarrautumien voidaan
analysoida kuitenkin kohtalaisen helposti. Rudinin testi on hyvin yksinker-
tainen ja tuottaa hyvin kasityksen vaahdon stabiliteetistd. Toinen yksin-
kertainen testi on vaahdon tarrautumista mallintava Lacing index-testi.

Vaahtoa tarkastellessa on hyvd ymmartdd mitkd tekijat vaikuttavat sen
muodostumiseen ja pysyvyyteen. Vaahdon pysyvyyttd analysoivien mene-
telmien mittaustulokset voivat olla harhaan johtavia, jos kisitys eri teki-
joiden vaikutuksista ovat epéselvit. Esimerkiksi vaahdosta saadaan pysyvé
riittavalld hiilidioksidipitoisuudella ja alhaisella tarjoilu ldmpétilalla, vaik-
ka oluen vaahdon pysyvyyteen vaikuttavat ominaisuudet olisivatkin huo-
not. Edellisessd kappaleessa mainitut vaahtoa analysoivat menetelméit ka-
sittelevit vain osittain vaahdon ominaisuuksia. Siksi on hyvi tuntea koko-
naisvaltaisesti ne tekijét, jotka vaikuttavat vaahdon ominaisuuksiin.

Kuinka usein vaahtoa kannattaa analysoida? Mikéli oluen valmistaja tun-
tee prosessinsa hyvin, pystyy minimoimaan mahdolliset prosessihdiriot ja
havaitsemaan mahdolliset muutokset prosessissa erien vélilld tehokkaasti,
analysointi voi olla tarpeellista vain tarvittaessa. Yksi hyvd nyrkkisdénto
voisi olla, analysointi mallastetun ohran satokauden vaihtuessa, kun raaka-
aineen koostumus muuttuu.

3.7 Katkeruus

Oluen katkeruus on humalan alfa-happojen isomeerien luoma suutuntuma.
Oluen katkeruus on oluen valmistajalle hyvin térked, koska se tasapainot-
taa maltaan luomaa makeutta ja tekee néin oluesta juotavamman. Humala
luo myos yrttiméisid miellyttidvid aromeja ja flavoreita, jotka luovat olues-
ta houkuttelevamman. (Daniels 2000)

Humalan katkeruuden aiheuttavat hartsit, jotka jaetaan alfa- ja beta-
happoihin. Toinen tirked ainesosa oluen valmistajalle ovat humalan aro-
maattiset 6ljyt. Katkeruuden osalta hartsit ovat tirkedmpié kuin 6ljyt. Iso-
alfa-happojen méérd ilmoitetaan oluessa BU-yksikkoind (Bitterness
Units). (Bamforth 2006)

Alfa-hapot, eli humulonit, ovat pédéasiallisia katkeruutta muodostavia yh-
disteitd kuten humuloni, kohumuloni ja adhumuloni. Alfa-happojen kan-
nalta tdrkedd on niiden liukoisuus olueen. Alfa-happojen liukoisuus veteen
on huono, mutta isomeroituneena ne liukenevat paremmin. Isomeroitumi-
nen tapahtuu vierteen keiton yhteydessé. Téastd syystd on tirkedd, etti keit-
tdminen on voimakasta ja kestoltaan pitké, jotta mahdollisimman paljon
alfa-happoja isomerisoituu. (Bamforth 2007; Markkula 2007)

38



Pienpanimon laadunvalvonta ja menetelmét

3.8 pH

Kuva 14  Vasemmalla alfa-happo. R on sivuketju, johon kiinnittyy isovaleryyli (humu-
loni), isobutyryyli (kohumuloni) tai 2-metyylibutyryyli (adhumuloni). Oike-
alla isomeroitunut alfa-happo. (Bamforth 2006)

Katkerohumalaa lisédttdessd on otettava huomioon, ettd noin 50 % alfa-
hapoista isomerisoituu ja vain noin 25 % katkeropotentiaalista paétyy
valmiiseen olueen. Iso-alfa-happojen katkeruuteen vaikuttaa myds niiden
trans- ja cis-isomeerien erot. (Bamforth 2006). Alfa-happoja on humalan
kuivapainosta 2 — 15 %. Mitd suurempi alfa-happopitoisuus, sitd vihem-
min katkerohumalaa on liséttdva halutun katkeruuden saamiseksi. (Mark-
kula 2007)

Beta-hapot, eli lupulonit, eivdt normaalisti vaikuta katkeruuteen, mutta
osallistuvat humalassa tapahtuviin hapettumisreaktiothin muodostaen
tunkkaista, vanhan humalan tuoksua. (Bamforth 2006; Markkula 2007)

Humalan analysointi yleenséd on hyvin ylimalkaista. Aromaattisia 6ljyja on
yli 300 yhdistettd, eikd niiden antamaa aromiprofiilia ole pystytty yhdis-
tdmddn oluessa esiintyviin aromeihin (Bamforth 2006). Pienpanimossa
nend on paras humalan laadun arvioimisessa. Liika kosteus, valo ja 1amp6
pilaavat humalan, eikd sen kdyttd oluen valmistamisessa ole endd suota-
vaa.

Panimolaitteistolle pyritddn méadrittimadn saantoarvoja, jotta raaka-
aineiden kayttod voidaan tehostaa. Koska alfa-happojen isomeroituminen
on tehotonta, on suositeltavaa mitata iso-alfa-happopitoisuus kohtuullisen
ajan vélein. Iso-alfa-happopitoisuus voidaan analysoida spektofotometri-
sesti.

pH:n merkitys oluen valmistamisessa on valtava. Se vaikuttaa moneen eri
osa-alueeseen ja sitd kautta antaa kuvan prosessinkulusta ja sen vaiheista.

- Miskdys: amylaasien optimointi 5,2 — 5,5; vierteenerotuksen aikana
pH:n nousu yli 6 mahdollistaa ohran kuoresta liukenevien makuvir-
heiden liukenemisen.

- Vierteen keiton lopussa pH:n pitéisi olla 5,0 — 5,3; valmiin oluen pH
pysyy optimaalisella alueella kiymisen aikana.

- Vierteen iso-alfa-happopitoisuus laskee pH:n laskiessa.
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- Kéymisen alussa pH laskee hiivan tuottamien orgaanisten yhdisteiden
takia. Liian hidas pH:n lasku kertoo huonokuntoisesta tai elinvoimat-
tomasta hiivasta.

- Kéymisen lopussa autolyysi nostaa pH:ta 0,1 — 0,2. Liian suuri pH:n
nousu kertoo liian suuresta hiivan stressist.

— Oluen liian korkea pH mahdollistaa mikrobiologiset laaturiskit, liian
matala pH tuo makuun happamuutta.

Valmiin oluen pH tulisi olla 4,2 — 4,6. Poikkeamat indikoivat prosessihdi-
ridistd. (Markkula 2007)

Parasta pH:n mittaamisessa ja muodostumiseen liittyvissd teoriassa on sen
hyddyllisyys ja kustannustehokkuus. pH-elektrodit ovat tarkkoja, kustan-
nustehokkaita, luotettavia ja pienpanimo-olosuhteisiin soveltuvia eivétkd
vaadi suurempaa tietotaitoa. Térkeintd pH:n mittaamisessa on kuitenkin
tietdd mitd se kertoo, misté ja kuinka usein se on mitattava.

40



Pienpanimon laadunvalvonta ja menetelmét

4 MIKROBIOLOGINEN LAATU

4.1 Haittamikrobit ja niiden ryhmittely merkityksen mukaan

Oluessa on monia eri sdilyvyyteen vaikuttavia tekijoitd, kuten

— humalan yhdisteitd = iso-alfa-hapot
— alkoholi

- hiilidioksidi = anaerobiset olosuhteet
- rikkioksidit

- ravinnon ja hapen puute

- matala pH

My®0s oluen valmistamisessa vallitsevat olosuhteet ovat varsin epdsuotui-
sia mikrobikontaminanttien kasvulle, ja siksi niiden médrd oluessa on
yleensd pieni. Mahdollisia kontaminantteja ovat villi-hiivat ja bakteerit
Yhteistd kaikille mikrobiologisille kontaminanteille on niiden vierasperai-
syys ja laatuvaikutukset lopputuotteeseen ja prosessiin panimossa. Kaikki
kontaminantit eivét kuitenkaan ole keskendin yhtd yleisid tai yhté haitalli-
sia tuotteen laadulle. Oluen valmistusprosesseissa esiintyvét organismit on
lajiteltu viiteen ryhmédin, sen mukaan kuinka potentiaalisia pilaajia ne
ovat. (Back, W. 1994.)

Absoluuttiset pilaajaorganismit
Potentiaaliset pilaajaorganismit
Vililliset pilaajaorganismit
Indikaattoriorganismit

Latentit organismit

Nk W=

Absoluuttiset pilaajaorganismit kestdvét oluen ja valmistusprosessin olo-
suhteita. Tdhdn ryhmédan kuuluvat organismit kasvavat oluessa ilman pit-
kdd sopeutumisvaihetta ja muodostavat virhemakuja ja sameutta. Tdhdn
ryhmédn kuuluu péddasiassa heterofermentatiivisia maitohappobakteereita
ja Saccharomyces-suvun villi-hiivoja. (Back, W. 1994.)

Potentiaaliset pilaajaorganismit eivit kasva normaalisti oluessa ja valmis-
tusprosessissa vallitsevissa olosuhteissa. Tdmédn ryhmén organismit péddse-
vit kasvamaan, kun olosuhteet muuttuvat niille otollisemmiksi (esim. pro-
sessihdiriot, korkea pH, matala iso-alfa-happopitoisuus, matala kdymisas-
te, matala alkoholipitoisuus, korkea liuenneen hapen pitoisuus, tai ne paa-
sevit adaptoitumaan olosuhteisiin pitkdn ajan kuluessa). Ryhma siséltda
mm. maitohappobakteereita ja koliformisia bakteereita sekd Saccharomy-
ces-suvun villi-hiivoja. (Back, W. 1994.)

Vililliset pilaajaorganismit eivit kasva lopputuotteessa, mutta pystyvét pi-
laamaan tuotteen valmistusprosessin aikana. Yleisin lahde vélilliselle kon-
taminaatiolle on hiivakierrossa oleva suspensio tai vierteen valmistuksessa
kaytettdvat lisdaineet. Tdhdn ryhmédn kuuluu Saccharomyces-suvun villi-
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hiivoja sekd joitakin aerobisia hiivoja, seké koliformisia bakteereita. Vilil-
lisille kontaminanteille suotuisia kasvuolosuhteita ovat padkdymisen alku
(ilmastettu, n. 20 °C vierre) ja hiivakierrossa oleva suspensio. (Back, W.
1994.)

Indikaattoriorganismit eivét pilaa lopputuotetta, mutta esiintyvdt huonon
hygienian tai prosessihdirion seurauksena. Niiden ldsndolo indikoi yleensd
pilaajaorganismien esiintymistd. Téhén ryhméén kuuluu joitakin etikka-
happobakteereita ja aerobisia hiivoja. (Back, W. 1994.)

Latenteilla organismeilla tarkoitetaan satunnaisesti esiintyvid organismeja,
jotka joissain tapauksissa voivat selviytyd koko valmistusprosessin osa-
vaiheiden ldpi ja pdityd lopputuotteeseen. Tdmén ryhmén organismit tule-
vat yleensd kontaminoidusta prosessivedestd tai panimolla tehtdvistd muu-
tos- tai rakennustoistd. Ko. organismien jatkuva esiintyminen kertoo huo-
nosta prosessihygieniasta. Ryhmééan kuuluu iti6itd muodostavia, kolifor-
misia bakteereita ja biofilmejd muodostavia bakteereita ja hiivoja. (Back,
W. 1994.)

Taulukoissa (taulukot 5 - 9) on esitetty panimossa esiintyvien vieraiden
mikro-organismien luokkia ja ominaisuuksia. Luetteloissa on mikrobien
ominaisuuksia kisittelevissd tiedoissa ilmaistu niiden asema Backin
(1994) luokittelun suhteen.

4.2  Villihiivat

Kuten bakteeritkin, villihiivat aiheuttavat oluessa virhemakuja ja ei-
toivottuja piirteitd. Villihiivaksi médritelldén hiivakanta, jota ei tarkoituk-
senmukaisesti ja hallitusti kdytetd oluen valmistamisessa. Villihiivat voi-
vat tapauksesta riippuen olla paljon hankalampia havaita ja kontrolloida
kuin bakteerit. Villihiivat eivit aina aiheuta vahinkoa tuotteelle, mutta nii-
den esiintyminen viittaa epdhygieenisiin toimintatapoihin ja kontaminaa-
tioon. (Allen, F. 1994c¢; Boulton, C. & Quain, D. 2006: 520 -521)

Villihiivojen maédrittimisessd kdytetddn hyodyksi niiden korkeampaa
lammonsietoa verrattuna viljeltyyn panimohiivaan. Vaikka villihiivojen
lammonkestidvyyden tutkiminen ilmiantaa suurimman osan yleisimpien
villihiivojen ldsndolosta, menetelma ei ole kovin luotettava. Taulukosta 5
ja 6 ndhdéddn yleisimpien villihiivojen ominaisuuksia ja vaikutuksia olu-
een. (Allen, F. 1994c¢)

Villihiivat jaetaan kahteen ryhmaéin: Saccharomyces-suvun (Taulukko 5)
ja ei-Saccharomyces-suvun (Taulukko 6) villihiivoihin. Mahdollisia villi-
hiivakontaminantteja on paljon, niiden havaitseminen on vaikeaa ja ne
ovat hyvin samankaltaisia kdytetyn panimohiivan kanssa (Saccharomyces-
suvun villihiivat), mink& vuoksi villihiivakontaminaatioon on aina suhtau-
duttava vakavasti, havaittiin se sitten prosessissa tai pakatussa tuotteessa.
Villihiivakontaminaatiot eivét aina anna selkeitd viitteitd pilaantumisesta,
eivitkd ne aina tuota vahvoja virhemakuja tai sameutta, ennen kuin kon-
taminoiva populaatio on kasvanut tarpeeksi suureksi. Pienikin villihiiva-
kontaminaatio voi aiheuttaa hiiriGtd prosessissa tai lopputuotteessa, minké
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vuoksi panimossa kiertdvid hiivasuspensiota on tarkkailtava myos mikro-
biologisesti, ja huomioitava hygieeniset toimintatavat ja aseptisen tydsken-
telyn ylldpitiminen. (Boulton, C. & Quain, D. 2006: 521)

Saccharomyces-suvun villihiivoja pidetddn haitallisempina kuin ei-
Saccharomyces-suvun villihiivoja. Visser ym. (1990) tutkimuksissa 75
hiivasuvusta vain 23 % lajeista pystyi kasvamaan anaerobisissa olosuh-
teissa. Vain Saccharomyces-suvun lajit pystyivit runsaaseen kasvuun ko.
olosuhteissa. Panimoprosessin ja lopputuotteen pakkauksen kontaminaa-
tioiden ja mikrobien kasvun kannalta fakultatiivisesti anaerobiset mikrobit,
kuten Saccharomyces-suvun hiivat, ovat tuotteen ja prosessin mikrobiolo-
gisen turvallisuuden kannalta huomattavasti merkittavimpid kuin yksin-
omaan aerobiset ei-Saccharomyces-suvun hiivat. Saccharomyces-suvun
villihiivat ovat esitetty taulukossa 2. (Boulton, C. & Quain, D. 2006, 521)

Saccharomyces-suvun villihiivojen pilaavista vaikutuksista voidaan luetel-
la kaksi ominaisuutta, jotka vaikuttavat prosessissa ja lopputuotteessa ylei-
simmin: hiivat, joilla on POF-geeni tai tuottavat diastaasia, ja hiivat, jotka
aktiivisesti tappavat alkuperdistd panimohiivaa (muita mikro-organismeja)
ja kilpailevat ravinteista. (Boulton, C. & Quain, D. 2006, 522)

Diastaasi-entsyymin tuottaminen mahdollistaa dekstriinien ja muiden po-
lysakkaridien fermentoinnin (superattenuaatio), joita viljelty panimobhiiva,
S. cerevisiae, ei pysty kdyttdméédn ravinnoksi. Tdlloin villihiivojen kasvu
on mahdollista jo varastoinnin aikana. POF-geeni, (eng. phenolic off-
flavour), tuottaa fenolihappodekarboksylaasia, joka nimensd mukaan pois-
taa hiiltd vierteessd olevista fenolihapoista, ja siten tuottaa virhemakuja.
(Boulton, C. & Quain, D. 2006, 522 - 523)

Alkuperidistd panimohiivaa tappavia kantoja ei ole panimoissa tavattu kuin
neljd, mutta niitd pidetddn suurempana uhkana kuin ei-Saccharomyces-
suvun villihiivoja. Tappajahiivan ldsnd ollessa hiivasuspension elédvyys
tippuu merkittévisti, joten kontaminoidun hiivasuspension havaitseminen
on kaytinndssd yksinkertaista. Tuotteena syntyy molemmissa tapauksissa
fenolisia, kasvimaisia ja ladkkeen makuisia (autolyysi) yhdisteitd, jotka pi-
laavat lopputuotteen maun. (Boulton, C. & Quain, D. 2006, 523)

Ei-Saccharomyces-suvun villihiivoja pidetdén pienempind mikrobiologi-
sena uhkana panimoprosessille ja lopputuotteelle, koska ko. villihiivoilla
on heikommat ominaisuudet aiheuttaa hdiriotd prosessille tai pilata loppu-
tuote:

— Ne eividt sopeudu ldheskdén yhtd hyvin panimoprosessissa ja loppu-
tuotteessa vallitseviin olosuhteisiin kuin Saccharomyces-suvun villi-
hiivat.

- Ne ovat joko obligatorisesti aerobeja, eivdtkd siis pysty fermentoi-
maan sokereita, tai hyvin heikosti fakultatiivisesti anaerobeja, ja pys-
tyvit fermentoimaan vain hyvin harvoja sokereita.

Kaikissa ndissé suhteissa Saccharomyces-suku on ylivertainen verrattuna
ei-Saccharomyces-suvun villihiivoihin. Ongelmaksi tulee kuitenkin ei-
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Saccharomyces-suvun villihiivojen monimuotoisuus. Ne ovat hyvin vai-
keita médrittda ja tunnistaa. (Boulton, C. & Quain, D. 2006: 523)

Osa ei-Saccharomyces-suvun villihiivoista ovat kotoperdisid panimossa.
Vaikka niitd esiintyy, ne harvoin pilaavat merkittévisti lopputuotetta edes
prosessihdirion seurauksena hapellisissa olosuhteissa. Niiden poistamises-
sa, aivan kuten muidenkin mikro-organismien, luotetaan pastorointiin tai
steriilisuodattamiseen teollisessa mittakaavassa. Vaikka ei-
Saccharomyces-suvun villihiivoja ei pidetd suurena uhkana lopputuotteel-
le, niitd pidetddn arvokkaana mittarina panimon hygienialle. FEi-
Saccharomyces-suvun villihiivat toimivat ns. indikaattoriorganismeina ja
ilmentdvit mahdollisten vaarallisempien mikro-organismien ldsndolon tai
tulevia mikrobiologisia ongelmia. (Boulton, C. & Quain, D. 2006: 523 -
525)

Yleisimpid ei-Saccharomyces-suvun villihiivoja ovat Candida ja Pichia-
suvun hiivat, ja sellaiset ko. villihiivat, joita toisinaan kéytetdén panimo-
prosessissa hyvinkin merkittdvéssd roolissa, kuten esim. Brettanomyces-
suvun hiivat. (Boulton, C. & Quain, D. 2006: 523 - 525)

Taulukko 5 Panimoista eristettyji Saccharomyces-suvun villihiivoja (Allen, F. 1994c;
Boulton, C. & Quain, D. 2006, 522)

Nimi Ominaisuuksia Virhevaikutukset/flavorit
Saccharomyces Resistantti pastoroinnille Muodostaa fenolisen maun
cerevisiae var. | >72 °C ja sameutta
diastaticus
Muodostaa tihedn sameu- | Heikentdi tuotteen sdily-
den jo pienind méérind vyyttd.
Absoluuttisia ja potentiaali-
Muodostaa sameutta ja sia pilaajaorganismeja.
vaimentaa makuprofiilia

Villihiivojen méérittdmiseen kidytetddn my0Os paljon selektiivisid kasva-
tusalustoja, jotka inhiboivat panimohiivan kasvua tai mahdollistavat vain
villi-hiivojen kasvun ravinteilla. Taulukossa 10 on esitetty yleisimpid pa-
nimokontaminanttien méérittamiseen kdytettavid kasvatusalustoja. (Allen,
F. 1994c¢) Villihiivan tunnistaminen tai tarkempi méérittely ei ole mahdol-
lista pienpanimo-olosuhteissa. Jos niin pitkélle on mentdvéd, kannattaa tun-
nistus teettdd ammattilaboratoriolla.
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Taulukko 6 Panimoista eristettyjé villihiivoja (Allen, F.

1994c; Boulton, C. & Quain, D.

2006: 524)
Nimi Ominaisuuksia Virhevaikutukset/ flavorit
Dekkera Happi kiihdyttdd fermentointia, fermentoi [ Hevosen hiki, aiheuttaa makuvir-
bruxellensis | glukoosia, harvoin maltoosia, muttei heité padasiassa pullossa sekundaa-
anomala | koskaan sakkaroosia; kédyttdd paljon nit- | rikdytetylla oluilla; spontaanikéy-
(ent. Brettanomyces) raattia; tuottaa etikkahappoa. misessd mengstyy Sacchai.’omyc.es
spp. paremmin, Absoluuttinen pi-
. laajaorg.
lambica N - . . .
Muodostaa koteloitioitd; happi kiith- | Pilaa ei-pastoroidun hanaoluen;
dyttda fermentointia; fermentoi kan- | Potentiaalinen pilaajaorg.
nasta riippuen glukoosia, sukroosia ja
maltoosia
Candida Aerobinen; fermentointi rajoittunut vain | Kontaminaatiot rajoittuvat paa-
tropicalis glukoosiin, lukuun ottamatta C. tropica- | kidymisen aerobiseen vaiheeseen/
boidinii | /is, joka pystyy kdyttamaan my6s mal- | ej_pastéroituun hanaoluekseen;
vini t09s1a. Lampo.res1stentt1 <75°C, biofil- | ysa Candida spp. voi fermentoi-
(ent. Kloeckera vini ja K. | M muodostaja da hyvin heikosti anaerobisissa
cerevisiae) olosuhteissa; Potentiaalinen pi-
laajaorg. Muodostaa sameutta
Zygosaccharomyces Eritoten osmofiilinen; fermentoi glu- Virvoitusjuomien, hedelmame-
baill:z: koos.la ja vaihtelevasti maltoosia ja suk- | hujen ja tuotteiden, joiden soke-
rouxit | roosia ripitoisuus on eritoten korkea,
pahamaineinen pilaaja-mikrobi;
Absoluuttinen pilaajaorg.
Cryptococcus Ei pysty fermentoimaan, mutta voi kulut- | Muodostaa sameutta; selviytyy
laurentii | taa eri sokereita paljon; osa kannoista hyvin, muttei vaikuta flavoriin;

tuottaa pigmenttid

Potentiaalinen pilaajaorg.

Wickerhamomyces anomalus
(ent. Pichia anomala ja
Hansenula anomala)

Pichia fermantans

Pichia membranifaciens

Aerobinen, lampdresistentti, biofilmin ja
itididen muodostaja; fermentoi yleensa
vain glukoosia

Muodostaa sameutta ja etikkahap-
poa, Kontaminaatiot rajoittuvat
padkdymisen aerobiseen vaihee-
seen/ ei-pastoroituun hanaoluek-
seen; P. membranifaciens tuottaa
hapankaalia muistuttavan virhe-
maun; Potentiaalinen pilaajaorg.

Rhodotorula Aerobinen; osa kannoista vérjdytyy pu- | Muodostaa sameutta; selviytyy
glutinis | naiseksi; ei pysty fermentoimaan, mutta | hyvin, muttei vaikuta flavoriin;

mucilaginosa | voi kuluttaa eri sokereita paljon Potentiaalinen pilaajaorg.
Torulasporas Fermentoi glukoosia ja vaihtelevasti | Hiiva-suspensiossa esiintyvi

delbrueckii

maltoosia ja sakkaroosia

kontaminantti; Pilaa ei-
pastoroidun hanaoluen; pystyy
vihdiseen kasvuun anaerobisissa
olosuhteissa

Vilillinen pilaajaorg.
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4.3

Bakteerit

Bakteereita on kaikkialla, myds kaikista siisteimmissékin panimoissa.
Bakteerien aiheuttamat vaikutukset alkavat nikyé nopeasti kontaminaation
jalkeen, mikd mahdollistaa bakteerien huomaamisen ennen kuin ne aiheut-
tavat sen suurempaa ongelmaa. Panimoiden laadunvarmistamisen ei pitéisi
olla reagoivaa, vaan ennaltachkdisevdi, mikd mahdollistaa toimenpiteiden
tekemisen hyvissd ajoin. Laboratoriovélineiden hankkiminen ei kuiten-
kaan tunnu pienpanimo-mittakaavassa mielekkailtd, vaikka se onkin pe-
rustuoteturvallisuuden kannalta itsestddn selvaa. (Allen, F. 1994b)

Toinen ko. asiaan vaikuttava ongelma on oikeiden asioiden tekeminen —
mitd menetelmid kdytetddn? Mitd niiden tekemiseen tarvitaan? Mitd mene-
telmit kertovat? On turha tehdd mikrobiologisia méédrityksié, jos ne teh-
déédn “vidirin” tai niiden pohjalta ei osata tehdd asianmukaisia toimenpitei-
td. Toiseksi, on hankala pohtia, kuinka tarkkoja méaritelmid on tehtiva.

Bakteerien méérittdmiseen on monia selektiivisiid kasvatusalustoja, joiden
pédasiallinen yhtenevéisyys on hiivojen kasvun inhibointi. Taulukoissa 7,
8 ja 9 on listattu yleisimpid kontaminaatiota aiheuttavia bakteereita. (Al-
len, F. 1994c)

Tutkittaessa péddkdymisen ja panoshiivan mikrobiologista puhtautta on
aloitettava varmistamalla panostettavan vierteen puhtaus. Vierteen keitos-
sa 90 min voimakas keittdminen steriloi vierteen. Vain muutamat itiditd
muodostavat Bacillus- ja Clostridium-suvun bakteerit kestdvit vierteen
keiton, mutta niiden kasvu inhiboituu padkaymisen alussa (Priest, F.G. &
Campbell, I. 2003, 382).

Ongelmat vierteen mikrobiologisen puhtauden suhteen alkavat vasta kei-
ton jélkeen, kun vierre jadhdytetddn selkeyttdmisen jilkeen. Suurin kriitti-
nen piste oluenvalmistusprosessissa on jiddhdytyspakka, jddhdytyspakan
ulostulo ja putkisto tai letkusto. Kokonaisuutena voidaan sanoa, etti vierre
on alttiimmillaan mikrobiologisille kontaminaatioille jidhdytyksen jélkeen
8 — 25 °C:een, riippuen kiytettdvastd panimohiivasta.

Vierteen mikrobiologisen puhtauden méérittdmiseen on yksinkertainen
analyysi — vierteen stabiilisuustesti. Stabiilisuustestilld mitataan ja&hdyte-
tyn vierteen mikrobiologista puhtautta. Mikéli stabiilisuusniytteessé esiin-
tyy merkkejd mikrobiologisesta kasvusta, ei vierteen valmistus laitteisto
ole puhdas.
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Taulukko 7 Panimoista eristettyjd bakteereita: Etikkahappobakteerit (Boulton, C. & Qu-
ain, D. 2006: 514 — 515; Back 1994)

Nimi

Ominaisuudet

Gram
+ |-

Morfologia

Virhevaikutukset

Etikkahappobakteerit

Aerobinen, mikroaerofiilinen,
herkké pienille humalapitoisuuksil-
le, acidofiili

X

basilli, cocci

Lopputuotteen pinnalla esiintyvaa kasvua
ja sameutta, happamuutta, viinietikan
tuoksu, muodostaa ohuita ketjumaisia
biofilmeji, pilaa lopputuotteen hapetta-

Acetobacter 0.6 — 0.8 pm x 1 — 4 um; katalaasi e
, positiivinen; hapettaa etanolia malla alkoholia etikkahapoksi. Yleinen
.ace ! ei-pastoroidun oluen pilaaja, mutta har-
pasteurianus vemmin pilaa keg- tai pullo-olutta.
3 Sameutta ja omenahapon tuoksua; siideri
Gluconobacter 06 - 08 ].J.l’l’l X 1 - 4 lJ,m, hlkunta'
kykyinen (flagelloja), katalaasi
positiivinen; hapettaa etanolia. Ketjuja muo-
oxydans | Aerobinen acidofiili dostava basilli
Taulukko 8 Panimosta eristettyjd bakteereita: Maitohappobakteerit (Boulton, C. & Quain,
D. 2006: 514 — 515;Back, W. 1994)
Maitohappobakteerit X
Lactobacillus
delbrueckii | Fakultatiivisesti aerobinen, termo- basilli Happamuus: maitohappo, etikkahappo,
brevis | flilinen, maitohappobakteeri; Kata- etanoli, hiilidioksidi; Potentiaalisia oluen
casei la.a.s1 -, homo- ja heterofermentatii- pilaajia; opt. Kasvu pH 4 - 5; muodostaa
fermentum vista sameutta, diasetyylia; Vaihteleva herk-
buchneri kyysaste iso-alfa-hapoille.
lindneri Happamuus, muodostaa ketjumaisia bio-
filmeja
Anaerobinen, kestdd suuria huma- basilli
lapitoisuuksia vierteessd ja alkoho-
lipitoisuuksia, maitohappobakteeri
Pediococcus Fakultatiivisesti aerobinen, termo- cocci Resistentti suurille iso-alfa-happo- ja eta-
.. fiilinen, maitohappobakteeri; Kata- o . . . .
damnosus (cerevisiae) laasi - homofer IE E ntatiivinen nolipitoisuuksille; virhevaikutuksena di-
inopinatis asetyyli tuotto, happamuus ja sameus
Bacillus Aerobinen, katalaasi +, termofiili- basilli Herkkid iso-alfa-hapolle; ei pilaa valmista
coagulans | "D muqdostaa hyvip kestévid tuotetta, 55 -70 C-asteessa muodostaa
iti6itd; vierteen pilaaja maitohappoa, vierteen pilaaja ja esiintyy
yleensd padkdymisen alussa
Kocuria (ent. Micro- Katalaasi +, yleensé obligatorisia Kestéd yleensd olosuhdevaihtelut ja selvi-
coccus) aerobeja lukuunottamatta M. kris- cocci a4 hyvin lopputuotteessa; harvoin aiheut-

kristinae

varians

tinae, joka on fakultatiivisesti anae-
robi

taa pilaantumista; virhemakuna hedelmal-
linen maku joka peittad katkeruutta, kor-
kea pH
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Taulukko 9 Panimosta eristettyjd bakteereita: Koliformit (Boulton, C. & Quain, D. 2006:

514 —515;Back, W. 1994)

Koliformit Fekaali lampdresistanttinen panimo- Sellerin ja fenolien tuoksuja; erilaisia
veden ja vierteen pilaaja; fakultatiivi- metabolian sivutuotteita kuten orgaani-
sesti anaerobi sia happoja, fenoleja, butaanidioli

Obesumbacterium

proteus | Katalaasi +, eritoten panimoissa 0.8 -1.2 um |Kasvaa padkdymisen alussa aerobi-
esiintyvd mahdollinen hiiva- X 1"51_h4 L |sessa vaiheessa ja laskee kdymisas-
kierron kontaminantti, etanoli- MH11<, J }S | tetta, tuottaa rikkimiisia virhemaku-
tolerantti < 6 %, selviytyy parhai- paksuja ba- ) e

et ) silleja ja, nostaa tuotteen pH:ta, pelkistda
ten padkdymisen olosuhteista, tuot- ) o nitriitiksi. ni o
tee nitrosoamiinia nitraattia nitriitiksi, nitrosamiinit
Citrobacter

freundii | Katalaasi+, mahdollinen vierteen l pmx 2 -6 | Tuottaa orgaanisia happoja, ei sel-
kontaminantti, kithdyttaa padkay- pm; suora | vid padkdymisesta.
misté basilli

Enterobacter cloacae | Selviytyy pddkaymisen olosuhteis- 0.6 x 2-3 Samoja piirteitd kuin O. proteus.
ta. pm basilli

Pantoe agglomerans

Klebsiella pneumoniae 0.3-1 x 0.6-6 | Muodostaa POF-yhdisteitd kuten

Kocuria terrigena pm; basilli jotkut villi-hiivat; seka rikki-

yhdistetid

Zymomonas Obligatorinen anaerobi; Katalaa- 1-1.4x2-6 | Hyvin spesifinen Ale-kdymisen opt.

mobilis | Sit fermentoi tehokkaasti glu- wm; basilli | 13mpétiloihin ja oluisiin jotka jalki-
koosia etanoliksi, ei fermentoi kiiytetdin glukoosilla, muodostaa
maltoosia, alkoholitolerantti, opt. virhemakuia esim. asetaldehvdi
kasvu 25 — 30 °C e esim. 4
Pectinatus
cerevisiiphilus | Obligatorinen anaerobi, hankala rikas- kaarevia Hyvin herkka pienillekin happipitoi-
tuttaa perinteisilla mikrobiologisilla basilleja; suuksille; virhemakuja ovat rikki-
menetelmilla 0.8-2-30 pm yhdisteet, asetaldehydi, propionihappo
ja muut heikot hapot, kasvaa parhaiten
pH4<x>6

Megasphaera Obligatorinen anaerobi, Katalaasi -, cocci; 1-1.2 | Hyvin herkka pienillekin happipitoi-
hankala méarittad pm lapimi- | syuksille; virhemakuja ovat rikki-

cerevisiae talta

yhdisteet, eteenkin vetysulfidi; voihap-
po ja muut lyhytketjuiset rasvahapot;
kasvu inhiboituu alle pH 4 ja 3.5 - 5-5
til-% alkoholia
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4.4 Mikrobien méérittdminen ja osoittaminen seka siind kéytettiavit elatusalustat

Mikrobien tunnistamiseen on monia eri menetelmid, kuten molekyylibio-
logiset (PCR), biokemialliset (fenotyypitys) tunnistusmenetelmét. Perin-
teisilld elatusalustoilla voidaan tehdd jo kohtuullisen kokonaisvaltaista
mikrobintunnistamista, mutta sen huono puoli on analyysien ajallinen kes-
to, vaadittavan tyon miéré ja tietotaito. Hyvéni puolena voidaan pitéd kus-
tannustehokkuutta.

Pienpanimo-olosuhteissa mikrobien tunnistamiseen paras menetelméd on
selektiivisten elatusalustojen kayttdminen.

4.4.1 Villihiivojen pintaviljely selektiiviselld YM-agarilla

Yeast and Mould agar on suunniteltu hiivojen ja homeiden eristdmiseen.
Happamuuden sdétd maitohapolla parantaa alustan selektiivisyyttd.. pH:n
sadtd on kuitenkin toisarvoinen hiiva-suspension maérittdmistd tehdessd;
mikali hiiva-suspensio on kontaminoitunut E. colin toimesta, tulisi hiiva-
liete viemirdidd ja kiinnittdd huomiota panimon hygieniaan ja aseptisiin
toimintatapoihin. Kuparisulfaatin (CuSO,) lisddminen kasvatusalustaan
inhiboi panimohiivan kasvua, jolloin alusta toimii selektiivisesti joillekin
Saccharomyces- ja péadasiassa ei-Saccharomyces-suvun villi-hiivoille. Ku-
parisulfaatti inhiboi panimohiivan kasvua jo 0,05 — 0,30 g/I pitoisuuksissa,
riippuen panimohiivan herkkyydestd kuparille. (Taylor, G. & Marsh, A.
1984. 134 — 145; Oxoid, Tuoteseloste CM0920)

Kupari on yksi tdrkeimmistd metalleista hiivan elinvoimaisuuden kannalta.
Se osallistuu moniin elektroninvaihtoreaktioihin molekyylien sekd atomi-
en vililld, ja toimii tdrkednd kofaktorina monelle entsyymille hiivan meta-
boliassa. Kuparin ominaisuus vaihtaa elektroneja ed. mainitulla tavalla on
my0s sen myrkyllisyyden perusta. Korkea kuparipitoisuus tai sen vaihtelu
aiheuttaa perusteellisia ongelmia hiivasolun metaboliassa, kasvussa ja ke-
hityksessd. Kuparin myrkyllisyyden takia hiivasoluille on kehittynyt mo-
nimutkainen metalli-homeostaasi, joka kontrolloi kuparipitoisuuden tasa-
painoa ympériston ja solun vélilld. (De Freitas, J. Wintz, H. Kim, J.H.
Poynton, H. Fox, T. & Vulpe, C. 2003. 185 — 197)

Panimohiivan herkkyytta kuparille, ja sitd koskevaa metalli-homeostaasia
sadtelee CUP1-geeni, joka l10ytyy ldhes kaikista villi- ja panimohiivoista.
Korkeiden kupari-pitoisuuksien vastustuskykyyn perustuva selektiivisyys
on suosituin tapa inhiboida panimohiivan kasvu, koska muutamaa poikke-
usta lukuun ottamatta kaikki panimohiivat ovat herkkia korkeille kuparipi-
toisuuksille toisin kuin villihiivat. (Priest, F.G. & Campbell, 1. 2003, 80)

Inkubointi tapahtuu yhdistettyd anaerobi-acrobi-menettelytapaa kayttéen.
Aloitetaan inkubointi 25 — 30 °C lampétilassa 2 — 3 vrk ajan anaerobisissa
olosuhteissa, jonka jilkeen alustat siirretdén 1 — 2 vrk aerobisiin olosuhtei-
siin kéyttden samaa ldmpotilaa. On tirkedd tarkkailla maljoja péivittdin,
jotta ne eivit kasva umpeen. Mikéli anaerobisissa olosuhteissa inkuboita-
essa esiintyy runsasta ja nopeaa kasvua, on alustat siirrettdvd aerobisiin
olosuhteisiin. Anaerobisissa olosuhteissa inkuboitaessa estetdin homeiden
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muodostuminen, lukuun ottamatta joitakin dimorfisia homeita, jotka saat-
tavat muodostaa hiivankaltaisia pesdkkeitd, esim. Mucor spp. Inkuboinnin
jalkeen pesdkkeiden muodon ja ulkoisten merkkien tai mikroskopoinnin
perusteella méadritelldén villi-hiivojen lasndolo. (De Jong J. & Put HM.C.
1980. 289 —292)

Villihiivojen ja homeiden méérittdmiseen selektiivinen YM-agari on help-
po ja yksinkertainen. Mikili pesékkeiden tarkempi tunnistaminen on
asianmukaista, kannattaa kdantyd ammattimaisen laboratorion puoleen.

Villihiivoja médrittdessd muita menetelmid kasvatusalustan selektiivisyy-
den luomiselle ovat ravinteiden muokkaaminen tai kemiallinen rasitus.

Villihiivat voivat kdyttdd ravinnokseen monimutkaisempia sokereita, esim.
maltotetraloosia. Tekemilld maltotetraloosista ainoan hiilihydraattildhteen
kasvualustalle, voidaan méérittdd Saccharomyces-suvun villi-hiivoja, ku-
ten esim. S. diastaticus. Mikéli kasvualustalle muodostuu pesdkkeitd, on
villi-hiivakontaminaatio ilmeinen. Toinen tapa Saccharomyces-suvun vil-
lihiivojen maédrittdmiseen on kristallivioletin lisddminen kasvualustaan.
Kristalliviolettia kdytetddan mm. Gram-vérjayksessd. Pigmentti on myrkyl-
linen mutageeni, joka ko. menetelméssd inhiboi panimohiivan kasvun ja
mahdollistaa villihiivojen ja panimohiivojen variaatioiden kasvun. Kasvu-
alustalle muodostuvat pesdkkeet madrittévit villihiivakontaminaation. (Al-
len, F. 1994c)

4.4.2 Bakteerien médrittiminen pintaviljelylla

Yleisimmin esiintyvid ja vaarallisimpia pilaajabakteereita panimossa ovat
Lactobacillus ja Pediococcus spp., joiden méiirittiminen selektiiviselld
alustalla on helppoa.

Universal Beer Agar (UBA) on panimoteollisuudessa paljon kéytetty kas-
vatusalusta, jota muokkaamalla voidaan tehd4 alustalle haluttu selektiivi-
syys. Bakteereita mairittiessd selektiivisyyttd voidaan muokata antibioo-
tilla. (Oxoid, Tuoteseloste CM0651)

Sykloheksimidi (actidione) on antibiootti, joka inhiboi eukaryoottien pro-
teiinisynteesid. Prokaryootit sen sijaan kestdvét antibiootin korkeatkin pi-
toisuudet. Sykloheksimidi on erittdin vaarallinen ihmiselle, ja sen kisitte-
lyssd on noudatettava kayttSturvallisuustiedotteen antamia tydturvalli-
suusmadrdyksid. Jo 0,2 ppm:n sykloheksimidipitoisuus inhiboi hiivojen ja
homeiden kasvun kokonaan ja mahdollistaa bakteeripesdkkeiden méérit-
tdmisen. Sykloheksimidi on kaupallinen tuote. (Allen, F. 1994c¢; Priest,
F.G. & Campbell, I. 2003, 379 — 380)
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Taulukko 10  Kasvualustoja panimonéytteiden hiivojen ja bakteerien midrittimiseen
(Allen, F. 1994c), 1) Taylor, G.T. and Marsh, A.S. (1984) J. Inst. Brew., 90:
134-145, 2) Kozulis J. A. and Page H. E. (1968) Proc. Am. Soc. Brew. Chem.

52-58

Kasvualusta Mairitettdvd mikrobi | Huom.

Lysiini (LYS) Villihiivat Lysiini on aminohappo. Hiiva tarvitsee
typenldhteen fermentoidessaan. Kun ly-
siini on ainoa saatavilla oleva typen ldh-

ei-Saccharomyces de, Saccharomyces spp. ei voi siiné kas-
vaa.

Schwartz (SDM) Villihiivat

Lin's Wild Yeast Villihiivat Saccharomyces spp. Alustaan lisdtddn

Medium (LWYM) krystalliviolettia.

Lin's Cupric Sulfate
Medium (LCSM)

Villi-hiivat

Maédrittdd my0s Saccharomyces spp.

Voidaan korvata Yeast Mould agarilla
johon lisdtddn kuparisulfaattia,

TTC overlay

Puutteellista soluhe-
gitystd tekevit mu-
taatiot (RDM)

HLP i . . . .
medium Lactobacillus spp. ja | Voidaan korvata UBA:lla johon on lisdtty
Pediococcus spp. heksimidii,
médrittdimiseen
MRS Broth Lactobacillus spp.
Vierre-agar Bakteerit ja hiivat Agar lisdravinteilla

Hsu's Rapid
Growth Medium
(HRM)

Bakteerit ja hiivat
Mikro-organismien
madrittdmiseen jadh-
dytetysti vierteesti

Universal Beer
Agar (UBA)

Brettanomyces

Lisaksi Lactobacilli-
us, Pediococcus,
Zymomonas

Universaali agar panimojen kayttoon,
jonka muokkaaminen eritutkimustarpei-
siin on helppoa.
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5 LAADUNVALVONTA

5.1

HACCP

Olut on suhteellisen turvallinen tuote verrattuna moneen elintarvikkee-
seen. Olut on pilaantunut niin pahasti, ettd se olisi kuluttajalle hengenvaa-
rallinen. Olut on varsin huono kasvualusta patogeenisille mikrobeille. Kir-
joittajan tiedossa ei ole oluen haittamikrobeista johtuvia ruokamyrkytysta-
pauksia. Silti panimoprosessi on altis monille tuoteturvallisuutta vaaranta-
ville laatuvirheille ja kontaminanteille. HACCP (Hazard Analysis Critical
Control Points) ja omavalvonta ovat lain nojalla pakollisia myos pien-
panimoille. Ne muodostavat tuotteen ja prosessin laadulle véhittdisvaati-
muksen. HACCP-jérjestelmén pohjalta on hyvi laajentaa ja vahvistaa pa-
nimon omaa laatujérjestelmaa.

Terveydelle vaaralliset ja tuotteen tasalaatuisuudelle epdsuotuisat laatuvir-
heet ja kontaminantit voivat olla perdisin mistd tahansa prosessin vaihees-
ta. Kriittisissd kontrollipisteessd (CCP-piste) vaara on niin ilmeinen, etti
kyseisessd vaiheessa voi aiheutua terveysvaara. Muita vaatimuksia kont-
rollipisteelle on, ettd vaara voidaan mittaamalla tai arvioimalla todeta. Sitd
voidaan hallita ja hallittavalle asialle voidaan maérittaa kriittiset rajat. Tal-
16in kriittisen rajan ylittyessd turvallisuus voidaan taata korjaavilla toi-
menpiteilld (Evira, Hygieniaosaamisen tietopaketti 2012. Kuva 15).
HACCP-jdrjestelméssd jokainen prosessivaihe analysoidaan potentiaalis-
ten prosessihdirididen ja -vaara mukaan, jotka ovat jaettu mikrobiologisiin,
pohjalta midritetddn kriittiset kontrollipisteet, joiden valvontamenetelmien
ja lainsddddnnon ja asetusten pohjalta médritelldén ns. kriittiset raja-arvot,
joiden sisélld mittatulosten on oltava.

[ Onko ehkaisevia toimenpiteita? | tMugfektraaa tydvaihetta, prosessia tai ‘

Onko taméan vaiheen valvonta
valttdmatonta turvallisuudelle?

Pystyyké tama vaihe
poistamaan tai vahentaméaan
vaaran todennakéisyytta
hyvaksyttavalle tasolle?

Voiko tasséa vaiheessa tapahtua
tunnistetun vaaran kontaminaatiota tai
lisaantymista yli hyvaksyttavan tason?

Poistaako  joku seuraava vaihe
tunnistetun vaaran vai pieneneeké
vaaran todennakéisyys hyvaksyttavalle
tasolle?

Kuva 15  Kriittisen kontrollipisteen 16ytdminen (STTV 1.3.2006 Dnro 109/43/2006:
Elintarvikevirasto)
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HACCP-jdrjestelma rakentuu seuraavasti 7 kohdan mukaan:

- Potentiaalisten vaarojen arviointi.

- Kiiittisten valvonta pisteiden valinta.

- Kiiittisten raja-arvojen maérittdminen. Tarvittaessa tuotekohtaisesti.

— Valitaan kriittisten valvontapisteiden ja raja-arvojen seuranta- ja ana-
lysointimenetelmat.

- Laaditaan tarvittavat toimenpiteet, kun poikkeama ilmenee

- Kokonaisvaltaisen dokumentoinnin suunnittelu.

- HACCP-jirjestelmin seuranta- ja analysointimenetelmien toiminnan
todentaminen.

(http://www.evira.fi/portal/fi/elintarvikkeet/hygieniaosaaminen/tietopakett
i/haccp/)

Liitteessd 1 on kuvattu esimerkki panimon kriittisten hallintapisteiden
madrittelystd. Esimerkissd on kriittisiksi hallintapisteiksi valittu kantavier-
revahvuus, alkoholipitoisuus ja uutejddmd, joiden keskindinen merkitys
oluen laadun ja lainsddddnnollisten asetusten kannalta on merkillepanta-
vaa. Oluen tuoteturvallisuuden, lainsddddnndn asettamien rajoitteiden ja
kokonaislaadun kannalta on tirkedd tuntea miten eri ominaisuuden ilme-
nevit oluessa - mitkd fysikaaliset ilmiot ja kemialliset tekijdt ilmentédvét
ominaisuuksia. Kun HACCP-jérjestelmén pohjalta laajennetaan panimon
laatujirjestelméé, on niin laadun kuin kriittisten kontrollipisteidenkin kan-
nalta tirkedd perustella niiden merkittivyys patevasti.

5.2 Laadunvalvonnan suunnittelu ja tuotteen laatu

Mitd kannattaa mitata ja mitd menetelmid kéyttda? Tietysti kriittiset kont-
rollipisteet ovat etusijalla, mutta laadunvalvonnan suunnittelussa muihin
tuotteen laatuominaisuuksiin kysymykseen vastaaminen on hankalampaa.
Ensimmadisend kannattaa rajata tuotteen ominaisuudet, joissa vaihtelu on
suurempaa ja vaikutus kokonaislaatuun merkittavampi. Esimerkiksi pien-
panimon kdyttdmit raaka-aineet eivdt vilttimattd vaadi laajoja laadun-
varmistusmenetelmid. Raaka-ainevaraston kiertonopeus takaa tuoreuden,
ja toimittajien tuottama tieto ja spesifikaatiot ovat yleenséd analytiikaltaan
tarkempia kuin pienpanimossa on tarpeellista pyrkié.

Laadunvalvonnan kannalta tarkasteltuna kannattaa keskittyd niithin omi-
naisuuksiin, jotka ovat tuotteen kokonaisuuden kannalta merkittivid ja
joilla ei vield ole ns. raja-arvoa. Usein kuvitellaan, ettd tuotekehitys on re-
septiikkaa. Oluen kannalta koko prosessin vaikutus on hyvin ilmeinen
lopputuloksen kannalta, ja prosessihdiridt voivat vaikuttaa jopa reseptiin.
Nyrkkisddntond voisi sanoa: miti et voi mitata, et voi kehittia.

Onneksi prosessi vaatii harvoin reseptimuutoksia. Suurempi hydty ominai-
suuksien mittaamisessa ja teorian soveltamisessa on prosessin ja tuotannon
suunnittelulle. Esimerkiksi niinkin yksinkertainen kuin oluen ldmpdtilan-
mittaus pakkaustankissa voi antaa tuotannolle paljon informaatiota tarvit-
tavista toimenpiteistd pakkaamossa. Tdstd syystd tuotannossa oleva tuote
on tunnettava hyvin. Esimerkiksi suodattamaton olut on ominaisuuksiltaan
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hyvin erilainen kuin suodatettu. Fysikaaliskemialliset ominaisuuksien
kannalta tarkasteltuna suodattamattomuus luo potentiaalisen sameusriskin,
koska sen proteiini- ja fenoliaineryhmét sekd vallitseva hiivapopulaatio
pysyvit pddkdymisen jilkeen ldhes muuttumattomina, minkd vuoksi
liuenneen hapen pitoisuudelle pakkausvalmiille oluelle on oltava tiukem-
mat raja-arvot.

Suodattamisen lisdksi olutta voidaan jalkikisitielld monin eri tavoin, esi-
merkiksi separoimalla, stabiloimalla kirkastusapuaineilla, kylmékisitte-
lyilld ja pastoroimalla (lampokasittely). Ndiden osaprosessien tarkoitukse-
na on stabiloida olut, eli manipuloida tuotetta sdilymédan muuttumattomana
pidempidin. Kuitenkin suodattamaton olut voi olla separoitua, jolla saavu-
tetaan ldahes suodatetun oluen kokonaismikrobiméérd. Separoinnilla voi ol-
la kuitenkin fysikaaliskemiallisiin ominaisuuksiin hyvinkin epésuotuisia
vaikutuksia, kuten vaahdonmuodostumisessa tarvittavien proteiinien ha-
vikki tai hajoaminen ja hiivan rasitus (autolyysi).

Toinen esimerkki on pastorointi. Vaikka pastdrointi stabiloi oluen tuhoa-
malla mikrobit ja entsyymit, ldmpokasittelylld voi olla oluen kannalta tu-
hoisia seurauksiakin. Suurin laaturiski on kuitenkin ldmpdkésittelyn no-
peuttamat kemialliset ja redox-reaktiot. Kaikki molekulaarinen happi ns.
’keittyy” olueen ja siten nopeuttaa pilaantumista. Toisaalta lampokaisittely
tuhoaa esimerkiksi proteinaasi A:n, mikd on vaahdon muodostumisen
kannalta hyvé asia.

Olut on itsessddn jo hyvin sdilyvd tuote, mutta sekin pilaantuu joskus.
Missd vaiheessa olut on pilalla? Nykyaikainen kuluttaja vaatii olueltaan
hyvin kummallisia asioita. Oluen pitdd sdilyd pitkddn, maistua aina samal-
ta, olla kirkasta ja kuplivaa. Kummallisten vaatimusten takia olutta rasite-
taan vélilld aivan tarpeettomasti. Pitddko olut suodattaa, jos se vastaa en-
nen suodatusta jo kuluttajan vaatimuksia? Oli syy mika tahansa, miksi pa-
nimot joutuvat rasittamaan oluttaan myyddkseen sen, kuluttaja haluaa olu-
ensa aina samanlaisena, mutta kuinka suuria makueroja kuluttaja havait-
see?

Jos tarkastellaan oluen laatua sdilyvyyden kannalta, voidaan sanoa, ettéd
olut on pilalla, kun sité ei endé tunnista samaksi tuotteeksi. Enté jos kulut-
taja tunnistaa sen parasta ennen péiviyksen jdlkeen? Onko olut silloin laa-
dukas, vai onko sen fysikaaliskemialliset ja aistinvaraiset ominaisuudet
niin heikot, ettd niiden muuttumista ei huomaa.

Koska késitys oluen laadusta vaihtelee, on hyvé tuntea ne tekijét, jotka il-
mentdvit niitd ominaisuuksia, mitkd kohderyhmi mieltdé laaduksi.
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6 KOKEELLINEN OSIO

Tyon toimeksiantaja, Malmgardin Panimo Oy, on suomalainen pien-
panimo, jonka tavoitteena on valmistaa korkealaatuisia suodattamattomia
oluita.

Kokeellinen osio suoritettiin Malmgérdin Panimolla ja Himeen Ammatti-
korkeakoulun laboratoriossa. Pddmédriand oli saada késitys panimon toi-
minnan ja tyotapojen laadusta.

—  Pullotuskoneen puhtaus

- Hapen mééri varastotankkien ilmankoostumuksessa
— Panimon mikrobiologinen ilmanlaatu

- Pintahygienia

6.1 Ilmanlaadun analysointimenetelmat

6.1.1 Panimon mikrobiologinen ilmanlaatu
Huoneilma on potentiaalinen kontaminanttien ldhde. Huoneilman mikro-
biologinen laatu ja sen muutokset tuotantopdivdn aika ovat suurimmat
hetkellisesti vaikuttavat tekijdt huoneilman mikrobiologisessa laadussa.
Toinen vaihtelua aiheuttava tekijd on prosessikaasuvirtojen ohjaaminen
tuotantotiloihin ja tuotantotilojen koneellinen ilmastointi. Suurimman kau-
sittaisen vaihtelun aiheuttaa vuodenaikojen vaihtelu.

Vuodenaikojen vaihtelu tuottaa teollisen mittakaavan panimoille vihem-
mén harmia, koska tuotantotilojen sisdédn tuleva ilma on suodatettua tai
tuotantotilat paineistettuja. Suurin osa mikrobiologisista kontaminanteista
tulee ns. maaseudulta, joko raaka-aineiden kuten ohran mukana tai kulkeu-
tuvat luonnollisilla tavoilla panimoon esim. tyontekijéiden mukana. Pien-
mittakaavassa tuotantotilojen paineistaminen tai sisdén tulevan ilman mik-
rosuodattaminen on hyvin harvinaista.

Anaerobiset bakteerit
Naytealue Syksy KA. |Vaihteluvili |Kevidt KA. |Vaihteluvili
Tuleva ilma 50({10 -280 50 10-410
Huone 560( 10 - 3900 240( 10 -1500
Ulosmeneva ilma 210{10-1100 90110 - 380

Hiivat

Syksy KA. |Vaihteluvdli [Kevdt KA. |Vaihteluvali
Tuleva ilma 20(10 - 150 30110 -230
Huone 110(10 - 780 90{10 - 1300
Ulosmeneva ilma 40(10-310 2010 -100

Taulukko 11~ Pakkaamon mikrobiologinen ilmanlaatu. (Henriksson & Haikara 1992)

Mittauksien referenssind kdytetddn VTT:n tutkimusta Haikara & Henrik-
son (1992) Detection of airborne microorganisms as a means of hygiene
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control in the brewery filling area, jonka tuloksiin verrataan panimon
omaa ilmanlaatua, taulukko 11. Vertailun perusteella pyritdén arvioimaan
mahdollisten kontaminanttien l&hdettd sekd arvioimaan mahdollisten il-
manlaatua parantavien toimenpiteiden tarpeellisuutta.

Malmgérdin Panimo sijaitsee keskelld luomupeltoja, raikkaan maalaisil-
man ldhteelld, eli keskelld tuulista laakson notkelmaa, jossa mikro-
organismeja kyyditsevd tuuli puhaltaa ne vanhan navetan seinédnraoista
panimoon. Talvisin panimojen ilmanlaatu on huomattavasti loppukesii
parempi. Loppukesén helteet kasvattavat mikrobien méédrdd panimojen
huoneilmassa noin kaksinkertaiseksi.

Tuotannon aikana huoneesta, lattialta ja muilta pinnoilta nousee ilmaan
mikrobeja, jotka nostavat huoneen mikrobimédardd. Mallaspdly on yksi
yleisimmistd mikrobiologisten kontaminanttien l&hteistd. Mallasp6ly on
hyvin potentiaalinen kontaminanttilihde. Sen joutuminen jadhdytettyyn
vierteeseen voi aiheuttaa hiivakierrossa kasvavan kontaminanttiriskin.

Panimon huoneilman mikrobiologista laatua arvioitiin alkukevédlld ennen
pdivdn tuotannon aloittamista, médskdyksen alussa, jolloin mallaspolyn
maédrd on suurimmillaan, pullotuksen aikana ja eri tuotantotiloista, sekd
keittolaitteiston pesun jalkeen.

Naytteet otettiin MAS100 Airsampler-laitteella (EMD Chemicals Inc.) 10
min ajan pumpulla 28,3 litraa minuutissa. Néytteet otettiin PCA (koko-
naismikrobi méard), UBA (Bakteerit, Oxoid Ltd.) ja YM-agareille (Hiivat
ja homeet, Oxoid Ltd.) ja inkuboitiin 28,2 °C 6 vrk ajan.

6.1.2 Varastotankkien kemiallinen ilmanlaatu

Ilman kemiallinen laatu on kriittinen varastotankeissa ja pakkauksessa.
Kokeellisessa osiossa keskityttiin varastotankkien kemiallisen hapen osa-
paineen madrittimiseen varastotankkeihin raaka-oluen siirron jdlkeen jaa-
véstd ilmasta. Samalla arvioitiin nykyisten toimintamallien soveltuvuutta
minimoimaan hapen osapaine tankeissa ennen paineistamista.

Varastotankkien kemiallinen ilmanlaatu ja hapen osapaineen mairé on hy-
vin tirked osa-alue oluen sdilyvyyden kannalta. Panimossa hapen mééran
minimoimiseksi kdytettdvid toiminta tapoja ovat

- Varastotankin paineistus hiilidioksidilla ennen tuotesiirtoa pesupallon
kautta.
—> Oletetaan, ettd kaasut kerrostuvat varastotankkiin molekyylipainon
mukaan, eli hiilidioksidi painuu alas, ja luo puskurin”. Télldin siirret-
tdvé tuote tyontdd hapen ulos.

— Varastotankin paineistus hiilidioksidilla pohjahanasta, jolloin virtaava
hiilidioksidi tyontdd hapen ulos pesupallon kautta.
- Manometrilld mitattuna tankin tilavuus ajetaan tdyteen hiilidioksi-
dia, jolloin hiilidioksidi ajaa ilman ulos.
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Oletusten mukaan varastotankkien kemiallinen ilmanlaatu vaihtelisi siir-
ron aikana kuvan 16 mukaisesti.
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Kuva 16  Oletus hapen ja hiilidioksidin osapaineiden (%) kehittymiselle varastotan-
keissa raaka-oluen siirron aikana. Malli.

Néytteet otettiin GA 2000 Plus (Geotech) kaasuanalysaattorilla koko siir-
ron ajan. Illman varastotankit paineistusta ennen siirtoa ja ilman paineistus-
ta, sekd paineistamisen onnistumista.

Mittausajo toteutettiin tuotesiirron aikana. Mittavili oli 1 min. Tankista
ulostuleva ilma johdettiin kaasuanalysaattorin ldpi. Kaasuanalysaattori
analysoi virtauksesta hiilidioksidipitoisuuden ja laskennallisen happipitoi-
suuden.

6.2 Pintahygienian arviointi ja ATP-luminometrin kéyttoonotto

Prosessilaitteiden hygieniaa ja CIP-pesujen tehoa pyrittiin arvioimaan
kayttonottamalla ATP-luminometri. ATP-luminometri mittaa lusiferaasin
kuluttaman adenosiinitrifosfaatin muodostamaa bioluminesenssia. Se ker-
too kuinka paljon eloperdistd materiaalia on ndytteessd. Nykyéddn ATP-
luminometrit ovat kannettavia, hyvin yksinkertaisia ja helppokiyttdisid
laitteita. Luminometrin heikko puoli on, ettd niiden muodostama tulos ei
ole vertailukelpoinen muiden laitevalmistajien kanssa. Tuloksen yksikkod
RLU, eli relative light units, on suhteellinen lusiferaasin muodostama va-
lon méaara.

Prosessin puhtautta arvioitiin ottamalla pyyhkdisyndyte fermentoreista, va-
rastotankeista, pullotuskoneesta ja prosessilaitteista esim. letkut, ennen pe-
suja, pesun jilkeen ja desinfioinnin jidlkeen. Pyyhkdisyndyte otettiin Ult-
raSnap-pikatestilli (Hygiena) 100 cm”® alueelta. Pikatestid ei tarvitse val-
mistella ennen pyyhkiisyndytteen ottoa. ATP-luminometrin kayttdonotos-
sa ensimmadisend médritetddn kylman prosessiveden RLU-arvo ja verra-
taan sitd pestyyn pintaan. Prosessiveden RLU-arvo médritettiin AquaSnap-
pikatestilld (Hygiena). Desinfioidun pinnan tulisi ndyttdd 0 RLU. Huuh-
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deltu tankki on ns. likainen. Tarkeintd on kuitenkin maarittda kriittiset ra-
jat, mikd on ns. GO/NO-GO-raja, eli mikd RLU-arvo vastaa puhdasta ja
likaista astiaa.

Hyva Vilttava Hylatty

Kfriittiset kohteet:

Pestyt sairaala-instrumentit,
Téayttosuuttimet, Leikkurit
Terat, Venttiilit
Hygieniakohteet:
Kisittelytasot ja -linjat, astiat
Leikkuulauta, Tyovélineet
Suurkeittio

Saniteetikohteet:
Pesunjélkeen

<10 10 - 20 > 20

<20 20-40 > 40

<40 40 - 60 > 60

Taulukko 12 Laitevalmistajan antamia esimerkkeji ATP-miérityksen kriittisistd ra-
joista, SystemSURE 2.

ATP-luminometrin kdyttoonotossa méadritettiin ensin puhtaustasot ja ver-
rattiin laitevalmistajan antamiin esimerkkeihin, jotka on esitetty taulukossa
12. Laitteeksi valikoitui kustannustehokkuutensa ja toistettavuuden perus-
teella SystemSURE 2, joka havaitsee 1 x 10" mol ATP.

ATP-luminometrin kdyttdonotossa kéytettiin referenssind myds Boulton &
Quain (2006) Bass Brewery Ltd. julkaisua ATP-luminometrin kaytostd
prosessihygienian ja pesutehon arviointimenetelmind. Kriittiset rajat Bass
Brewery Ltd. Biotrace-luminometrilld: 150 RLU hyvé, 150 — 299 RLU
hyvéksytty ja > 300 RLU hylatty. Biotrace-luminometri havaitsee 3,5 x
10™"° mol ATP.

6.3  Pullotuskoneen puhtaus

Pullotuskoneen puhtaus on hyvin kriittinen tekijé pakatun tuotteen sdily-
vyydessé. Pullotuskoneen puhtautta arvioitiin pullottamalla steriilid vetta.
Pullotettu vesi, 500 ml, suodatettiin ja suodatinkalvo viljeltiin PCA-
alustalla (Oxoid) 37 °C 3 vrk ajan. Pullotuksella yritettiin simuloida tuo-
teajoa ja vastata kysymyksiin pullotuskoneen puhtaudesta: Onko pullotus-
kone puhdas? Onko tdyttopillien vililld eroa puhtaudessa? Viaheneeko pul-
lotuskoneen kokonaismikrobimiéra pullotuksen aikana?

Pullotuskoneen eri osista otettiin ndytteitd (Taulukko 14), pulloista kerét-
tiin huuhtelundyte, ja pullotetusta steriilivedestd otettiin kontrollindyte ja
pulloista pillikohtaiset suodokset, yht. 16 kpl + rinnakkainen pintaviljely.
Rinnakkaisia tehtiin 2 kpl, joihin pintaviljeltiin 1 ml néytettd per pullo.
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7 TULOKSET JA TARKASTELU

7.1 Ilmanlaatu

7.1.1 Panimon mikrobiologinen ilmanlaatu

Mikrobiologisen ilmanlaadun arvioinnin tulokset on esitetty taulukossa 13.
Tulokset ovat ilmoitettu kuinka monta pesdkettd muodostavaa yksikkod on
yhdessid kuutiometrissa.

Kohde PCA pmy/m3 [UBA pmy/m3 |YM+LA pmy/m3
Panimo, 1. Alku 25 11

Panimo, 2. Alku 22 11

Maiskéyksen alku 177 >1400 (>1000 >1000 46 425
Kylméhuone 0 7

Panimon Pesujen jédlkeen 28 28

Pakkaamo 22 50

Pullotuksen aikana 424 340 318 92 4 18

Taulukko 13 Mikrobiologinen ilmanlaatu 20.4.2011, Malmgérdin Panimo.

Verrattuna VTT:n tutkimukseen Haikara & Henrikson (1992) Detection of
airborne microorganisms as a means of hygiene control in the brewery fil-
ling area (taulukko 11), panimon ilman mikrobiologinen laatu on hyvin
saman tyyppinen. Kuitenkin méskdyksen ja pullotuksen aikana tapahtuva
mikrobien kokonaismiédrdan kasvu on moninkertainen. Pullotuksen aikana
runsas paineilman kaytto, tyontekijit ja pakkausmateriaalien kayttd nostat-
taa lattialta ja pinnoilta paljon mikro-organismeja ja p6lyd yms. ilmaan.

Maiskdyksen alussa tapahtuva veden ja maltaan sekoittaminen tuottaa to-
dellisen mikrobiologisen riskin panimolla, koska mallassuppilo on avonai-
nen ja ldhimpédan fermentoriin on etdisyyttd n. 2 metrid. Panimolla kiyte-
tddn vapaasti hengittdvid kdymisastioita. Vaikka mallassuppilon ja fermen-
torin vilissd on sisddn tuleva ilmastointikanava, ilmastoinnin vaikutus het-
kelliseen mikrobien mééran kasvuun on riittdimatén. Mallaspolyn vaikutus
huoneilmaan voidaan havaita my0s fermentorien kannen péélld olevasta
polystd. Fermentorit kuumennetaan ennen kiyttod, miké pienentdd mikro-
biologista riskid. Myds tuotannon yhteydessa tehtéva vierteen stabiilisuus-
testi on ollut puhdas. Stabiilisuustestin perusteella voidaan panimon vier-
teen valmistus laitteistoa ja fermentoria pitéa steriilind.

Mallasp6lyn vaikutukset on kuitenkin minimoitava peittimalld mallassup-
pilo ja parannettava fermentorien ominaisuuksia esim. vaihtamalla mies-
luukkujen tiivisteiden synteettiseksi kumiksi tai silikoniksi. Luonnonkumi
on biofilmeille ja kontaminenteille hyvé tarttumisalusta, koska sen koos-
tumus on hyvin huokoinen. Muita mahdollisia tuotantotilojen ilmanlaatua
parantavia sovelluksia ovat tuloilman suodattaminen ja kesdaikaan tuloil-
man jadhdyttdminen.

59



Pienpanimon laadunvalvonta ja menetelmét

7.1.2 Varastotankkien kemiallinen ilmanlaatu

Mittauskertoja tehtiin 10 kpl. Varastotankin kemiallisen ilmanlaadunkes-
kiméérdinen vaihtelu tuotesiirron aikana on esitetty kuvassa 17.
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Kuva 17  Hapen ja hiilidioksidin todellinen osapaine (%) varastotankissa raaka-oluen
siirron aikana.

Tehtyjen mittauksien pohjalta voidaan todeta, etteivat alkuperdiset hypo-
teesit pidd paikkaansa. Hapen osapaine varastotankin kemiallisesta ilman-
laadusta oli todellisuudessa isompi. Kaasu on siis seos, eikd kerrostu. II-
manlaadun manipulointi  kemiallisesti on hankalaa pienpanimo-
olosuhteissa. Hapen minimointiin ei 16ydetty mittausten yhteydessa péte-
vii toimintamallia.

Kuinka paljon molekulaarista happea varastotankkiin ja4? Mallinnuksessa
kiytettiin n. 810 litran Grundy-tankkia, johon ajettiin 720 dm’ tuotetta.
Ilman méariksi arvioitiin n. 85 dm’, ilmanpaine n. 1 atm. Kylmihuoneen
lampétila on n. 10 °C. Jos 10 % varastotankin ilmasta on happea, koko-
naismassa on n. 11,5 g. Koska happi ei péddse tankista pois, se liukenee
olueen. Niissd olosuhteissa maksimissaan happea liukenee olueen n. 16
mg/dm’ (Kuva 3). Jos kaikki 11,5 g happea liukenee, hapen konsentraatio
on hieman alle 16 mg/dm’. Valmiin oluen happipitoisuuden tavoitearvo on
0,2 mg/dm’. Hapen pitoisuus on todella korkealla ja muodostaa potentiaa-
lisen laaturiskin.

Koska olut on suodattamatonta, olueen jadva hiivapopulaatio suojaa tuo-
tetta molekulaariselta hapelta kuluttamalla sitd. Happi antaa kuitenkin
muille mikrobeille my&s mahdollisuuden kasvulle esim. villi-hiivoille. On
hankala arvioida kuinka paljon happea todellisuudessa olueen liukenee.
Laskennallisesti olut olisi kuitenkin pilalla. Jotta liuenneen hapen todelli-
seen madrddn paistiisiin késiksi, on hankittava analyysilaitteisto, jolla
voidaan mitata liuenneen hapen méérd varastotankissa olevasta oluesta.
Onneksi pienpanimomittakaavaan soveltuvia mittatarkkuudeltaan riittdvia
ja helppokiyttdisid analyysilaitteistoja on olemassa.
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7.2 Pintahygienian arviointi ja ATP-luminometrin kéyttéonotto

Ensimmaéisend mairitettiin panimon kylmén veden RLU-arvo, jonkatulos
oli 10 RLU. Kylmin veden puhtaus olisi verrattavissa sairaala-
instrumenttien puhtauteen, mikd vaikuttaa epéloogiselta. Kriittisid arvoja
madrittdessd pesty varastotankki tai fermentori antoi RLU-arvoksi 0 — 40,
joka korreloi osittain laitevalmistajan antamiin arvoihin verrattavan koh-
teen kanssa. Lekustosta otetuista mittauksista RLU-arvot olivat reilusti yli
200.

Verrattuna Biotrace-luminometriin, SystemSURE 2:n kriittiset rajat ovat
huomattavasti matalammalla. Syyna tdhdn saattaa olla prosessien kokoerot
ja laitteiden véliset erot RLU-arvojen ilmoittamisessa. Pesupallojen teho ja
pesuihin kiytettavé laitteisto, tyontekijoiden méérd ja prosessin nopeus
eroavat toisistaan niin paljon, ettd tarkempi vertailu ei ole kannattavaa.
Bass Brewery Ltd. mittauksissa havaittiin kuitenkin pesutehojen parantu-
minen, eli RLU-arvojen laskeminen, tarkkailumittausten kuluessa. Tyon-
tekijoiden huolellisuuden kasvun vuoksi RLU-arvot pienenivit, ldhes 50
RLU:ta. (Boulton & Quain 2006)

ATP-mittausten ja rajojen médérittdminen loi kohtuullisen hyvdn kuvan
prosessilaitteiston hygieniasta. Suurin hyéty ATP-luminometrin kaytto6n-
otosta on paikallisten kohteiden puhtauden arviointi, kuten letkuston, tii-
visteiden ja pullotuskoneen hankalasti pestdvien kohteiden hygienian val-
vontaan. Luminometrin hydty syntyy ajan myd6td, kun paikallisten kohtei-
den pitkédaikaisessa seurannassa, jolloin raja-arvot tarkentuvat ja pesutehon
heikkeneminen voidaan havaita selkeimmin.

7.3 Pullotuskoneen puhtaus

Pullotuskoneen CIP-pesun tehokkuutta arvioitiin steriilin veden pullotta-
misella. 500 ml pullotettu vesiméérd suodatettiin ja viljeltiin PCA:lle. Vil-
jelyjen tuloksista ei 16ytynyt loogista suhdetta kokonaismikrobiméérin
muuttumiseen. Pullojen pesidkemadirét vaihtelivat 4 — 300 pmy vililld. Pul-
lotuskoneen kontrollindytteet on esitetty taulukossa 14. Suodatuksen sijas-
ta parempaan analyysitulokseen olisi saatettu pddstd analysoimalla pullo-
tettu vesi virtaussytometrilla.

Taulukko 14  Kokonaisbakteerien pesdkemadrit pullotuskoneen eri kohteista otetuista

néytteistd. Suodatus on tehty 500 ml pullotusnéytteesti. Toisessa sarakkeessa
on esitetty 1 ml vesindytteen (per pullo) pintaviljelystd saatu pesdkemaéra.
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Suodatus, pmy/  ||[Rinnakainen, KA.

Naytteenotto paikka  |500 ml plo pmy/ml pintaviljely
KEG 0 0
Pullotuskoneen letku >300 1
Tyhjien pullojen keruu

. 1 0
huuhteluniyte
Syottotankki, Surge 0 4
Snift, paineen tasaus

0 3

letkusto
Tayttopilli 1. (olutplo) 0 -300 5
Tayttopilli 2. (olutplo) 0-300 4
Tayttopilli 3. (olutplo) 0 -300 4
Tayttopilli 4. (olutplo) 0-300 10

Pullotuskoneen puhtauden arviointi kokonaismikrobimééaritykselld tuotti
silti kaytettdvdd tietoa. Ensimmadisend todettiin pullotuskoneen olevan
epdpuhdas pesusta ja desinfioinnista huolimatta. Toiseksi rajattiin pani-
mossa oleva kontaminanttilihde, letkusto. Vaikka letkut ovat elintarvike-
laatua, ne ovat huokoista materiaalia ja kerddvét ajan kanssa orgaanista
materiaalia ja mahdollistavat biofilmien muodostumisen. Letkustolle teh-
déédn aika-ajoin kuumennus, mutta ajan kuluessa letkuja ei saa riittdvan
puhtaaksi. Letkujen mikrobiologisen puhtauden varmistamiseen koko-
naismikrobimééritys on liian ty6lds panimo-olosuhteissa. Tdhdn tarkoituk-
seen ATP-mééritys on oletettavasti parempi.

Pullotuskoneen hygienian parantamiseksi pyritdédn madrittdimaén mitd mik-
robeja sielld on. Mikéli kontaminantti on panimohiiva, ei pakatun tuotteen
laaturiski ole pahin mahdollinen. Jos kontaminantti on bakteeri tai villihii-
va, pullotettu tuote voi pilaantua nopeastikin, koska arvioitu happipitoi-
suus tuotteessa on iso. Tilannetta parantaa se, ettei tuotetta ole suodatettu.
Tuotteen oma hiivapopulaatio, eli panimohiiva, suojaa olutta mikrobiolo-
gisilta kontaminanteilta ja kuluttaa molekulaarista happea.
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8 JOHTOPAATOKSET

Ensisijaisesti pienpanimon on pystyttiva takaamaan kestidvd kokonaislaa-
tu, joka erottaa tuotteen edukseen. Yleensd pienpanimoiden laatuarvoista
maku on ensimmaéinen prinsiippi, jonka toteuttamisessa kompromisseille
ei ole sijaa. Maku on kuitenkin vain yksi laatutekijé, joka voidaan pilata
niin monella eri tavalla. Tarkeintd on médritelld minka tekijoiden perus-
teella tuote koetaan ehdottomaksi laaduksi, ja milld toimenpiteilld laatu
saavutetaan.

Oluen laatutekijoihin vaikuttava kokonaisuus muodostuu pddosin kéy-
tetyistd raaka-aineista, kuten maltaasta, korvaavista uuteldhteisti, hu-
malasta, prosessivedestd ja panimohiivan metabolian tuotteista. Muita
laatuun vaikuttavia tekijoitd ovat kontaminaatiot tai prosessihdiriot,
joiden vaikutukset lopputuotteeseen ja prosessiin voivat olla kohta-
lokkaita.

Koska késitys oluen laadusta vaihtelee, on hyvé tuntea ne tekijét, jotka
ilmentdvat niitd ominaisuuksia, mitkd kohderyhmé mieltéa laaduksi.

Fysikaalis-kemiallisia laatutekijoité:

Alkoholin pitoisuus on oluen kriittisin suure. Se maérittdd kuluttajalle
oluen vahvuuden. Vierteen valmistuksessa uutesaanto maérittdd kan-
tavierrevahvuuden. Kantavierrevahvuus ilmaisee kuinka paljon vier-
teessd on maltaasta uutettuja sokereita. Kun hiivan kdymisaste on tie-
dossa, voidaan kantavierteen avulla maérittdd alkoholipitoisuus. Abso-
luuttinen kdymisaste voidaan méérittdd pienpanimomittakaavan sovel-
tuvammin mittaamalla oluen alkoholipitoisuus tislaamalla.

Viri on oluen suurin yksittdinen laatuun vaikuttava fysikaalinen omi-
naisuus. Se kertoo jo kohtalaisen paljon kuluttajalle oluen mausta ja
aromeista. EBC-vérianalyysi.

Hapettuminen on oluelle kohtalokasta. Se nopeuttaa oluen pilaantu-
mista hapettamalla aromaattisia yhdisteitd, sameutta muodostavia fe-
noleja ja lisddmaélld pilaajamikrobien riskid. Sameus, eli kolloidinen
tai ei-biologinen epdvakaus, on kirkkauden vastakohta. Sameus voi ol-
la joko biologista tai kolloidista. Liuenneen hapen méadrd, sameuden
muodostuminen pakkauksessa ja varastoinnissa sekd kokonaismikro-
bien maird ovat yhteydessa.

Hiilidioksidi on oluen kannalta tdrkein prosessikaasu. Se raikastaa
oluen makua, vaikuttaa eniten sen suutuntumaan ja mahdollistaa
vaahdon muodostumisen.

Oluen vaahto on luultavasti yksi eniten kuluttajaan vetoavista laatute-
kijoistd. Vaahto luo ensimmaéisen kosketuksen oluen aromeihin ja suu-
tuntumaan. Hiilidioksidin méérd ja oluen vaahtoaminen korreloivat
osittain keskenddn. Ndiden yksittdisten fysikaalis-kemiallisten ominai-
suuksien yhteisvaikutusten tarkastelu.

Oluen katkeruus on humalan alfa-happojen isomeerien luoma suutun-
tuma. Oluen katkeruus on oluen valmistajalle hyvin tirked, koska se
tasapainottaa maltaan luomaa makeutta ja tekee niin oluesta juota-
vamman. Humala luo myds yrttiméisid miellyttdvid aromeja ja flavo-
reita, jotka luovat oluesta houkuttelevamman.
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- pH:n merkitys oluen valmistamisessa on valtava. Se vaikuttaa moneen
eri osa-alueeseen ja sitd kautta antaa kuvan prosessinkulusta ja sen
vaiheista. Prosessihdirididen ennakoiminen.

Laadunvalvonnan aloittaminen:

- Ensimmdisend kannattaa rajata tuotteen ominaisuudet, joissa vaihtelu
on suurempaa ja vaikutus kokonaislaatuun merkittdvampi.

— Prosessin toimivuuden taso on pystyttdvd osoittamaan ja tarvittaessa
muuttamaan siten, ettd tuotanto pystyy vastaamaan laadullisesti val-
mistettavaa tuotetta.

Kun prosessiolosuhteiden, prosessin suorituskyvyn ja fysikaalis-
kemialliset laatutekijoiden valvonta on suunniteltu ja toteutettu hyvin,
tuotteen efektiivinen laatu ilmenee edukseen.

Kokeellisessa osiossa tutkittiin prosessin suorituskyvyn ja prosessiolosuh-
teiden tasoa.

Niilld osa-alueilla 10ydetyistd epdkohdista voitiin tehdd useita muutoksia
toimintatapoihin, jotka osaltaan parantavat prosessin suorituskykyi. Esi-
merkiksi pullotuskoneen ja letkustojen kuumentaminen ja hygienian val-
vominen luminometrilld vaikuttavat suoranaisesti varastoidun ja pakatun
oluen kokonaislaatuun.
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