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Symphony-elatusaineen verifiointi hiivojen ja
homeiden maaritykseen

Hiivoja ja homeita hyddynnetaan monien elintarvikkeiden valmistuksessa, mutta
ne ovat myos yleisia elintarvikkeiden pilaajamikrobeja. Eurofins Scientific Finland
Oy:n Raision mikrobiologian laboratoriossa haluttiin verifioida kayttoon
Symphony-elatusaine, jolla hiivat ja homeet voidaan maarittda elintarvike- ja
rehunaytteista jo kolmen vuorokauden inkuboinnin jalkeen nykyisen menetelman
vaatiman viiden vuorokauden sijaan. Symphony-menetelmaa voidaan kayttaa
kaikille naytteille riippumatta niiden veden aktiivisuudesta.

Verifiointi suoritettiin standardin SFS-EN ISO 16140-3:2021 ohjeiden mukaisesti.
Verifioinnin suoritusvaihe tehtiin kahdessa osassa: kayttddnottoverifiointi ja
tuoteverifiointi. Kayttédnottoverifioinnissa maaritettin  menetelman teknista
epavarmuutta ja tuoteverifioinnissa matriisin vaikutusta menetelmaan. Lisaksi
osallistuttiin  Eurofins Food & Feed Testing Norway AS:n jarjestamaan
vertailututkimukseen.

Verifioinnin tavoitteena oli osoittaa laboratorion patevyys suoriutua verifioitavasta
menetelmasta. Verifiointi saatiin suoritettua hyvaksytysti ja vertailututkimuksessa
parjattiin hyvin, joten Symphony-elatusaine on mahdollista akkreditoida ja ottaa
kayttoon laboratoriossa.
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Verification of Symphony culture medium for
enumerating yeasts and molds

Yeasts and molds are often used in the manufacture of food but they are also
common spoilage microbes of food products. Eurofins Scientific Finland Oy
Raisio microbiological laboratory had a need for verification of Symphony culture
medium for enumerating yeasts and molds. By using the Symphony culture
medium it is possible to enumerate yeasts and molds from food and animal feed
samples just after three days of incubation instead of the five days of incubation
used in the present method. The method can be used for all samples independent
of their water activity.

Verification was performed in compliance with the standard SFS-EN ISO 16140-
3:2021. The performance of the verification was devided in two sections:
implementation verification and item verification. In the implementation
verification, the technical uncertainty of the method was determined and in the
item verification, the effect of the matrix was determined. In addition, the
laboratory took part in a comparative study organized by Eurofins Food & Feed
Testing Norway AS.

The objective of the verification was to demonstrate that the laboratory has the
competence to manage the method to be verified. The verification was performed
succesfully and the comparative study went well, so it is possible to accredit the
Symphony culture medium and introduce it in the laboratory.
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Kaytetyt lyhenteet ja sanasto

AFNOR

BHI
DG18
DRBC
FINAS
MAX
PC
pmy
sp.

tallus

veden aktiivisuus

Association Francaise de Normalisation (French
Standardization Association)

Brain Heart Infusion

Dichloran-Glyserol

Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol
Finnish Accreditation Service

Maximum Recovery Diluent

Plate Count

pesakkeen muodostava yksikko

Species eli laji, lyhennetta sp. kaytetdan sukunimen
jalkeen, kun viitataan kyseiseen sukuun Kkuuluvaan
tarkemmin  maarittelemattomaan  lajiin  (Tieteen
termipankki 2023).

Sienen erilaistumaton kasvullinen osa (Tieteen

termipankki 2023).

Veden aktiivisuudella (aw) tarkoitetaan kaytettavissa
olevan eli vapaan veden maaraa. Veden aktiivisuus on
sitd pienempi, mitd enemman veteen on liuennut
kemiallisia aineita, kuten suoloja ja sokereita. Puhtaan
veden aktiivisuus on 1,0 ja esimerkiksi kuivattujen
elintarvikkeiden alle 0,70. (Ruokavirasto 2023.)



1 Johdanto

Tama opinnaytetyo tehtiin Eurofins Scientific Finland Oy:n Raision mikrobiologian
laboratoriolle, jossa oli tarpeen verifioida kayttdédn Symphony-elatusaine hiivojen
ja homeiden maaritykseen. Talla hetkella kaytdossa oleva NMKL 98:2005 -
standardimenetelmd vaatii hiiva- ja homemaljoilta viiden vuorokauden
inkuboinnin, mutta Symphony-elatusaineella hiivat ja homeet voidaan maarittaa
naytteista jo kolmen vuorokauden inkuboinnin jalkeen. Symphony-elatusaineella
voidaan maarittaa hiivat ja homeet kaikista elintarvikkeista ja rehuista,
rippumatta niiden veden aktiivisuudesta. (BIOKAR Diagnostics n.d., 1.)
Nykyisessa NMKL 98:2005 -menetelmassa kaytetaan naytteen veden

aktiivisuudesta riippuen joko DG18- tai DRBC-elatusainetta.

Verifioimalla menetelman laboratorio osoittaa suoriutuvansa menetelmasta ja
sen olevan sopiva aiottuun kayttétarkoitukseensa. (SFS-EN ISO 16140-3:2021,
5).  Symphony-elatusaineen  verifiointi  tapahtui kolmessa  osassa:
verifiointisuunnitelman teko, verifioinnin suorittaminen ja tulosten kasittely ja
raportointi. Verifiointi suoritettiin standardin SFS-EN ISO 16140-3:2021 ohjeiden
mukaisesti. Verifioitava Symphony-menetelma oli kvantitatiivinen ja standardin
mukaisesti verifioinnin suoritusvaihe tehtiin kahdessa osassa:
kayttdonottoverifiointi ja tuoteverifiointi. Kayttdonottoverifioinnissa maaritettiin
menetelman teknistd epavarmuutta ja tuoteverifioinnissa matriisin vaikutusta
menetelmaan. Lisaksi osallistuttiin Eurofins Food & Feed Testing Norway AS:n
jarjestamaan vertailututkimukseen, jotta verifioitu menetelma voitaisiin
akkreditoida.

Hiivoja ja homeita hyddynnetaan useiden elintarvikkeiden valmistuksessa, mutta
ne ovat myos yksia yleisimmista elintarvikkeiden pilaajamikrobeista (Haikio
2003,11; Riesute ym. 2021). Hiivojen pilaamassa elintarvikkeessa voi esiintya
esimerkiksi virhemakuja, varinmuutoksia seka limanmuodostusta, ja jotkut
hiivalajit voivat aiheuttaa infektioita heikentyneen immuunijarjestelman
omaavalle henkildlle (Fleet 2007; Hernandez ym. 2018; Riesute ym. 2021).

Homeet tuottavat mykotoksiineja eli homemyrkkyja, jotka ovat haitallisia ihmisille
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ja homelajista riippuen voivat olla jopa karsinogeenisia. (Haikié 2003, 14-15, 112-
113.)

Eurofins Scientific Finland Oy on osa kansainvalista Eurofins Groupia, joka toimii
50 eri maassa tarjoten erilaisia analyysi-, testaus-, sertifiointi- ja
asiantuntijapalveluita. Suomessa Eurofins toimii 23 paikkakunnalla. (Eurofins
2022.) Eurofins Scientific Finland Oy:n Raision toimipisteella toimivat FINAS-
akkreditoidut elintarvikemikrobiologian ja -kemian laboratoriot, jotka tarjoavat
laajan valikoiman mikrobiologisia ja kemiallisia anayyseja elintarvike- ja
rehunaytteille (Eurofins 2019).

Turun AMK:n opinnaytety6 | Alisa Koliseva
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2 Hiivat ja homeet

Useat elintarvikkeiden valmistusprosessit perustuvat mikrobien kayttoon, mutta
toisaalta mikrobit voivat myos pilata elintarvikkeet ja tehda niista ihmiselle
myrkyllisia. Taman takia elintarviketeollisuudessa on tarkeaa huolehtia, etta
elintarvikkeiden mikrobitoiminta pysyy turvallisella tasolla. (Haikic 2003, 11.)
Sienet, kuten hiivat ja homeet, ovat yksi tarkeimmistad mikro-organismiryhmista,

jotka aiheuttavat elintarvikkeiden pilaantumista (Riesute ym. 2021).

2.1 Hiivat

Hiivat ovat yksisoluisia mikrobeja, jotka lisaantyvat kuroutumalla. Hiivasolujen
koko vaihtelee yhdesta sataan mikrometriin. Hiivojen vari vaihtelee lajista
rippuen, Saccharomyces cereviseae eli tutummin leivinhiiva on variltaan
vaaleaa, mutta lajista riippuen hiivat voivat kehittdd myos kirkasvarisia tai tummia
pigmentteja. (Haikié 2003, 15.)

Hiivat kasvavat melko vaatimattomissa olosuhteissa (Haikio 2003, 15). Ne
sietavat happamuutta ja vakevia sokeriliuoksia ja kasvavatkin parhaiten
happamissa olosuhteissa, pH-alueella 4—6 (Haikidé 2003, 15; Riesute ym. 2021).
Hiivat kasvavat usein 20-30 °C:n lampdtilassa, mutta jotkut lajit kestavat
kuumempiakin olosuhteita (Riesute ym. 2021). Happi ei ole hiivoille
valttamatonta, mutta se tehostaa niiden kasvua. Ravintonaan hiivat hyodyntavat
paaasiassa sokereita. (Haikid 2003,15.) Esimerkiksi hedelmat ovat ideaali
kasvuymparistd hiivoille, silla niiden sokeripitoisuus ja veden aktiivisuus ovat

korkeat ja pH matala (Riesute ym. 2021).

Leivonnassa ja juomien valmistuksessa hyodynnetaan hiivojen alkoholikaymista.
Kaymisessa hiiva kayttda ravinnokseen sokereita ja tuottaa samalla
ymparistdonsa alkoholia ja hiilidioksidia. (Haikié 2003, 15.) Leipien, oluen ja viinin
kaymisprosessit kayttaen S. cerevisiae-hiivaa ovat keskeisimpia elintarvikkeiden

valmistusmenetelmid, jotka hyddyntavat hiivoja. Lisaksi muita hiivakantoja
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hyodynnetaan esimerkiksi juuston kypsyttamisessa ja kaakao- ja kahvipapujen

kasittelyssa. (Riesute ym. 2021.)

Hiivojen aiheuttaman elintarvikkeen pilaantumisen tarkeimpia merkkeja ovat
sameus, turpoaminen, limanmuodostus, varinmuutokset ja virhemaut
(Hernandez ym. 2018). Hiivoja ei yleensa luokitella agressiivisiksi
taudinaiheuttajiksi, mutta jotkut hiivalajit, kuten Candida-suvun hiivat luokitellaan
niin sanotuiksi opportunistisiksi patogeeneiksi (Fleet 2007; Riesute ym.
2021).Tama tarkoittaa, ettd nama hiivat eivat normaalisti ole taudinaiheuttajia,
mutta ne muuttuvat sellaisiksi, jos isantaelimiston puolustuskyky on heikentynyt
esimerkiksi syovan, AIDS:in tai muun sairaalahoitoa vaativan taudin takia (Fleet
2007; Duodecim Terveyskirjasto 2016; Riesute ym. 2021). Heikentyneen
immuunijarjestelman omaava henkild voi saada hiivojen pilaaman elintarvikkeen
takia infektioita esimerkiksi iholle, limakalvoille, hengitysteihin ja
keskushermostoon. On myds osoitettu, ettd monet elintarvikkeissa
yleisemmatkin hiivalajit, kuten S. cerevisiae, Candida krusei, Candida famata ja

Pichia anomala ovat aiheuttaneet infektioita. (Fleet 2007; Riesute ym. 2021.)

2.2 Homeet

Homeet ovat monisoluisia, rihmastoja muodostavia mikrobeja, jotka leviavat
itididen avulla. Sopivan kasvualustan Idydettyaan homeitidt alkavat
muodostamaan rihmastoa, joka voi jo muutamassa paivassa kasvaa useiden
senttimetrien kokoiseksi. Nuori homerihmasto on variltdan vaaleaa, mutta siihen
syntyvat itiot voivat varjata sen homelajista riippuen esimerkiksi mustaksi,
vihreaksi tai keltaiseksi. (Haikié 2003, 12-14.)

Kuten hiivatkin, myos homeet ovat vaatimattomia kasvuolosuhteistaan. Ne eivat
vaadi kosteita olosuhteita ja viihtyvat myds happamassa ymparistdéssa. Jotkut
homeet kasvavat jopa jaakaappikylmassa eli myoskaan korkea Iampdtila ei ole
niille ehdotonta. Homeet kayttavat ravinnokseen lahestulkoon mita tahansa
orgaanista ainetta. Happi on kuitenkin homeille valttamatonta niiden kasvun
kannalta. (Haiki6 2003, 14.)
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Homeet ovat yksi yleisimmista elintarvikkeiden pilaantumisen syista. Ne
aiheuttavat ongelmia erityisesti leipomovalmisteita, einesruokia, hilloja seka
marjoja kasitellessa. Homeiden haittoja lisaavat homemyrkyt eli mykotoksiinit,
joita useat homelajit tuottavat. Homemyrkkyja paatyy ihmisten ravintoon paitsi
suoraan homehtuneesta elintarvikkeesta, myos elintarvikkeena nautitun maidon
tai lihan valityksella homehtuneesta elainten rehusta. Eri homelajit synnyttavat eri
maaran myrkkyja ja myods homeiden kasvuolosuhteet vaikuttavat tuotetun myrkyn
maaraan. Taman takia ei ole mahdollista suoraan sanoa, kuinka suuri maara
hometta tekee elintarvikkeen vaaralliseksi. (Haikié 2003, 14, 112-113.)

Suurin osa tunnetuista mykotoksiineista ovat Aspergillus-, Penicillium- ja
Fusarium-sukuisten homeiden tuottamia (Labbé & Garcia 2013, 284).
Aspergillus-suvun  homeet tuottavat aflatoksiini-nimistd  homemyrkkya.
Aflatoksiineja on useita eri tyyppeja ja niitéd esiintyy monissa homehtuneissa
elintarvikkeissa, kuten viljoissa, maitotuotteissa, pahkindissa ja kaakaossa.
Aflatoksiinit ovat karsinogeeneja eli ne ovat sy6paa aiheuttavia aineita. Patuliini
on mykotoksiini, jota tuottavat Penicillium-suvun homeet. Patuliinia esiintyy muun
muassa hedelmissa, leivissa ja makkaroissa. Myos patuliini on karsinogeeni,
minka lisaksi se voi aiheuttaa kromosomimuutoksia. (Haikid 2003, 112-113.)
Deoksinivalenoli eli DON on Fusarium-suvun homeiden tuottama mykotoksiini.
DON:ia esiintyy erityisesti viljoissa, kuten vehnassa, maississa, ohrassa,
kaurassa ja rukiissa. DON aiheuttaa ihmisille myrkytysoireita, kuten vatsakipua,

oksentelua, ripulia ja paansarkya. (Labbé & Garcia 2013, 295-299.)

Toisaalta  joitakin  homelajeja myds hyddynnetaan elintarvikkeiden
valmistuksessa. Naista tunnetuimpia ovat homejuustot, joita valmistetaan
lisaamalla esimerkiksi Penicillium-suvun homeita juustomassaan tai juuston
pintaan. Homekasvusto antaa juustoille niiden tyypillisen ulkonadn ja aromit.
(Haikio 2003,14-15.)

Turun AMK:n opinnaytety6 | Alisa Koliseva
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3 Verifiointi

Validoinnilla arvioidaan menetelman soveltuvuutta tiettyyn kayttotarkoitukseen.
Verifiointi on validointia suppeampi menettelytapa, joka voidaan suorittaa, jos
menetelma on validoitu jo jossain muualla. (Hagg 2016, 7-8.) Verifioinnilla
laboratorio osoittaa, ettd se suoriutuu validoidusta menetelmasta ja menetelma
on sopiva aiottuun kayttotarkoitukseensa (SFS-EN I1SO 16140-3:2021, 5).
Symphony-elatusaineen kayttdo on jo validoitu Ranskan standardointijarjesto
AFNOR:n hyvaksymasti, joten Symphony-elatusaineen kayttédnotto Eurofinsilla

vaati vain menetelman verifioinnin.

Verifiointi kokonaisuudessaan tapahtuu kolmessa osassa:
verifiointisuunnitelman teko, verifioinnin suorittaminen ja tulosten kasittely ja
raportointi. Verifiointisuunnitelmaan kirjataan verifioinnin tarkoitus, laajuus,
toteutus ja aikataulu. Verifiointi suoritetaan standardin SFS-EN ISO 16140-
3:2021 ohjeiden mukaisesti. Verifioitava Symphony-menetelma on
kvantitatiivinen ja standardin mukaan verifioinnin suoritusvaihe tapahtuu

kahdessa osassa: kayttoonottoverifiointi ja tuoteverifiointi.

3.1 Symphony-elatusaine

Symphony-elatusaineella hiivat ja homeet voidaan maarittda naytteista jo kolmen
vuorokauden inkuboinnin jalkeen standardimenetelmien mukaisen viiden
vuorokauden sijaan. Inkubointi tapahtuu 25 °C:n l|&8mpdtilassa. Lisaksi
Symphony-elatusaineella voidaan maarittdd hiivat ja homeet Kkaikista
elintarvikkeista ja rehuista, riippumatta niiden veden aktiivisuudesta. (BIOKAR

Diagnostics n.d., 1-2.)

Symphony-elatusaine on selektiivinen hiivoille ja homeille. Elatusaineeseen
valitut peptonit, hiilihydraatit ja kasvunedistajat mahdollistavat hiivojen ja

homeiden nopean kasvun. Elatusaine on suunniteltu rajoittamaan homeiden
talluksen lisaantymista, mika helpottaa homepesakkeiden laskemista. Rose

Bengal -vari helpottaa hiivojen laskemista varjaamalla hiivapesakkeet
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vaaleanpunaisiksi. (BIOKAR Diagnostics n.d., 1-2.) Kuvassa 1 nakyy, millaisina

pesakkeina hiivat ja homeet kasvavat Symphony-elatusaineella.

Kuva 1. Hiiva- ja homepesakkeita Symphony-elatusaineella (BIOKAR

Diagnostics n.d., 5).

Taulukossa 1 on esitetty Symphony-elatusaineen koostumus, elatusaineen

valmistaja ei ole eritellyt valmistuksessa kaytettavia selektiivisia aineita.

Taulukko 1. Koostumus yhdelle litralle Symphony-elatusainetta (BIOKAR

Diagnostics n.d., 1).

Ainesosa Maara (g)
Peptonit 10,0
Glukoosi 18,0
Kasvunedistajat 1,0
Selektiiviset aineet 1,0
Bakteriologinen agar 15,5

Turun AMK:n opinnaytety6 | Alisa Koliseva
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3.2 SFS-EN ISO 16140-3:2021

Standardilla tarkoitetaan kirjallista julkaisua, joka maarittaa esimerkiksi tuotteille,
palveluille ja jarjestelmille ominaisuuksia, vaatimuksia, suosituksia ja ohjeita.
Standardien avulla voidaan laatia yhtenaisia toimintatapoja. Kukin standardi saa
oman tunnuksen, joka kertoo siitd monia asioita. SFS tarkoittaa, ettéd standardi
on vahvistettu Suomessa. EN tarkoittaa, ettd standardi on vahvistettu
Eurooppalaiseksi standardiksi. 1SO tarkoittaa, ettd standardi on myo6s
maailmanlaajuisesti vahvistettu. Naiden jalkeen ilmoitetaan standardin numero

seka sen vahvistamisvuosi. (SFS, 2023.)

Standardi SFS-EN I1SO 16140-3:2021 Microbiology of the food chain. Method
validation. Part 3: Protocol for the verification of reference methods and validated
alternative methods in a single laboratory sisaltda ohjeistuksen sellaisten
menetelmien verifiointiin, joissa maaritetaan bakteereita ja sienia elintarvikkeista,
rehuista, elintarvikkeiden ja rehujen tuontantotilojen ymparistonaytteista ja
alkutuotannon naytteistd. Standardissa on ohjeistettu muun muassa
naytematriisien valinta seka verifiointitestien suorittaminen riippuen siita, onko
verifioitava menetelma kvalitatiivinen vai kvantitatiivinen. (SFS-EN ISO 16140-
3:2021, 1-28.)

3.3 Kayttoonottoverifiointi

Kayttéonottoverifioinnilla osoitetaan, ettd laboratorio suoriutuu verifioitavasta
menetelmasta hyvaksytysti (SFS-EN ISO 16140-3:2021, 5).
Kayttddnottoverifioinnilla maaritetdan menetelman teknista epavarmuutta, jonka
lahteitd ovat muun muassa testiannoksen otto naytteesta, laimennossarjan teko
ja pesakkeiden laskutapa (SFS-EN ISO 19036:2019, 11; SFS-EN ISO 16140-
3:2021, 19). Kayttoonottoverifioinnin tuloksista lasketaan laboratorion sisaisen
uusittavuuden keskihajonta (Sir), jota verrataan menetelman validoinnissa
saatuun laboratorioiden valisen uusittavuuden keskihajonnan (Sr) arvoon (SFS-
EN ISO 16140-3:2021, 19, 22-23).
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Kayttédnottoverifiointiin valitaan vahintaan 10 naytetta, jotka ovat samaa tuotetta,
mutta ovat eri eraa tai eri valmistajan tekemia. Jokaisesta naytteesta
analysoidaan kaksi testiannosta A ja B, jotka eroavat toisistaan olosuhteiltaan
mahdollisimman paljon: eri tekijat, eri eraa olevat kasvatusalustat ja reagenssit
seka eri laitteet. Valittujen olosuhteiden tulee kuitenkin vastata niita, missa
laboratorio menetelmaa normaalistikin suorittaa. (SFS-EN 1SO 16140-3:2021,
19-20.)

3.4 Tuoteverifiointi

Tuoteverifioinnilla laboratorio osoittaa, ettd se suoriutuu verifioitavasta
menetelmasta niilla naytteilld, jotka kuuluvat sen tarjoamien analyysien
laajuuteen. Verifiointistandardissa elintarvikkeet on jaettu 15 eri kategoriaan,
joiden lisaksi menetelma voidaan verifioida myds kategorioille rehut,
ymparistonaytteet ja alkutuotannon naytteet. Verifiointi voidaan tehda yksittaisille
elintarvikekategorioille, tai vaihtoehtoisesti tehda laaja verifiointi kaikille
elintarvikkeille. Kun verifioidaan laajuudella “elintarvikkeet” yksittaisten
kategorioiden sijaan, valitaan tuoteverifiointiin vahintadan 5 naytetta, jotka ovat
kaikki eri kategorioista. Jos laboratorio haluaa verifioida lisaksi "muita
kategorioita”, kuten rehu- tai ymparistonaytteita, tulee myds nama kategoriat
ottaa mukaan tuoteverifiointin. Koska kaikkia mahdollisia naytteitd ei
tuoteverifioinnissa voida testata, tulee testeihin valita mahdollisuuksien mukaan
hankalia naytteita. Hankalilla naytteilla tarkoitetaan naytteita, joiden koostumus,
taustamikrobisto ja muut epapuhtaudet voivat vaikuttaa testitulokseen mitatéiden
sen. Esimerkiksi korkea taustamikrobisto, pilaajamikrobit, korkea rasvapitoisuus,
alhainen pH, antimikrobiset ainesosat, alhainen veden aktiivisuus, viskositeetti ja
variaineet voivat vaikuttaa testitulokseen. (SFS-EN ISO 16140-3:2021, 7-8, 45.)

Jokaiseen naytteeseen ympataan menetelman vaatimaa mikrobia kolmelle eri
pitoisuudelle. Naiden pitoisuuksien tulee vastata niita, mita laboratorio kyseisesta
tuotteesta yleensa I0ytaa. Lisaksi maaritetddn ymppaykseen kaytetyn
mikrobisuspensiomaaran pitoisuus. Tuoteverifioinnin tuloksista lasketaan arvioitu

harha-arvo (eBias) vertaamalla ympattyjen naytteiden ja kaytetyn
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mikrobisuspensiomaaran pitoisuuksia keskenaan. (SFS-EN ISO 16140-3:2021,
25-27.)

3.5 Verifiointi ja akkreditointi

Akkreditoinnilla tarkoitetaan patevyyden toteamista kolmannen osapuolen
toimesta. Se on kansainvalinen menettelytapa, joka mahdollistaa toimijan
patevyyden osoittamisen puolueettomasti. EU-lainsdadannén  mukaan
jokaisessa EU-maassa tulee olla yksi kansallinen akkreditointiorganisaatio.
Suomen akkreditointiorganisaatio on FINAS, joka on osa Turvallisuus- ja
kemikaalivirastoa eli Tukes:ia. Toimija, joka hakee akkreditointia, saa itse paattaa
patevyysalueen, jolle akkreditointi suoritetaan, eli kaikki toimijan toiminta ei
automaattisesti ole akkreditoitua. Akkreditointia haetaan, koska se kertoo
asiakkaille toiminnan luotettavuudesta ja voi helpottaa markkinoille paasya.
(Tukes 2019.)

Kun akkreditoidaan testaus-, tarkastus- ja kalibrointitoimintaa, tulee
akkreditoitavien menetelmien olla validoituja ja tarkoituksenmukaisia. Tama
maaritelma koskee myos verifiointia. Menetelman validointi tai verifiointi on siis
yksi hyvaksytyn akkreditoinnin ehdoista. (FINAS 2016.)
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4 Verifioinnin suoritus

Verifiointitestit  suoritettin  kahdessa osassa: kayttoonottoverifiointi  ja
tuoteverifiointi. Kayttéonottoverifioinnin tuli olla hyvaksytysti suoritettu, ennen
kuin voitiin siirtya tuoteverifiointivaiheeseen. Ennen verifiointitesteja valmistettiin
hiiva- ja homekannoista mikrobisuspensiot, joita kaytettiin verifiointinaytteiden
ymppaykseen. Liitteessa 1 on esitetty mikrobisuspensioiden maaritetyt

pitoisuudet.

4.1 Mikrobisuspensioiden valmistus

Suspensiot valmistettin  yhteensa neljastd hiiva- ja homekannasta:
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, Candida albicans ATCC 10231,
Cladosporium sp. ja Fusarium oxysporum. Cladosporium sp. aikaisemmin
laboratoriossa laadunvarmistuskayttoon eristetty kanta ja F. oxysporum on tata

verifiointia varten asiakasnaytteesta eristetty ja tunnistettu kanta.

4.1.1 Hiivasuspensioiden valmistus

Aluksi kasvatettiin tuoreet puhdasviljelmamaljat S. cerevisie- ja C. albicans-
hiivoista siirrostamalla kantamaljalta hiivapesake silmukalla PC-maljalle.
Inkuboitiin maljoja kolme vuorokautta 25 °C:ssa. Taman jalkeen siirrostettiin
hiivapesake silmukalla 10 ml:aan BHI-rikastuslienta ja inkuboitiin BHI-putkia nelja

vuorokautta 25 °C:ssa.

BHI-putkista valmistettiin laimennossarja 10-'-107 peptonisuolaliemeen eli
MAX:iin. Viljeltiin sekd S. cerevisiae etta C. albicans laimennokset 104-10"
pintalevityksena PC-, DRBC- ja Symphony-maljoille. Inkuboitiin kaikki maljat 25
°C:ssa, PC- ja Symphony-maljat kolme vuorokautta ja DRBC-maljat viisi
vuorokautta. Maljoilla kasvavien pesakemaarien perusteella maaritettiin

valmistettujen suspensioiden eli ymppien pitoisuudet. Valmistettin myohemmin
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edella mainitulla tavalla myos toiset laimennosarjat molemmista hiivakannoista.

Naiden ymppien pitoisuudet maaritettiin kayttaen vain Symphony-maljoja.

4.1.2 Homesuspensioiden valmistus

Aluksi kasvatettiin tuoreet puhdasvilielmamaljat Cladosporium sp.- ja F.
oxysporum-homeista siirrostamalla kantamaljalta homepesaketta piikilla PC-
maljalle. Inkuboitiin maljoja kolme vuorokautta 25 °C:ssa. Taman jalkeen
siirrostettin  hometta MAX-putkiin ja steriileihin  vesiputkiin kaapimalla

homepesakkeen pintaa silmukalla ja sekoittamalla tata MAX:iin tai veteen.

Vesi- ja MAX-putkia ei inkuboitu, vaan valmistettiin suoraan laimennossarjat 10-
10, vesiputkesta laimennettiin veteen ja MAX-putkesta MAX:iin. Viljeltiin seka
Cladosporium sp. etta F. oxysporum laimennokset 10-'-10- pintalevityksena PC-
, DRBC-, DG18- ja Symphony-maljoille. Inkuboitiin kaikki maljat 25 °C:ssa, PC-
ja Symphony-maljat kolme vuorokautta ja DRBC- ja DG18-maljat viisi
vuorokautta. Maljoilla kasvavien pesakemaarien perusteella maaritettiin
valmistettujen suspensioiden eli ymppien pitoisuudet. Steriilin veden ja MAX:in
kayton valilla ei huomattu eroa, joten kaytettiin jatkossa MAX:ia homeymppien

valmistukseen.

Myohemmin valmistettiin lisda homesuspensioita, joihin yritettin saada
korkeampi mikrobitiheys. Valmistettiin Cladosporium sp. laimennossarjat 14 ja
F. oxysporum laimennossarjat 1-2 ja 5—7 samaan tapaan kuin edelld, mutta
kaavittin homeen pintaa useammasta pesakkeesta, jotta saavutettaisiin
korkeampi mikrobitiheys. Lisaksi valmistettiin Cladosporium sp. laimennossarja 5
ja F. oxysporum laimennossarjat 3—4 seuraavasti: leikattin PC-maljalta
kasvavasta homepesakkeesta steriililla veitsella pala niin, ettd myds agar tuli
palan mukana ja siirrettiin pala MAX-putkeen. Lisattiin paloja yksi tai useampi ja
valmistettin taman jalkeen laimennossarja normaalisti. Myohemmassa
vaiheessa maaritettiin valmistettujen ymppien pitoisuudet kayttden vain

Symphony-maljoja.

Turun AMK:n opinnaytety6 | Alisa Koliseva



21

4.2 Kayttdéonottoverifiointi

Varsinainen verifioinnin suoritusvaihe aloitettiin kayttdonottoverifioinnilla, joka tuli
suorittaa hyvaksytysti ennen tuoteverifiointia. Kayttdédnottoverifioinnissa tutkittiin
menetelman teknista epavarmuutta, jota voi aiheutua muun muassa

tyoskentelytavoista ja kaytetyista valineista.

4.2.1 Kayttédnottoverifioinnin matriisit

Kayttoonottoverifiointiin tuli valita matriisiksi mika tahansa elintarvike, joka kuuluu
laboratorion toiminnan laajuuteen. Kayttdonottoverifiointiin valittiin - matriisiksi
jauhot, koska niista tehdaan laboratoriossa hiiva- ja homemaarityksia, ne on
helppo homogenisoida ja niista I0ytyy usein luonnollista hiiva- ja
homekontaminaatiota. Kaikki jauhonaytteet olivat eri erdaa tai eri valmistajan
tekemia, ja mukana analyyseissa oli useita eri jauhoja, kuten vehnajauhoja,

ruisjauhoja ja kaurajauhoja.

4.2.2 Kayttéonottoverifioinnin suoritus

Kayttédnottoverifiointi suoritettiin kahtena eri paivana: ensimmaisena paivana
analysoitin  naytteet 1-6 ja toisena  paivana naytteet 7-12.
Kayttddnottoverifiointia oli suorittamassa yhteensa viisi laboranttia ja kaikista
naytteistd analysoitiin kaksi testiannosta A ja B. Naytteita punnittin 10 g
stomacher-pussiin ja laimennettiin 1:10 peptonisuolaliemelld (MAX) kayttaen
Dilumat-laimenninta. Kaikki maljat inkuboitiin 25+1 °C:n lampétilassa 6812 tunnin

ajan.

Tavallisesti asiakkaiden hiiva- ja homenaytteet punnitaan ja laimennetaan
vilielypisteellda ja pipetoidaan kayttden sahkopipettia. Viljelypisteellda MAX:ia
valmistetaan paivittain uusi era autoklaavissa, minka lisaksi kaytetaan tarpeen
mukaan pullotettua MAX:ia tai valmiita MAX-pusseja. Viljelypisteen lisaksi
kayttéonottoverifiointia suoritettiin listeriapisteelld, jota kaytetdan kiireisimpina
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aikoina viljelypisteen lisaksi. Varapipetteina laboratoriossa kaytetaan
Finnpipette-automaattipipetteja, jotka otettiin myos mukaan

kayttoonottoverifiointiin.

Jokainen verifiointindyte analysoitiin ilman ymppaysta sekd home- ja
hiivaymppien kanssa, eli jokaisesta naytteesta tehtiin yhteensa kolme punnitusta
per maaritys. Sama laborantti ymppasi kaikki naytteet, jotta siihen ei tulisi
vaihtelua, ja ymppays tehtiin aina ennen naytteen homogenisointia, naytteen
punnitsemisen ja laimentamisen jalkeen. Naytteisiin 1-6 ympattiin S. cerevisiae
ja Cladosporium sp. ja naytteisiin 7—12 ympattiin C. albicans ja F. oxysporum.

Liitteessa 2 on esitetty solujen ymppaysmaarat naytteisiin.

Rinnakkaisiin maarityksiin A ja B pyrittin samaan mahdollisimman paljon
vaihtelua  vaihtelemalla  analyysin  tekevia  henkildita, laimentimia,
homogenisaattoreita, MAX-erda, Symphony-erda ja pipetteja. Vaihteluissa
otettiin kuitenkin huomioon, miten analyyseja tavallisesti suoritetaan eri pisteilla
eika siten esimerkiksi vaihdeltu eri pisteiden valineitd keskenaan. Taman takia
viljelypisteella naytteita punnittaessa kaytettiin aina autoklaavissa valmistettua
MAX:ia, viljelypisteen Dilumat-laimenninta ja viljelypisteen homogenisaattoria ja
listeriapisteella punnittaessa MAX-pulloa tai -pussia, listeriapisteen Dilumat-
laimenninta ja listeriapisteen homogenisaattoria. Liitteessa 2 on esitetty, miten

vaihtelu on toteutettu jokaisen naytteen kohdalla.

Maljoille pipetoitavat maarat valittin sen mukaan, minka verran niissa odotettiin
kasvavan hiiva- tai homepesakkeita. Standardin mukaan pesakkeita laskiessa
rinnakkaisilta maljoilta tulisi laskea yhteensa vahintaan 30 pesaketta ja yhdelta
maljalta enintdan 150 pesaketta, joten pyrittin maljojen kasvun olevan naiden
ohjeiden mukaista. Maljoille pipetoitiin kolmella eri tapaa: -1 laimennoksesta 1 ml
kolmelle maljalle (0,33 ml per malja), -1 laimennoksesta kahdelle maljalle 0,1 mi
per malja seka -1 laimennoksesta ja -2 laimennoksesta molemmista 0,1 mi
maljalle. Sahkopipetissa oli omat ohjelmat 1 ml, 1 ml kolmelle maljalle ja 0,1 ml
pipetointiiin. Kun pipetoitiin 1 ml kolmelle maljalle Finnpipetilla, otettiin pipettiin 1
ml ja jaettiin se silmamaaraisesti tasan kolmelle maljalle. Pipetoinnit on esitetty

tarkemmin liitteessa 2.
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Ensimmaisella suorituskerralla osassa maljoista kasvoi joko alle 30 tai yli 150
pesaketta, minka seurauksena kuuden naytteen homemaaritykset ja viiden
naytteen hiivamaaritykset tuli uusia. Uusintoja suoritettaessa lisattiin ympattavien
mikrobisuspensioiden maaria, naytteiden laimennoksia seka rinnakkaisia
maljoja. Lisaksi edelllisissa maarityksissa kaytetty Finnpipette vaihdettiin
sellaiseen, jolla saatiin pipetoitua 333 pl per malja sen sijaan, etta jaettiin 1 ml
silmamaaraisesti kolmelle maljalle. Naytesarjojen A ja B vaihtelut tehtiin muuten
samalla tavalla, mutta uusintoja oli suorittamassa vain kaksi laboranttia. Kaikkiin
uusittaviin hiivanaytteisiin ei enaa ympatty hiivaa, koska naytteen luonnollinen

kontaminaatio oli riittavaa.

4.3 Tuoteverifiointi

Verifioinnin suoritusvaihe jatkui kayttdéonottoverifioinnin jalkeen tuoteverifiointiin.

Tuoteverifioinnilla selvitettiin matriisin vaikutusta menetelméaan.

4 .3.1 Tuoteverifioinnin matriisit

Symphony-menetelmalle haluttiin patevyysalueeksi “elintarvikkeet”, jolloin sita
voidaan kayttaa kaikkien elintarvikenaytteiden analysointiin. Standardin mukaan
talléin verifiointiin tuli valita naytteiksi viisi elintarviketta, jotka olivat kaikki eri
kategorioista. Koska tuoteverifioinnissa ei testata kaikkia mahdollisia tuotteita, tuli
verifiointiin valita mahdollisuuksien mukaan hankalia naytteita. Naytevalinnoissa
otettiin myods huomioon se, ettd valitut naytteet edustaisivat mahdollisimman

hyvin niitd naytteita, mita laboratoriossa yleensa analysoidaan.

Symphony-menetelmalle haluttiin myos FINAS-akkreditointi, joten
kategoriavalinnoissa otettiin  huomioon FINAS:in ja Ruokaviraston tekema
elintarvikematriisien kategoriajako, joka on esitetty taulukossa 2, lukuun
ottamatta taulukossa mainittuja kategorioita "margariinit” ja "rehut”. Yhdeksi
verifioitavaksi matriisiksi haluttiin margariini, koska laboratoriossa analysoidaan

paljon hiivoja ja homeita margariininaytteista. Margariini ei kuitenkaan kuulu
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valmiisiin kategorioihin, joten verifioitin se kuudentena kategoriana. Lisaksi
laboratoriossa analysoidaan rehuja, joten verifioitin menetelma myos rehuille

omana kategorianaan. Tuoteverifiointiin valitut matriisit on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2. Tuoteverifiointiin valitut kategoriat ja matriisit

FINAS elintarvikekategoria Kategoriasta valittu matriisi
Yhdistelmaelintarvikkeet Einesruoka
Kasvikset, hedelmat, marjat ja viljat ja Siemenet

niista tehdyt valmisteet

Maito ja niista tehdyt valmisteet Jogurtti
Kala ja ayriaiset ja niista tehdyt Savukala
valmisteet

Lihat ja munat ja niista tehdyt valmisteet | Munapohjainen valipalatuote

Margariinit Margariini

Rehut Soijarouhe

4 .3.2 Tuoteverifioinnin suoritus

Tuoteverifioinnissa naytteisiin  ympattiin  hiivoja ja homeita kolmelle eri
pitoisuustasolle, jotka vastasivat niitd pitoisuuksia, mita kyseisista tuotteista
yleensa tulokseksi saadaan. Naytteille valitut pitoisuustasot on esitetty

taulukossa 3.

Taulukko 3. Tuoteverifioinnin matriiseille valitut pitoisuustasot

Matriisi Pitoisuustasot (pmy/g)
Einesruoka 100, 1000 ja 10 000
Siemenet 1000, 10 000 ja 100 000
Jogurtti 100, 1000 ja 10 000

(jatkuu)

Turun AMK:n opinnaytety6 | Alisa Koliseva



25

Taulukko 3 (jatkuu).

Savukala 100, 1000 ja 10 000
Munapohjainen valipalatuote 100, 1000 ja 10 000
Margariini 100, 1000 ja 10 000
Soijarouhe 100, 1000 ja 10 000

Valittujen kolmen pitoisuustason lisaksi analysoitiin ylimaaraiset kaksi
pitoisuustasoa, jotka olivat 10 kertaa pienemmat ja suuremmat kuin pienin ja
suurin valittu pitoisuustaso. Jos naytteesta analysoitiin esimerkiksi pitoisuustasot
100, 1000 ja 10 000 pmy/g, analysoitiin lisdksi pitoisuustasot 10 ja 100 000
pmy/g. Ylimaaraiset pitoisuustasot analysoitiin, silla jos ymppayksessa kaytetyn
mikrobisuspension pitoisuus olisi ollut eri kuin odotettiin, olisi ylimaarainen
pitoisuustaso voinut kattaa jonkun valituista pitoisuustasoista. Homeiden
kohdalla valittua pitoisuustasoa suurempaa ylimaaraista pitoisuustasoa ei voitu

analysoida, koska homesuspensioiden pitoisuuksia ei saatu riittavan korkeiksi.

Jokaisen naytteen jokaisesta eri pitoisuudesta tehtiin rinnakkaiset maaritykset A
ja B seka jokaisesta naytteesta negatiivikontrollit eli tehtiin analyysi ilman hiivojen
tai homeiden ymppaysta. Hiivat ja homeet analysoitiin erikseen eli niita ei ympatty
samaan testiannokseen. Eri pitoisuuksille valittin mahdollisuuksien mukaan eri
nayte, eli matriisi oli sama, mutta nayte oli eri eraa, eri valmistajan tekema, eri

makuinen tai muuta vastaavaa.

Lisaksi maaritettiin ymppayksessa kaytetyiden mikrobisuspensioiden pitoisuudet.
Pitoisuudet laskettiin maarityksen jalkeen siten, ettd tulokseksi saatiin
ymppaysmaaran pitoisuus. Jos naytteeseen ympattiin esimerkiksi kaksi millilitraa
homesuspensiota, laskettiin tulokseksi pesakkeita muodostavien yksikoiden
maara kahdessa millilitrassa kyseista homesuspensiota.

Tuoteverifioinnin suoritti kokonaisuudessaan yksi laborantti. Naytteita punnittiin
10 g stomacher-pussiin ja laimennettin 1:10 peptonisuolaliemellda (MAX)

kayttden Dilumat-laimenninta. Kaikki maljat inkuboitiin 251 °C:n lampdtilassa

Turun AMK:n opinnaytety6 | Alisa Koliseva



26

6812 tunnin ajan. Tuoteverifioinnin tarkemmat ymppaysmaarat ja maljoille

pipetoinnit on esitetty liitteessa 3.

Ensimmaisella tuoteverifioinnin kerralla hyvaksytyt tulokset saatiin maaritettya
vain margariinin ja munapohjaisen valipalatuotteen homeista. Muissa
homemaarityksissa maljoilla kasvoi liikaa pesakkeita tai naytteiden pitoisuudet
jaivat liian alhaisiksi. Siementen kohdalla liialliset pesakemaarat johtuivat
naytteiden luonnollisesta kontaminaatiosta. Osa maljoista oli myds kuivunut
inkubointikaapissa, minka takia niita ei voitu laskea Iluotettavasti.
Hiivamaarityksissa naytteiden pitoisuuksien valilla oli epaloogisia harppauksia,
mika saattoi johtua esimerkiksi laimennossarjan epaonnistumisesta. Kasvatettiin
myos lisattavan ympin maaraa vahintaan yhteen millilitraan tarkkuuden
lisaamiseksi. Lisaksi jatettin maarityksista pois pienempi ylimaarainen

pitoisuustaso, sillda maljat olivat usein tyhjia taman pitoisuustason kohdalla.

Epaonnistuneet naytteet uusittiin, jonka jalkeen hyvaksytyt tulokset saatiin
maaritettya kaikista muista naytteista paitsi soijarouheen ja jogurtin homeista ja
siementen hiivoista. Soijarouheen ja jogurtin homeiden maarityksessa oli kaytetty
Cladosporium sp. -hometta, jonka pitoisuudet jaivat naytteissa liian alhaisiksi,
kuten ensimmaisellakin kerralla. Todettiin, ettd Cladosporium sp.:n mikrobitiheys
laimennossarjoissa vaheni liikaa kylmasailytyksen aikana, eivatka aiemmin
maaritetyt pitoisuudet olleet luotettavia. Taman takia paatettin tehda toiset
uusinnat kayttaen F. oxysporumia. Siementen hiivamaarityksissa oli jalleen liikaa
luonnollista kontaminaatiota osassa naytteista, jonka seurauksena maljat olivat
ylikasvaneita. Toiseen uusintaan pyrittiin etsimaan puhtaammat naytteet, jonka
lisaksi tehtiin varulta maaritykset myos kayttaen vain sellaista naytetta, joka

aiemmin todettiin lahes puhtaaksi.

4.4 Vertailututkimus
Laboratorio  osallistui  Eurofins  Laboratory  Proficiency  Testing -

vertailututkimukseen, jonka jarjestajana oli Eurofins Food & Feed Testing Norway

AS. Vertailututkimuksessa laboratorio maaritti kolmesta elintarvikenaytteesta A,
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B ja C usean eri mikrobin pitoisuuden. Naytteista ei etukateen tiedetty, minka
verran ne sisaltavat eri mikrobeja. Hiivat ja homeet analysoitiin
standardimenetelman mukaisesti, minka lisaksi naytteet analysoitin myds
Symphony-menetelmalla. Nain voitiin  arvioida Symphony-menetelman
luotettavuutta. Naytteet analysoi yksi laborantti. Vertailututkimusraportin mukaan
naytteet A ja B sisalsivat hiivakantaa Saccharomyces cerevisiae ja nayte C sisalsi
homekantaa Aspergillus brasiliensis. Tuloksista laskettiin z-arvo, joka kertoo,
kuinka monen keskihajonnan paassa saatu tulos on kaikkien osallistujien

keskiarvosta.
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5 Tulokset

Verifioinnin suoritusvaiheen jalkeen laskettiin tulokset ja koostettiin niista
verifiointiraportti. Seka kayttoonottoverifioinnilla ettéd tuoteverifioinnilla oli omat
rajansa hyvaksytyille tuloksille. Hiivoille ja homeille laskettin molemmissa

osioissa omat tuloksensa.

5.1 Kayttoonottoverifiointi

Kayttédnottoverifioinnissa kaikki kaksitoista jauhonaytetta analysoitiin seka ilman
ymppaysta etta hiiva- ja homeympin kanssa. Osa naytteista tuli uusia, koska
maljat olivat ylikasvaneet tai rinnakkaisilla maljoilla kasvoi alle 30 pesaketta.
Uusintoja varten lisattiin ympin maaraa, naytteiden laimennoksia ja rinnakkaisia
maljoja. Kayttédnottoverifioinnissa jouduttiin uusimaan homeet naytteista 2—7 ja
hiivat naytteista 7-8 ja 10-12.

Standardin SFS-EN SO 16140-3:2021 mukaisesti kayttoonottoverifioinnin
naytteista laskettiin sisaisen uusittavuuden keskihajonta Sir. Standardin mukaan

Sir lasketaan seuraavalla kaavalla:

1w ,
Sig = %Z(%A — Vig)
1=

Kaava 1. Sisaisen uusittavuuden keskihajonnan Sir laskukaava (SFS-EN ISO
16140-3:2021, 22).

Kaavassa 1 Sir tarkoittaa sisaisen uusittavuuden keskihajontaa, i tarkoittaa
naytteen indeksia (i=1-n), n tarkoittaa naytteiden maaraa sekd yia ja ys
tarkoittavat logaritmiseen muotoon tuotuja pitoisuuksia naytesarjoista A ja B
(SFS-EN ISO 16140-3:2021, 22-23.)

Standardin SFS-EN I1SO 16140-3:2021 mukaan Sir-arvoa verrataan Sr-arvoon,

joka tarkoittaa laboratorioiden valisen uusittavuuden keskiarvoa. Sr-arvot on
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maaritetty menetelman validoinnissa ja vertailuun oli valittava pienin Sr-arvo,
joka validoinnissa on saatu. AFNOR:in validointiraportissa pienin Sr-arvo oli
0,139 (ADRIA 2022, 49). Sir-arvon tuli olla < 2-Sreli < 0,278.

Hiivojen sisdisen uusinnan keskihajonnan maarittamisessa voitiin kayttaa
naytteiden 3, 7, 11 ja 12 luonnollista kontaminaatiota. Naytteiden 8 ja 10
hilvamaarat olivat uusinnoissakin liilan alhaiset eli alle 30 pesaketta rinnakkaisilla
maljoilla, joten ne jatettiin tulosten laskennasta kokonaan pois. Taulukossa 4 on

esitetty sisdisen uusinnan keskihajonnan Sir laskeminen hiivoille.

Taulukko 4. Sisaisen uusinnan keskihajonnan Sir laskeminen hiivoille

Nay- | Pitoisuus | Pitoisuus | Pitoisuus | Pitoisuus | Erotus | Nelio
te A (Xia) A log1o B (xis) B log1o lyia- lyia-
(pmy/g) | (yia) (pmy/g) | (vis) yis| yis[?
(pmy/g) (pmy/g)
1 5950 3,77 7050 3,85 0,0737 | 0,0054
2 5800 3,76 6350 3,80 0,0393 | 0,0015
3 1760 3,25 3040 3,48 0,2374 | 0,0563
4 6150 3,79 5150 3,71 0,0771 | 0,0059
5 5750 3,76 4950 3,69 0,0651 | 0,0042
6 6650 3,82 7050 3,85 0,0254 | 0,0006
7 31 000 4,49 6909 3,84 0,6519 | 0,4250
8 <30 pmy - <30 pmy - - -
9 350 2,54 600 2,78 0,2341 | 0,0548
10 <30 pmy - <30 pmy - - -
11 1027 3,01 1591 3,20 0,1901 | 0,0361
12 1248 3,10 694 2,84 0,2550 | 0,0650
(jatkuu)
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30

sum-

ma

0,6551

sum-
ma/
(2-10)

0,0328

SirR=
(0,03
28)

0,181

Hiivojen sisaisen uusittavuuden keskihajonnan Sir tulokseksi maaritettiin 0,181,
mika oli < 0,278.

Homeiden sisaisen uusinnan keskihajonnan maarittamisessa kaytettiin vain

homesuspensiolla ympattyja naytteitd. Naytteiden 2 ja 5 homemaarat olivat

uusinnoissakin lilan alhaiset eli alle 30 pesaketta rinnakkaisilla maljoilla, joten ne

jatettiin tulosten laskennasta kokonaan pois. Taulukossa 5 on esitetty sisaisen

uusinnan keskihajonnan Sir laskeminen homeille.

Taulukko 5. Sisaisen uusinnan keskihajonnan Sir laskeminen homeille
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Nay- | Pitoisuus | Pitoisuus | Pitoisuus | Pitoisuus | Erotus | Nelio

te A (Xia) A log1o B (xis) B log1o lyia- lyia-
(pmyl/g) | (yia) (pmy/g) | (yis) yis| yis[?

(pmy/g) (pmy/qg)

1 720 2,68 460 2,66 0,1946 | 0,0379

2 860 2,93 <30 pmy - - -

3 890 2,95 380 2,58 0,3696 | 0,1366

4 400 2,60 350 2,54 0,0580 | 0,0034

5 1010 3,00 <30 pmy - - -

6 790 2,90 300 2,48 0,4205 | 0,1768

(jatkuu)
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Taulukko 5 (jatkuu).

7 1250 3,10 420 2,62 0,4737 | 0,2244
8 1990 3,30 2570 3,41 0,1111 | 0,0123
9 1690 3,23 2280 3,36 0,1300 | 0,0169
10 2530 3,40 2780 3,44 0,0409 | 0,0017
11 2160 3,33 760 2,88 0,4536 | 0,2058
12 1250 3,10 1770 3,25 0,1511 | 0,0228

sum- | 0,8385

ma

sum- | 0,0419

ma/

(2-10)

Sir= 0,205

(0,03

28)

Homeiden sisaisen uusittavuuden keskihajonnan Sir tulokseksi maaritettiin
0,205, mika oli = 0,278.

5.2 Tuoteverifiointi

Tuoteverifioinnissa kaikki seitseman tuotekategorian naytteet analysoitiin hiiva-
ja homeymppien kanssa. Myds tuoteverifiointivaihneessa naytteistd saatiin
kelpaamattomia tuloksia, kun maljat olivat ylikasvaneet tai naytteiden pitoisuudet
olivat jaaneet liilan alhaisiksi. Tahan syyna olivat naytteiden luonnollinen
kontaminaatio ja epatarkka ympin pitoisuus. Uusintoja varten naytteen
laimennoksia ja ympin pitoisuutta muutettiin, jotta saavutettaisiin sopivat
pesakemaarat. Tuoteverifioinnissa uusittin  homeet kerran savukalasta,
eineksesta ja siemenista ja kaksi kertaa jogurtista ja soijarouheesta. Hiivat
uusittiin kerran kaikista tuotteista ja kaksi kertaa siemenista.

Turun AMK:n opinnaytety6 | Alisa Koliseva



32

Standardin SFS-EN ISO 16140-3:2021 mukaisesti tuoteverifioinnin naytteista
laskettiin arvioitu harha-arvo eBias. Standardin mukaan eBias lasketaan
vertaamalla ympattyjen naytteiden ja kaytetyn mikrobisuspensiomaaran
pitoisuuksia keskenaan eli laskemalla naiden pitoisuuksien erotuksen itseisarvo.
Vertailua varten tulokset tulee esittaa ympatyille naytteille muodossa logio
pmy/testiannos ja mikrobisuspensiomaaralle logio pmy/ympatty maara (ml).

Standardin mukaan eBias-arvon tulee olla < 0,5.

5.2.1 Margariinin arvioidut harha-arvot

Margariinin eBias-arvo hiivoille maaritettin ymppaalla naytteisiin S. cerevisiaeta
tavoitepitoisuuksina 100, 1000 ja 10000 pmy/g. Laskettin ympatyn

mikrobisuspensiomaaran pitoisuus, tulokset taulukossa 6.

Taulukko 6. Margariiniin ympatyn S. cerevisiae -suspensiomaaran pitoisuus

Laimennos | Laimennoksen | Ympatty | Ympatyn | Pitoisuus (log1o
pitoisuus maara maaran pmy/ymppimaara)
(pmy/ml) (ml) pitoisuus
(pmy)
-4 409 3,5 1432 3,16
-3 4090 3,5 14 315 4,16
-2 40 900 3,5 143 150 5,16

Laskettin  margariinin  eBias-arvo  hiivoille  vertaamalla  ympattyjen
margariininaytteiden ja  kaytetyn mikrobisuspensiomaaran pitoisuuksia

keskenaan, tulokset taulukossa 7. Naytteiden testiannoksen suuruus oli 10 g.
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Nay- | Naytteen | Nayt- Naytteen | Naytteen | Ympin eBias
te pitoi- teiden A pitoi- pitoi- pitoisuus
suus jaB suus suus (log1o
(pmyl/g) | pitoisuuk- | (pmy/ (log1o pmy/ymp-
sien testian- | pmy/tes- | pimaara)
keski-arvo | nos) tiannos)
(pmy/g)
1A 140
155 1550 3,19 3,16 0,03
1B 170
2A 1690
1710 17 100 4,23 4,16 0,07
2B 1730
3A 16 800
16 900 169 000 5,23 5,16 0,07
3B 17 000

Margariinin eBias-arvo homeille maaritettiin ymppaalla naytteisiin F. oxysporumia

tavoitepitoisuuksina

100,

1000 ja

10 000 pmy/g.

mikrobisuspensiomaaran pitoisuus, tulokset taulukossa 8.

Laskettin  ympatyn

Taulukko 8. Margariiniin ympatyn F. oxysporum -suspensiomaaran pitoisuus

Laimennos | Laimennoksen | Ympatty | Ympatyn | Pitoisuus (log1o
pitoisuus maara maaran pmy/ymppimaara)
(pmy/ml) (ml) pitoisuus
(pmy)
-1 4000 0,5 2000 3,30
-1 4000 8000 3,90
0 40 000 2 80 000 4,90
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Laskettin  margariinin  eBias-arvo  homeille  vertaamalla ympattyjen
margariininaytteiden ja kaytetyn mikrobisuspensiomaaran pitoisuuksia

keskenaan, tulokset taulukossa 9. Naytteiden testiannoksen suuruus oli 10 g.

Taulukko 9. Margariinin eBias-arvot homeille

Nay- | Naytteen | Nayt- Naytteen | Naytteen | Ympin eBias
te pitoi- teiden A pitoi- pitoi- pitoisuus
suus jaB suus suus (log1o
(pmy/g) | pitoisuuk- | (pmy/ (log1o pmy/ymp-
sien testian- | pmy/tes- | pimaara)
keski-arvo | nos) tiannos)
(pmy/qg)
1A 200
255 2550 3,41 3,30 0,11
1B 310
2A 1200
1130 11 300 4,05 3,90 0,15
2B 1060
3A 12 450
12175 121 750 5,09 4,90 0,19
3B 11 900

Kaikki margariinin eBias-arvot hiivoille ja homeille olivat < 0,5.

5.2.2 Jogurtin arvioidut harha-arvot
Jogurtin eBias-arvo hiivoille maaritettin ymppaalla naytteisiin C. albicansia

tavoitepitoisuuksina 100, 1000 ja 10000 pmy/g. Laskettin ympatyn

mikrobisuspensiomaaran pitoisuus, tulokset taulukossa 10.
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Taulukko 10. Jogurttiin ympatyn C. albicans -suspensiomaaran pitoisuus

Laimennos | Laimennoksen | Ympatty | Ympatyn | Pitoisuus (log1o
pitoisuus maara maaran pmy/ymppimaara)
(pmy/ml) (ml) pitoisuus
(pmy)
-3 4212 1 4212 3,62
-2 42 120 1 42 120 4,62
-1 421 200 1 421 200 5,62

Laskettiin jogurtin eBias-arvo hiivoille vertaamalla ympattyjen jogurttinaytteiden
ja kaytetyn mikrobisuspensiomaaran pitoisuuksia keskenaan, tulokset

taulukossa 11. Naytteiden testiannoksen suuruus oli 10 g.

Taulukko 11. Jogurtin eBias-arvot hiivoille

Nay- | Naytteen | Nayt- Naytteen | Naytteen | Ympin eBias
te pitoi- teiden A pitoi- pitoi- pitoisuus
suus jaB suus suus (log1o
(pmy/g) | pitoisuuk- | (pmy/ (log1o pmy/ymp-
sien testian- | pmy/tes- | pimaara)
keski-arvo | nos) tiannos)
(pmy/qg)
1A 270
340 3400 3,53 3,62 0,09
1B 410
2A 8400
9200 92 000 4,96 4,62 0,34
2B 10 000
3A 121 000
96 000 960 000 5,98 5,62 0,36
3B 71 000
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Jogurtin eBias-arvo homeille maaritettin ymppaalla naytteisiin F. oxysporumia
tavoitepitoisuuksina 100, 1000 ja 10000 pmy/g. Laskettin ympatyn

mikrobisuspensiomaaran pitoisuus, tulokset taulukossa 12.

Taulukko 12. Jogurttiin ympatyn F. oxysporum -suspensiomaaran pitoisuus

Laimennos | Laimennoksen | Ympatty | Ympatyn | Pitoisuus (log1o
pitoisuus maara maaran pmy/ymppimaara)
(pmy/ml) (ml) pitoisuus
(pmy)
-2 511 2 1023 3,01
-1 5110 2 10 220 4,01
0 51100 2 102 200 5,01

Laskettiin jogurtin eBias-arvo homeille vertaamalla ympattyjen jogurttinaytteiden
ja kaytetyn mikrobisuspensiomaaran pitoisuuksia keskenaan, tulokset

taulukossa 13. Naytteiden testiannoksen suuruus oli 10 g.

Taulukko 13. Jogurtin eBias-arvot homeille

Nay- | Naytteen | Nayt- Naytteen | Naytteen | Ympin eBias
te pitoi- teiden A pitoi- pitoi- pitoisuus
suus jaB suus suus (log1o
(pmy/g) | pitoisuuk- | (pmy/ (log1o pmy/ymp-
sien testian- | pmy/tes- | pimaara)
keski-arvo | nos) tiannos)
(pmy/qg)
1A 170
160 1600 3,20 3,01 0,19
1B 150
2A 1030
1000 10 000 4,00 4,01 0,01
2B 970
(jatkuu)
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Taulukko 13 (jatkuu).

3A 12100
3B 10 600

11 350 113 500 5,05 5,01 0,04

Kaikki jogurtin eBias-arvot hiivoille ja homeille olivat < 0,5.

5.2.3 Savukalan arvioidut harha-arvot

Savukalan eBias-arvo hiivoille maaritettin ymppaalla naytteisiin C. albicansia
tavoitepitoisuuksina 100, 1000 ja 10000 pmy/g. Hiivojen eBias-arvojen
laskentaan otettin mukaan myoOs ylimaaraisena tehty pitoisuustaso 100 000
pmy/g, koska testeissd ei oltu osuttu kaikkiin pitoisuustasoihin kohdilleen.
Todettiin kuitenkin, ettd ottamalla laskentaan mukaan kaikki analysoidut
pitoisuustasot, voitiin antaa tarpeeksi nayttdéa siita, ettd menetelmaa osataan
kayttda onnistuneesti kyseisen kategorian tuotteille. Laskettin ympatyn

mikrobisuspensiomaaran pitoisuus, tulokset taulukossa 14.

Taulukko 14. Savukalaan ympatyn C. albicans -suspensiomaaran pitoisuus

Laimennos | Laimennoksen | Ympatty | Ympatyn | Pitoisuus (log1o
pitoisuus maara maaran pmy/ymppimaara)
(pmy/ml) (ml) pitoisuus

(pmy)

-4 421 1 421 2,62

-3 4212 1 4212 3,62

-2 42 120 1 42 120 4,62

-1 421 200 1 421 200 5,62

Laskettiin savukalan eBias-arvo hiivoille  vertaamalla  ympattyjen
savukalanaytteiden ja  kaytetyn mikrobisuspensiomaaran pitoisuuksia

keskenaan, tulokset taulukossa 15. Naytteiden testiannoksen suuruus oli 10 g.
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Taulukko 15. Savukalan eBias-arvot hiivoille

Nay- | Naytteen | Nayt- Naytteen | Naytteen | Ympin eBias
te pitoi- teiden A pitoi- pitoi- pitoisuus
suus jaB suus suus (log1o
(pmyl/g) | pitoisuuk- | (pmy/ (log1o pmy/ymp-
sien testian- | pmy/tes- | pimaara)
keski-arvo | nos) tiannos)
(pmy/g)
1A 20
35 350 2,54 2,62 0,08
1B 50
2A 580
570 5700 3,76 3,62 0,14
2B 560
3A 8300
8100 81 000 4,91 4,62 0,29
3B 7900
4A 138 000 1175
117 500 6,07 5,62 0,45
4B 97 000 000

Savukalan eBias-arvo homeille maaritettiin ymppaalla naytteisiin F. oxysporumia
tavoitepitoisuuksina 100, 1000 ja 10000 pmy/g. Laskettin ympatyn

mikrobisuspensiomaaran pitoisuus, tulokset taulukossa 16.

Taulukko 16. Savukalaan ympatyn F. oxysporum -suspensiomaaran pitoisuus

Laimennos | Laimennoksen | Ympatty | Ympatyn | Pitoisuus (log1o
pitoisuus maara maaran pmy/ymppimaara)
(pmy/ml) (ml) pitoisuus
(pmy)
-2 1227 1 1227 3,09
-1 12 270 1 12 270 4,09
0 122 700 1 122 700 5,09
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Laskettin  savukalan  eBias-arvo  homeille  vertaamalla  ympattyjen
savukalanaytteiden ja kaytetyn mikrobisuspensiomaaran  pitoisuuksia

keskenaan, tulokset taulukossa 17. Naytteiden testiannoksen suuruus oli 10 g.

Taulukko 17. Savukalan eBias-arvot homeille

Nay- | Naytteen | Nayt- Naytteen | Naytteen | Ympin eBias
te pitoi- teiden A pitoi- pitoi- pitoisuus
suus jaB suus suus (log1o
(pmy/g) | pitoisuuk- | (pmy/ (log1o pmy/ymp-
sien testian- | pmy/tes- | pimaara)
keski-arvo | nos) tiannos)
(pmy/qg)
1A 180
180 1800 3,26 3,09 0,17
1B 180
2A 1180
1105 11 500 4,04 4,09 0,05
2B 1030
3A 10 200
11 700 117 000 5,07 5,09 0,02
3B 13 200

Kaikki savukalan eBias-arvot hiivoille ja homeille olivat < 0,5.

5.2.4 Einesruoan arvioidut harha-arvot

Einesruoan eBias-arvo hiivoille maaritettiin ymppaalla naytteisiin C. albicansia
tavoitepitoisuuksina 100, 1000 ja 10 000 pmy/g. Kuten savukalankin kohdalla,
hiivojen eBias-arvojen laskentaan otettin mukaan myos ylimaaraisena tehty
pitoisuustaso 100 000 pmy/g, koska testeissa ei oltu osuttu kaikkiin
pitoisuustasoihin  kohdilleen. Laskettin ympatyn mikrobisuspensiomaaran

pitoisuus, tulokset taulukossa 18.
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Taulukko 18. Einesruokaan ympatyn C. albicans -suspensiomaaran pitoisuus

Laimennos | Laimennoksen | Ympatty | Ympatyn | Pitoisuus (log1o
pitoisuus maara maaran pmy/ymppimaara)
(pmy/ml) (ml) pitoisuus

(pmy)

-4 421 1 421 2,62

-3 4212 1 4212 3,62

-2 42 120 1 42 120 4,62

-1 421 200 1 421 200 5,62

Laskettin  einesruoan  eBias-arvo hiivoille  vertaamalla  ympattyjen

einesruokanaytteiden ja kaytetyn mikrobisuspensiomaaran pitoisuuksia

keskenaan, tulokset taulukossa 19. Naytteiden testiannoksen suuruus oli 10 g.

Taulukko 19. Einesruoan eBias-arvot hiivoille

Nay- | Naytteen | Nayt- Naytteen | Naytteen | Ympin eBias
te pitoi- teiden A pitoi- pitoi- pitoisuus
suus jaB suus suus (log1o
(pmy/g) | pitoisuuk- | (pmy/ (log1o pmy/ymp-
sien testian- | pmy/tes- | pimaara)
keski-arvo | nos) tiannos)
(pmy/qg)
1A 20
50 500 2,70 2,62 0,08
1B 80
2A 320
525 5250 3,72 3,62 0,10
2B 730
3A 9900
9750 97 500 4,99 4,62 0,37
3B 9600
4A 140 000 1210
121 000 6,08 5,62 0,46
4B 102 000 000
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Einesruoan eBias-arvo homeille maaritettin  ymppaalla naytteisiin F.
oxysporumia tavoitepitoisuuksina 100, 1000 ja 10 000 pmy/g. Laskettiin ympatyn

mikrobisuspensiomaaran pitoisuus, tulokset taulukossa 20.

Taulukko 20. Einesruokaan ympatyn F. oxysporum -suspensiomaaran pitoisuus

Laimennos | Laimennoksen | Ympatty | Ympatyn | Pitoisuus (log1o
pitoisuus maara maaran pmy/ymppimaara)
(pmy/ml) (ml) pitoisuus
(pmy)
-2 1227 1 1227 3,09
-1 12 270 1 12 270 4,09
0 122 700 1 122 700 5,09

Laskettin  einesruoan  eBias-arvo homeille vertaamalla  ympattyjen
einesruokanaytteiden ja kaytetyn mikrobisuspensiomaaran pitoisuuksia

keskenaan, tulokset taulukossa 21. Naytteiden testiannoksen suuruus oli 10 g.

Taulukko 21. Einesruoan eBias-arvot homeille

Nay- | Naytteen | Nayt- Naytteen | Naytteen | Ympin eBias
te pitoi- teiden A pitoi- pitoi- pitoisuus
suus jaB suus suus (log1o
(pmy/g) | pitoisuuk- | (pmy/ (log1o pmy/ymp-
sien testian- | pmy/tes- | pimaara)
keski-arvo | nos) tiannos)
(pmy/qg)
1A 90
115 1150 3,06 3,09 0,03
1B 140
2A 1290
1265 12 650 4,10 4,09 0,01
2B 1240
(jatkuu)
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Taulukko 21 (jatkuu).

3A 9500
3B 9700

9600 96 000 4,98 5,09 0,11

Kaikki einesruoan eBias-arvot hiivoille ja homeille olivat < 0,5.

5.2.5 Munapohjaisen valipalatuotteen arvioidut harha-arvot

Munapohjaisen valipalatuotteen eBias-arvo hiivoille maaritettin ymppaalla
naytteisiin S. cerevisiaeta tavoitepitoisuuksina 100, 1000 ja 10 000 pmy/g.

Laskettiin ympatyn mikrobisuspensiomaaran pitoisuus, tulokset taulukossa 22.

Taulukko 22. Munapohjaiseen valipalatuotteeseen ympatyn S. cerevisiae -
suspensiomaaran pitoisuus

Laimennos | Laimennoksen | Ympatty | Ympatyn | Pitoisuus (log1o
pitoisuus maara maaran pmy/ymppimaara)
(pmy/ml) (ml) pitoisuus
(pmy)
-4 491 3,5 1718 3,24
-3 4910 3,5 17 185 4,24
-2 49 100 3,5 171 850 5,24

Laskettiin munapohjaisen valipalatuotteen eBias-arvo hiivoille vertaamalla

ympattyjen

valipalatuotenaytteiden ja

kaytetyn

mikrobisuspensiomaaran

pitoisuuksia keskenaan, tulokset taulukossa 23. Naytteiden testiannoksen

suuruus oli 10 g.
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Nay- | Naytteen | Nayt- Naytteen | Naytteen | Ympin eBias
te pitoi- teiden A pitoi- pitoi- pitoisuus
suus jaB suus suus (log1o
(pmyl/g) | pitoisuuk- | (pmy/ (log1o pmy/ymp-
sien testian- | pmy/tes- | pimaara)
keski-arvo | nos) tiannos)
(pmy/g)
1A 220
195 1950 3,29 3,24 0,05
1B 170
2A 1860
1890 18 900 4,28 4,24 0,04
2B 1920
3A 19 400
18 400 184 000 5,26 5,24 0,02
3B 17 400

Munapohjaisen valipalatuotteen eBias-arvo homeille maaritettin  ymppaalla

naytteisiin F. oxysporumia tavoitepitoisuuksina 100, 1000 ja 10 000 pmy/g.

Laskettiin ympatyn mikrobisuspensiomaaran pitoisuus, tulokset taulukossa 24.

Taulukko 24. Munapohjaiseen valipalatuotteeseen ympatyn F. oxysporum -
suspensiomaaran pitoisuus

Laimennos | Laimennoksen | Ympatty | Ympatyn | Pitoisuus (log1o
pitoisuus maara maaran pmy/ymppimaara)
(pmy/ml) (ml) pitoisuus
(pmy)
-1 3250 0,3 975 2,99
-1 3250 3 9750 3,99
0 32 500 97 500 4,99
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Laskettin  munapohjaisen valipalatuotteen eBias-arvo homeille vertaamalla
ympattyjen valipalatuotenaytteiden ja kaytetyn mikrobisuspensiomaaran
pitoisuuksia keskenaan, tulokset taulukossa 25. Naytteiden testiannoksen

suuruus oli 10 g.

Taulukko 25. Munapohjaisen valipalatuotteen eBias-arvot homeille

Nay- | Naytteen | Nayt- Naytteen | Naytteen | Ympin eBias
te pitoi- teiden A pitoi- pitoi- pitoisuus
suus jaB suus suus (log1o
(pmy/g) | pitoisuuk- | (pmy/ (log1o pmy/ymp-
sien testian- | pmy/tes- | pimaara)
keski-arvo | nos) tiannos)
(pmy/g)
1A 90
115 1150 3,06 2,99 0,07
1B 140
2A 1340
1355 13 500 4,13 3,99 0,14
2B 1370
3A 12 900
12 750 127 500 5,11 4,99 0,12
3B 12 600

Kaikki munapohjaisen valipalatuotteen eBias-arvot hiivoille ja homeille olivat
<0,5.

5.2.6 Siementen arvioidut harha-arvot

Siementen eBias-arvo hiivoille maaritettiin ymppaalla naytteisiin S. cerevisiaeta
tavoitepitoisuuksina 1000, 10 000 ja 100 000 pmy/g. Laskettiin ympatyn

mikrobisuspensiomaaran pitoisuus, tulokset taulukossa 26.
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Taulukko 26. Siemeniin ympatyn S. cerevisiae -suspensiomaaran pitoisuus

Laimennos | Laimennoksen | Ympatty | Ympatyn | Pitoisuus (log1o
pitoisuus maara maaran pmy/ymppimaara)
(pmy/ml) (ml) pitoisuus

(pmy)

-3 6818 1,5 10 227 4,01

-2 68 180 1,5 102 270 5,01

-1 681 800 1,5 1022700 |6,01

Laskettin  siementen  eBias-arvo  hiivoille  vertaamalla  ympattyjen

siemennaytteiden ja kaytetyn mikrobisuspensiomaaran pitoisuuksia keskenaan,

tulokset taulukossa 27. Naytteiden testiannoksen suuruus oli 10 g.

Taulukko 27. Siementen eBias-arvot hiivoille

Nay- | Naytteen | Nayt- Naytteen | Naytteen | Ympin eBias
te pitoi- teiden A pitoi- pitoi- pitoisuus
suus jaB suus suus (log1o
(pmyl/g) | pitoisuuk- | (pmy/ (log1o pmy/ymp-
sien testian- | pmy/tes- | pimaara)
keski-arvo | nos) tiannos)
(pmy/qg)
1A 1830
1695 16 950 4,23 4,01 0,22
1B 1560
2A 13 500
13 550 135 500 5,13 5,01 0,12
2B 13 600
3A 114 000 1205
120 500 6,08 6,01 0,07
3B 127 000 000
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Siementen eBias-arvo homeille maaritettiin ymppaalla naytteisiin F. oxysporumia
tavoitepitoisuuksina 1000, 10 000 ja 100 000 pmy/g. Laskettin ympatyn

mikrobisuspensiomaaran pitoisuus, tulokset taulukossa 28.

Taulukko 28. Siemeniin ympatyn F. oxysporum -suspensiomaaran pitoisuus

Laimennos | Laimennoksen | Ympatty | Ympatyn | Pitoisuus (log1o
pitoisuus maara maaran pmy/ymppimaara)
(pmy/ml) (ml) pitoisuus

(pmy)

-2 4250 2,5 10 625 4,03

-1 42 500 2,5 106 250 5,03

0 425 000 2,5 1062 500 |6,03

Laskettin  siementen  eBias-arvo  homeille  vertaamalla  ympattyjen

siemennaytteiden ja kaytetyn mikrobisuspensiomaaran pitoisuuksia keskenaan,

tulokset taulukossa 29. Naytteiden testiannoksen suuruus oli 10 g.

Taulukko 29. Siementen eBias-arvot homeille
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Nay- | Naytteen | Nayt- Naytteen | Naytteen | Ympin eBias
te pitoi- teiden A pitoi- pitoi- pitoisuus
suus jaB suus suus (log1o
(pmy/g) | pitoisuuk- | (pmy/ (log1o pmy/ymp-
sien testian- | pmy/tes- | pimaara)
keski-arvo | nos) tiannos)
(pmy/qg)
1A 1710
1530 15 300 4,18 4,03 0,15
1B 1350
2A 17 000
16 450 164 500 5,22 5,03 0,19
2B 15 900
(jatkuu)
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3A 174 000
3B 205 000

189 500

1895
000

6,28

6,03 0,25

Kaikki siementen eBias-arvot hiivoille ja homeille olivat < 0,5.

5.2.7 Soijarouheen arvioidut harha-arvot

Soijarouheen

eBias-arvo hiivoille maaritettiin

ymppaalla

naytteisiin ~ S.

cerevisiaeta tavoitepitoisuuksina 100, 1000 ja 10 000 pmy/g. Laskettiin ympatyn

mikrobisuspensiomaaran pitoisuus, tulokset taulukossa 30.

Taulukko 30. Soijarouheeseen ympatyn S. cerevisiae -suspensiomaaran

pitoisuus

Laimennos | Laimennoksen | Ympatty | Ympatyn | Pitoisuus (log1o
pitoisuus maara maaran pmy/ymppimaara)
(pmy/ml) (ml) pitoisuus

(pmy)

-4 370 3,5 1297 3,11

-3 3700 3,5 12 950 4,11

-2 37 000 3,5 129 500 5,11

Laskettiin  soijarouheen  eBias-arvo hiivoille  vertaamalla  ympattyjen

soijarouhenaytteiden ja kaytetyn mikrobisuspensiomaaran pitoisuuksia

keskenaan, tulokset taulukossa 31. Naytteiden testiannoksen suuruus oli 10 g.
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Nay- | Naytteen | Nayt- Naytteen | Naytteen | Ympin eBias
te pitoi- teiden A pitoi- pitoi- pitoisuus
suus jaB suus suus (log1o
(pmyl/g) | pitoisuuk- | (pmy/ (log1o pmy/ymp-
sien testian- | pmy/tes- | pimaara)
keski-arvo | nos) tiannos)
(pmy/g)
1A 120
150 1500 3,18 3,11 0,07
1B 180
2A 1530
1600 16 000 4,20 4,11 0,09
2B 1670
3A 12 500
12 900 129 000 5,11 5,11 0,00
3B 13 300

Soijarouheen eBias-arvo homeille maaritettin  ymppaalla naytteisiin  F.

oxysporumia tavoitepitoisuuksina 100, 1000 ja 10 000 pmy/g. Laskettiin ympatyn

mikrobisuspensiomaaran pitoisuus, tulokset taulukossa 32.

Taulukko 32. Soijarouheeseen ympatyn F. oxysporum -suspensiomaaran

pitoisuus

Laimennos | Laimennoksen | Ympatty | Ympatyn | Pitoisuus (log1o
pitoisuus maara maaran pmy/ymppimaara)
(pmy/ml) (ml) pitoisuus

(pmy)

-2 511 2 1023 3,01

-1 5110 10 220 4,01

0 51 100 102 200 5,01
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Laskettin  soijarouheen eBias-arvo homeille vertaamalla ympattyjen
soijarouhenaytteiden ja kaytetyn mikrobisuspensiomaaran pitoisuuksia

keskenaan, tulokset taulukossa 33. Naytteiden testiannoksen suuruus oli 10 g.

Taulukko 33. Soijarouheen eBias-arvot homeille

Nay- | Naytteen | Nayt- Naytteen | Naytteen | Ympin eBias
te pitoi- teiden A pitoi- pitoi- pitoisuus
suus jaB suus suus (log1o
(pmy/g) | pitoisuuk- | (pmy/ (log1o pmy/ymp-
sien testian- | pmy/tes- | pimaara)
keski-arvo | nos) tiannos)
(pmy/g)
1A 160
165 1650 3,22 3,01 0,21
1B 170
2A 1550
1615 16 150 4,21 4,01 0,20
2B 1680
3A 13 800
14 200 142 000 5,15 5,01 0,14
3B 14 600

Kaikki soijarouheen eBias-arvot hiivoille ja homeille olivat < 0,5.

5.3 Vertailututkimuksen tulokset

Vertailunaytteiden tuloksista laskettiin z-arvot seuraavalla kaavalla:

_ Xiap — Xpr
SDpr

Kaava 2. Laskukaava z-arvolle

Kaavassa 2 Xiab tarkoittaa laboratorion omaa tulosta, Xpr tarkoittaa kaikkien
vertailututkimuksessa olleiden laboratorioiden tulosten keskiarvoa ja SDer
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tarkoittaa kaikkien vertailututkimuksessa olleiden laboratorioiden tulosten
keskihajontaa. Kaikki arvot laitetaan kaavaan muodossa log+o. Jotta z-arvot
olisivat hyvaksyttavia, tulisi niiden olla |z| <2.

Homeiden osalta z-arvoksi saatiin 0,19. Naytteet, joihin homeita ei oltu ympatty,

olivat hyvaksytyt. Hiivojen osalta z-arvoiksi saatiin -0,64 ja 1,11. Nayte, johon ei

oltu ympatty hiivoja, oli hyvaksytty.
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6 Yhteenveto

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli verifioida Eurofins Scientific Finland Oy:n
Raision mikrobiologian laboratoriolle kayttéén Symphony-elatusaine hiivojen ja
homeiden maaritykseen. Symphony-elatusaineen verifiointi tehtiin kolmessa
osassa: verifiointisuunnitelman teko, verifioinnin suoritus ja tulosten kasittely ja
raportointi. Verifiointi suoritettiin kayttaen standardin SFS-EN I1SO 16140-3:2021
ohjeita. Verifioinnin suoritusvaihe tapahtui standardin mukaisesti kahdessa

osassa: kayttdonottoverifiointi ja tuoteverifiointi.

Seka kayttoonotto- ettd tuoteverifiointivaiheissa useita naytteitd jouduttiin
uusimaan. Paaasiallinen syy uusinnoille oli maljojen liiallinen tai liian vahainen
pesakkeiden kasvu. Haastavin osuus verifioinnin aikana olikin saada naytteiden
pitoisuudet kohdilleen hiivoja ja homeita niihin ympatessa. Hiiva- ja
homepesakkeiden laskeminen Symphony-maljoilta oli kuitenkin sujuvaa eivatka

homepesakkeet juurikaan levinneet maljoilla.

Seka hiivoista ettd homeista saatiin hyvaksytyt tulokset kayttoonotto- ja
tuoteverifioinnissa. Osana verifiointia osallistuttin myos Eurofins Food & Feed
Testing Norway AS:n jarjestamaan vertailututkimukseen, jossa saatiin hyvaksytyt
tulokset Symphony-elatusaineella hiivojen ja homeiden maarityksessa.
Verifioinnin tulosten myo6ta voitiin todeta, ettd Eurofins Scientific Finland Oy:n
Raision mikrobiologian laboratorio on pateva kayttamaan Symphony-
elatusainetta hiivojen ja homeiden maarityksessa ja menetelma voidaan ottaa
kayttoon elintarvikkeita ja rehuja analysoidessa. Onnistuneen verifioinnin myo6ta
laboratoriolla on myds mahdollisuus hakea akkreditointia Symphony-

menetelmalle.
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Liite 1

Mikrobisuspensioiden pitoisuudet

Taulukossa 34 on esitetty mikrobisuspensioiden 0-putkien pitoisuudet. O-putkilla

tarkoitetaan niita mikrobisuspensioputkia, joihin on maljalta pesakkeesta

siirrostettu mikrobia 9 ml:aan MAX:ia.

Taulukko 34. Mikrobisuspensioiden pitoisuudet

Mikrobi ja suspension numero

Pitoisuus pmy/ml

S. cerevisiae 1 6 600 000
S. cerevisiae 2 3175000
C. albicans 1 13 000 000
C. albicans 2 14 750 000
Cladosporium sp. 1 135 000
Cladosporium sp. 2 380 000
Cladosporium sp. 3 85 000
Cladosporium sp. 4 59 250
Cladosporium sp. 5 68 000

F. oxysporum 1 40 000

F. oxysporum 2 180 000

F. oxysporum 3 54 500

F. oxysporum 4 39 000

F. oxysporum 5 107 500

F. oxysporum 6 497 500

F. oxysporum 7 56 800
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Kayttoonottoverifioinnin suoritus

Taulukko 35. Hiiva- ja homesolujen ymppays naytteisiin

Solujen lisays (ml)
Nayte Hiivat Homeet
1 S. cerevisiae 1 Cladosporium sp. 1
-1 -putkesta 0,1 ml  |0-putkesta 0,1 ml
2 S. cerevisiae 1 Cladosporium sp. 1
-1 -putkesta 0,1 ml  |0-putkesta 0,1 ml
3 S. cerevisiae 1 Cladosporium sp. 1
-1 -putkesta 0,1 ml  |0-putkesta 0,1 ml
4 S. cerevisiae 1 Cladosporium sp. 1
-1 -putkesta 0,1 ml  |0-putkesta 0,1 ml
5 S. cerevisiae 1 Cladosporium sp. 1
-1 -putkesta 0,1 ml  |0-putkesta 0,1 ml
6 S. cerevisiae 1 Cladosporium sp. 1
-1 -putkesta 0,1 ml  |0-putkesta 0,1 ml
7 C.albicans 1 F. oxysporum 2
-2 -putkesta 0,1 ml  |0-putkesta 0,1 ml
8 C.albicans 1 F. oxysporum 2
-2 -putkesta 0,1 ml  |0-putkesta 0,1 ml
9 [C.albicans 1 F. oxysporum 2
-2 -putkesta 0,1 ml  |0-putkesta 0,1 ml
10 |C.albicans 1 F. oxysporum 2
-2 -putkesta 0,1 ml  |0-putkesta 0,1 ml
11 |C.albicans 1 F. oxysporum 2
-2 -putkesta 0,1 ml  |0-putkesta 0,1 ml
12 |C.albicans 1 F. oxysporum 2
-2 -putkesta 0,1 ml  |0-putkesta 0,1 ml

Taulukossa 36 esitettyjen naytteiden pipetoija suoritti myos maljojen
pintalevityksen. Itse valetuilla Symphony-maljoilla tarkoitetaan maljoja, jotka on
valettu valmiista pullotetusta Symphony-agarista. Valmiit maljat tarkoittavat

valmiiksi valettuja kaupallisia maljoja.
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Taulukko 36. Kayttédnottoverifioinnin vaihteluiden toteutus

Nayte | Tyopiste Pipetti Punnitsija | Pipetoija Symphony-
malja

1 A | Viljelypiste | Sahkopipetti | Laborantti | Laborantti | Itse valetut
1 2 maljat

B | Listeriapiste | Finnpipette | Laborantti | Laborantti | Itse valetut
2 3 maljat

2 A | Viljelypiste | Sahkopipetti | Laborantti | Laborantti | Itse valetut
1 2 maljat

B | Listeriapiste | Finnpipette | Laborantti | Laborantti | Itse valetut
2 3 maljat

3 | A | Viljelypiste | Sahkopipetti | Laborantti | Laborantti | Itse valetut
1 2 maljat

B | Listeriapiste | Finnpipette | Laborantti | Laborantti | Itse valetut
2 3 maljat

4 A | Viljelypiste | Sahkopipetti | Laborantti | Laborantti | Itse valetut
1 2 maljat

B | Listeriapiste | Sahkopipetti | Laborantti | Laborantti | Itse valetut
2 3 maljat

5 A | Viljelypiste | Sahkopipetti | Laborantti | Laborantti | Itse valetut
1 2 maljat

B | Listeriapiste | Sahkopipetti | Laborantti | Laborantti | Itse valetut
2 3 maljat

6 A | Viljelypiste | Sahkopipetti | Laborantti | Laborantti | Itse valetut
1 2 maljat

B | Listeriapiste | Sahkopipetti | Laborantti | Laborantti | Itse valetut
2 3 maljat

7 A | Viljelypiste | Finnpipette | Laborantti | Laborantti | ltse valetut
4 5 maljat

(jatkuu)
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S7

B

Listeriapiste

Sahkopipetti

Laborantti 3

Laborantti 3

Valmiit

maljat

Viljelypiste

Finnpipette

Laborantti 4

Laborantti 5

Itse
valetut

maljat

Listeriapiste

Sahkopipetti

Laborantti 3

Laborantti 3

Valmiit

maljat

Viljelypiste

Finnpipette

Laborantti 4

Laborantti 5

ltse
valetut

maljat

Listeriapiste

Sahkopipetti

Laborantti 3

Laborantti 3

Valmiit

maljat

10

Viljelypiste

Sahkopipetti

Laborantti 4

Laborantti 5

ltse
valetut

maljat

Listeriapiste

Finnpipette

Laborantti 3

Laborantti 3

Valmiit

maljat

11

Viljelypiste

Sahkopipetti

Laborantti 4

Laborantti 5

Itse
valetut

maljat

Listeriapiste

Finnpipette

Laborantti 3

Laborantti 3

Itse
valetut

maljat

12

Viljelypiste

Sahkopipetti

Laborantti 4

Laborantti 5

ltse
valetut

maljat

Listeriapiste

Finnpipette

Laborantti 3

Laborantti 3

Itse
valetut

maljat
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Taulukko 37. Kayttédnottoverifioinnin pipetointimaarat

Nayte | Ei ymppia Home Hiiva

1 [ -1 -1

3x0,33 ml  [3x0,33 ml 2x0,1 ml
2 1 -1 -1

3x0,33 ml  [3x0,33 ml 2x0,1 ml
3 H -1 -1

3x0,33 ml  [3x0,33 ml 2x0,1 ml
4 |1 -1 -1

3x0,33 ml  [3x0,33 ml 2x0,1 ml
5 H -1 -1

3x0,33 ml  [3x0,33 ml 2x0,1 ml
6 [ -1 -1

3x0,33ml  [3x0,33 ml 2x0,1 ml
7 |2 -1 -1

0,1 ml 3x0,33 ml 3x0,33 ml

-1

0,1 ml
8 H -1 -1

3x0,33 ml  [3x0,33 ml 3x0,33 ml
9 -1 -1

3x0,33 ml  [3x0,33 ml 3x0,33 ml
10 H1 -1 -1

3x0,33 ml  [3x0,33 ml 3x0,33 ml
11 |2 -1 -1

0,1 ml 3x0,33 ml 3x0,33 ml

-1

0,1 ml
12 |2 -1 -1

0,1 ml 3x0,33 ml 3x0,33 ml

-1

0,1 ml
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Taulukko 38. Tuoteverifioinnin naytteiden analysointi
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Solujen lisays Pipetointi maljalle
Nayte Tavoite- [Hiivat Homeet Hiivat Homeet
pitoisuus
pmy/g
margariini {10 C. albicans 1 |F. oxysporum 3 |1 -1
3 -3: 0,1 ml -2: 0,5 ml 3x0,33 ml [3x0,33 ml
margariini {100 C. albicans 1 |F. oxysporum 3 |1 -1
1 -2: 0,1 ml -1: 0,5 ml 3x0,33 ml [3x0,33 ml
margariini (1000 C. albicans 1 |F. oxysporum 3 |1 -1
2 -1: 0,1 ml -1: 2 ml 3x0,33 ml [3x0,33 ml
margariini (10 000 C. albicans 1 |F. oxysporum 3 |1 -1
3 0: 0,1 ml 0: 2 ml 2x0,1 ml [2x0,1 ml
margariini (100 000 |C. albicans 1 -1
1 0: 1 ml 0,1 ml
-2
2x0,1 ml
jogurtti 3 (10 C. albicans 1 |Cladosporium sp. 1 -1
-3: 0,1 ml 3 3x0,33 ml [3x0,33 ml
-2: 0,2 ml
jogurtti 1 (100 C. albicans 1 |Cladosporium sp. 1 -1
-2: 0,1 ml 3 3x0,33 ml [3x0,33 ml
-1: 0,2 ml
jogurtti 2 {1000 C. albicans 1 |Cladosporium sp. 1 -1
-1: 0,1 ml 3 3x0,33 ml [3x0,33 ml
-1: 1,5 ml
jogurtti 3 (10 000 C. albicans 1 |Cladosporium sp. 1 -1
0: 0,1 ml 3 2x0,1 ml 2x0,1 ml
0:1,5ml
jogurtti 1 (100 000 |C. albicans 1 -1
0: 1 ml 0,1 ml
-2
2x0,1 ml
siemenet 100 S. cerevisiae 1 |Cladosporium sp. -1 -1
3 -3: 0,2 ml 2 3x0,33 ml [3x0,33 ml
-2: 0,5 ml
siemenet |1000 S. cerevisiae 1 |Cladosporium sp. 1 -1
1 -2: 0,2 ml 2 3x0,33 ml [3x0,33 ml
-1: 0,5 ml
(jatkuu)
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siemenet |10 000 S. cerevisiae 1 |Cladosporium sp. -1 -1
2 -1: 0,2 ml 2 2x0,1 ml [2x0,1 ml
-1: 3 ml
siemenet 100 000 [S. cerevisiae 1 |Cladosporium sp. |1 -1
3 0: 0,2 ml 2 0,1 ml 0,1 ml
0: 3 ml -2 -2
2x0,1 ml [2x0,1 ml
siemenet |1 000 000 (S. cerevisiae 1 -1
1 0: 2 ml 0,1 ml
-2
0,1 ml
-3
2x0,1 ml
savukala |10 C. albicans 1 |Cladosporium sp. -1 -1
3 -3: 0,1 ml 2 3x0,33 ml [3x0,33 ml
-2: 0,1 ml
savukala |100 C. albicans 1 |Cladosporium sp. -1 -1
1 -2: 0,1 ml 2 3x0,33 ml [3x0,33 ml
-1: 0,1 ml
savukala {1000 C. albicans 1 |Cladosporium sp. -1 -1
2 -1: 0,1 ml 2 3x0,33 ml [3x0,33 mi
-1: 0,5 ml
savukala |10 000 C. albicans 1 |Cladosporium sp. -1 -1
3 0: 0,1 ml 2 2x0,1 ml [2x0,1 ml
0: 0,5 ml
savukala [100 000 |C. albicans 1 -1
1 0: 0,1 ml
1 ml -2
2x0,1 ml
eines3 |10 S. cerevisiae 1 |Cladosporium -1 -1
-4: 0,2 ml sp.3 3x0,33 ml [3x0,33 ml
-2: 0,2 ml
eines1 |100 S. cerevisiae 1 |Cladosporium sp. -1 -1
-3: 0,2 ml 3 3x0,33 ml [3x0,33 ml
-1: 0,2 ml
eines 2 {1000 S. cerevisiae 1 |Cladosporium sp. -1 -1
-2: 0,2 ml 3 3x0,33 ml [3x0,33 ml
-1: 1,5 ml
eines 3 |10 000 S. cerevisiae 1 |Cladosporium sp. -1 -1
-1: 0,2 ml 3 2x0,1 ml [2x0,1 ml
0:1,5ml
(jatkuu)
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eines1 |100 000 |[S. cerevisiae 1 -1
0: 0,2 ml 0,1 ml

-2

2x0,1 ml
munapohj.[10 S. cerevisiae 1 |F. oxysporum1 -1 -1
valipala 3 -4: 0,2 ml -2: 0,3 ml 3x0,33 ml [3x0,33 ml
munapohj.[100 S. cerevisiae 1 |F. oxysporum1 -1 -1
valipala 1 -3: 0,2 ml -1: 0,3 ml 3x0,33 ml [3x0,33 ml
munapohj.[1000 S. cerevisiae 1 |F. oxysporum1 -1 -1
valipala 2 -2: 0,2 ml -1: 3 ml 3x0,33 ml [3x0,33 ml
munapohj.[10 000 S. cerevisiae 1 |F. oxysporum1 -1 -1
valipala 3 -1: 0,2 ml 0: 3 ml 2x0,1 ml [2x0,1 ml
munapohj.]100 000 |S. cerevisiae 1 -1
valipala 1 0: 0,2 ml 0,1 ml

-2

2x0,1 ml
soijarouhe(10 S. cerevisiae 1 |F. oxysporum 4 -1 -1
3 -4: 0,2 ml -2: 0,5 ml 3x0,33 ml [3x0,33 ml
soijarouhe|100 S. cerevisiae 1 |F. oxysporum 4 -1 -1
1 -3: 0,2 ml -1: 0,5 ml 3x0,33 ml [3x0,33 ml
soijarouhe|1000 S. cerevisiae 1 |F. oxysporum4 -1 -1
2 -2: 0,2 ml -1: 3 ml 3x0,33 ml [3x0,33 ml
soijarouhe|10 000 S. cerevisiae 1 |F. oxysporum 4 -1 -1
3 -1: 0,2 ml 0: 3 ml 2x0,1 ml [2x0,1 ml
soijarouhe|100 000 |[S. cerevisiae 1 -1
1 0: 0,2 ml 0,1 ml

-2

2x0,1 ml
Negatiivikontrollien viljelyt
Jokaisesta naytteesta pipetoitiin maljoille 0,1 ml laimennoksista -1, -2 ja -3.
Ymppiputkien viljelyt
Taulukko 39. Tuoteverifioinnin ymppiputkista tehdyt analyysit
Putkisarja Pipetoinnit
Cladosporium sp. 2 -3, -4, -5: 2x0,2 ml
Cladosporium sp. 3 -2, -3, -4: 2x0,2 ml
F. oxysporum 1 -1, -2, -3: 2x0,2 ml

(jatkuu)

Turun AMK:n opinnaytety6 | Alisa Koliseva



Liite 3

Taulukko 41 (jatkuu).

F. oxysporum 3

-1, -2, -3: 2x0,2 ml

F. oxysporum 4

-1, -2, -3: 2x0,2 ml

S. cerevisiae 1

-4,-5,-6: 2x0,2 ml

C. albicans 1

-3,-4,-5: 2x0,2 ml
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