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Opinnaytetyon tavoitteena oli kehittaa oluen kypsytystynnyreille puhdistusmene-
telma. Tarkoituksena oli testata erilaisia puhdistusmenetelmia ja arvioida niiden
vaikutusta tynnyreiden aromeihin. Puhdistusmenetelma haluttiin kehittaa tynny-
reiden uudelleenkayttoa varten. Tyo tehtiin Pyynikin Brewing Companyn toimek-
siannosta.

Menetelman kehityksessa kaytettiin kolmea tammitynnyria, joissa oli aiemmin
valmistettu bourbonia. Tynnyreita kasiteltiin kolmella eri puhdistustavalla. Ensim-
mainen tynnyri kasiteltiin ensin hoyryttamalla, sitten natriumvetykarbonaatilla ja
lopuksi sitruunahapolla. Toisen ja kolmannen tynnyrin kasittelyssa hoyrytys jatet-
tiin pois ja natriumvetykarbonaatti vaihdettiin natriumperkarbonaattiin. Toisen ja
kolmannen kasittelyn erotti natriumperkarbonaatin pitoisuuden muutos. Sitruuna-
hapon pitoisuus pysyi samana toisessa ja kolmannessa tynnyrissa. Tynnyreiden
puhdistuksen tehokkuutta tarkasteltiin mikrobiologisilla testeilla.

Puhdistusmenetelmissa kaytettavien kemikaalien vaikutusta tynnyrin aromeihin
testattiin aistinvaraisin testein. Koejarjestelyssa kaytettiin bourbon-tynnyrin las-
tuja, joita liuotettiin vedessa, natriumvetykarbonaattiliuoksessa, natriumperkarbo-
naattiliuoksessa seka sitruunahappoliuoksessa. Naista liuoksista pyrittiin haiste-
lemalla arvioimaan tynnyrin aromien voimakkuutta.

Ensimmaisen tynnyrin puhdistusmenetelma ei sovellu tynnyreiden puhdistuk-
seen mikrobimaarien nousun vuoksi. Toisen ja kolmannen tynnyrin tuloksissa ei
ollut suuria eroja. Kummankin tynnyrin mikrobimaarat vahenivat huomattavasti,
ja naissa kaytetyt puhdistusmenetelmat olivat hyvin tehokkaita. Naiden menetel-
mien heikkoutena on niissa kaytettavien kemikaalien vaikutus tynnyrin aromeihin.
Natriumperkarbonaatin huomattiin vaikuttavan tynnyrin aromien vahenemiseen.

Muita puhdistusmenetelmia ovat esimerkiksi tynnyrin uudelleen hiillostaminen,
rikkipareen polttaminen seka otsonin kayttaminen. Naiden menetelmien on ha-
vaittu poistavan mikrobikasvustoja tynnyreista, mutta nama kasittelyt vaativat eri-
koisjarjestelyja, esimerkiksi hyvin ilmastoituja tai paloturvallisia tiloja.

Asiasanat: tynnyri, olut, aistinvarainen tutkimus
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The purpose of this thesis was to develop a cleaning method for barrels used for
aging beer. The objective was to test different cleaning methods and to evaluate
the loss of aroma caused by the cleaning reagents. This thesis was commis-
sioned by Pyynikin Brewing Company.

Three barrels were used in the cleaning method development. These barrels
were previously used for making bourbon. The barrels were processed in three
different ways. The first one was processeced with steam, then sodium bicar-
bonate and finally with citric acid. The second and the third barrel were processed
with sodium percarbonate and citric acid. The steaming phase was not applied
on these two barrels. The difference between the second and third barrel was in
the concentration of the sodium percarbonate. The concentration of the citric acid
was the same through all the barrel tests. The effectiveness of the cleaning met-
hods were analysed through microbiological tests.

The cleaning methods' effects on the aroma of the barrels were examined with
sensory tests. Chips of bourbon barrels were soaked in water, sodium bicar-
bonate, sodium percarbonate and citric adic solutions. The soaked solutions were
then examined with a smell test to find out if any of the aromas were diminished
because of the cleaning chemical.

The results of cleaning the first barrel were not good, as the microbe count started
to rise after adding the cleaning agent. The results between the second and the
third barrel were highly similar to each other, as microbial growth level dropped
massively in both barrels. The weakness of each cleaning technique was that the
aroma of the barrel was also decreased. The diminishing of the barrel aroma was
due to the use of sodium percarbonate, as discovered in the sensory tests.

The cleaning methods were effective, but the loss of aroma raises a few questi-
ons. There are other ways of cleaning the barrels, for example re-toasting the
barrel or burning a sulfur stick to form sulfurdioxide. Studies have shown that
these cleaning methods decrease the bacterial amount in the barrels, but they
also require special arrangements. For example fire-safety issues should be ta-
ken into consideration and good ventilation is required to prevent the release of
hazardous gases.

Key words: barrel, beer, sensory testing
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1 JOHDANTO

Tama opinnaytetyo tehtiin Pyynikin Brewing Companyn toimeksiannosta. Tyon
tavoitteena on kehittaa oluen kypsytystynnyreiden puhdistusmenetelma. Tyossa
kaytetaan kaytosta poistuneita tammitynnyreita, joissa on aiemmin valmistettu
bourbonia. Opinnaytetydn tarkoituksena on testata puhdistusmenetelmia mikro-
biologisin testein ja arvioida testien vaikutusta tynnyrin aromiin aistinvaraisin tes-

tein.

Teoriaosiossa kaytiin lapi bourbon-tynnyreiden, puhdistusmenetelmien, oluen pi-
laajamikrobien ja aistinvaraisten testien taustaa. Tyon kokeellisessa osiossa tes-
tattiin puhdistusmenetelmia ja tehtiin aistinvaraisia vertailuita eri menetelmissa
kaytettavilla liuoksilla. Puhdistusmenetelmina testattiin vesihdyrya, natriumvety-
ja natriumperkarbonaatteja seka sitruunahappoa neutraloimiseen. Menetelmia

testattiin mikrobiologisten testien avulla ja verrattiin saatuja tuloksia keskenaan.

Panimoalalla on kaynnissa kova kilpailu oluen myynnin suhteen. Uusia erikoisia
makuyhdisteita kokeillaan ja pyritaan saamaan kuluttajien suosioon. Tynnyrikyp-
sytys on yksi vaihtoehto oluen maun ja aromien monimutkaistamiseen. Oluen
tynnyrikypsyttamisella pyritdan tuomaan olueen tynnyrin tai tynnyrissa aiemmin
tuotetun tuotteen aromeja ja siten laajentaa oluen maku- ja aromiprofiilia. Tynny-
rin puhdistusmenetelman tulee olla tehokas, koska pienikin kontaminaatio voi pa-
himmassa tapauksessa pilata koko eran. Tynnyreiden kierratys on ekologista ja
puhdistusmenetelman haluttiin olevan ymparistoystavallinen. Tynnyreiden puh-
distuksessa on tarkeaa pyrkia sailyttamaan tynnyrille ominaisia aromeja, joita

tassa opinnaytetyossa kasitellaan aistinvaraisten tutkimusten avulla.



2 TEORIA

2.1 Tynnyrit

Puisia tynnyreita on kaytetty satojen vuosien ajan oluen valmistukseen, sailytyk-
seen ja kuljetukseen. Ajan kuluessa puiset tynnyrit ovat vaistyneet varsinkin alu-
miinista valmistettujen tynnyreiden vallatessa alaa. Nykyaan puiset tynnyrit ovat
nousseet pienpanimoiden myota takaisin yhdeksi osaksi oluen valmistusproses-
sia. (Work 2014, 195-198.) Tynnyreissa voidaan kypsyttaa esimerkiksi perintei-
sia belgialaisia Lambic-oluita tai muita hapanoluita. Naissa tapauksissa tynnyrin
makua ei suoranaisesti haluta oluihin, vaan tynnyri toimii hapen avulla erilaisten
mikro-organismien, kuten laktobasillien, etikkahappobakteerien ja Bretta-
nomyces-hiivojen kasvun mahdollistajana. Nama mikrobit tuovat oluihin hapa-
noluille tyypillisida makuominaisuuksia. (Boessaert, Winne, Opstaele, Buyse, Ver-

reth, Herrera-Malaver, Verstrepen, De Rouck, Crauwels & Lievens, 2021.)

Valmiiksi fermentoituneen oluen makua voidaan tehostaa tynnyrikypsytyksella,
jolloin tynnyreista halutaan irtoavan aromeja ja makuja. Tynnyreista voidaan
saada esimerkiksi aiemmin tynnyrissa olleen tuotteen, kuten bourbonin, aromeja.
Toisaalta oluihin voidaan haluta tynnyrista irtoavia makuja tai aromeja oluihin,
kuten savun, vaniljan ja paahdetun puun. Tynnyrikypsytettyjen hapanoluiden val-
mistuksen mahdollistavat mikrobit ovat myos yksi vaihtoehto makujen monimut-

kaistamiseen. (Boessaert ym, 2021)

2.1.1 Bourbon-tynnyri

Bourbon-tynnyreita kaytetaan usein oluiden tynnyrikypsytyksessa, varsinkin tyn-
nyreiden saatavuuden vuoksi. Bourbonin valmistusta sdadellaan laeilla, joiden
vuoksi bourbonia saa kypsyttaa vain uusissa amerikkalaisissa tammitynnyreissa.
Taman mahdollistaa hyvan tynnyreiden saatavuuden. Bourbon-tynnyreissa kay-
tettava puu kuivataan, jolloin puusta irtoaa helpommin haluttuja komponentteja.
Taman jalkeen puu paahdetaan ja hiillostetaan ennen tynnyrin lopullista kasaa-
mista. Tislaamot voivat itse maarittaa puun kuivausajan, paahto- ja hiillosasteen

haluamalleen tynnyrille. (Demoranville & Heist, 2021)



Tynnyrista irtoaa monenlaisia kemiallisia yhdisteitd bourbonia kypsytettaessa,
esimerkiksi puun selluloosa ja hemiselluloosa voivat hajota kypsytysprosessin ai-
kana. Sokereita, kuten glukoosia, fruktoosia, ksyloosia, galaktoosia ja arabinoo-
sia on havaittu irtoavan tynnyreista. Ensimmaisena kypsytysvuotena viineistakin
tuttu tanniini liukenee puusta nesteeseen, antaen tuotteelle suutuntumaa ja lisaa
katkeruutta. Hiilloksen alla puun ligniinit hajoavat kypsytyksen aikana erilaisiksi
yhdisteiksi, esimerkiksi vanilliniksi, joka antaa vaniljan makua lopputuotteelle.
Bourbonissa on havaittu pienia vivahteita kookoksesta, jonka muodostaa tammi-
laktonien isomeerit. Cis-muoto antaa puisen ja maamaisen maun, kun taas trans-
muoto pienen vivahteen sellerista. Naiden on havaittu johtuvan puun hiiltymi-
sesta. Muita hiiltyneesta puusta irtovia yhdisteita ovat esimerkiksi furfuraalit ja
sykloteenit. Furfuraalit tuovat paahteista, karamellimaista ja makeaa makua, kun
taas sykloteenit antavat vaahteran-, karamellin- ja lakritsantapaisia vivahteita

tuotteeseen. (Demoranville & Heist, 2021)

2.1.2 Esterointi

Esterdinnilla on iso merkitys lopullisen tuotteen maun ja aromien kannalta. Kyp-
sytysprosessissa puun ja tisleen orgaaniset hapot voivat reagoida alkoholin
kanssa muodostaen estereitd, jotka vahvistavat aromeja. Tynnyrikypsytys pois-
taa epatoivottuja komponentteja lopputuotteesta. Esimerkiksi dimetyylisulfidi,
joka antaa sailyketomaattimaisen maun tuotteeseen, poistuu osittain haihtumalla
vesimaisten ominaisuuksien avulla, mutta myos hapettumalla dimetyylisulfoksi-
diksi. Tama yhdiste on lopulta hajuton, jolloin epatoivottu tomaattimaku poistuu
lopputuotteesta. Tynnyrin ja tisleen tuomien aromi- ja makuyhdisteiden pitoisuu-
det heikkenevat ja yhdisteiden irtoaminen lopputuotteeseen hidastuu, mita use-

ammin tynnyreita kaytetaan. (Demoranville & Heist, 2021)

2.2 Puhdistusmenetelmat

Tammitynnyreitd on vaikea puhdistaa niiden materiaalin, muodon ja rakenteiden

vuoksi. Varsinkin tynnyrin pitkien lautojen ja paatyjen valista aluetta on vaikea

puhdistaa. Puu on materiaalina huokoinen ja voi sisaltaa mikrobikasvustoa usean
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millimetrin syvyydessa. Esimerkiksi Brettanomyces bruxellensistd on havaittu
tynnyrin huokosissa 8 mm syvyydessa. (De Roos & De Vuyst, 2018). Tynnyrei-
den puhdistus riippuu myos tynnyrin kayttotarkoituksesta. Laktobasillien, etikka-
happobakteerien ja Brettanomyces-hiivojen olemassaolo ei haittaa hapan-olui-
den valmistusta ja on jopa suotavaa (De Roos & De Vuyst, 2018), mutta muissa
tapauksissa noiden mikrobien on havaittu olevan oluen pilaajamikrobeja (Garo-

falo, Osimani, Milanovic, Taccari, Aquilanti & Clementi. 2015).

2.2.1 Hoyrytys

Hoyrytyksella on havaittu osittain hiivoja tuhoava vaikutus tynnyrin puhdistuk-
seen. Tutkimuksissa on havaittu eri hdyrytysaikojen vaikuttavan elavien hiivaso-
lujen vahenemiseen. Hoyrytysajat vaihtelevat eri tutkimusten mukaan 5-30 mi-
nuuttiin, mutta varsinaista varmuutta héyrytyksen lopullisesta tehosta ei ole. On-
gelmaksi muodostuu kaupallisten hoyrytyslaitteiden hoyrytehon epatasaisuus ja
mahdolliset "kylmat kohdat”, eli hdyry ei paase tynnyrin jokaiseen kohtaan tasai-
sesti mahdollistaen hiivasolujen sailymisen elinkelpoisena. (Stadler & Fischer,
2020)

2.2.2 Kemikaalit

Natriumperkarbonaattia pidetaan yhtena vaihtoehtona tynnyrien puhdistamiseen.
Yleisesti kemikaali tunnetaan valkaisuaineena. Natriumperkarbonaatin liuetessa
veteen syntyy natriumkarbonaattia ja vetyperoksidia. Naista jalkimmainen on re-
aktiivinen ja muodostuu reaktiivisia happiradikaaleja, jotka hapettavat solun ja ai-
heuttavat solujen tuhoutumista. Natriumperkarbonaatin hajotessa lopputuotteiksi
muodostuu vetta ja natriumkarbonaattia, joiden vuoksi yhdistetta voi kuvata ym-
paristolle vaarattomaksi yhdisteeksi. Natriumkarbonaatti on eméaksinen, jolloin

sitruunahappoa kaytetaan tynnyrin neutralisoimiseen. (Stadler & Ficher, 2020).
2.3 Oluen pilaajamikrobit
Olut on mikrobien kasvualustana huono monesta eri syysta, kuten etanolipitoi-

suuden, humalan antimikrobisten ominaisuuksien seka matalan pH:n vuoksi.

MyoOs hapen maara oluessa on matalalla tasolla, kun taas hiilidioksidin maara on
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suhteellisen korkea, jolloin oluessa viihtyvien mikrobien maara on hyvin rajoittu-
nut. (Garofalo ym, 2015)

2.3.1 Gram-positiiviset bakteerit

On kuitenkin mikrobeja, jotka pystyvat elamaan oluen karuissa oloissa. Naista
esimerkkina aiemmissa kappaleissa tutuksi tulleet laktobasillit, eli maitohappo-
bakteerit. Laktobasillit ovat gram-positiivisia ja fakultatiivisia anaerobeja, jotka
tuottavat maitohappoa ja saavat oluen maistumaan happamalta seka saattavat
sakeuttaa ja muuttaa oluen viskositeettia. Fakultatiiviset anaerobit voivat kayttaa
happea aineenvaihdunnassa, mutta pystyvat selviytymaan myos hapettomissa
olosuhteissa. Humalasta liukenevat iso-a-hapot inhiboivat useita gram-positiivisia
bakteereita, mutta esimerkiksi Lactobacillus brevis pystyy sietamaan korkeitakin
iso-a-happo pitoisuuksia (De Roos & De Vuyst, 2018). L. brevis on yleisin oluen-
pilaajalaktobasilli, sen on arveltu aiheuttavan noin 50 % oluen kontaminaatioista
(Esmaeili, Mogharrabi, Safi, Sohrabvandi, Mortazavian & Bagheripoor-Fallah.
2015). Muita I6ytyneita, mutta harvempia oluenpilaaja laktobasilleja ovat esimer-
kiksi L. lindneri, L. buchneri, L. parabuchneri, L. casei, L. coryneformis, L. male-

fermentans, ja L. curvatus. (Garofalo ym, 2015)

Muista gram-positiivisista bakteereista on mainittava Pediococcus-suvun baktee-
rit seka Kocuria kristinae. Naista yleisin oluenpilaaja bakteeri on P. damnosus.
Sen on arvioitu aiheuttavan noin 90 % Pediococcus-sukuisten bakteerien konta-
minaatioista. P. damnosus pystyy sietamaan korkeita iso-a-happo pitoisuuksia ja
muodostaa virhemakuna voimaista diasetyylia seka aiheuttaa oluen sameutta.
Muita Pediococcus-sukuisia oluenpilaajabakteereita ovat esimerkiksi P. inopina-
tus ja P. dextrinicus, joita havaitaan matalien etanoli- ja iso-a-happopitoisuuksien
oluissa. K. kristinae pystyy P. inopinatuksen ja P. dextrinicuksen tavoin kasva-
maan vain matalien etanoli- ja iso-a-happopitoisuuksien oluissa ja vaatii yli 4.5

pH:n. Virhemakuna se tuottaa hedelmaista makua. (Esmaeili ym, 2015)

2.3.2 Gram-negatiiviset bakteerit

Gram-negatiiviset oluen pilaajabakteerit voidaan luokitella kahteen eri ryhmaan
etikkahappobakteereihin, Zymomonas-lajin ja tiettyjen Enterobacteriaceae-lajin
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bakteereihin seka Pectinatus-, Megasphaera-, Zymophilus- ja Selenomonas-su-
vun bakteereihin. Ensimmainen ryhma on nykyisin huomattavasti haitattomampi
johtuen oluen valmistuksen hapettomuudesta seka kohonneesta hygieniatasosta
ja tehokkaasta puhdistuksesta. Jalkimmainen ryhma sisaltaa obligatorisia anae-
robeja, joiden ilmaantuminen on mahdollistunut siirryttdessa hapettomampiin
prosesseihin. Obligatoriset anaerobit pystyvat kasvamaan vain hapettomissa olo-
suhteissa. (Hill 2015, 175)

Jalkimmaisen ryhman bakteereista Pectinatus, Megasphaera ja Selenomonas
ovat obligatorisia anaerobeja. Pectinatus- suvun bakteerit voivat olla hyvin haital-
lisia oluille. Niiden tiedetaan pystyvan sietamaan iso-a-happoja (Esmaeili, ym.
2015) ja ne voivat kasvaa pH:n ollessa minimissaan 3,5 ja etanolin ollessa mak-
simissaan valilla 5,8 %—8 %. Niillda muodostuu aineenvaihdunnan lopputuotteena
esimerkiksi propioni-, meripihka- ja maitohappoa seka rikkivetya ja muita rikkiyh-
disteita. Lopputuotteen haitta ilmenee madantyneen kananmunan hajuna. Sa-
mankaltaista maku- ja hajuhaittaa aiheuttaa myos Megasphaera-bakteeri. Sen
aineenvaihdunnantuloksena on rikkivedyn lisaksi erilaiset hapot, kuten butaani-
happo (voihappo), kapronihappo ja isovaleriaanahappo. Megaspharea bakteeri
voi kasvaa pH:n ollessa matalimmillaan 4,1. Selenomonas bakteerien tiedetaan
tuottavan aineenvaihdunnan lopputuotteena maitohappoa, joka erottaa sen
muista obligatorisista anaerobeista. Kaikkien taman ryhman bakteerien on ha-

vaittu aiheuttavan sameutta lopputuotteessa. (Hill 2015, 195, 204-208)

2.3.3 Hiivat

Oluen pilaajahiivat ovat yleensa samansukuisia kuin hiivat, joita kaytetaan oluen
fermentoimiseen (Suiker & Wasten, 2022). Yleisista oluen pilaajahiivoista kayte-
taan nimitysta villihiivat. Nama voidaan jakaa kahteen eri luokkaan Saccharomy-
ces- ja ei-Saccharomyces-sukuisiin villihiivoihin (Esmaeili ym, 2015). Saccharo-
myces- suvun villihiivat ovat yleensa S. cerevisiae- hiivan eri kantoja. Naista tun-
netuimpana kantana on S. diastaticus. Sen kyky pilkkoa jaannéshiilihydraatteja,
kuten dekstriinia ja tarkkelysta aiheuttaa oluen sameutta, jalkikdymista ja virhe-
makuja. Tama aiheuttaa lopputuotteen liilan korkeaa etanoli- ja hiilidioksidipitoi-
suutta. (Suiker & Wosten, 2022)
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Ei-Saccharomyces-sukuisiin villihiivoihin kuuluu tunnetuimpana Brettanomyces-
suvun villihiivat. Tasta tunnetuimpana tynnyrin puhdistusosiossa aiemminkin mai-
nittu B. bruxellensis. Tama hiiva tuottaa etikkahappoa ja haihtuvia fenolisia yh-
disteita, jotka antavat lopputuotteelle laastarin, hien ja savun aromeja. (Suiker &
Woasten, 2022)

2.4 Mikrobiologiset testit

Oluen pilaajamikrobien tunnistaminen on vaikeaa mikrobimaarien ollessa pienia
(Esmaeili ym, 2015). Naytteen suhde valmiiseen tuotteeseen on erittain pieni esi-
merkiksi 250 ml naytetta ja 100 000 litraa olutta, taman vuoksi pilaajamikrobien

m&ara jaa erittain pieneksi (Hill 2015. 289).

Mikrobeja tunnistetaan usein panimoilla perinteisilla mikrobiologisilla keinoilla, eli
naytteen siirrostamisella elatusmaljalle, inkuboimalla ja lopulta mikroskopoimalla
(Esmaeili ym, 2015). Gram-varjays on yksi bakteerin tunnistamistekniikoista. Silla
erotellaan bakteereita soluseinaman rakenteen perusteella. Varjattavat bakteerit
kasitellaan ensiksi kristallivioletti-liuoksella, jonka jalkeen lisataan jodiliuos, joka
kristallivioletin avulla muodostaa kompleksin. Varinpoistoreagenssi, eli alkoholi,
huuhtoo lipideja ja mahdollistaa gram-positiivisten ja gram-negatiivisten solujen
erilaisen varjaytymisen. Gram-positiivisilla bakteereilla soluseinama sisaltaa va-
han lipideja ja runsaasti peptidoglykaania, joka estaa varinpoistoreagenssin paa-
syn soluseinaman sisalle jattaen varjatyn bakteerin siniseksi tai violetiksi. Gram-
negatiivisilla soluseindma sisaltaa vahan peptidoglykaania ja paljon lipideja, jol-
loin varinpoistoreagenssi paasee seindman sisaan huuhtomaan kristallivioletin
pois ja lopulta safraniiniliuos varjaa bakteerin punaiseksi tai vaaleanpunaiseksi.
(Smith & Hassey, 2005). Perinteisten metodien heikkoutena on niiden hitaus.
(Esmaeili ym, 2015). Esimerkiksi inkubointiajat selektiiviselle UBA-maljalle on 3
paivaa 22-25 °C ja YM CuSOs- maljalle 2 paivaa 25 °C (Hill 2015. 277 & 282).

Mikrobien tunnistamista pyritdan helpottamaan valitsemalla selektiivisia kasva-
tusalustoja. UBA, eli Universal beer agar, on yksi vaihtoehto pilaajamikrobien tun-
nistamiseen. Se koostuu suurimaksi osaksi oluesta ja sisaltaa oluille yleisia kom-

ponentteja, kuten humalaa ja etanolia, mahdollistaen pilaajamikrobien kasvun.
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UBAIlla voi kasvaa Lactobacillus-, Pediococcus-, Acetobacter- ja Zymomonas-su-

kujen bakteerit. (Dalynn Biologicals, 2003)

Villihiivojen tunnistamiseen on kehitetty erilaisia kasvatusalustoja lisdamalla ke-
mikaaleja, joiden mahdollistavat villihiivojen kasvun ja inhiboivat panimohiivoja.
Yeast & mold CuSO4 on kasvatusalusta, jonka kuparisulfaatti inhiboi panimohii-
vojen kasvua, mutta mahdollistaa villihiivojen kasvun. Muita vaihtoehtoja on esi-
merkiksi lysiinin lisddminen kasvatusalustaan, joka toimii typenlahteena, jota pa-

nimohiivat eivat voi kayttaa, mutta villihiivat voivat. (Hill 2015, 276)

2.5 Aistinvaraiset testit

Aistinvarainen tutkimus voidaan maarittaa tieteelliseksi menetelmaksi, jolla saa-
daan aikaan seka mitataan, analysoidaan ja tulkitaan aistien valityksella syntyvia
vasteita. Saada aikaan liittyy koejarjestelyihin, mittaus liittyy tutkimusaineiston
kvantitatiivisuuteen, analysoinnilla tarkoitetaan tilastotieteita ja tulkinnalla tarkoi-
tetaan tulosten liittymista lahtooletuksiin seka naytteeseen, etta mittauksen laa-
tuun. Koejarjestelyihin vaikuttaa tutkittava kohde ja kokeen tavoitteet. Naiden sel-
vittya voidaan valita raati kokeen suorittamiseen ja kokeen suorituspaikka. (Tuo-
rila & Appelbye 2005. 19, 175)

Aistinvaraisessa kokeessa tutkitaan yhden tai useamman muuttujan vaikutusta
vastemuuttujiin. Kokeen suunnittelussa muodostetaan hypoteesi, jonka perus-
teella rakennetaan varsinainen koeasetelma. Koeasetelman tarkoitus on olla
yleissuunnitelma kaytannon jarjestelyista. Naytteitd suunnitellessa pyritaan vas-
taamaan kysymyksiin, mita halutaan tietaa ja miten tieto saadaan selville. Myos
arviointiasteikko kuuluu naytesuunnitteluun. Naytteiden valmisteluissa on otet-
tava huomioon naytteiden tasalaatuisuus, eli etta kaikki naytteet ovat valmistettu
samalla tavalla. (Tuorila & Appelbye 2005, 175-181)

Kokeen suoritettua ja tulosten kasittelyn jalkeen on hyva tarkastella tutkimuksen
luotettavuutta. Tata voidaan arvioida selvittdamalla menetelman reliabiliteettia ja
validiteettia. Reliabiliteetilla tarkoitetaan menetelman tarkkuutta ja validiteetilla
tarkoitetaan Tuorilan ja Appelbyen (2005, 191) mukaan "menetelman kykya mi-
tata sita, mita on tarkoitus mitata”. (Tuorila & Appelbye 2005, 190-191)



13

3 MENETELMAN KEHITYS JA AISTINVARAISET TESTIT

3.1 Menetelman kehitys

Kokeellinen osio tehtiin kolmea kuivaa bourbon-tynnyria kayttaen. Kaikki kolme
tynnyria olivat tilavuudeltaan samoja, 200 litran tynnyreita. Tynnyreiden erottele-
misen vuoksi tynnyrit merkittiin tunnuksilla B14, B15 ja B16. Mikrobiologista kas-
vua tutkittin PCA-, UBA- ja YM-maljoilla. PCA, eli plate count agarmaljaa kaytet-
tiin kokonaisbakteerimaaran tarkasteluun. PCA ei ole selektiivinen malja. Maljoja
inkuboitiin viisi paivaa noin 20 °C anaerobisissa olosuhteissa. Kasvatusmaljoilla

havaitut kasvustot laskettiin, gram-varjattiin ja mikroskopoitiin.

Aluksi tynnyreita turvotettiin vesitiiviiksi veden ja vesihdyryn avulla. Vesihoyry
tuotettiin hoyrypesurilla. Tiiviille tynnyreille tehtiin eri kasittelyt alla olevan taulu-
kon 1. mukaisesti. B16 tynnyrin hdyrytys tehtiin turvotuksessa kaytetylla hoyry-
pesurilla. Vaiheissa kaytettavat kemikaalit liuotettiin aluksi pieneen maaraan
vetta, jonka jalkeen liuos kaadettiin tynnyriin. Liuosta pyoriteltiin tynnyrissa muu-
taman kierros ja lopuksi tynnyri taytettiin vedella tayteen. Vaiheiden suoritusten
jalkeen tynnyrit huuhdeltiin huolellisesti. Natriumvetykarbonaatin seka natrium-

perkarbonaatin annettiin vaikuttaa 24 tuntia ennen huuhtelemista.

TAULUKKO 1. Tynnyreiden puhdistusmenetelmien vaiheet.

Tynnyri | 1. vaihe 2. vaihe 3. vaihe

B14 Natriumperkarbonaatti | Sitruunahappo 0,1 %
14l

B15 Natriumperkarbonaatti | Sitruunahappo 0,1 %
1,25 gl

B16 Hoyrytys 15 min Natriumvetykarbo- Sitruunahappo
naatti 1 g/l 0,1 %

Jokaisesta tynnyrista otettiin nayte ennen ensimmaisen vaiheen toteutusta seka
vaiheiden jalkeen. Naytetta otettiin tynnyrin tayttdaukosta pitkaa pipetinkarkea
kayttaen 2 ml, josta pipetoitiin 0,5 ml jokaiselle maljalle.
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3.2 Aistinvaraiset testit

Aistinvarasiin testeihin valmistettiin puhdistusmenetelmissa kaytettavat liuokset
pienempiin tilavuuksiin. Bourbon-tynnyrin lastuja punnittiin noin 5 grammaa, joita
liotettiin neljan paivan ajan 100 ml:ssa tutkittavaa liuosta. Liuoksia haisteltiin ja
tulkittiin aistinvaraisesti tammitynnyrin seka bourbonin ominaisaromien vahvuus-

eroja liuoksissa. Alla olevassa kuvassa 1. on havainnollistettu hajutestien koe-

asetelmaa.

KUVA 1. Aistinvaraisten testien koeasetelma.

Kuvassa on vasemmalta oikealle liuokset seuraavassa jarjestyksessa: natrium-

vetykarbonaattiliuos, sitruunahappo, vesi ja natriumperkarbonaattiliuos.
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4 TULOKSET

41 B16 Tynnyri

B16 tynnyrin tehtavien testien tulokset ovat alla olevassa taulukossa 2. Taulu-

kosta voidaan havaita mikrobien kasvu eri vaiheiden jalkeen.

TAULUKKO 2. B16 tynnyrin kasvatusmaljojen lasketut pesakkeet.

Kasva- Ennen hoyry- | Hoyrytyksen | Natriumvetykar- Sitruuna-
tusalusta | tysta (cfu/ml) jalkeen bonaatti 1 g/l happo 0,1 %
(cfu/ml) (cfu/ml) (cfu/ml)
UBA 62 96 <2000 <2000
PCA 86 162 <2000 <2000
YM CuSO, 28 <2000 400 <2000
Gram-varjayksen tulokset ovat alla olevassa taulukossa 3.
TAULUKKO 3. Gram-varjayksen tulokset tynnyrista B16.
Kasva- Ennen hoyry- | HOyrytyksen | Natriumvetykar- Sitruuna-
tusalusta tysta jalkeen bonaatti 1 g/l happo 0,1 %
UBA Gram + kokki | Gram + kokki | Gram + kokki | Gram + kokki
PCA Gram + kokki | Gram + kokki Gram + kokki Gram + kokki
YM CuSO, Hiiva Hiiva Hiiva Hiiva

Alla olevassa kuvassa 2. on havainnoitu B16 tynnyrin gram-varjayksesta saatuja

tuloksia, joista voidaan paatella kyseessa olevan gram + kokkeja seka hiivaso-

luja.
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KUVA 2. Kollaasi B16 tynnyrin mikroskopoinnin tuloksista.

Kuvassa vasemmalla alalaidassa havainnoitu hiivasolujen mikroskopointi tulosta.
Kaksi ylintd kuvaa ovat UBA-maljojen tuloksia, ja alareunassa oikealla on PCA-
maljaa kuvaava otos.

4.2 BA15 Tynnyri

B15 tynnyrin tehtavien testien tulokset ovat alla olevassa taulukossa 4. Taulu-
kosta voidaan havaita mikrobien kasvu eri vaiheiden jalkeen.

TAULUKKO 4. B15 tynnyrin kasvatusmaljojen lasketut pesakkeet.

Kasva- Ennen puhdistusta | Natriumperkarbonaatti Sitruunahappo

tusalusta (cfu/ml) 1,25 g/l (cfu/ml) 0,1 % (cfu/ml)
UBA 800 <2000 2
PCA 900 1200 60
YM CuSO, 38 400 48

Gram-varjayksen tulokset ovat alla olevassa taulukossa 5.
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TAULUKKO 5. Gram-varjayksen tulokset tynnyrista B15.

Kasva- Ennen puhdistusta | Natriumperkarbonaatti | Sitruunahappo
tusalusta 1,25 g/l 0,1 %

UBA Gram+ kokki Gram + bacillus Gram + kokki

PCA Gram + kokki Gram + kokki Gram + kokki
YM CuSO, Hiiva Hiiva Hiiva

Alla olevassa kuvassa 3. on B15 tynnyrin mikroskopoinnin tuloksia. Oikealla al-

haalla on kuva hiivasolujen mikroskopoinnista.

KUVA 3. Kollaasi B15 tynnyrin mikroskopoinnin tuloksista.

Ylld vasemmalla on PCA-maljan tulos ja oikealla UBA-maljan tulos. Alla vasem-
malla on UBA-maljan tulos poikkeavasta bakteerista natriumperkarbonaatti vai-
heen jalkeen.

4.3 B14 Tynnyri

B14 tynnyrin tehtavien testien tulokset ovat alla olevassa taulukossa 6. Taulu-

kosta voidaan havaita mikrobien kasvu eri vaiheiden jalkeen.
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TAULUKKO 6. B14 tynnyrin kasvatusmaljojen lasketut pesakkeet.

Kasva- Ennen puhdistusta | Natriumperkarbonaatti | Sitruunahappo

tusalusta (cfu/mil) 1,0 g/l (cfu/ml) 0,1 % (cfu/ml)
UBA <2000 <2000 26
PCA 54 <2000 44
YM CuSO, <2000 <2000 0

Gram-varjayksen tulokset ovat alla olevassa taulukossa 7.

TAULUKKO 7. Gram-varjayksen tulokset tynnyrista B14.

Kasva- Ennen puhdistusta | Natriumperkarbonaatti | Sitruunahappo
tusalusta 1,0 g/l 0,1 %
UBA Gram+ kokki Gram + bacillus & Gram + kokki
kokki
PCA Gram + kokki Gram + kokki Gram + kokki
YM CuSO, Hiiva Hiiva Hiiva

Alla olevassa kuvassa on mikroskopoinnin tuloksia tynnyrista B14.

e
e - L TR .

KUVA 4. Kollaasi B14 tynnyrin mikroskopoinnin tuloksista.

Ylhaalla oikealla on kuva PCA-maljasta ja vasemmalla kuva UBA-maljasta nat-

riumperkarbonaatin lisdyksen jalkeen. Alhaalla olevat kuvat ovat hiivamaljoista.
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4.4 Aistinvaraiset testit

Aistinvaraisten testien tulokset ovat taulukoitu alla olevassa taulukossa 8.

TAULUKKO 8. Aistinvaraisten testien tulokset.

Liuos Aromien vahvuus
Vesi +++
Natriumvetykarbonaatti 19/l +
Natriumperkarbonaatti 1g/I +
Sitruunahappo 0,1% ++

Taulukossa on havainnoitu tynnyrin aromeja +-merkeilla, jolloin pienin maara

merkkeja ilmoittaa aromien vahyyden.
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5 TULOSTEN TARKASTELU

Tynnyreiden mikrobimaarat eri maljojen mukaan ennen ensimmaista vaihetta ja
viimeisen puhdistusvaiheen jalkeen on alla olevassa taulukossa 9. B16 tynnyrin
mikrobien maarassa ei tapahtunut lopullisen viimeisen puhdistusvaiheen jalkeen
mikrobimaaran laskua. Ennen puhdistuksen aloitusta mikrobien maara oli huo-
mattavasti pienempi, jolloin B16 tynnyrin menetelma ei sovellu tynnyreiden puh-
distukseen. B15 tynnyrin lopullinen mikrobimaara on ennen puhdistusta hiivojen
osalta melko samalla tasolla. Eroa on havaittavissa bakteerien osalta, joiden
maarat vahenivat erittain paljon. B14 tynnyreissa ennen puhdistusta oli huomat-
tava maara hiivoja ja UBA-maljalla bakteereita. Puhdistuksen jalkeen maarat va-

henivat hiivan osalta nollaan ja UBA-maljan bakteerien Iahelle nollaa.

TAULUKKO 9. Mikrobien maara tynnyri ja maljakohtaisesti ennen ensimmaista

vaihetta ja viimeisen puhdistusvaiheen jalkeen.

YM CuSOs4 (cfu/ml) UBA (cfu/ml) PCA (cfu/ml)
Tynnyri Alku Loppu Alku Loppu Alku Loppu
B16 28 <2000 62 <2000 86 <2000
B15 38 48 800 2 900 60
B14 <2000 0 <2000 26 54 44

Gram-testien tuloksista oli havaittavissa samankaltaisia tuloksia tynnyreiden kes-
ken. Jokaisessa tynnyrissa oli muodoltaan samankaltaisia hiivoja. Hiivasolut oli-
vat hiukan ovaaleja, joskin B14 tynnyrin hiivakuvassa on havaittavissa pitkia so-
luja, joka voi viitata Brettanomyces-suvun hiivaan. Bakteerien osalta suurin osa
maljoilla olevista bakteereista olivat gram-positiivisia kokkeja. Anaerobisissa olo-
suhteissa tama voi viitata Pediococcus-suvun bakteeriin. Lactobacillus-suvun
edustajia voitiin havaita kahdelta eri maljalta ja kahdesta eri tynnyrista. Kummas-
sakin tapauksessa bakteeri ilmeni natriumperkarbonaatin lisdyksen jalkeen,

mutta poistui sitruunahappolisdayksen jalkeen.

Aistinvaraisen testissa heikoiten bourbon-tynnyrin aromeja sailyttivat natriumve-

tykarbonaatti seka Natriumperkarbonaatti. Vedessa tynnyrin aromit kestivat
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parhaiten, kun taas sitruunahappoliuoksessa havaittiin pienia heikkouksia aromin

vahvuudessa.
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6 POHDINTA

Talle tyllle asetetut tavoitteet saavutettiin osittain onnistuneesti, joskaan kehitelty
menetelma ei valttamatta ole paras mahdollinen. Natriumperkarbonaatin tiedet-
tiin kirjallisuuden perustella olevan tehokas aine mikrobien poistoon (Stadler &
Ficher, 2020), mutta sen vaikutus tynnyrin aromiin oli huomattava. Taman vuoksi,
kun tarkoituksena olisi lisata ja monimutkaistaa oluen aromeja, ei tama mene-
telma ole siihen sopiva. Tata voisi suositella sellaiseen tynnyriin, jota halutaan

viela kayttaa, mutta joka on vahvasti kontaminoitunut.

Menetelmassa natriumperkarbonaatin pitoisuudella ei tuntunut olevan suuria
eroja. Kummallakin testatulla pitoisuudella saatiin samankaltaisia tuloksia. Nat-
riumvetykarbonaatilla ei ollut vaikutusta puhdistustulokseen. Ennen natriumvety-
karbonaatin lisdysta mikrobien maarat olivat bakteerien osalta 68 cfu/ml ja puh-
distusvaiheiden jalkeen yli 2000 cfu/ml. Samankaltainen kasvu tapahtui hiivojen
suhteen, jolloin lopussa kasvua oli yli 2000 cfu/ml. Hoyrytyksen vaikutus mikro-
bien kasvuun oli huomattava. Tynnyreita sailytettiin noin 15-17 C° [ampdtilassa,
jolloin hoyrytys on voinut nostaa tynnyrin lampoétilaa mikrobien kasvulle optimaa-
lisempaan lampdtilaan. Esimerkiksi Pediococcus damnosuksen optimaalinen
kasvulampdtila on 22-25 C° (Hill 2015. 145), jolloin voi olla mahdollista, etta tyn-
nyrin lampotila on noussut juuri tarvittavan maaran ja mahdollistanut bakteerien

maaran kasvun.

Menetelmaa voisi kehittdd monella eri tavalla. Naytteenotossa voisi kayttaa pit-
kaa naytteenottajaa, jolla saisi tynnyrin kasvustosta laajemman kuvan. Nyt nayte
otettiin tynnyrin tayttdaukosta pipetilla, jolloin saatiin vain pinnasta nayte. Myos
naytemaarat ja maljojen maaria voisi lisata, jolloin tydn luotettavuus paranisi. Toi-
nen kehityksen kohde olisi maljojen inkuboiminen aerobisissa oloissa. Tynnyrin
ollessa normaalia kdymisastiaa happipitoisempi, on todennakdista, etta hapetto-
mat mikrobit eivat tynnyrissa pysty kasvamaan. Kolmas kehityksen kohde voisi
olla oluella testaaminen. Tallaisen testauksen taloudellista kannattavuutta tulisi
kuitenkin pohtia, koska testaus vaatisi ylimaaraista olutta, tynnyreita ja pitkaa tes-
tausaikaa luotettavien tulosten saamiseksi. Tynnyreiden tutkimiseen olisi hyva

kayttaa muitakin testeja. Varsinkin aromien tutkiminen ja niiden heikentyminen
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natriumperkarbonaatin lisayksen jalkeen esimerkiksi kaasukromatografilla voisi
tuoda syvempaa tietamysta etenkin aromaattisten yhdisteiden pitoisuuksista. Ta-
man voisi yhdistaa aistinvaraiseen tutkimukseen ja vertailla saatuja tuloksia kes-

kenaan.

Aistinvaraiseen tutkimukseen tynnyrin aromiin liittyen voisi kehittaa varsinkin tes-
taajien lukumaaraa. Talla kerralla koetilanteessa oli vain kaksi testaajaa, jolloin
kokeen luotettavuus saattaa karsia. Mutta kyseessa oli kuitenkin testaajina hen-
kilot, jotka ovat tyonsa puolesta kokeneita aistinvaraisien testien tekijoita. Koe-
asetelmassa olisi voitu tehda "sokkotestit”, jolloin testaajien tiedot kokeen oletet-

tuun lopputulokseen, eivat olisi vaikuttanut hajutestin tulkintaan.

Muita tynnyrin puhdistusmenetelmia ovat esimerkiksi viinitynnyreiden puhdistuk-
seen kaytettya rikkipareen polttoa tynnyrissa, jolloin muodostuu rikkidioksidia,
jolla on mikrobeja puhdistavia ominaisuuksia (Stadler & Ficher, 2020). Tata me-
netelmaa voisi hyvinkin testata, mikali puitteet ovat oivallisia, varsinkin ilmanvaih-
don tulee olla hyvin toiminnassa, rikkidioksidin ollessa haitallista hengitettyna.
Stadler ja Fischer (2020) ovat maininneet muutaman muunkin mahdollisen me-
netelman. Esimerkiksi otsonin kayton, peretikkahapon kaytto ja kuumalla vedella
painepesun. Naissa kaikissa on omat hydtynsa ja haittansa, otsonin kaytto vaatii
rikkipareen tavoin hyvaa ilmanvaihtoa. Peretikkahapon kayton seurauksena voi
olla etikkahapon jaaminen tynnyriin, joka voi aiheuttaa mikrobikasvuston kasvun.
Kuumalla vedella painepesu voi olla hankalaa tynnyrin lautojen ja paatyjen liitos-
kohdista, jotka ovat muutenkin hankalia puhdistaa. (Stadler & Ficher, 2020)

Yksi kiinnostava menetelma voisi olla tynnyrin uudelleen hiillostaminen, jolloin
varsinkin tynnyrin ominaisaromia saataisiin oluisiin. Jos tata metodia haluaisi
kayttaa, tynnyri pitaisi purkaa, hioa, hiillostaa ja rakentaa uudelleen (Stadler &
Ficher, 2020). Lisaksi tdma menetelma vaatisi erikoisvalineet ja turvallisen paikan
tynnyrin hiillostamiseen. Talla voisi kuitenkin olla vaikutuksia tynnyrin kayttoikaan
ja kayton ekologisuuteen. Ekologisuutta kehitetyssa menetelmassa on tynnyrin
uudelleenkayton lisaksi kemikaalit, jotka eivat ole haitallisia ymparistolle. Toi-
saalta runsas vedenkayttd vahentaa menetelman ekologisuutta. Vetta kaytetaan
ensin tynnyrin turvottamiseen, sitten pesuihin puhdistusvaiheiden valissa ja lo-

pulta kemikaalien liuottamiseen.
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Panimoala on kasvanut huomattavasti vimeisen 15 vuoden aikana, esimerkiksi
viimevuoden tilastojen mukaan oluen myynti kasvoi Yhdysvalloissa 1 %, kun ka-
sityolaispanimoiden myynti kasvoi 8 % ja itsenaisten- ja pienpanimoiden myynti
oluen kokonaismyynnista kasvoi 13,1 % (Brewers association). Tama kertoo pa-
nimoiden tuotteiden kysynnasta ja kysynnan vuoksi kilpailutilanne on myos Kkiris-
tynyt ja uusia makuyhdistelmia, joilla erottua muista pyritaan kehittamaan jatku-
vasti. Tynnyrikypsytys voi olla yksi keino erottua, mutta oluissa laatu ja tasalaa-
tuisuus on hyvinkin tarkea osa. Tynnyrikypsytys on yrityksen ja erehdyksen pro-
sessi, jolla voi olla negatiivisia vaikutuksia panimoiden talouteen (Bossaert ym
2020), mutta kyseessa on kokeilu, jonka avulla panimot voivat mahdollisesti
saada etulydntiaseman tynnyrikypsytettyjen oluiden markkinoilla. Panimoiden tu-
lisi kuitenkin arvioida ovatko puhdistusprosessin kehittdmiseen kaytetyt resurssit

oikeassa suhteessa siita saatujen hyotyjen kanssa.
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