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Tyon tavoitteena oli valmistaa mustaherukkapitoista, kuivattua maitohappobakteerituotetta
kaytettavaksi probioottisten elintarvikkeiden valmistuksessa. Lactobacillus plantarum -
bakteereita kasvatettiin mustaherukkapitoisessa kasvatusliuoksessa, jonka jalkeen solumassa
ja kiintoaine erotettiin vedestd ja vesiliukoisista aineista sentrifugoimalla. Vesiliukoinen osa
spray-kuivattiin ja kiintoaineosa kylmakuivattiin.

Spray-kuivatusta osasta maaritettiin kuivatun jauheen kosteuspitoisuus seka veden aktiivisuus.
Kuivausprosessia optimoitiin lisddmalla kuivattavaan liuokseen inuliinia, jolla kuivatun jauheen
kosteuspitoisuutta seka veden aktiivisuutta pyrittiin alentamaan.

Spray-kuivatun jauheen kosteuspitoisuuden sekd veden aktiivisuuden havaittin alenevan
inuliinin maaraa lisdtessa. Tuote muuttui myds tahmeasta ja kovasta massasta irtonaiseksi ja
pehmeadksi jauheeksi, kun inuliinia liséttiin riittavasti.

Solumassa sek& marjoista perdisin oleva kiintoaine kuivattiin kylmakuivurissa. Kuivatusta
jauheesta maaritettiin maitohappobakteerien elavyys ennen ja jalkeen kuivauksen seka veden
aktiivisuus kuivauksen jalkeen. Kylmakuivauksessa tutkittiin myds inuliinin lisddmisen vaikutusta
solujen elavyyteen.

Inuliinin lisdamisella kylmakuivattavaan solumassaan ei havaittu olevan merkittavaa vaikutusta
solujen elavyyteen valittomasti kuivauksen jalkeen. Inuliinin lisddminen vahensi kuitenkin veden
aktiivisuutta kuivatussa solumassassa, joten silla saattaa olla myonteinen vaikutus
maitohappobakteerien pitkaaikaiselle sailymiselle.
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FERMENTING AND DRYING OF PROBIOTIC
PRODUCT CONTAINING BLACKCURRANT

The objective of this study was to develop a dried product containing blackcurrant and
Lactobacillus plantarum to be used in the manufacturing of probiotic foods. The lactic acid
bacteria were fermented in a medium containing blackcurrant powder, after which the medium
was centrifuged. The water-soluble part was spray dried, and the centrifuged cells and insoluble
parts of the berries were freeze dried.

Water content and water activity were determined from the spray dried powder. The spray
drying process was optimized by adding inulin to the solution, aiming to lower both the water
content and water activity in the powder.

The water content and the water activity were found to decline when inulin was added.
Furthermore, the dried powder became softer and less adhesive when sufficient inulin was
added, making it easier to use in downstream processing.

The centrifuged cells and insoluble blackcurrant solids were freeze dried, and bacterial viability
and water activity were determined before and after drying. Water activity was also determined
from the dried powder. The effect of inulin on the viability of the bacteria after drying was also
studied.

The inulin addition was not found to have a significant effect on the viability of the cells in the

short term. However, it did lower the water activity in the dried powder, so it might have a more
discernible effect on the long-term viability, which was not included in this study.
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1 JOHDANTO

Opinnaytetyon tavoitteena oli kasvattaa Lactobacillus plantarum -bakteereja
mustaherukkaa sisaltdvassa kasvatusliuoksessa, seka optimoida kasvatustuot-
teiden kuivausprosessia. Kuivaus suoritettiin kahdessa osassa siten, etta kas-
vatuksen jalkeen kasvatussuspensiosta eroteltiin sentrifugin avulla kiintea seka
vesiliukoinen osa, jotka kuivattin erikseen kylmakuivaimella seka spray-
kuivaimella. Kuivauksen jalkeen jauheet yhdistettiin lopulliseksi tuotteeksi.
Tyo6ssa tutkittiin, miten marjajauheen kayttdé kasvatuksessa vaikuttaa saatavaan
bakteerimaaraan, seka miten eri parametrit kuivausvaiheissa vaikuttavat lopulli-
sen tuotteen elavyyteen ja sailyvyyteen. Liséksi tutkittiin inuliinin soveltuvuutta
ja tarpeellisuutta kuivauksissa suoja-aineena parantamassa tuotteen lopullista
elavyytta. Pitkaaikaisen sailyvyyden todentaminen ei kuulunut tAman opinnayte-

tyon piiriin.

Kehiteltava tuote oli suunnattu luontaistuote- ja ravintolisamarkkinoille probioot-
tiseksi tuotteeksi. Tama opinnaytetyd on osa suurempaa tuotekehitysprojektia,
jossa kasvatusresepti sekd menetelmat on kehitetty aiemmin, ja jonka seuraava

askel on suuren mittakaavan pilottiajo ja lopulta taysimittainen tuotanto.

Tyon toimeksiantajana toimi Galilaeus Oy, joka on bioaloilla toimiva eurooppa-
lainen sopimusvalmistaja. Yritys tarjoaa asiakkailleen muun muassa erilaisia

tuotekehitys- ja tuotantoratkaisuja.
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2 PROBIOOTIT JA PREBIOOTIT

WHO:n (World Health Organization, Maailman terveysjarjestd) raportin mukaan
probiooteilla tarkoitetaan elavid mikrobeja, jotka riittdvissa maarin nautittuna
edesauttavat ihmisen terveytta (1). Eniten kaytettyihin probioottisiin bakteereihin
kuuluvat Lactobacillus- seka Bifidobacterium-sukujen bakteerit. Probioottisten
ravintolisien seka elintarvikkeiden kehityksessa on otettava huomioon, etta mik-
robien on selviydyttdva elinkykyisend ruoansulatuskanavan poikki pak-
susuoleen asti, jotta niilla olisi haluttu vaikutus. Lactobacillus plantarum soveltuu
tarkoitukseen hyvin, koska se kestda luonnostaan mahalaukun happamia oloja
hyvin (2).

Mustaherukka, Ribes nigrum, on Euroopassa yleinen pensasmaria, jolla on mo-
nia terveydelle edullisia ominaisuuksia. Marjassa on mygs runsaasti hiilihydraat-

teja, joita L. plantarum kykenee kayttamaan ravintonaan.

Tydssa tutkitaan myos inuliinin vaikutusta valmistettavan tuotteen sailyvyyden
parantamiseen. Inuliini on myds prebiootti, eli ihmisen ruuansulatus ei pysty
sulattamaan sitd, mutta suoliston terveytta edistavat bakteerit pystyvat kaytta-

maan sita hyvaksi (3).

2.1 Lactobacillus plantarum

L. plantarum on fakultatiivisesti heterofermentatiivinen, eli se fermentoi hek-
sooseja (kuusihiiliatomisia sokereita) kuten glukoosia maitohapoksi. Liséksi se
kykenee fermentoimaan pentooseja (viisihiiliatomisia sokereita) tai glukonaatte-
ja. L. plantarum on myo6s aerotolerantti, koska se kykenee pelkistamaan happi-
radikaaleja vetyperoksidiksi ja siitd edelleen molekylaariseksi hapeksi ja vedek-
si. Tahan L. plantarum tarvitsee mangaania, joten sita taytyy olla runsaasti saa-
tavilla bakteerin kasvuvaiheen aikana. Hapensietokyky ja monipuoliset ravin-
nonlahteet yhdistettyna happojen kestavyyteen tekevat L. plantarumista help-

pokayttdisen ja monipuolisen probiootin. (2)
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Tybssa kaytetty bakteerikanta Lactobacillus plantarum 299v on eristetty ihmisen
suoliston limakalvolta. Kannalla on havaittu olevan kyky tarttua ihmisen suolis-
ton limakalvoilla olevaan mannoosiin, mihin kannan probioottinen vaikutus pe-

rustuu. (2)

2.2 Mustaherukka Ribes nigrum

Mustaherukka on pensaassa kasvava, Suomessa ja Euroopassa luonnossakin
kasvava marja. Se kasvaa pensaissa, jotka voivat kasvaa 1 — 1,5 metrin korkui-
seksi. Mustaherukan terveysvaikutteisista ainesosista merkittavimpia ovat run-
sas C- ja A-vitamiinipitoisuus, seka runsas kivennaisainepitoisuus (mm. kalium,
kalsium, fosfori, rauta). Mustaherukka on myds tehokas antioksidantti. Korkean
antosyaanipitoisuus taas ehkaisee tulehduksia ja hillitsee kolibakteerien kasvua.
Marjoissa on my6s huomattavan korkea pektiinipitoisuus, mika taytyy ottaa

huomioon marjojen kasittelyssa pektinaasin kayton muodossa. (4)

2.3 Inuliini

Inuliini on luonnossa esiintyva polysakkaridiryhma, jonka molekyylit ovat eripi-
tuisia polysakkarideja, jotka koostuvat paaosin toisiinsa yhdistyneista fruk-
tooseista. Naita polysakkarideja kutsutaan yleisesti fruktaaneiksi. Polysakkaridi-
ketjujen pituus vaihtelee yleensa kahden ja 60 sokerin ketjujen valilla mutta ne
voivat olla pidempiékin. Inuliiniksi luetaan fruktaanit, joiden sakkaridiketjut eivat

ole haarautuneita. Inuliinia eristetdan yleisesti mm. sikurijuuresta. (3)

Inuliinin liukoisuus veteen vaihtelee sakkaridiketjujen pituuden mukaan. Elintar-
vikkeissa ja luontaistuotteissa kaytetaan yleensa suhteellisen lyhytketjuista inu-
linia, koska se liukenee veteen paremmin ja on siten helpommin tyostettava (5).
Inuliinia on myo6s saatavilla luomutuotteiden valmistusta varten, joten sitd paa-

tettiin kayttaa tassa tyossa.
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3 KASVATUS BIOREAKTORISSA

Tybohje kasvatusta varten saatiin toimeksiantajalta. Elatusliemen reagenssien
valinnassa on huomioitu se, etta mahdollisimman suuri osa niista on luomutuot-
teita. Tasta syysta mm. tavallisten puskurien sijaan kaytetdan luonnonmukaisia
vastineita. Kaytetyt reagenssit ovat lueteltuna liitteessa 1. Tyossa kaytettiin bak-
teerien kasvatukseen B. Braun Internationalin valmistamaa Biostat C15-
reaktoria. Reaktorin suurin tilavuus on 15 litraa, ja tydssa tehtyjen kasvatuserien

suuruus oli n. 10 litraa. Reaktorin kaaviokuva on esitetty kuvassa 1.

Ylhaalta:
220 mm

Elatusliemen sydtto

—E Ohjausyksikko

o ¢

Lampovaippa

600 mm
NaOH

"
l Tyhjennys

Kuva 1. Reaktorin kaaviokuva.
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Ajon aikana lampatila pidettiin vakiona (37 °C) ja kasvatusnesteen pH 5,8. Kos-
ka elatusliemi on marjojen takia luonnostaan melko hapanta ja koska L. planta-
rum tuottaa kasvaessaan maitohappoa, kaytettiin pH:n saatdmisessa 5 M vah-
vuista natriumhydroksidiliuosta. Koska liuoksen pH alenee luonnostaan kasva-
misen edetessa, ei happoa tarvinnut erikseen lisata pH:n saatamiseksi. limas-
tusta ei kaytetty kasvatuksen aikana, koska L. plantarum ei tarvitse happea

kasvamiseen.

Kontaminaatioiden valttamiseksi reaktori ja elatusliemi steriloidaan 15 minuuttia
lampdotilassa 121 °C. Sterilointi tehddaan kahdessa osassa. Ensimmaisessa vai-
heessa steriloidaan reaktori sekd elatusliemi lukuun ottamatta hiivauutteita ja
hiivapeptonia. Toisessa osassa steriloidaan muista aineista erillaan hiivauutteet
seka hiivapeptoni. Nain toimiessa valtetaan Maillardin reaktioiden aiheuttama
ei-toivottu tummuminen. Maillardin reaktioksi kutsutaan reaktiosarjaa, jossa hii-
vauutteen proteiinit ja vapaat aminohapot reagoivat mustaherukkajauheen so-
kereiden kanssa (6). Ne muodostavat yhdisteitd, jotka vaikuttavat tuotteen ulko-
nakéon ja makuun. Marjaliuos ja hiivauuteliuos yhdistetaan steriloinnin jalkeen
aseptisesti reaktorissa, minka jalkeen valmiiseen elatusliemeen lisatadn maito-

happobakteereita etukateen kasvatetulla siirrosteviljelmalla.

Koska reaktorin lammitys tapahtuu reaktorin kyljessa olevan lampdvaipan avulla
ja reaktoriin lisdtd&n natriumhydroksidia ajon aikana, taytyy reaktoria sekoittaa.
Sekoitus varmistaa my@s, etta solut ja muut liukenemattomat liemen osat eivat
sakkaudu pohjaan, vaan liemi pysyy heterogeenisenéd koko ajon ajan. Sekoitus-

nopeudeksi valittin 200 RPM (revolutions per minute, kierrosta minuutissa).

Bakteerisolujen kasvu voidaan jakaa neljaan eri vaiheeseen (kuva 2). Valitto-
masti bakteerien siirrostamisen jalkeen alkaa lag-vaihe, jonka aikana bakteerit
sopeutuvat uuteen ymparistoonsd. Seuraavaksi alkaa eksponentiaalisen kas-
vun vaihe, jolloin bakteerien maara kasvaa nopeasti. Vaihe jatkuu niin kauan
kuin kasvuolosuhteet ovat bakteerille suotuisat. Kun ymparistéssa tapahtuu
muutoksia, kuten jonkin ravinteen loppuminen, kasvu lakkaa kaytannéssa ko-

konaan, ja stationaarivaihe alkaa, jolloin bakteerien maara pysyy kaytannossa
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muuttumattomana. Lopuksi bakteerit alkavat kuolla ja niiden mé&ara alkaa vahe-

nemaan. (7)
Flesponentiaalinen lasvu <uolema
otationdanvaihe
baltteereita
Log,

Kuva 2. Bakteerien yleinen kasvukayra (8).

Koska elavien bakteerien maara pyritddn saamaan mahdollisimman suureksi,
pyritaan kasvatus lopettamaan stationdarivaiheen alettua. Eksponentiaalisen
kasvuvaiheen odotettiin kestavan n. 10-11 tuntia, joten kasvatusajaksi valittiin
12 tuntia. Kasvuvaiheen loppuminen voitiin todeta maitohapon tuotannon ja sen

mydta natriumhydroksidin kulutuksen pyséhtymisesta.
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4 KYLMAKUIVAUS

Kylmakuivaus on menetelma tuotteen stabiiliuden sekda myynti- ja kayttdian
kasvattamiseen. Kylmékuivauksessa tuotteen vesipitoisuutta lasketaan ilman,
ettd tuotetta joudutaan kuumentamaan, joten menetelm& mahdollistaa myds
esimerkiksi mikrobien elinkelpoisuuden sailyttdmisen varastoinnin aikana. Kyl-
makuivattua tuotetta on myos helpompi sailyttdd kuin esimerkiksi vastaavaa
pakastettua tuotetta, koska kylmakuivattu tuote ei vaadi sailytykselta yhta vaati-
via olosuhteita, vaan sitd voidaan sailyttda esimerkiksi jaakaapissa. Kylma-
kuivuri koostuu yleisesti kuivauskammiosta, tyhjiopumpusta ja kondensaattoris-
ta. (9)

Kylmakuivaustekniikka kehitettiin ensimmaisen kerran vuonna 1890 Altmanin
(10) toimesta, ja paapiirteiltddn nykyisen kaltaisia laitteistoja on kehitetty vuo-
desta 1909 lahtien, L. F. Shackellin (11) kehittdessa varhaisimpana pidetyn
menetelman, joka kayttaa kuivauskammiota, erillistd kondensaatiokammiota ja

mekaanista tyhjiopumppua.

Kuivaustekniikka perustuu sublimaatioon. Kuvassa 3 havainnollistetaan veden
kayttaytymista eri paineissa ja lampdtiloissa. Normaalissa, noin 1 barin pai-
neessa, vesi jaatyy nesteestd kiintedksi, kun sen lampdtilaa lasketaan alle
0 °C:n (kuvassa faasiraja Ill). Kun painetta alennetaan tarpeeksi, ylitetdan faasi-
raja ll, jolloin tapahtuu veden sublimaatio kiintedsta kaasuksi. Talléin tuote ei
missdén vaiheessa paase sulamaan, mutta se menettaa silti vetta, mika laskee

mikrobien aktiivisuutta.
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p pressure in bar
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102 liquid
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0 100 200 300 400

t temperature in °C —»

Kuva 3. Faasidiagrammi (12).

Kylmékuivaus jakaantuu kolmeen paavaiheeseen, jotka ovat jaadytys, primaari-
nen eli paakuivaus, ja sekundaarinen eli jalkikuivaus. Jaadytyksessa tuote jaa-
dytetaan joko kylmakuivurissa itsessaan tai erillisessa pakastimessa. Paakuiva-
uksessa kuivauskammion painetta lasketaan, jonka jalkeen tuotteen lampdtilaa
asteittain nostetaan, jotta sublimaatio saadaan tapahtumaan. TAma vaihe jatkuu
tuotteen laadusta riippuen niin kauan, etta solujen ulkopuolinen vapaa vesi on
sublimoitunut pois. Jalkikuivauksessa painetta alennetaan ja lampdétilaa noste-
taan edelleen niin, ettd soluissa sitoutuneena oleva vesi kulkeutuu solun pin-

taan, josta se sublimoituu pois hidastaen solun metaboliaa (9).
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4.1 Kuivurin rakenne

Kuivurin rakenteen padosat ovat kuivauskammio, kondensaatiokammio seka

m- limastus
O limanotto

tyhjiopumppu.

CLCECECECE O

w Tyhjennys

V-

@ Vakuumi-
pumppu

Lammitys Jaahdytys

Kuva 4. Kylmakuivurin rakennekaavio (13).

Kuivauskammiossa tuotehyllyjen sisélla kulkee lammonsiirtoainetta, jolla tuotet-
ta tarpeen mukaan pystytddn joko lammittamaan tai jadhdyttamaan. Lampoa
taytyy siirtaa laitteessa johtumalla, koska kuivauksen aikana lampétilaa on vai-
keaa saataa konvektion avulla johtuen pienesta ilmanpaineesta. Taméan takia
tuote taytyy kuivata astioissa, joiden pohja on mahdollisimman tasainen, jotta
lAmmonsiirto tapahtuisi mahdollisimman suuren pinta-alan lapi. Tyossa kaytet-

tiin kuivausalustoina alumiinivuokia, joiden pohjan mitat olivat 8 cm * 10,5 cm.
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4.2 Kuivauksen vaiheet

Ensimmaiseksi kuivattava tuote on jaadytettava. Jaadytyksen tavoitteena kyl-
makuivauksessa on erottaa vedessa oleva kiintoaine, kuten solut, vesifaasista
seka rajoittaa biologisten ja kemiallisten reaktioiden etenemista ja rajoittaa nes-
teiden ja nestevalitteisten aineiden liikkumista ja vuorovaikutusta. Jaa luo myos
oivan tukirakenteen kuivattavalle tuotteelle, koska se ei juuri estd haihtuvien

vesihdyryjen poistumista tuotteesta. (9)

Paakuivauksen tavoitteena on poistaa suurin osa liuottimena toimivasta vedesta
tuotteesta ilman, ettd tuote padsee sulamaan kuivauksen aikana. Paakuivauk-
sen alkaessa jaadytetyn ja jaahdytetyn tuotteen sisaltavassa kuivauskammios-
sa painetta lasketaan siten, ettd faasidiagrammissa (kuva 3.) saavutetaan faasi-
raja Il. Kun tassa vaiheessa systeemiin tuodaan hieman lampoa lammityshylly-
jen valityksella, alkaa sublimoituminen, jossa kiintea vesi hoyrystyy sulamatta
nesteeksi valissa. Sublimoitunut vesihéyry poistuu vakuumipumpun avulla kon-

densaatiokammioon, jossa vesihdyry kondensoituu vedeksi.

Tarkeimmat parametrit paakuivauksen aikana ovat kuivauskammion paine, hyl-
lyn lampdtila seka tuotteen lampdtila. Hyllyd lammittamalla tuotteeseen siirre-
taan energiaa, joka kuluu veden haihtumiseen. Pitamalla paine riittavan alhai-
sena estetaan tuotteen sulaminen, kun siihen johdetaan lampo6a. jos painetta tai
lampdtilaa nostetaan liikkaa, tuote saattaa sulaa tai sen huokoinen rakenne saat-

taa romahtaa, jolloin taydellinen kuivuminen hidastuu.

Paakuivauksen paattymisen ja jalkikuivauksen alkamisen vélinen raja ei aina
ole selked, koska solujen sisainen vesi alkaa haihtumaan samaan aikaan, kun
niitad ympardoivat jadkristallit ovat sublimoituneet pois. Kaytanndssa paakuivaus-
vaiheen paattyminen voidaan todeta esimerkiksi siitd, etta tuotteen lampdtila

seuraa hyllyn lampdtilan muutoksia vain pienellé viiveella.

Jalkikuivauksessa tavoitteena on poistaa jaljella olevasta kosteudesta niin suuri
osa, etteivat biologiset tai kemialliset reaktiot enda etene. Téassd vaiheessa

saavutetaan myos kylmé&kuivauksen sailyvyytta lisddva vaikutus, minka takia
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jalkikuivauksen huolellinen suorittaminen on tarke&a. Jalkikuivauksessa hyllyn
ja tuotteen lampdtilaa nostetaan samalla, kun paine pidetdan edelleen alhaise-
na tai sitd lasketaan entisestaan. Tassa vaiheessa kuivausta tuotteessa on jal-
jella enaa siihen absorptoituneet pakokaasut paakuivauksesta, pinnoille keraan-

tynyt vesikaasu seka soluihin sitoutunut vesi.

Inuliini vaikuttaa kylmékuivauksessa soluja suojaavasti. Se sitoo itseensa vetta
solujen ulkopuolella ja nostaa ympéariston osmoottista painetta, jolloin vapaan
veden mé&ard myos solujen sisélla vahenee, mikd ehkaisee suurien jadkristallien

muodostumista solujen sisélle jaddyttamisen aikana. (13)
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5 SPRAY-KUIVAUS

Spray-kuivauksessa kuivattava tuote sumutetaan pieniksi pisaroiksi, jotka kuiva-
taan kuumassa ilmavirrassa nopeasti siten, etta pisaroista jaljelle jaavat kiinto-
ainehiukkaset muodostavat kuivan jauheen, jonka sailyvyys on parempi kuin
veteen suspensoidulla tuotteella. Yleisia spray-kuivauksella valmistettavia tuot-
teita ovat mm. maitojauhe ja pikakahvi. Koska kuivaus perustuu lammitykseen,
se on mikrobeille hieman rasittavampi kuin kylmakuivaus. Lampétilat eivat kui-
tenkaan ole niin suuria, ettd ne aiheuttaisivat proteiinien denaturoitumista tai
ruskettumisrektioita (14). Menetelma on myods huomattavasti nopeampi ja edul-
lisempi kuin kylmé&kuivaus, eikd supernatantissa oletettu olevan suuria maaria
bakteereja sentrifugoinnin jalkeen, joten sita kannatti hydodyntdd tyossa neste-

liukoisten ainesosien kuivaamisessa.

5.1 Rakenne

Tyon spray-kuivaus tehtiin Niro Mobile Minor -kuivurilla, joka on suunniteltu la-
boratorio- ja pilottimittakaavan kuivauksiin. Kuivain toimii myoétavirtausperiaat-
teella, eli tuote ja kuivauskammioon syoétetty paineilma syodtetddn samansuun-
taisesti kammioon ylhaalta pain. Spray-kuivain koostuu sumuttimesta, kuivaus-

kammiosta ja syklonista. Kuivaimen rakennekaavio on esitetty kuvassa 5.
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Kuva 5. Spray-kuivaimen rakennekaavio.

Kuivattava neste pumpattiin suuttimen lapi kuivauskammioon, johon sen kanssa
johdetaan paineilmaa samansuuntaisesti nestesydton kanssa. Suuttimen pieni
koko sek&a voimakas ilmavirta nestevirran ulostulon ymparilla aiheuttavat nes-
teen pisaroitumisen, ja pisaroiden vajotessa kohti kuivauskammion pohjaa nes-
te haihtuu pisaroista, jattaen jaljelle kiintoainepartikkeleita. Partikkelit siirtyvat
ilmavirran mukana ulos kuivauskammiosta, jonka jalkeen ne kerataan talteen
syklonissa. Lopuksi ulostulevasta ilmasta suodatetaan erittédin hienojakoinen

jauhe pois ennen kuin ilmavirta paastetaan ulos.

5.2 Toimintaperiaate

Kuivauksen kannalta tarkeimmét parametrit ovat kuivauskammion lampdtila,
tuotteen ulostulolampdtila, pisarakoko ja leijjunta-aika. Pisarakokoon vaikuttaa
kaksivirtaussuutinta kaytettdessa suuttimen ilmanpaine. Suurempi ilmanpaine
aiheuttaa nesteeseen suuremman leikkausvoiman, jolloin se pilkkoutuu pie-
nemmiksi pisaroiksi. Jotta pisaroituminen tapahtuu odotetusti, ilmaa taytyy syot-
t&& suuttimen lapi riittavasti suhteessa syotettdvaan nesteeseen. (15) Kaytan-

ndssa ilmaa syoétetaan suuttimen lapi kolme kertaa niin paljon kuin kuivattavaa

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Toni Lehtinen



19

nestetta pisaroinnin takaamiseksi (16). Leijunta-aika riippuu siitd, missa kul-
massa pisarat sumutetaan kammioon. Jos sumu tulee suuttimesta kapeana
kartiona, jaa leijunta-aika lyhyeksi eivatka pisarat valttamatta ehdi kuivua kun-
nolla. Levea sumutuskartio pidentaa leijunta-aikaa, mutta lilan leveélle sumutet-

taessa pisarat saattavat osua kuivauskammion seiné&miin ja kuivua niihin kiinni.

Kuivauskammion ja ulostuloilman lampotiloista voidaan arvioida lampomaara,
jonka pisarat saavat kuivauskammiossa ollessaan. Tarvittava lampomaara riip-
puu kuivattavan nesteen syottonopeudesta, pisarakoosta ja pisaroiden kiinto-
ainepitoisuudesta. (15) Tarkkojen arvojen laskeminen ei kuitenkaan ole kuiva-
usta tehtdessa aina tarpeen, vaan usein voidaan kayttdd kokemuspohjaisia li-

kiarvoja.

Kuivattu jauhe on spray-kuivauksen jalkeen amorfista. Jos aineelle ominaista
lasisiirtyméalampotilaa T ei ole ylitetty, jauhe on lasitilassa, jolloin se on irtonais-
ta ja helposti kasiteltavaa. Jos lasisiirtymalampdtila ylittyy, aine menee kumiti-
laan, jolloin se takertuu toisiin hiukkasiin ja astioiden seiniin seka kiteytyy ko-
vaksi ja hyvin vaikeasti muokattavaksi. Kuivattavaan supernatanttin mustahe-
rukkajauheesta liuenneet sakkaroosi, fruktoosi ja glukoosi laskevat lasisiirtyma-

lampdtilaa, joten sen kuivaaminen sellaisenaan on vaikeaa. (14)

Erilaisten polysakkaridien, kuten maltodekstriinin, on havaittu nostavan lasisiir-
tymalampdtilaa, joten tydssa tahan pyrittiin lisdamalla inuliinia supernatanttiin

vesiliuoksena seka jauheena.
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6 TYON SUORITUS

Ty0 jakaantui kolmeen kasvatukseen ja niille tehtyihin jatkotoimenpiteisiin. En-
simmaisesta kasvatuksesta saatua sentrifugoitua supernatanttia spray-
kuivattiin, supernatantin kiintoainepitoisuus maaritettiin ja sen elavyys maaritet-
tiin. Lisaksi reaktorissa kasvatetun liuoksen elavyys maaritettiin. Spray-
kuivatuista jauheista méaaritettiin kosteuspitoisuus seké& veden aktiivisuus. Toi-
sesta kasvatuksesta maaritettiin kasvatetun liuoksen seka sentrifugoidun solu-
massan elavyys. Solumassaa kylmakuivattiin, supernatanttia spray-kuivattiin ja
naista maaritettiin kosteuspitoisuudet seka veden aktiivisuus. Kolmannesta kas-

vatuksesta suoritettiin solumassan kylméakuivaus.

6.1 Kasvatus

Kasvatus aloitettiin valmistamalla siirrostusliemi MRS-liemeen edeltavana pai-
vana. Siirrostetta inkuboitiin ravistelijassa 17 tuntia lampdétilassa 30 °C raviste-
lunopeudella 150 RPM.

Elatusliemi valmistettiin liuottamalla marjajauhe veteen ja lisaamalla siihen pek-
tinaasientsyymia. Marjaliuosta kuumennettiin lampotilaan 50 °C 60 minuutin
ajaksi, jonka jalkeen siihen lisattiin luonnolliset stabilointi- ja puskuriaineet Q-
naturale ja Aquamin S sekd mangaanijauheet. Elatusnesteen pH saadettiin nat-

riumhydroksidilla ja se steriloitiin [ampétilassa 121 °C 15 minuuttia.

Hiivauutteet ja hiivapeptoni liuotettiin veteen ja steriloitiin erillaan, ja lisattiin re-
aktoriin samaan aikaan, kun siirroste lisattiin. Reaktorin lampotilaksi saadettiin
37 °C, sekoitus asetettiin nopeudelle 200 RPM, pH arvoon 5,8 ja pH:n auto-

maattinen saato kytkettiin paalle. Kasvatusaika oli 12 tuntia.

Kasvatuksen paatteeksi solumassa sentrifugoitiin 3000 g:ss& 10 minuulttia, jon-
ka jalkeen supernatantti valmisteltiin spray-kuivausta ja solumassa kylméakuiva-

usta varten.
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6.2 Spray-kuivaus

Ennen spray-kuivausta supernatantista maaritettiin kiintoainepitoisuus, jonka
perusteella spray-kuivurin asetukset valittiin. Spray-kuivaus suoritettiin Niro Mo-
bile Minorilla. Kuivauksessa kuivauskammion lampdtilaksi valittin 200 °C, ja
tuotteen ulostulolampdtilaksi 80 °C. Lampdtilat olivat samaa suuruusluokkaa
kuin maitohappobakteereita kuivatessa (17), vaikka supernatantissa ei oletettu
olevan merkittavaa maaraa bakteereita jaljella. Nailla arvoilla kuivatun tuotteen
kosteuspitoisuus oli kuitenkin riittdvan alhainen sailyvyytta ajatellen (18). Ulostu-
lolampdtilaa kontrolloitiin s&atelemalla sisddn pumpattavan nesteen virtausno-
peutta. Pisarointisuuttimen ilmanpaine pidettiin 2 barissa, ja ilmavirran maara
valittiin kuivattavan aineen kiintoainepitoisuuden mukaan. Suuttimen ilmanpaine
maarittdd pisarakoon kuivauskammiossa, suuremman paineen tuottaessa pie-
nempia pisaroita. lImavirran haluttiin olevan kolme kertaa niin suuri kuin syétet-
tavan tuotteen virta. Tuotteen syottdvirta maaritettiin kuivauskammion ja ulostu-
loilman lampdtilan mukaan. Mitd suurempi kammion lampétila on, sitd nope-
ammin pisaroista pystytaan haihduttamaan kosteutta, ja sitd nopeammin tuotet-
ta pystytdan syottamaan kuivuriin. Tuotteen syottonopeutta maaritettaessa otet-
tiin huomioon myds tuotteen kiintoainepitoisuus, silla se vaikuttaa haihdutetta-

van veden maaraan. (16)

6.3 Kylméakuivaus

Ensimmainen kylmakuivaus suoritettiin ulkopuolisen tahon toimesta, ja siina
kaytetyistd parametreista ei ole tietoja saatavilla. Toinen kylméakuivaus suoritet-
tiin Christ Epsilon 1-6D —laitteella. Kuivattuja naytteitd punnittin 84 cm?n suu-
ruisille alumiinivuoille 60 g kuivattavan kerrospaksuuden ollessa 0,3 — 0,9 cm:n

valilla. Kaytetty kuivausohjelma on esitetty taulukossa 1.
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Taulukko 1. Kylmakuivausohjelma

Vaihe | Tyyppi Aika (h) Lampdatila | Paine Varoraja
(°C) (mbar) (mbar)

- Lastaus

- Jaadytys 1 -30

Jaadytys 1 -30

Paakuivaus 0,33 -35 1,030

Paakuivaus 0,25 -35 0,220 1,650
_ Paakuivaus 4 -30 0,220 1,650
Paakuivaus 8 -20 0,220 1,650
m Paakuivaus 3 -15 0,220 1,650
_ Paakuivaus 2 -10 0,220 1,650
Jalkikuivaus 1 20 0,220 1,650
Jalkikuivaus 8 20 0,220 1,650

Kuivausohjelman pituus oli n. 29 tuntia. Kuivauksen etenemisté esittava kuvaaja

on esitetty liitteessa 2.
6.4 Elavyysmaaritykset

Elavyysmaaritys suoritettiin maljavilielyna MRS-maljoille toimeksiantajan anta-
mien tydohjeiden mukaisesti. Kiinteita naytteita punnittin 5 grammaa 45 gram-
maan peptonivettd erlenmeyer-pullossa, jota ravisteltiin 1 tunti nopeudella 200
RPM. Taman jalkeen saatua liuosta pipetoitin 5 ml 45 ml:aan, jonka jalkeen
naytetta pipetoitiin 1 ml 9 ml:aan peptonivetta 8 kertaa saavuttaen lopulta 107°
laimennoksen. Laimennoksia pipetoitiin kaksille rinnakkaisille MRS-maljoille.
Maljoja inkuboitiin anaerobisesti 2-3 vuorokautta lampdtilassa 37 °C. Tulokset

laskettiin maljoista tydohjeesta saadulla kaavalla:

>cC

~V(n, +0,1n,)d
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Jossa:

N = Elavyys muodossa CFU/g (Colony forming units, pesakkeen muodostamia
yksikkoja)

> C = Kahden perékkéaisen laimennosten yhteenlaskettu pesdkemaara

V = Maljoille pipetoitu nestetilavuus millilitroissa

n; = Pienimmasta laimennoksesta saatujen maljojen lukumaara

n, = Suuremmasta laimennoksesta saatujen maljojen lukumaara

d = Pienimman laimennoksen laimennoskerroin

6.5 Kosteusmaaritykset

Supernatantista seka spray-kuivatuista ja kylméakuivatuista jauheista méaaritettiin
kosteuspitoisuus gravimetrisesti punnitsemalla néytettd noin viisi grammaa tar-
kasti petrimaljoille, joita inkuboitiin lAmpokaapissa +50 °C:ssa, jauheita yksi

vuorokausi ja nestemaisia naytteitd kolme vuorokautta.

6.6 Veden aktiivisuus

Veden aktiivisuudella (ay-arvo) tarkoitetaan tuotteessa olevan vapaan veden
maarda. Se lasketaan suhteellisen kosteuden tapaan tuotteen veden osapai-
neen ja veden suhteen kyllaisen ilman osapaineen suhteena. Mita pienempi a,-
arvo on, sita harvempi mikrobi kykenee kasvamaan tuotteessa. Kun a,-arvo on

alle 0,6 mikrobit eivat enédé kykene lisddntymé&an tuotteessa (19).

Veden aktiivisuus mitattin Rotronic Hygroskop BT-RS1 -—laitteella. Laitteen
maarityskammioon laitettiin naytetta noin kaksi grammaa, josta laite mittasi ve-

den aktiivisuuden automaattisesti.
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7 TULOKSET

Solujen kasvatuksissa seurattiin pH:n muutosta sekd natriumhydroksidin kulu-
tusta kasvatuksen aikana. Kuvaajat ndiden muutoksista ovat nahtavissa liitteis-
sa 3-5. Sentrifugoinnissa eroteltu solumassa vastaa noin 30 % kasvatuksen
kokonaismassasta. Tyon eri vaiheissa olevat naytteet on nimetty formaatissa
kuukausi-paiva-tyovaihe-erottelunumero-rinnakkaisnayte. Paivamaara on kysei-

sen eran kasvatuksen aloituspaiva. TyOvaiheet ovat nimetty seuraavasti:

FF = kasvatus
GG = sentrifugoitu solumassa
SS = spray-kuivaus

KK = Kylmakuivaus

Erottelunumero on spray-kuivauksissa jarjestysnumero, ja kylmakuivauksissa
naytteen inuliinipitoisuus. Rinnakkaisnaytteet erotellaan A- ja B-kirjaimilla. Esi-
merkiksi toisesta kasvatuksesta tehdyn 5 % inuliinia siséaltdvan naytteen en-
simmainen rinnakkaisnayte saa koodin 0523KK5A. Kaikki naytteet ja niiden tie-

dot ovat lueteltuna liitteessa 6.

7.1 Reaktorikasvatus

Taulukossa 2 on esitetty reaktorikasvatusten pH:n muutokset, natriumhydroksi-

din kulutus seka bakteerien elavyys kasvatuksen lopussa.
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Taulukko 2. Kasvatusten tulokset.

0424FF 0523FF 0606FF

kasvatuksen
alussa

kasvatuksen %)
natriumhydroksidin

SEVAEEEEEVEN 6,7%10° CFU/mI 8,8*10™° CFU/mI 2,5*10° CFU/mI

7.2 Spray-kuivaus

Supernatantin kuiva-ainepitoisuudeksi maaritettiin 16 %. Taulukossa 3 on esitel-
ty spray-kuivattujen naytteiden laskennalliset inuliini- ja kuiva-ainepitoisuudet
seka kuivatuista jauheista mitatut kosteuspitoisuudet ja veden aktiivisuudet. Ku-
viot 1 ja 2 havainnollistavat kuiva-ainepitoisuuksien muutoksen vaikutusta kos-

teuspitoisuuteen seka veden aktiivisuuteen.

Taulukko 3. Spray-kuivausten tulokset.

0424SS1 | 0424SS2 | 0523SS1 | 0523SS2 | 0523SS3

N =0 [ T [
80 g/l 60 gl 160 g/l 160 g/l 105 g/l

e iheen -----

veden aktiivisuus kui- JOKESK] 0,127 0,231 0,184 0,248

vauksen jalkeen

vauksen jalkeen
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Inuliinin vaikutus kosteuspitoisuuteen

g/l %
350 6
[ ]
300
5
[ |
250
4
200
3
150
2
100
. . |
0 0
0424551 0424552 0523551 0523552 0523553
M Kuiva-aineitoisuus ™ Inuliinipitoisuus M Kosteuspitoisuus
Kuvio 1. Inuliinin vaikutus kosteuspitoisuuteen.
o/l Inuliinin vaikutus veden aktiivisuuteen
350 0,3
300 B 0,25
250
0,2
200
0,15
150
0,1
100
50 l 0,05
0 0
0424551 0424552 0523551 0523552 0523553

M Kuiva-aineitoisuus  ® Inuliinipitoisuus M Veden aktiivisuus

Kuvio 2. Inuliinin vaikutus veden aktiivisuuteen.
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7.3 Elavyysmaaritykset

Elavyyslaskuissa kaytetyt maljalaskennat ja esimerkkilasku ovat liitteessa 7.

Kaikkien elavyysmaaritysten tulokset on esitetty taulukossa 4.

Taulukko 4. Elavyysmaaritykset.

Nayte
0424FF 6,4E+09
0523FF 8,8E+10
0606FF 2,5E+10
0523GG 2,3E+12
0606GG 1,3E+11
0523KK0A 8,0E+11
0523KK5A 7,2E+13
0523KK0B 3,2E+10
0523KK5B 3,6E+10
0523KK10 4,1E+10
0523KK3,75L peivisEl
0523KK5L 3,2E+10
0606KKO 2,3E+10
0606KK5 2,6E+10
0606KK10 2,8E+10

Kylmakuivauksista suoritettujen elavyysmaarityksien suhdetta toisiinsa havain-
nollistetaan kuviossa 3.
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Inuliinin vaikutus kylméakuivattujen naytteiden

elavyyteen
1,00E+14
1,00E+13
1,00E+12
1,00E+11
1,00E+10 I I I
1,00E+09
Q Q Ao Q
F & & & & @ © 8
o - T
NN NN P & © S &

Kuvio 3. Inuliinin vaikutus kylmakuivattujen naytteiden elavyyteen.
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8 JOHTOPAATOKSET

Verrattaessa tyon aikana tehtyja kasvatuksia toimeksiantajalta saatuihin tietoi-
hin laboratoriomittakaavan koekasvatuksista havaittiin, etta natriumhydroksidin
kulutus oli huomattavasti odotettua suurempi. Ensimmaisessa kasvatuksessa
(O424FF) tata ei selkeasti havaittu, koska natriumhydroksidin pumppausjarjes-
telm& oli viallinen, ja vain osa pumpatusta natriumhydroksidista paatyi todelli-
suudessa reaktoriin. Liitteen 3 kuvaajasta havaitaan, ettd pumpun kaynnistyttya
se kaytti kaiken saatavilla olevan natriumhydroksidin muutamassa tunnissa,
minka jalkeen kasvatusnesteen pH alkoi laskea asetetun rajan (5,8) alapuolelle.
Toisessa kasvatuksessa (0523FF, liite 4) havaittiin, ettd kasvatukselle varattu
natriumhydroksidimaéara loppui noin yhdekséan tuntia kasvatuksen aloituksesta.
Elavyydesta kuitenkin voidaan paatella, etta talla ei ollut kovin suurta vaikutusta
kasvatuksen tuloksiin. Natriumhydroksidin maksimikulutus haluttiin kuitenkin
tietaa, joten kolmannessa kasvatuksessa (0606FF, liite 5) natriumhydroksidia
varattiin ylimaarin. Lopullinen natriumhydroksidin kulutus, 960 ml, oli Iahes kaksi

kertaa niin paljon kuin etukateen oli odotettu.

Sentrifugointi erotti kiintoaineen supernatantista niin tehokkaasti, etta superna-
tantille ei tarvinnut tehda juurikaan lisdkasittelya ennen spray-kuivausta. Super-
natantti seulottiin silti varmuuden vuoksi 200 nm seulalla, jotta spray-kuivuri ei

varmasti menisi tukkoon.

Kuviosta 1 voidaan paatelld, ettd spray-kuivatun jauheen kosteuspitoisuus on
kadantaen verrannollinen kuivattavan nesteen kiintoainepitoisuuteen. Tasta voi-
daan paatelld, etta inuliinin lisddminen vesiliuoksena ei valttamatta ole kannat-
tavaa, koska se laskee muiden Kkiintoaineiden pitoisuutta kuivattavassa nes-
teessad. Kuviosta 2 kuitenkin havaitaan, ettd inuliinin lisd&dminen laskee veden
aktiivisuutta kuivatussa jauheessa. liman inuliinin lisdysta kuivatut jauheet olivat
myos hyvin tahmaisia ja vaikeita kasitella, joten vahintdan 50 g/l inuliinimaaran
lisddminen kuivattavaan supernatanttiin on tarpeen. Inuliinin huonosta liukoi-
suudesta ja taipumuksesta geeliytya johtuen inuliinia ei kuitenkaan kannata lisa-

ta tata paljoa suurempia maaria. Alle 130 g/l pitoisuuksissa ongelmaa ei kuiten-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Toni Lehtinen



30

kaan pitaisi esiintya (5), ja tarvittaessa inuliinin voi myds liuottaa supernatanttia
lammittamalla ainakin 250 g/l pitoisuuksiin asti.

Kylmakuivauksissa massasta saatiin riittdvan kuivaa, ja elavyydet olivat tyydyt-
tavan suuruisia. Naytteiden 0523KKO0A ja 0523KK5A:n elavyydet olivat selkeasti
suurempia kuin muiden naytteiden, joten on syyta olettaa, etta niiden suuri ela-
vyys johtui maarityksessa tapahtuneesta kontaminaatiosta. Muuten kuivauksen
jalkeisessa elavyydessa ei ollut havaittavissa selkeitd eroja, joiden voitaisiin
sanoa johtuvan inuliinin lisdyksesta. Inuliinin mahdollisesti suojaava vaikutus
nahtaneenkin vasta pitkaaikaissailyvyytta tutkiessa. Mikali myéhemmin havai-
taan, ettd inuliinin lisdys ennen kylméakuivausta ei vaikuttanut soluihin riittavasti,
voisi inuliinin lisdamisella jo kasvatusvaiheessa saada positiivisia tuloksia (20).
Liitteestd 2 n&hdaéan, ettd kylmakuivausohjelman siirtyessa jalkikuivaukseen
tuotteessa oli viela hieman kosteutta, koska tuotteen lampétila ei seurannut hyl-
lyn lampétilaa lineaarisesti. Kylmakuivausohjelmaa pitaisi pidentaa tai painetta,
jossa kuivaus suoritettiin, pitaisi nostaa. Talléin sublimoituvan vesihdyryn tila-

vuus pienenee, ja sublimoituminen paasee tapahtumaan nopeammin.

Saadut tulokset nayttavéat valmistetun maitohappobakteerivalmisteen tuotteis-
tamisen kannalta rohkaisevilta. Jos bakteerit osoittautuvat elinkykyisiksi myds
pidemmalla ajanjaksolla, jauhetta on mahdollista pakata esimerkiksi pillereiksi
tai kayttdd probioottisten elintarvikkeiden valmistuksessa. Myds spray-
kuivauksen kayttaminen supernatantin kuivaamiseen antoi rohkaisevia tuloksia,
koska kuivaus oli mahdollista suorittaa ilman monimutkaisia tydvaiheita ennen

kuivausta.
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Kaytetyt reagenssit ja laitteet

Laite

Bioreaktori

Sentrifugi

Kylmakuivuri
Spray-kuivuri

Veden aktiivisuusmittari

Reagenssi

Laitteet
Valmistaja/Malli
B. Braun Biotech International/Biostat C 15
Sartorius/Sigma 6K15
Martin Christ/Epsilon 1-6D
Niro AS/Mobile Minor
Rotronic Hygroskop BT-RS1

Reagenssit
Valmistaja
Kasvatus

MRS-liemi

Mustaherukkajauhe
Pektinaasi
Mangaanisulfaatti
Mangaani

Aquamin Soluble
Q-naturale

Natriumhydroksidi
Hiivauute
Hiivauute
Hiivapeptoni

Biokar Diagnostics BK 176HA, lot
10E581A

Oy, Batch 1312800

Rohapect 10L

MnSO4*H20, Merck

PB Manganese 5,0 %

Marigot Ltd, batch 108835

National Starch Food Innovation, batch
051212 02
VWR, 28244.295

Gistex Standard 2441, batch YH55A73

Springer 0251/0-MG-L, batch 07 11 0380 0

Springer HYP A, batch 12 0000 5
Kuivaukset

Inuliini

Frutafit HD, batch 7431801137

MRS-agar
Peptoni

Natriumkloridi

Elavyysmaaritykset
MRS agar, Merck 1.10660.0500
Fluka Analytical 70169-100g, lot
BCBG6734V
NaCl, VWR 27810.262, batch 12E250019
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Liite 2

Toisen kylmakuivauksen kuvaaja
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Liite 3

Kasvatuksen 0424FF pH-kayra

NaOH:n kulutus {ml)
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Liite 4

Kasvatuksen 0523FF pH-kayra

NaOH:n kulutus (ml)
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Liite 5

Kasvatuksen 0606FF pH-kayra

NaOH:n kulutus {(ml)
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Liite 6

Naytekoodit

0424FF Kasvatusneste

Koodi

0424SS1 Spray-kuivattu jauhe 450 ml supernatanttia ja 450 ml
40 % inuliiniliuosta

0424SS2 Spray-kuivattu jauhe 375 ml supernatanttia ja 625 mi
40 % inuliiniluosta

0523FF Kasvatusneste

0523GG Sentrifugoitu solumassa

0523SS1 Spray-kuivattu jauhe Pelkkaa supernatanttia

0523SS2 Spray-kuivattu jauhe 1000 ml supernatanttia ja 50 g inulii-
nijauhetta

0523SS3 Spray-kuivattu jauhe 660 ml supernatanttia ja 330 ml vet-
ta

0523KKO0A Kylmékuivattu jauhe 100 g solumassaa

0523KK5A Kylmakuivattu jauhe 95 g solumassaa, 5 g inuliinijjauhetta

eli inuliinia 5 %

0523KK0B Kylmakuivattu jauhe 20 g solumassaa

0523KK5B Kylmakuivattu jauhe 19 g solumassaa, 1 g inuliinijauhetta
eli inuliinia 5 %

0523KK10 Kylmékuivattu jauhe 18 g solumassaa, 2 g inuliinijjauhetta
eli inuliinia 10 %

sy s Kylmakuivattu jauhe 15 g solumassaa, 5 g 15 % inuliini-

liuosta eli inuliinia 3,75 %
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Liite 6

Dt
Kasvatusneste
e
Kylmakuivattu jauhe 60 g solumassaa
e
0606KK10 Kylmékuivattu jauhe 54 g solumassaa, 6 g inuliinijauhetta
- eli inuliinia 10 %
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Liite 7

Maljojen pesakelaskenta

0424FF A 8 0 0

B 4 2 0
0523FF A 152 107 15

B 173 63 8
0523GG A TNTC 175 75

B TNTC 167 91
0606FF A 11 7 3

B 32 5 3
0606GG A 92 67 94

B 70 58 66
0523KKO0A A 55 47 50 31

B 66 TNTC 20 38
0523KK5A A TNTC TNTC TNTC 13

B TNTC TNTC 47 26
0523KKO0B A 4 1 0

B 1 1 0
0523KK5B A 4 1 0

B 3 0 0
0523KK10 A 4 1 1

B 3 1 1
0523KK5L A 2 1 0

B 3 1 1
0523KK3,75L A 4 0 0

B 2 1 0
0606KKO A 22 6 1 0

B 18 4 0 0
0606KK5 A 27 2 0 0

B 22 6 0 0
0606KK10 A 11 2 1 0

B 46 2 0 0

Laskuihin valitut maljat ovat taulukossa lihavoituna.
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Liite 7

Elavyysmaarityksen laskukaava:

pe

N —
V(n, +0,1n,)d

Esimerkkilasku:

. _ (11446+2+2)
0606KK10 0’]_m|.(2.1+2-0,1)-10-8

= 2,8E+10 CFU/g
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