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Opinnaytetyon tavoitteena oli saada luotua tydohjeet hiivasolujen laskentamenetelmasta
opinnaytetyon toimeksiantajalle. Toimeksiantajana tydssa toimii eras panimo.
Toimeksiantaja yrityksen nimi seka panimon hiivojen nimet pidetdan salassa. Hiivasolut
lasketaan hemocytometria kayttaen. Tyoohjeista tehtiin sellaiset, etta niiden avulla
panimon tyontekijat pystyvat kayttdamaan niissa opastettua menetelmaa. Tybohjeiden
opastaman menetelman avulla saadaan laskettua hiivasolujen maara hiivalietteessa.
Taman ansiosta vierretta pystytaan hiivaamaan optimaalisesti. Taman ansiosta saastytaan
ylihiivaukselta.

Tyon teoriaosuudessa kasitelldan oluen kaymista, varastokdymista seka hiivaa ja sen
toimintaa, jaottelua ja kayttaytymista. Lisaksi teoriaosuudessa kaydaan lapi
hemocytometrin kayttda, laboratoriossa toimimista seka tydohjeiden luomista.

Tyobohjeiden luomista varten menetelmaan kaytiin tutustumassa toimeksiantajan
panimolla. Lisaksi menetelmaa harjoiteltiin paljon, jotta se tulisi tutuksi. Kun menetelmaa
oli harjoiteltu, menetelma testattiin kahdesti toimeksiantajan tiloissa. Valmiit tydohjeet viela
testattiin, jotta voitiin olla varmoja niiden toimivuudesta.

Opinnaytetydn lopputuloksena oli hiivasolujen laskemiseen liittyva tyéohjeistus, joka
otettiin kayttdon panimolla. Tybohjeessa on jokaisen tydvaiheen aluksi listattu siihen
tarvittavat valineet, jonka jalkeen on kohta kohdalta kayty lapi, mita pitaa tehda. Lisaksi
tydohjeisiin on lisatty kuvia havainnollistamaan joitain vaiheita. Lopuksi tydohjeissa on
esitetty laskukaava, jonka avulla saadaan laskettua hiivasolujen maara halutussa
maarassa hiivalietetta. Tyoohjeisiin on myos lisatty esimerkki lasku havainnollistamaan
laskukaavan kayttoa
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The goal of this thesis was to create operating instructions for the yeast cell counting
method for the commissioning brewery. The name of the commissioning brewery and the
names of the brewery's yeast strains are kept confidential. Yeast cells are counted using a
hemocytometer. The operating instructions were designed so that the brewery staff can
use the method outlined in them. The method guided by the operating instructions allows
the yeast cell concentration in the yeast slurry to be calculated. As a result, the yeast can
be pitched optimally, preventing over-pitching.

The theoretical section of the thesis covers the fermentation process of beer, secondary
fermentation, as well as yeast and its activity, division, and behavior. Additionally, the theo-
retical section discusses the use of the hemocytometer, laboratory work practices, and the
creation of operating instructions.

To create the operating instructions, the method was first studied at the commissioning
brewery. The method was also practiced extensively to ensure familiarity. After the method
had been practiced, it was tested twice at the brewery. The final operating instructions
were then tested to ensure their functionality.

The outcome of the thesis was a set of operating instructions for yeast cell counting, which
was implemented at the brewery. The operating instructions list the required equipment for
each step at the beginning of the section, followed by a detailed step-by-step guide. Addi-
tionally, images were included to illustrate some of the steps. Finally, the instructions pre-
sent a formula for calculating the yeast cell concentration in a specific amount of yeast
slurry. An example calculation was also included to demonstrate how the formula is ap-
plied.
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Kaytetyt termit ja lyhenteet

Hemocytometri Hemocytometri on lasinen levy, joka on suunniteltu solujen
laskemiseen mikroskoopilla. Lasiseen levyyn on kaiverrettu

kammiot, jotka mahdollistavat solujen laskemisen maaritetylla

alueella.



1 JOHDANTO

1.1 Tyon tavoite ja rakenne

Tassa tydssa toimeksiantajana toimii eras panimoalan yritys. Tydssa halutaan selvittaa
uudelleen kaytettavasta hiivasta siina olevien aktiivisten hiivasolujen maaraa. Panimo
pystyy taman tiedon avulla annostelemaan optimimaaraisesti uudelleen kaytettavan hiivan
maaraa. Toimeksiantaja tahtoo, etta yrityksen nimi seka tyossa laskettujen hiivojen nimet
pidetdan salassa. Hiivat erotellaan siitd syysta opinnaytetydssa numeroilla niiden oikeiden

nimien sijaan.

Opinnaytetydn tavoitteena on saada otettua toimeksiantajalle kayttéén hiivasolujen
laskentamenetelma ja luoda siihen ohjeistus. Hiivan maaran laskeminen on tarkeaa
panimoprosessissa, koska sen avulla saadaan parannettua tuotteiden tasalaatuisuutta
seka tuotantotehokkuutta, koska talla hetkella ei tiedeta hiivauksessa kaytettavien
hiivasolujen tarkkaa maaraa. Kun menetelma saadaan otettua kayttoon toimeksiantajalla,
saa toimeksiantaja selville, kuinka paljon mitakin hiivaa tulee lisata vierteeseen, jotta

saadaan paras mahdollinen tulos.

Opinnaytetydssa kaydaan ensin lapi teoriaa aiheeseen liittyen. Teoriassa kasitellaan oluen
paakaymista ja varastokaymista. Lisaksi kasitellaan hiivoja ja sita, mika niiden osuus on
oluessa. Teoriassa kasitellaan myos laboratoriotydskentelya eri nakokulmista seka
tydohjeiden luomista. Seuraavaksi ty0ssa kasitellaan menetelmia. Menetelmaosuudessa
kaydaan lapi, kuinka menetelmaan tutustuttiin ja kuinka menetelmaa toteutetaan.

Viimeisimpina osuuksina kasitellaan opinnaytetyon tulokset ja johtopaatokset.

1.2 Tietoa pienpanimoista ja oluen valmistamisesta

Pienpanimoilla on pieni tuotantomaara (Alko, i.a). Pienpanimoksi maaritellaan Suomessa
panimot, jotka valmistaa alle 15 miljoonaa litraa olutta vuodessa (Leppanen, 2021, s.41).

Pienpanimoiden maara Suomessa on kaksinkertaistunut muutaman vuoden aikana (Alko,
i.a). Suomessa olutkulttuuri on kehittynyt nopeasti. Lisaksi pienpanimo-oluita kohtaan

kiinnostus on kasvanut. Suomessa pienpanimotoimintaa on ollut pitkaan, kuitenkin sen



luonne on vaihdellut (Pienpanimoliitto, i.a.). Jo 1900-luvun alussa Suomessa on ollut yli
150 erikokoista panimoa. Ensimmainen uusi pienpanimo perustettiin 1985. 1990-luvun
lopussa panimoita alkoi olemaan paljon. 1990-luvulla suomalaiset kuluttajat halusivat
vaihtoehtoja toisiaan muistuttaville massa oluille (Leppanen, 2021, s.39). Vuosikymmenen

alkupuolella alkoi pienpanimobuumi ja voimistui sen puolivalissa.

Pienpanimoala koki 2010-luvulla toisen nousukauden ja pienpanimoiden maara kasvoi
kolmestakymmenesta yli sataan. Suomessa oli alle 40 pienpanimoa vuonna 2010, mutta
vuonna 2020 pienpanimoita oli jo melkein 120 (Alko i.a). Pienpanimoille on tyypillista
tavoitella laatua, lisaksi kokeilun halu seka kasityon arvostaminen. Pienpanimot tuovat
perinteisista oluttyypeista markkinoille uusia tulkintoja. Oluen kulutus on maarallisesti
vahentynyt Suomessa, mutta nykyisin suomalaiset kuluttavat laadukkaampia tuotteita, kuin

aiemmin (Pakarinen, i.a.).

Oluen historia ulottuu pitkalle ja oluen valmistuksen varhaisimmat merkit ovat jopa 10 000
vuoden takaisia (Hartwall, 2024). Vanhimmat todisteet oluen kaltaisen alkoholijuoman
valmistuksesta on I6ydetty Israelista 11000 eaa (Koskinen, 2022, s.10). Ensimmaisten
mallastusten uskotaan olleen vahinko, mutta pian sita opittiin hyddyntamaan (Hartwall,
2024). Oluen juonnista ensimmaiset kuvaukset ovat jopa 6000 vuotta vanhoja ja
ensimmaiset reseptit 5000 vuotta vanhoja. On epailty, ettd vehnaa ja ohraa on alettu
viliella, jotta saataisiin valmistettua enemman olutta. On epailty, etta alkusysays hiivan
I6ytamiselle on ollut oluenpano. Olut on ollut myds ruokavalion peruspilari, ja

suurteollisuudeksi oluenpano on kasvanut jo 1700-luvulla.

Oluen raaka-aineet ovat mallas, humala, hiiva ja vesi (Koskinen, 2022, s.50-51). Oluen
valmistus alkaa maltaan rouhinnalla (Sinebrychoff, i.a). Mallas on itanytta ja kuivanutta
viljaa (Koskinen, 2022, s.52). Seuraavaksi maltaat maskataan ja sitten vierteesta
erotetaan maski (Sinebrychoff, i.a). Taman jalkeen vierre keitetdan ja humaloidaan.
Seuraavina vaiheina ovat selkeytys ja jaahdytys. Sitten vierre hiivataan ja ilmataan. Hiiva
muuntaa mallassokerit vierteessa alkoholiksi ja hiilidioksidiksi (Alko, i.a). Taman jalkeen on
kaymisvaihe (Sinebrychoff, i.a). Kdymisen aikana vierteessa oleva sokeri muuttuu
alkoholiksi ja hiilidioksidiksi. Oluen paakayminen kestaa kolmesta paivasta reiluun viikkoon
riippuen siind kaytetysta hiivasta. Olutta kypsytetaan viela 1-2 viikkoa ja lopuksi olut

voidaan viela suodattaa kirkkaaksi.



2 OLUEN KAYMINEN

Oluen valmistus aloitetaan kuivattamalla idatetyt maltaat (Sinebrychoff, i.a). Kuivatetut
maltaat rouhitaan ja maskataan. Taman jalkeen tarkkelys pilkkoutuu sokereiksi. Tassa
syntyy vierre, johon lisataan humalaa. Vierre keitetaan, jonka jalkeen siita poistetaan
jaanteet humalasta ja se pumpataan selkeytysastian ja jaahdyttimen lapi. Vierteeseen
lisataan hiiva ennen kaymisvaihetta. Kdymisvaiheessa hiiva muuntaa vierteessa olevan
sokerin alkoholiksi ja hiilidioksidiksi. Paakayminen kestaa pintahiivaoluilla 3—8 paivaa, kun

taas pohjahiivaoluilla se kestaa yli viikon.

2.1 Paakaymisen kulku

Paakaymisen varsinainen tavoite on alkoholin muodostuminen (Enari & Makinen, s.150,
2014). Panimovierteessa on paljon kdymiskelpoisia sokereita, glukoosia, maltoosia seka
maltotrioosia (Enari & Makinen, 2014, s.148). Pilkkoutumiskelpoiset sokerit hiiva pilkkoo
hiilidioksidiksi ja alkoholiksi (Stromberg & Syvanen, 1990, s.64). Oleellinen piirre
pohjahiivakaymiselle on se, etta kdymisen aikana lampdtila on alhaisempi, usein
korkeinaan 16 °C. Pintahiivakaymisessa lampdtila on taas 18-25 °C, eli selkeasti
korkeampi (Enari & Makinen, 2014, s.148). Paakaymisvaiheessa hiiva alkaa sy6da
vierteessa olevia sokereita toden teolla ja lisdantymaan voimakkaasti (Koskinen, 2022,
s.88).

Kirkastettu vierre jadhdytetaan muutama aste kaymislampaétilaa vileammaksi, eli 8—14
°C:een (Enari & Makinen, 2014, s.148-149). Jaahdytyksen jalkeen vierteeseen
"pulputetaan” happea tai ilmaa. Alkoholikdyminen on anaerobinen prosessi, mutta jotta
kayminen alkaisi halutulla nopeudella, niin hiivan on ensin lisaannyttava jonkin verran.
Paakaymisen alussa hiivaa kasvatetaan ensin. Happi loppuu kuitenkin hyvin nopeasti,
jonka jalkeen varsinainen alkoholikayminen alkaa valittomasti. Hiiva ei enaa lisaanny
hapen loppumisen jalkeen. Hiivan lisaantyminen loppuun vaikuttaa myads hiilidioksidin seka

alkoholin inhiboiva vaikutus.

Aluksi hiivalla on lepovaihe kaymistankissa, ja sen aikana hiiva sopeutuu tankin
olosuhteisiin (Enari & Makinen, 2014, s. 149). Lepovaiheen pituus riippuu hiivamassan

laadusta, koosta ja iasta. Lepovaiheen kesto on muutamia tunteja. Ensimmaiset kaymisen
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merkit alkavat nakya 12—24 tunnin kuluttua hiivauksesta. Talloin vierteen ylapintaan alkaa
iimestya pienia kuplia, jotka ovat merkki siita, etta vierre on kyllastynyt hiilidioksidilla. Pian
pinnalle muodostuu valkoinen, tasainen, pienikuplainen kerros vaahtoa. Hiivan

aineenvaihdunnan kiihtymisen johdosta vierteen lampdtila alkaa kohota hitaasti. Vierteen

pH alkaa laskea seka hiivan metabolian etta hiilidioksidin kyllastymisen tuloksena.

Kun hiivauksesta on kulunut kaksi vuorokautta alkaa "matalan vaahdon” vaihe, joka kestaa
noin 1-2 paivaa (Enari & Makinen, 2014, s.149). Nama ajat koskevat pohjahiivakaymisia
seka normaalivahvuisia oluita. Hiivan toiminta vilkastuu yha, ja hiilidioksidia muodostuu
kiihtyvalla tahdilla ja sitd kohoaa pintaan yha enemman. Taman johdosta vaahtokerros

tihenee, kasvaa ja muuttuu kirjavaksi, koska sen sekaan saostuu vierteen aineosia.

Kun kaymisliuoksen pH laskee, humalan hartsien liukenevuus huononee ja niita irtoaa
vaahdon sekaan (Enari & Makinen, 2014, s.149). Samoin saostuu myos tanniini-proteiini-
partikkeleita. Taman vaiheen aikana lampdétila saa kohota 2 °C. Naennainen uutepitoisuus

alenee vuorokaudessa 0,4—1,0 p-%.

Seuraavana kaymisvaiheena on "korkeanvaahdon vaihe”, joka kestaa noin kolme paivaa
(Enari & Makinen, 2014, s.149). Kaymisnopeus ja hiivan aineenvaihdunta ovat talldin
suurimmillaan. Talléin ndennainen uutepitoisuus laskee paivassa jopa 2 %. Tassa
vaiheessa syntyy runsaasti lampoa, jonka takia tankkia on jaahdytettava. Vierteen pH

laskee arvoon 4,1-4,4.

Viimeinen vaihe paakaymisessa on "peitteen muodostuksen” vaihe (Enari & Makinen,
2014, s.149). Tama vaihe kestaa yhdesta kolmeen vuorokautta. Hiilidioksidin muodostus
heikkenee, jonka seurauksena vaahto painuu kasaan ja sen komponenteista syntyy
nuoroluen pinnalle tummanruskea kerros. Paksu, vaaleahko ja kiintea peite on merkki
hyvin edistyneesta kaymisesta seka hyvista raaka-aineista. Peitteen muodostuksen aikana
uutepitoisuus laskee 1-1,5 p-%. Kuitenkaan pH ei enaa muutu. Lampdtilaa saatetaan

kuitenkin viela pudottaa jaahdytyksella, joka edistaa hiivan sedimentoitumista.

Taman jalkeen paakayminen paattyy (Enari & Makinen, 2014, s.149). Kokonaisuudessaan
paakayminen kestaa 7-9 vuorokautta. Tata pidemmat tai lyhyemmat paakaymisajat ovat

poikkeuksellisia. Kadymisen aikana hiivamaara voi lisdantya jopa viisinkertaiseksi
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(Koskinen, 2022, s.89). Hiiva lopettaa tydnsa, kun se on syodnyt kelpuuttamansa sokerit ja
kayminen rauhoittuu (Koskinen, 2022, s.88). Paaosin hiiva poistetaan lopullisesta oluesta
(Koskinen, 2022, s.66). Olut joko siirretaan kypsytysastiaan pois hiivan paalta tai hiiva

poistetaan kaymisastiasta (Koskinen, 2022, s.88).

2.2 Varastokdayminen

Kun paakayminen on saatu paatokseen, olut johdetaan suljettuihin varastotankkeihin
jalkikdymista varten (Enari & Makinen, 2014, s.154). Varastointi voidaan toteuttaa
yhtajaksoisena prosessina samassa tankissa, kuin paakayminen. Varastokaymisen kolme
paamaaraa ovat oluen maun kypsyminen, oluen kyllastaminen hiilidioksidilla ja

samennuspartikkelien saostaminen eli oluen kirkastaminen.

Vierteen uutepitoisuudesta on jaljella viela yli 10 % kaymiskelpoisista sokereista
paakaymisen loputtua (Enari & Makinen, 2014, s.154). Maltoosi on normaalisti kaytetty
paakaymisen aikana loppuun, joten varastokayminen on jaljellejadaneen maltotrioosin
fermentointia. Jos kaytetty hiivakanta kayttaa hitaasti maltotrioosia varastokaymisessa

uutepitoisuus laskee erittain hitaasti, mika ei ole toivottua.

Lampdtilasta riippuu hiilidioksidin liukeneminen olueen (Enari & Makinen, 2014, s.154).
Mita alhaisempi lampdtila on, sitd enemman hiilidioksidia liukenee nesteeseen. Tasta
syysta kaymislampoétila kannattaa pudottaa mahdollisimman alas. Suosittu lampdtila-alue
varastokaymiselle on 1-3 °C. Suljetussa tankissa kaasun paine nesteen paalla suurenee
kaymisen jatkuessa. Hiilidioksidi liukenee etanoliin paremmin kuin veteen, joten liukoisuus

lisdantyy oluen alkoholipitoisuuden kasvaessa.

Etenkin alhaisissa lampdtiloissa jalkikdyminen on hidasta (Enari & Makinen, 2014, s.154).
Varastokaymisvaihe tapahtuu useimmiten samassa lampoétilassa varsinaisen
alkoholikaymisen kanssa. Kaymistankit on varustettu paineensaatolaitteistoilla, jotka
takaavat vastapaineen riittdvan muodostuksen ja pysymisen. Kojeisto on saadetty
toimimaan halutulla paineella ja jos tankin paine ylittaa taman, niin laite paastaa

kalvoventtiilin kautta kaasua ulos.
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Perinteisesti kojeistoon on kuulunut vesikuppi, jonka kautta hiilidioksidi kuplii (Enari &
Makinen, 2014, s.155). Nain kaasunmuodostus ja ulosvirtaus on voitu havaita. Jokainen
tankki on tavallisesti varustettu omalla tulppakojeistolla, kuitenkin useita tankkeja voidaan

my0s kytkea yhteiseen kolonnitulpitukseen letkujen avulla.

Jotta toiminta olisi onnistunutta, on tarkeaa aloittaa tankin paineensaato oikeaan aikaan
(Enari & Makinen, 2014, s.154). Tankin tulpitettaessa heti tayttymisen jalkeen vilkkaasti
alkava jalkikayminen helposti tahrii kojeiston ja saattaa nain aiheuttaa jopa tukoksia. Liian
myohainen sulkeminen taas johtaa siihen, ettei hiilihappoa muodostu riittavasti, eika paine
nouse tarpeeksi suureksi. Tulpituksen aloittamisen ajankohta riippuu kaymiskelpoisten
sokereiden, eli jaannosuutteen maarasta seka lampdatilasta. Ajankohta on valittu oikein,
kun pian sulkemisen jalkeen paine alkaa kohoamaan hitaasti ja suurenee paiva paivalta.

Kaasun kuplimisen on oltava tasaista.

Tulpituspaineena kaytetaan useimmiten 0,30-0,45 barin ylapainetta (Enari & Makinen,
2014, s.155). Lampdtila vaikuttaa oleellisesti paineeseen, mitd korkeampi lampdétila
suurempaa painetta kaytetaan ja painvastoin. Kaytettavaan paineeseen vaikuttaa myos

varastointiajan pituus. Lyhyt varastointiaika edellyttda kohotettua painetta.

Painetta valittaessa on otettava huomioon varastotankin nestekorkeus (Enari & Makinen,
2014, s.156). Nestekorkeuden ollessa 10 metria on hydrostaattinen paine noin 1 bar.
Taman takia korkeissa tankeissa on eri korkeuksissa eri paine. Kaymistankeissa tapahtuu
aina kuitenkin sekoittumista luonnollisen nesteliikkeen vuoksi. Oluen laatuominaisuudet

ovat kdymisen lopussa lahestulkoon tarkalleen samat tankin eri osissa.

Korkeassa hydrostaattisessa paineessa tankin alaosassa sitoutunut hiilihappo ei vapaudu,
vaikka sekoittumisen johdosta olut siirtyy tankin ylaosaan, jossa on alhaisempi
hydrostaattinen paine (Enari & Makinen, 2014, s.156). Haluttu hiilihappopitoisuus voidaan

saataa ennen pakkaamista nykyaikaisissa panimoissa.

Oluen maun kypsyminen on monivaiheinen tapahtumasarja (Enari & Makinen, 2014,
s.156). Oluen flavori on paakaymisen jalkeen raaka, kitkera ja vastenmielinen. Siita

huolimatta paakayminen on flavorin kannalta ratkaiseva. Flavoria voidaan vain pehmentaa



ja kypsentaa varastoinnilla. Jos paakaymisessa on tullut makuvirhe, niin sita ei

todennakdisesti saada varastoinnilla paremmaksi.
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3 HIIVA

Hiivat ovat mikroskooppisen pienia yksisoluisina elavia kasveja (Enari & Makinen, 2014,
s.112). Kasvitieteellisessa systematiikassa hiivat luetaan sieniin kuuluviksi. Hiivat ovat
toisen varaisia, koska ne ovat lehtivinreattomia. Hiivat ovat yksisoluisia sienia, jotka elavat
kosteissa ymparistoissa, missa on saatavilla sokereita, kuten puunkuorella, hedelmissa tai
kukissa (solunetti, i.a.). Hiivat lisdantyvat muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta
kasvullisesti kuroutumalla (Enari & Makinen, 2014, s.112). Hiivojen tarpeet kasvutekijoihin
liittyen vaihtelee paljon (Walker, 1998, s.57).

3.1 Hiivojen ryhmittely

Oluenpanosta ei tulisi mitaan ilman hiivaa (Stromberg & Syvanen, 1990, s.73). Erilaisten
hiivojen kaytdlla oluet jaetaan kahtia. Hiivat jaetaan tieteellisesti kahteen ryhmaan, itidllisiin
(sporogeeniset) ja itiottomiin (asporgeeniset) (Enari & Makinen, 2014, s.112). ltidllisilla
lajeilla tavataan suvullista lisaantymista, kun taas itiottomilla lajeilla tavataan vain
kasvullista lisdantymista. Monet itiottomista lajeista on voitu osoittaa olevan ovat
suvullisesti lisdantyvien lajien muotoja. Ne poikkeavat toisistaan ainoastaan

lisdantymiskyvyn puolesta.

Hiivat voidaan jakaa kulttuurihiivoihin ja villihiivoihin (Enari & Makinen, 2014, s.112-113).
Nama ovat lajeja, joita ihmiset viljelevat erilaisia tarkoituksia varten. Hiivoja on taman jaon
perusteella panimohiivoja, viinihiivoja, leipomohiivoja, polttimohiivoja ja rehuhiivoja. Joitain
hiivalajeja viljellaan moniin eri tarkoituksiin. Kaikki lajit, jotka kasvavat luonnossa ilman

viljelytoimenpiteita ovat villihiivoja. Hiivalajeista suurin osa kuuluu villihiivoihin.

Hiivat jaetaan kahteen kategoriaan myods sen perusteella, kuinka ne kayttaytyvat
nestemaisessa alustassa kasvaessaan (Enari & Makinen, 2014, s.113). Nimensa
mukaisesti pohjahiiva on kdymisen aikana pohjalla ja pintahiiva pinnalla (Koskinen, 2022,

s.89). Kuitenkin lopuksi molemmat saostuvat kdymisastian pohjalle.

Hiivat voidaan jakaa fermentatiivisiin ja oskidatiivisiin hiivoihin sen mukaan, miten ne

tarvitsevat happea kasvaessaan (Enari & Makinen, 2014, s.113). Fermentatiiviset hiivat
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ovat tyypillisesti matala-alkoholisten juomien pilaajia siita syysta, etta. ne pystyvat

fermentoimaan sokereita vahahappisissa ja happamissa oloissa (Puhakka, 2019. s.7).

3.2 Hiiva oluessa

Oluen valmistuksessa voidaan kayttaa pinta- ja pohjahiivoja (Enari & Makinen, 2014,
s.143). Lager on yleisnimitys pohjahiivalla kayneille oluille (Stromberg & Syvanen, 1990,
s.96). Tunnusomaista pintahiivalle on sen kdaymislampétila (Stromberg & Syvanen, 1990,

s.73). Ne kayvat yleensa 15 — 25°C lampdtilassa.

Olutta valmistaessa paakayminen alkaa, kun hiiva lisataan jaahdytettyyn ja ilmastettuun
vierteeseen (Enari & Makinen, 2014, s.143). Vierteeseen lisattavan hiivan ominaisuuksilla
on ratkaisevasti merkitysta kaymisen hairiottomalle edistymiselle ja valmiin tuotteen
laatuun. Yleensa olut valmistetaan yhdella hiivakannalla, joka tunnetaan tarkasti ja on
viljelty puhtaaksi, eika useamman hiivakannan seoksia suositella. Kuitenkin eri tankeissa

kaymisessa voidaan kayttaa hiivauksessa eri hiivalajeja.

Hiivan merkitys oluelle on oleellinen paitsi sen alkoholintuottamiskyvyn takia, on se myos
olennainen oluen maun kannalta (Stromberg & Syvanen, 1990, s.77). Oluessa kaytetty
hiiva vaikuttaa sen flavorissa useaan tekijaan, ja hiivat antavatkin jokaiselle oluelle niille
ominaisen maun (Koskinen, 2022, s.66). Oluessa maistuu hiivan tuottamat aineet, esterit,
jotka hiivalajista riippuen ilmenevat hedelmallisyytena tai mausteisuutena (Koskinen, 2022,
s.67—-68). Noin huoneenlammaossa kayvat pintahiivat tuottavat enemman makuaineita.

Viiledssa kayvat pohjahiivat taas tuottavat vahemman makuaineita

Hiiva alkaa sydmaan sokereita ja lisdantymaan, kun se lisataan vierteeseen (Koskinen,
2022, s.66). Hiiva syo ensin yksinkertaiset sokerit. Hiiva ei jaksa pilkkoa komplekseja

sokereita ja ne jaavat olueen makeudeksi ja paksuudeksi.

Vierteen hiivauksessa kaytetaan aikaisemmista kaymisista saatua hiivaa tai
puhdasviljeltya hiivamassaa (Enari & Makinen, 2014, s.143). Hiivan puhdasviljely alkaa
laboratoriossa, jossa kannan varastoviljelmasta otetaan aseptisesti soluja nestemaiseen
steriloituun ravintoalustaan. Ravintoalustana voidaan kayttaa esimerkiksi vierretta. Hiivan

annetaan kasvaa vuorokauden ajan, jonka jalkeen se kaadetaan noin puoleen litraan
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steriilia vierretta. Hiivan annetaan taas kasvaa vuorokauden verran, jonka jalkeen se
kaadetaan noin viiteen litraan steriilia vierrettd. Tassa vaiheessa hiivan kasvatusika on 2-3

vuorokautta.

Panimon hiivakellarissa puhdasviljelylaitteistoissa pystytaan jatkamaan hiivan kasvatusta
(Enari & Makinen, 2014, s.143). Propagointiastiat, eli hiivan kasvatusastiat valmistetaan
yleensa ruostumattomasta teraksesta. Propagointiastiat ovat suljettuja sailidita ja ne on

tavallisesti varustettu jaahdytysvaipalla seka hoyrysterilointijarjestelmalla.

Tata laitteistoa voidaan kayttaa keskeytymattomasti hiivan kasvatukseen, jolloin astiaa ei
tyhjenneta kokonaan, vaan sinne jatetaan pieni siirros, jonka jalkeen astia voidaan tayttaa
uudelleen steriililla vierteelld (Enari & Makinen, 2014, s.143). Kun kaytetaan
keskeytymatonta kasvatusta, on oltava todella varovainen kontaminaatioiden suhteen.

Tulee kayttaa vain steriloituja ravintoliuoksia seka tydskenneltava todella aseptisesti.

Hiivan ominaisuudet hitaasti muuttuvat, eli hiiva degeneroituu, jonka vuoksi hyvan tuloksen
saamiseksi on propagointiastiaan vaihdettava uusi laboratoriossa kasvatettu
puhdasviljelma vuodessa 1-3 kertaa (Enari & Makinen, 2014, s.143).

3.3 Hiivan puhdistus

Kaymistankissa sedimentoitunut hiiva sopii hiivaukseen yleensa hyvin (Enari & Makinen,
2014, s.144). Sedimentissa on kolme kerrosta, pohjakerros, ydinkerros ja pintakerros.
Ydinkerros on naista parasta hiivausmassaa. Yleensa pohjakerros on sedimentin
saastunein osa, ja sen vuoksi se voidaan poistaa kdymisen alkupuolella
kartiopohjatankissa. Sedimentin pintakerros taas sisaltaa paljon komponentteja, kuten
humalan liukenemattomia hartseja, tanniinipartikkeleita seka proteiinisaostumia, jotka on

erottunut vaahtopeitteeseen.

Hiiva on puhdistettava ennen kayttéonottoa, koska myds ydinhiiva sisaltaa kuolleita
hiivasoluja, sekd monenlaisia kerasaostuneita partikkeleita (Enari & Makinen, s, 144,

2014). Nama voivat aiheuttaa autolyysista johtuvia makuvirheita. Taryseulaa voidaan
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kayttaa hiivan puhdistamiseen, koska se poistaa suurimman osan kiinteista
epapuhtauksista tehokkaasti. On kuitenkin huomioitava kontaminoitumisriski. Hiivaa
voidaan pesta myos kylmalla, happirikkaalla ja puhtaalla vedella tai miedolla hapolla.
Useimmin kaytetaan fosforihappoa. Hiivamassan mikrobiologinen puhtaus tutkitaan pesun
jalkeen. Hiivaukseen ei saisi kayttaa ns. villihiivaa tai vaarallisia kontaminantteja sisaltavaa

hiivaa.

3.4 Hiivanmassan sailytys

Uuden kaymispanoksen hiivaukseen ei aina oteta hiivaa valittdomasti kayttoon, jolloin sita
voidaan joutua sailyttdmaan useita vuorokausia (Enari & Makinen, 2014, s.144). Hiivaa
sailytetaan tavallisesti jadhdytysvaipoilla varustetuissa hiiva-astioissa. Sailytyslampatilan
tulee olla 0-2°C ja hiivan paalla olevan veden tulee olla kovaa vetta. Hiiva heikkenee
nopeasti pehmeassa vedessa, koska hiivasoluista diffundoituu ulos sytoplasman

komponentteja. Jos hiiva tulee nopeasti uudelleenkayttoon sita ei jaahdyteta juurikaan.

Sailytyksen aikana hiivasolut kayttavat elintoimintoihinsa solunsisaista vararavintonaan,
glykogeenia (Enari & Makinen, 2014, s.144). Jos hiivaa sailytetdan kauan, ja sen
glykogeenivarannot loppuvat voidaan veden sijasta kayttaa esimerkiksi laimennettua

vierretta. Hiiva alkaa kayttamaan laimennettua vierretta hitaasti alhaisessa lampdétilassa.

Hiivaa kierratettaessa sen fermentointiominaisuudet paranevat (Enari & Makinen, 2014,
s.145). Fermentointiprosessissa hiivat lisdantyvat kayttaen tiettyja tarkkelyksen sokereita
ravintonaan muuttaen ne lopulta alkoholiksi (Denny, 1953, s.12). Koska sedimentoitunut
hiiva on sopeutunut puhdasviljelyhiivaa paremmin kaymistankin olosuhteisiin, fermentoi
kaymistankin ensimmainen sedimenttihiiva vierteen puhdasviljelysta otettua hiivaa
nopeammin (Enari & Makinen, 2014, s.145). Hiivan fermentoimiskyky pysyy hyvana
monenkin kierratyksen aikana, jos mikrobiologinen puhtaus pysyy riittavan hyvana. Hiiva
kuitenkin heikkenee, eli degeneroituu vahitellen, jolloin se on otettava pois kaytosta.
Nopea kayntiinlahdon varmistamiseksi hiivaa voidaan esivalmentaa antamalla hiivalle

vierretta ja happea ennen hiivausta.
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3.5 Panimohiivan suhtautuminen happeen ja lampoétilaan

Panimohiivat ovat fakultatiiveja, eli ne elavat ja lisdantyvat seka hapen lasna ollessa etta
poissa ollessa (Enari & Makinen, 2014, s.116). Kun happea on saatavilla kayttaa hiiva sita
solun hengitykseen pilkkoen sokerin taydellisesti ja nain tuottaen vetta energia-
aineenvaihdunnan lopputuotteena. Koska energiaa on kaytettavissa runsaasti, on kasvu
talléin voimakasta. Jos hiivalla ei ole saatavilla happea se kayttaa sokerit eli fermentoi
tuottaen etanolia, seka hiilidioksidia. Talldin kasvu on vahaista, koska etanolimolekyyleihin

jaa paljon energiaa kayttamatta.

Hapettomat olosuhteet ovat alkoholin muodostumisen kannalta valttamattomat, mutta
kasvun kannalta hapelliset olosuhteet ovat eduksi (Enari & Makinen, 2014, s.116). Eraiden
solumembraanin komponenttien, sterolien ja tyydyttamattomien rasvahappojen synteesiin
hiiva vaatii happea. Hiivan solumembraani rakentuu puutteellisesti, tai se ei muodostu
ollenkaan, jos se ei saa kasvun aikana happea. Ennen vierteen hiivausta se ilmataan, jotta
kaymiseen saadaan riittava hiivan kasvu, mutta saadaan valtettya hiivan turha
kasvattaminen. Tama on ainoa hetki oluen valmistuksessa, kun mukaan varta vasten
halutaan ilmaa (Koskinen, 2022, s.89). liman sijalla voidaan kayttaa puhdasta happea,
varsinkin vahavierretekniikkaa kaytettaessa (Enari & Makinen, 2014, s.116). Happitaso ei
kuitenkaan saa nousta liian korkeaksi, mika puhtaan hapen kanssa toimiessa on vaarana.
Vaikkakin kayminen on tehokkaimmillaan anaerobisissa olosuhteissa, panimohiivat

pystyvat muodostamaan alkoholia myds hapen lasna ollessa.

Panimohiivat ovat mesofiileja, eli niiden kasvun optimilampétila on 20—40°C (Enari &
Makinen, 2014, s.117). Panimohiivojen optimilampaétila kasvuun ja kdymiseen on 25-30°C.
Ne kuitenkin viihtyvat hyvin laajalla lampdtila-alueella. Hiiva tuottaa sita enemman makuija,
mita [ampimampi kayminen on (Koskinen, 2022, s.89). Kuitenkin on hiivasta riippuen, niilla
on oma optimilampdtila. Panimopintahiivat viihtyvat pohjahiivoja huonommin alhaisissa
lampdtiloissa. Niinpa pintahiivakdymisessa lampaétila on yli 15°C, kun taas
pohjahiivakdymisessa lampdtila on yleisesti 10-15°C. 40°C:ssa hiivojen kasvu tyrehtyy, ja

hiivat kuolevat viimeistaan 60°C:ssa (Enari & Makinen, 2014, s.117).
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3.6 Kuolleet hiivasolut oluessa

Panimohiivat ovat erittain kestavia organismeja, joilla on vahvat soluseinat ja kyky
selviytya happamissa olosuhteissa ja alkoholiliuoksissa (Philliskirk, 2024). Ne eivat
kuitenkaan ole kuolemattomia, ja lopulta antautuvat erilaisille rasituksille kdymisen,

kasittelyn ja pitkaaikeisen varastoinnin aikana. Autolyysi on naiden lopputulos.

Kuolleiden hiivasolujen hajoamista kutsutaan autolyysiksi (beerselect, 2021). Autolyysi
vapauttaa hiivasolujen sisallon. Autolyysi tarkoittaa itsetuhoa (Philliskirk, 2024 ). Hiivasolut
koostuvat paaasiassa aminohapoista ja entsyymeista (beerselect, 2021). Autolyysilla on
useita seurauksia, joista tarkeimpia ovat maku muutokset ja entsymaattinen ruoansulatus
(Philliskirk, 2024).

Maun muutokset havaitaan helposti (Philliskirk, 2024). Maku on yleensa terava ja karvas ja
jonka lihainen ja rikkimainen reuna johtuu joistakin hiivassa olevista aminohapoista ja
nukleotideista. Autolyysin voi estaa valitsemalla laadukkaan hiivan, tarkkailemalla

lampdtilaa kdymisen aikana ja varmistamalla riittdva hapensaanti (beerselect, 2021).

Heikot ja epaterveet hiivasolut tuhoavat itsensa paljon nopeammin, kuin vahvat hiivasolut
(beerselect, 2021). Siksi on selvaa, etta laadukkaan hiivan kayttdé vahentaa autolyysin
mahdollisuutta. Autolyysi voi johtua oluen liilan nopeasta kuumentamisesta tai
jaahdytyksesta kaymisen aikana. Jos hiivasolut eivat lisaantyessaan saa riittavasti
happea, ne heikkenevat ja alkavat tuhota itsedaan nopeammin. Vierteen ilmaus on tarpeen
kuolleiden hiivasolujen valttamiseksi. Paljon hiivaa sisaltava, ja liian kauan sailytetty olut

voi myds sisaltaa paljon kuolleita hiivasoluja.

Vaurioituneiden ja kuolleiden hiivasolujen osuuden kasvu johtaa oluen sameuden
lisdantymiseen (Meledina & Davydenko & Dedegkaev, 2015, s.99). Entsymaattinen
pilkkominen liittyy erityisesti proteaaseihin, jotka vuotavat soluista ja pilkkovat oluessa
olevia proteiineja (Philliskirk, 2024). Tama johtaa vaahdon nopeaan romahtamiseen ja

tasaisen oluen vaikutelmaan.
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4 LABORATORIOSSA TOIMIMINEN

4.1 Aseptinen naytteenotto

Aseptisen naytteenottovalineen taytyy olla sellaisesta materiaalista valmistettu, ettei se voi
saastuttaa naytteita (Ruokavirasto, 2022). Aseptisen naytteenottovalineen on sovelluttava
laadultaan, materiaaliltaan ja rakenteeltaan aseptisessa naytteenotossa kaytettavaksi.
Kaikkien naytteenottovalineiden, jotka joutuvat kosketuksiin naytteen kanssa on oltava
soveltuvia aseptiseen naytteenottoon. Ennen naytteen ottoa naytteenottovalineiden on

oltava puhtaita, kuivia ja desinfioituja

Aseptisuuden vaatimus on huomioitava varusteiden valinnassa (Ruokavirasto, 2022).
MyGs naytteenottokohteen ja naytteenottotilan puhtausvaatimukset tulee ottaa huomioon.
Kasinaytteenotossa kaytettavien valineiden tulee olla valmistettu ruostumattomasta
teraksesta tai muusta materiaalista, joka soveltuu aseptiseen naytteenottoon.
Kasiteltaessa aseptisesti otettavia naytteita on kaikki toimenpiteet tehtava koskematta

naytteenottovalineiden desinfioituihin pintoihin.

4.2 Turvallinen laboratoriotyoskentely

Laboratoriossa tyoskenneltaessa on erilaiset kemikaalit aina Iasna (Somersalo, 2021).
Tyoskentelyn edellytyksena on turvallinen laboratorio. Lainsaadanto antaa tahan raamit.
Lainsaadannon ansiosta kemikaalien turvallinen kaytto ja sailytys on mahdollista.
Kaikkialla missa kaytetaan kemikaaleja, tulee soveltaa kemikaalilainsaadantda. Suomessa
oleva kemikaalilainsdadanto perustuu EU:n kemikaalisdadoksiin, joita jatkuvasti kehitetaan
(Karinen, 2018). Tyoskentely laboratoriossa vaatii siisteytta, huolellisuutta seka
jarjestelmallisyytta. Nama ovat erityisen tarkeita onnettomuuksien estamiseksi. Siisteytta ja

jarjestysta tulee noudattaa. Tyopoyta seka tyovalineet on pidettava siisteina.



21

5 HEMOCYTOMETRIN KAYTTO

5.1 Hemocytometrin kaytto

Ennen kayttoa tulee varmistaa, ettd hemocytometri ja sen paallyslasi ovat puhtaita
poistamalla pdlyhiukkaset linssipaperilla (Gregoryev, 2021). Peitinlasi tulee laittaa
hemocytometrin paalle ennen solususpension pipetointia. Pipettiin otetaan naytetta ja
pipetin paa asetetaan johonkin V:n muotoisista kuopista. Peitinlasin alla oleva alue peittyy
kapillaari toiminnalla. Naytetta tulee lisata riittavasti, jotta peilattu pinta juuri tayttyy,
yleensa noin 10 pl. Naytetta ei saa kuitenkaan lisata liikaa. Hemocytometri asetetaan
mikroskoopin tasolle ja laskentaristikkoon tarkennetaan. Peitinlasia ei tule liikutella, koska

se saattaa aiheuttaa ilmakuplia, joka voi vaikeuttaa laskemista.

5.2 Solujen laskeminen hemocytometrilla

Hemocytometrin taysi ruudukko koostuu yhdeksasta nelidsta, joista jokainen on 1mm?
(Grigoryev, 2021). Hemocytometrin keskilaskenta alue sisaltaa 25 suurta ruutua, ja
jokaisessa on 16 pienempaa ruutua. Soluja laskiessa suspension tulee olla riittavan
laimeaa, ettei solut mene paallekkain ruudukossa ja ne jakautuisivat tasaisesti. Kuolleiden
solujen tunnistusmenetelma metyleenisinin avulla on laajalti kaytetty (Meledina &
Davydenko & Dedegkaev, 2015, s.993). Metyleenisini varjaa sytoplasman proteiineja,

kuolleet solut ovat sinisia.

Solujen laskennassa on huomioitava, etta lasketaan nelidita keskella sijaitsevalla 1 mm:n
2-viivaisella alueella (White Labs Technical Team, 2021). Esimerkiksi ylaviivalla ja oikealla
olevalla viivalla olevia tai niita koskettavia soluja ei lasketa, kun taas alaviivalla ja
vasemmalla viivalla olevia ja niita koskettavat solut lasketaan. Tama siksi, ettei soluja
lasketa kahdesti (Grigoryev, 2021).

Laskennan suorittamiseksi maaritetaan halutun solutyypin tunnistamiseen tarvittava
suurennus, jonka jalkeen lasketaan jarjestelmallisesti solut valituista nelidista (Grigoryev,
2021). Suuria soluja varten voi laskea solut neljan suuren kulmanelién ja keskimmaisen

nelion sisalla. Pienten solujen tihedmpaa suspensiota varten voi laskea solut keskusnelion
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neljasta uloimmasta ja keskimmaisesta neliosta tai valmistaa laimeampi suspensio. Kunkin

kulman nelidén pinta-ala on 1 mm x 1 mm, eli 1mm?2. Jokaisen nelién syvyys on 0,1 mm.

Solukonsentraatio lasketaan kaavan avulla (Grigoryev, 2021). Jos haluaa tietaa, paljonko
soluja on alkuperaisessa naytteessa, kerrotaan solupitoisuus naytteen

kokonaistilavuudella.
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6 TYOOHJEIDEN LUOMINEN

TyoOohjeisiin tiedot tulisi saada lyhyesti ja ytimekkaasti (Lavikainen & Makkonen, 2020).
Kirjallinen suunnitelma tulee tehda aina opastuksen tueksi (Tyo6turvallisuuskeskus, i.a). On
tarkeaa, etta tyoohjeen jasentely on oikeaoppista, siten ohjeen seuraaminen on
helpompaa ja tydvaiheet suoritetaan oikeassa jarjestyksessa (Lavikainen & Makkonen,
2020). Kaikkea tietoa ei ole jarkevaa tai mahdollista saada tyoohjeisiin. Jos kaikki vahakin
informaatio tyon suorittamiseen liittyen koitetaan saada sisallytettya tydohijeisiin, on
vaarana, etta tyoohjeen pituudesta tulee liian pitka, jolloin sen lukeminen voi muuttua liian
raskaaksi. Tyoohjeessa on jarkevaa hyodyntaa niin paljon kuvia kuin mahdollista. Kuviin
saadaan taltioitua paljon informaatiota ja niillda on helppo osoittaa, mista mikakin tieto

I0ytyy, mika saattaa kirjoitettaessa olla hankalampaa.

Tyo6ohjeet ovat tydhon perehdyttdessa hyva apuvaline (Lavikainen & Makkonen, 2020).
Niita voidaan myos kayttaa muistilistana tyota tehtaessa. Tydopastus on tarpeen
esimerkiksi silloin, kun tyotehtava tai menetelma vaihtuu tai tyo on tekijalleen uusi
(Tyoturvallisuuskeskus, i.a). Tydtehtaviin perehdyttamista tarvitaan tyon alkaessa, tyon
muuttuessa ja pitkan poissaolon jalkeen. Prosessien ongelmakohdat tulevat hyvin esiin
tydohjeita laatiessa (Lavikainen & Makkonen, 2020). Tydvaiheita kirjattaessa huomataan
monesti, etta jotkut vaiheet aiheuttavat ylimaaraista tyota. Kehittamalla naita asioita,
saastetaan tyontekijoiden tydaikaa samalla tehostaen yrityksen prosesseja. Tyoohjeet
lisaavat tyopaikalla tydtehtavien lapinakyvyytta ja siten voidaan myds helpommin selvittaa,
jos jokin tyotehtava ei kuulu kenenkaan vastuualueeseen. Tyoohjeiden avulla esihenkilot
pystyvat ymmartamaan paremmin heidan alaistensa tydtehtavia. Siten he pystyvat

paremmin arvioimaan heidan alaistensa ajankayttoa seka tyotehtaviin liittyvia haasteita.

Tyo6tehtavissa, joissa vaihtelu on suurta, tulee haasteita (Lavikainen & Makkonen, 2020).
Tyoohjeiden ajan tasalla pitaminen tuo myos oman haasteensa. Tyoohjeita tulee paivittaa
aina, kun tyon sisaltd muuttuu tai jos yrityksen prosesseja paivitetaan. Tama monesti
unohdetaan, jolloin tydohjeet jaavat vanhenemaan sen jalkeen, kun ne on tehty. Tydohjeet
auttavat monia eri tahoja yrityksen sisalla. Hyvin laadittuna tydohjeet tehostavat
prosessien toimintaa, nopeuttavat uusien tyontekijoiden perehdyttamista, jakavat vastuuta

tasaisemmin ja tekee toiminnasta lapinakyvaa.
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7 MENETELMAT

7.1 Menetelmaan tutustuminen

Opinnaytetyon alussa tutustuttiin hiivasolujen laskemiseen hemocytometrilla. Aluksi piti
myos tutustua tarkemmin mikroskoopin kayttoon seka hemocytometrin lukemiseen.
Naiden hallitseminen vaati usean tutustumiskerran. Harjoitukset suoritettiin Seinajoen

ammattikorkeakoulun laboratoriossa.

Hiivasolujen laskennan opettelua varten tehtiin liuos, johon laitettiin yksi gramma
tuorehiivaa litraan tislattua vetta. Liuokseen lisattiin viela metyleenisinia, jotta erotettaisiin
kuolleet hiivasolut elavista. Liuoksia tehtiin ensin eri vesimaarilla, jotta I0ydettiin laimennos,
jossa hiivasoluja oli sopiva maara yhdessa ruudussa. Liuos sekoitettiin tasaiseksi niin, etta
hiiva oli taysin liuennut veteen oikean tuloksen varmistamiseksi. Liuosta pipetoitiin
hemocytometriin ja se laitettiin mikroskoopin alle. Ensin kymmenkertaisella objektiivilla
hemocytometrista etsittiin ruudukko. Kun mikroskoopilla saatiin koko ruudukko esiin,
vaihdettiin satakertaiseen objektiiviin. Taman jalkeen mikroskoopilla etsittiin
hemocytometrista yksi halutun kokoinen ruutu ja siita laskettiin hiivasolut. Tama toistettiin
kymmenelle samankokoiselle ruudulle, jolloin hiivasolut saatiin laskettua kymmenesta

ruudusta.

Hiivasolut laskettiin kymmenesta ruudusta siten, etta ruudun ylareunaan ja oikeaan
reunaan osuvia hiivasoluja ei laskettu. Tata toistettiin useita kertoja, kunnes mikroskoopin
kayttd ja hemocytometrin ruudukon 16ytyminen seka hiivasolujen laskeminen sujui
ongelmitta. Kun hiivasoluja oli laskettu useampaan otteeseen ja se alkoi sujua,
varmistettiin, etta laskettu tulos oli oikea. Oikea tulos varmistettiin laskemalla hiivasolujen
maara litrassa vetta kayttaen siihen tarkoitettua laskukaavaa. Laskukaavalla saamaa
tulosta verrattiin liuokseen kaytetyn hiivan paketissa esitettyyn hiivasolujen maaraan. Kun
saatu tulos tasmasi liuoksessa kaytetyn hiivan paketissa kerrotun hiivasolujen maaran

kanssa, tiedettiin, ettd hiivasolut oli laskettu oikein.

TyOssa ensimmaiseksi laskettiin toimeksiantajan hiivalietteista hiivasoluja. Hiivojen nimet
ja numerot on salaista tietoa. Taman avulla saatiin kasitys siita, kuinka eri hiivat eroavat

toisistaan ja mita asioita pitaa ottaa huomioon niita laskiessa. Elavien hiivasolujen maara
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laskettiin seitsemasta eri hiivasta. Jokaisesta laskettavasta hiivasta otettiin aseptisesti
naytepurkkiin naytetta. Hiivasolut laskettiin kaikista hiivoista kaksi kertaa ja laskukertojen
valilla oli nelja paivaa. Hiivasta tehtiin laimennos, johon laitettiin 100-200 ml tislattua vetta,
1 ml hiivaa ja muutama tippa metyleenisinia. Aluksi laimennokset tehtiin 100 ml:aan
tislattua vetta, mutta joidenkin hiivojen kohdalla laimennoksesta ei tullut tarpeeksi laimeaa,
jolloin hiivasoluja oli yhta ruutua kohden niin monta, etta hiivasolut menevat paallekkain ja
niitd on mahdoton laskea. Laimennoksia tehtiin eri vesimaarilla, kunnes niihin saatiin
sopiva pitoisuus. Sopiva pitoisuus oli silloin, kun yhta ruutua kohti hiivasoluja oli sen
verran, ettd ne pystyttiin laskemaan luotettavasti. Kuitenkin haluttiin, ettd yhta ruutua kohti
hiivasoluja on useampi, etta tulos olisi mahdollisimman luotettava. Tarkkaa toivottua

hiivasolujen maaraa ei kuitenkaan ollut maaritetty.

Kaikkiin laimennoksiin pipetoitiin 1 ml hiivalietetta ja lopuksi laimennoksiin pipetoitiin viela
muutama tippa metyleenisinia. Metyleenisini varjaa kuolleet hiivasolut ja tdman avulla
pystyttiin maarittamaan ja laskemaan elavat hiivasolut. Kun oli saatu sopiva laimennos
tehtya, sita pipetoitiin puhdistettuun hemocytometriin. Hemocytometri asetettiin

mikroskoopin alle ja siita etsittiin ruudukko.

Hiivasolut laskettiin hemocytometrilld kymmenesta samankokoisesta ruudusta, siten, ettei
ruudun ylareunaan tai oikeaan reunaan osua soluja laskettu. Hiivoista laskettiin hiivasolut
kahdesti. Ensimmaiset laskut suoritettiin toimeksiantajan laboratoriossa ja toisen kerran
hiivasolut laskettiin neljan paivan paasta Seingjoen ammattikorkeakoulun laboratoriossa.
Hiivasolut laskettiin samoista hiivanaytteista ja niiden laskemiseen kaytettiin samaa

hemocytometria, mahdollisimman luotettavan tuloksen saavuttamiseksi.

Kun hiivasolut oli laskettu, laskettiin niiden keskiarvo summaamalla kymmenen ruudun
laskettu hiivasolujen maara ja jakamalla se laskettujen ruutujen maaralla eli kymmenella.
Hiivasolujen keskiarvon mukaan saatiin laskettua elavien hiivasolujen maara yhdessa

millilitrassa hiivaa.

7.2 Tyoohjeiden tekeminen ja testaaminen

Kun eri hiivoista oli laskettu hiivasolut, tehtiin hiivasolujen laskentamenetelmasta tydohjeet

toimeksiantajalle saatujen tietojen perusteella. Tydohjeet luctiin siten, etta niilla saataisiin
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opastettua mahdollisimman hyvin luotu menetelma ja, etta ne olisivat mahdollisimman
kattavat. Tydohjeiden luomisessa oli tarkeaa, etta niiden avulla myés henkild, joka ei ole
koskaan kayttanyt kyseista menetelmaa pystyisi ohjeiden avulla laskemaan
hemocytometrilla hiivasoluja. Tyoohjeista haluttiin mahdollisimman tarkat ja
yksityiskohtaiset, mutta myds mahdollisimman selkeat ja yksinkertaiset, etta niiden
lukeminen ja ymmartaminen olisi mahdollisimman helppoa. Tydohjeeseen ei haluttu lisata
mitaan ylimaaraista. Tyoohjeissa on ohjeistettu aseptinen naytteenotto, liuoksen teko,

hemocytometrin kaytto, solujen laskenta hemocytometrilla ja tulosten laskenta.

Jokaisessa tydohjeiden kohdassa on listattu siina tarvittavat valineet ja tydohjeissa
ohjeistetaan kohta kohdalta, kuinka missakin vaiheessa tulee toimia. Tyoohjeet on tehty
sen mukaan, kuinka toimeksiantajan tiloissa toimitaan. Esimerkiksi aseptinen naytteenotto

on ohjeistettu sen mukaisesti kuin toimeksiantaja panimolla naytteenotossa toimitaan.

Kun tydohjeet oli saatu valmiiksi, ne testattiin toimeksiantajalla. Ensin tydohjeet kaytiin
toimeksiantajan kanssa lapi ja tyoohjeisiin tehtiin viela pienia muutoksia. Kun tyoohjeet

olivat silta osin valmiit, ne testattiin, jotta voitiin olla varmoja niiden toimivuudesta.

Tyoohjeita testatessa kokeiltiin laimennoksia tehda erilaisilla automaatiopipeteilld, kunnes
IOytyi se, jolla laimennoksiin kannattaa otettua hiivalietenaytetta pipetoida. Tyoohjeiden
testaamisen yhteydessa otettiin viela kuvia, jotka liitettiin tydohjeisiin selkeyttamaan niita.
Tyoohjeiden testauksen jalkeen ohjeet ja niissa kaytetty menetelma kaytiin lapi

toimeksiantajalla tydskentelevan laborantin kanssa.
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8 TULOKSET

Opinnaytetydssa tehtiin toimeksiantajalle tydohjeet hiivasolujen laskemiseen. Tyoohjeissa
ohjeistetaan aseptinen naytteenotto, liuoksen valmistaminen, hemocytometrin kayttd, seka
hiivasolujen laskenta mikroskoopilla. Ohjeessa kaydaan joka kohdassa lapi, mita valineita
sen tydvaiheen toteuttamisessa tarvitaan. Valineiden listauksen jalkeen on listattu

tyovaiheet kohta kohdalta. Tama toistettiin jokaisen tyovaiheen kohdalla.

Joissain kohdissa tydvaiheiden listauksen jalkeen on viela kirjoitettu, mita kyseisessa
kohdassa pitaa ottaa huomioon. Ohjeeseen lisattiin myds kuvia havainnollistamaan joitain
kohtia. Kuvat havainnollistavat myds, miltd esimerkiksi tehdyn liuoksen tai taytetyn

hemocytometrin tulisi nayttaa.

Onhjeissa lopuksi on ohjeistettu, kuinka laskettujen hiivasolujen maaralla saadaan laskettua
hiivasolujen maara halutussa maarassa hiivalietetta. Ohjeeseen on kirjattu siihen tarvittava
kaava. Lisaksi ohjeeseen laitettiin esimerkkilasku havainnollistamaan, kuinka kaavaa

kayttden saadaan laskettua hiivasolujen maara 1 ml:ssa hiivalietetta.

Ohje kaytiin viela ennen testausta lapi toimeksiantajan kanssa ja sitd muokattiin, jotta se
vastaa paremmin toimeksiantajan menetelmia. Valmis ohje testattiin, jotta voitiin olla
varmoja sen toimivuudesta. Tyoohjeen testaamisen jalkeen se esiteltiin sitd mahdollisesti

tulevaisuudessa kayttavalle tyontekijalle.

Toimeksiantaja validoi ohjeen, ja se pystytaan sellaisenaan ottamaan yrityksessa
kayttdoon. Toimeksiantajan omalle vastuulle jaa ottaa tydohjeet kayttdon seka tarvittaessa

menetelman yksityiskohtaisempi opastaminen tyontekijoille.

Ohjeissa opastetun menetelman ansiosta toimeksiantajan panimolla saadaan laskettua,
kuinka paljon hiivasoluja on missakin maarassa hiivalietetta. Tydohjeissa ohjeistetun
menetelman ansiosta toimeksiantajan yrityksessa pystytaan hiivaamaan vierre
optimaalisesti. Menetelman kayttdonoton ansiosta he pystyvat laskemaan tarkan

hiivasolumaaran, jonka he lisaavat vierteeseen. Nain vierretta ei yli hiivata tai ali hiivata.
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9 POHDINTA

9.1 Pohdintaa tyosta

Opinnaytetydssa oli tarkoituksena ottaa kayttoon hiivasolujen laskenta menetelma
toimeksiantajan yrityksessa. Kayttoon otetussa menetelmassa hiivassa olevat hiivasolut
lasketaan hemocytometrilla, jolloin saadaan laskettua hiivasolujen maara halutussa
tilavuudessa hiivaa. Sita varten osaa toimeksiantajan kayttamista hiivoista laskettiin, jotta
saatiin kartoitettua, kuinka heilla tulee toimia hiivasolujen laskennassa ja kuinka heilla
otetaan naytteita. Jotta toimeksiantajalle saatiin hiivasolujen laskenta menetelma kayttoon,

piti heille luoda siihen tyoohjeet.

Vaikka hiivasolut laskettiin samasta naytteesta vain neljan paivan erolla, oli elavien
hiivasolujen maarassa suurta hajontaa joidenkin hiivojen kohdalla. Hiivasolut eivat jakaudu
taysin tasaisesti hemocytometriin, jolloin pienta hajontaa voi tulla, vaikka solut laskettaisiin
aivan perakkain. Kuitenkin, jos samasta naytteesta lasketaan solut usean paivan erolla, on
mahdollista, etta ero on suuri. Hiivalla ei naytepurkissa ole ravintoa, jolloin hiivasoluja

kuolee tasaisesti ja mita pidempaan naytteen ottamisesta on.

Hiivasolujen maara on hyva laskea kullekin hiivalle tasaisesti. Vanhasta naytteesta
laskiessa hiivasolujen maara ei valttamatta kuvaa todenmukaisesti koko eran hiivasolujen
maaraa. Elavien hiivasolujen maara voi vaihdella paljon lyhyenkin ajan sisalla, jos hiivalla
ei ole ravintoa. Siksi jokaisella laskukerralla tulee ottaa uusi nayte, jotta laskettu tulos on

mahdollisimman luotettava.

Saman hiivan elavien solujen keskiarvo voi vaihdella, joten tarkemman tuloksen saa
laskemalla hiivasolujen maaran useammasta samankokoisesta ruudusta ja laskemalla
niista keskiarvon. Jos hiivasolut lasketaan useammasta hemocytometrin ruudusta, tulee

tuloksia laskettaessa muistaa kayttaa oikeaa ruutujen maaraa laskukaavassa.

Tyoohjeet luotiin siten, ettd myos uusi tyontekija pystyisi niiden avulla kayttamaan
menetelmaa. Vaikka tyoohjeista on pyritty tekemaan mahdollisimman kattavat, voi olla
mahdollista, etta jotkut voivat tarvita lisdksi myds opastusta esimerkiksi naytteen

ottamisessa tai mikroskoopin kaytossa. Mikroskoopin kayttdéa ei ole tydohjeissa erikseen
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opastettu, koska oletus on, etta laboratoriossa tyoskentelevat osaavat mikroskooppia

kayttaa.,

Tyoohjeet on tehty toimeksiantajalle heidan tarpeisiinsa ja tydohjeissa on kaytetty heidan
toimintatapojaan esimerkiksi naytteenotossa. Tyoohjeet siis eivat ole suoraan
kaytettavissa esimerkiksi muissa yrityksissa ja niita tulee muokata, jos esimerkiksi
toimeksiantajalla jokin tyoohjeissa olevista tyovaiheista muuttuu. Tyoohjeet kaytiin
toimeksiantaja yrityksessa tyoskentelevan laborantin kanssa, mutta tydohjeiden opettelu ja

kayttoonotto jai taysin heidan omalle vastuulleen.

9.2 Arviointia tyon toteutuksesta

Tyon toteutus meni mielestani hyvin. Tydohjeiden luominen oli selkeaa, kun olin aiemmin
kaynyt toimeksiantajalla laskemassa hiivasoluja. Se selvensi, kuinka heillda menetelma
kannattaisi ja pitaisi tehda ja siten ohjeistaa. Mikroskoopin kaytto ja hemocytometrin
ruudukon lukeminen olivat itselleni ennestaan aika vieraita, joten hiivasolujen laskennan
opettelu vaati aikaa ja pitkajanteista harjoitusta. Menetelmaa piti harjoitella paljon, jotta
sain selville, kuinka mikakin kohta kannattaisi tehda. Kun harjoitusta oli tarpeeksi,

tydohjeiden luominen onnistui hyvin.

Tyobohjeiden kayttdonotto ei kuitenkaan enaa kuulunut itselle, vaan jaa toimeksiantajan
omalle vastuulle. Mahdollisesti myos taman tyovaiheen olisi voinut itse toteuttaa siten, etta
olisin esimerkiksi ohjeistanut menetelman jollekin heilla tata menetelmaa tulevaisuudessa

kayttavalle, koska itselle menetelma on nyt tuttu.

9.3 Kehitysehdotukset

Tyoohjeita testatessa selvisi, etta hemocytometrissa oleva ruudukko nakyi todella
haaleana. Tama vaikeuttaa ruutujen hahmottamista ja siten hiivasolujen laskentaa
valtavasti. Vaihtoehtoina on, etta toimeksiantajan laboratoriossa oleva mikroskooppi tai
siina oleva valo eivat ole parhaat mahdolliset hiivasolujen laskentaan, tai sitten syy saattoi
olla myos kaytetyn hemocytometrin ruudukoissa. Ruudukko saattoi olla kulunut, vaikka

kaytetty hemocytometri oli vahan kaytetty ja uusi.
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Asiaa kaytiin toimeksiantajan kanssa lapi ja pohdittiin, olisiko uusi hemocytometri,
mikroskoopin lamppu tai mikroskooppi mahdollisesti tarpeen, jotta hiivasolujen laskeminen

olisi mahdollisimman helppoa. Taman ongelman korjaaminen jai heidan vastuulleen.
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Liite1. Laskettujen hiivasolujen maara per ruutu ensimmaisella laskukerralla:

1(1)

hiiva 1 hiiva 2 hiiva 3 hiiva 4 hiiva 5 hiiva 6 hiiva 7
hiivasolua/ | hiivasolua/ | hiivasolua/ | hiivasolua/ | hiivasolua/ | hiivasolua/ | hiivasolua/
ruutu ruutu ruutu ruutu ruutu ruutu ruutu
20 21 26 23 60 12 24

29 16 30 28 62 38 29

26 14 31 22 59 34 16

23 13 26 21 57 24 22

27 28 25 25 43 30 17

22 20 27 29 37 24 22

27 13 29 17 36 20 30

22 18 23 22 43 20 40

28 15 26 22 42 20 30

27 19 25 18 46 18 23

ka: 25,1 ka: 17,7 ka: 26,8 ka: 22,7 ka: 48,5 ka: 24 ka: 25,3




Liite 2. Laskettujen hiivasolujen maara per ruutu toisella laskukerralla:

1(1)

hiiva 1 hiiva 2 hiiva 3 hiiva 4 hiiva 5 hiiva 6 hiiva 7
hiivasolua/ | hiivasolua/ | hiivasolua/ | hiivasolua/ | hiivasolua/ | hiivasolua/ | hiivasolua/
ruutu ruutu ruutu ruutu ruutu ruutu ruutu
23 6 15 21 37 19 31

23 11 25 16 32 12 23

27 11 28 12 44 18 18

25 10 21 21 41 16 30

17 6 17 21 44 15 16

15 11 14 21 44 30 16

26 7 21 28 50 21 24

10 13 21 19 39 26 27

13 8 25 17 43 25 25

18 11 17 25 35 23 18

ka: 19,7 ka: 9,4 ka: 20,4 ka: 20,5 ka: 40,9 ka: 20,5 ka: 22,8




Liite 3. Hiivasolujen maara 1 ml:ssa hiivaa per hiiva ensimmaisella laskukerralla:

1(1)

hiiva 1 hiiva 2 hiiva 3 hiiva 4 hiiva 5 hiiva 6 hiiva 7

solua/ml solua/ml solua/ml solua/ml solua/ml solua/ml solua/ml

6275000 | 4425000 |6700000 |5675000 | 12125000 |6000000 | 6325000
Hiivasolujen maara 1 ml:ssa hiivaa per hiiva toisella laskukerralla:

hiiva 1 hiiva 2 hiiva 3 hiiva 4 hiiva 5 hiiva 6 hiiva 7

solua/ml solua/ml solua/ml solua/ml solua/ml solua/ml solua/ml

4925000 | 2350000 |5100000 |5125000 | 10225000 |5125000 | 5700000
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Liite 4. 1 Naytteenotto aseptisesti

Tarvittavat valineet

- liekitin
- desinfiointiaine
- steriloitu 80 ml mittapurkki

Tyovaiheet

Avaa tankin naytehanan korkki.

Suihkuta sinolia naytteenotto hanaan.

Liekitd naytteenottohana.

Liekita kansi ja purkki.

Odota, etta tuli sammuu.

Avaa hana ja ota purkkiin hiivalietetta naytteenottohanasta.
Kun naytetta on tarpeeksi sulje hana.

Sulje purkin kansi.

Suihkuta sinolia naytteenottohanaan uudelleen ja liekita se. Odota, etta liekki
sammuu.

10. Laita tankin naytehanan korkki kiinni.

— Varmista lopuksi, etta liekittimen kaasuhana on kiinni!

OCONSORWN =
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Kuvassa steriloitu 80 ml mittapurkki.

Kuvassa tankin naytteenottohana.
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10 Liuoksen teko

Tarvittavat valineet

- dekantterilasi tai muu vastaava astia
- 100 — 200 ml tislattua vetta

- metyleenisini

- hiivalietetta (otettu nayte)

- lasisauva tai muu sekoittaja

Tyovaiheet

1. Mittaa dekantterilasiin 100 ml tislattua vetta.

2. Pipetoi koon 2 automaatiopipetilla dekantterilasiin 1 ml hiivalietetta.

3. Lisaa liuokseen 2-3 tippaa metyleenisinia.

4. Sekoita seos tasaiseksi esimerkiksi heiluttaen tai lasisauvaa kayttaen.

Jos liuoksessa, jossa on 100 ml tislattua vetta hiivasoluja per ruutu on yli 40, kannattaa

liuos tehda uudelleen ja laittaa tislattua vetta 200 ml.
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Kuvassa 2 koon pipetti, joka on saadetty 1ml:aan.
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Kuvassa valmis liuos.
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11 Hemocytometrin kaytto

Tarvittavat valineet

- hemocytometri

- peitelasi

- kertakayttopipetti
- linssipaperi

Tyovaiheet
Hemocytometrin puhdistus tarvittaessa
Ennen kayttda hemocytometri ja peitinlasi taytyy puhdistaa, jos ne eivat ole puhtaita.

1. Aseta hemocytometri paperin paalle ja suihkuta siihen tislattua vetta.
2. Kuivaa hemocytometri linssipaperilla (tai vastaavalla) kevyesti taputellen.

Hemocytometria ei saa hangata, ettei siina olevat ruudukot kulu!
Liuoksen pipetointi hemocytometriin

1. Kun on varmistettu, etta hemocytometri on puhdas ja kuivattu aseta
kertakayttoinen. peitinlasi hemocytometrin paalle.

Sekoita tehty liuos kunnolla lasisauvalla 10 sekunnin ajan.

Pipetoi sekoitettua liuosta hemocytometrin keskimmaisiin kuoppiin siten, etta liuos
tayttaa kuopat tasaisesti.

wn
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i Kuvassa puhdas hemocytometri.

Kuvassa hemocytometri, johon on pipetoitu liuosta.
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12 Solujen laskenta hemocytometrilla

Tarvittavat valineet

- hemocytometri, johon pipetoitu naytetta
- peitinlasi
- mikroskooppi

Tyovaiheet
1. Aseta hemocytometri, johon on pipetoitu liuosta, mikroskoopin alle.
2. Valitse 40 kertainen objektiivi.
3. Saada mikroskooppia siten, etta ruudukon yksi halutun kokoinen ruutu ja siina

olevat hiivasolut nakyvat selkeasti. Varo, ettei objektiivi osu peitinlasiin tai
hemocytometriin.

4. Hiivasolut lasketaan kymmenesta samankokoisesta ruudusta.

5. Laske ruudussa olevat hiivasolut siten, etta ylareunaan ja vasempaan reunaan
osuvia hiivasoluja ei lasketa.

Metyleenisini varjaa kuolleet solut tummiksi. Kuolleita soluja ei lasketa mukaan.
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13 Tulosten laskenta

Kun hiivasolut on laskettu kymmenesta samankokoisesta ruudusta, lasketaan elavien
solujen keskiarvo per ruutu. Tama lasketaan siten, ettd summataan kaikkien ruutujen

elavien solujen laskettu maara yhteen ja tulos jaetaan kymmenella.

Lasketaan hiivasolujen maara per millilitra.

Solujen maara =

((Pipetoidun hiivan maara/ruudun tilavuus) * hiivasolujen keskiarvo) = naytekoko ml

Esimerkki:

((1 ml/0,000004) *19,7) *100 ml= 492 500 000 solua / 100 ml

492 500 000 solua / 100 = 4 925 000 solua/ 1ml

Laskiessa tulee varmistaa, etta kaikki yksikot ovat oikein.
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