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tus ja kayttdé mahdollistaisi laajemman valikoiman erilaisia hiivakantoja panimon kayttéon.
Nopeammat k&ymiset mahdollistaisivat suuremman tuotantomaaran ilman uusien kaymis-
tankkien hankintaa.

Tyon teoriaosassa kasitelladn oluen raaka-aineita, valmistusta seka nestemaisen hiivan
kasittelya panimossa. Kokeellisessa osassa suoritettiin kaksi hiivan koekasvatusta seka
hiivan kaymisnopeutta mittaavia kokeita kahdella eri hiivakannalla. Kokeet suoritettiin Met-
ropolia Ammattikorkeakoulun mikrobiologian laboratoriossa Vantaalla.
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This thesis was made for Stadin Panimo Oy, which is a micro brewery located in Helsinki.
The aim of this thesis was to study the use of liquid yeast in the brewery and the relation
between yeast pitch rates and fermentation speed with two selected yeast strains. Propa-
gation and use of liquid yeast allows a wider range of yeast strains to be used in the brew-
ery. Faster fermentation would allow higher production capacity without investments in
new fermentation tanks.

The theoretical part covers the raw materials and manufacturing process of beer and the
handling of liquid yeast in the brewery. In the experimental part two test propagations were
carried out, and several fermentations with selected yeast strains to measure fermenta-
tions speed. Experiments were conducted at the Helsinki Metropolia University of Applied
Science’s microbiology laboratory located in Vantaa.

On the basis of the results of the test propagations a good overview was achieved regard-
ing the amount of liquid yeast needed and number of necessary phases for the propaga-
tions at the brewery. Starting propagation of the yeast at the brewery requires new invest-
ments in propagation vessels and equipment and also training of the staff. Indicative re-
sults were obtained from the fermentation speed tests of two selected yeast trains. Further
investigation is needed about the subject and especially on the influence of pitch rate to
the flavor profile of the product.
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1 Johdanto

Taman insinddritydn tavoitteena on selvittda nestehiivan kayttdonottoa Stadin Panimo
Oy:ssa. Kirjallisessa osassa tutustutaan oluen raaka-aineisiin ja oluenvalmistuksen
vaiheisiin Stadin Panimossa. Liséksi perehdytdan hiivaan seka sen rooliin oluen val-
mistuksessa ja selvitetddn menetelmia nestehiivan kayttdon ja kasittelyyn pien-
panimossa. Ensimmaisessd kokeellisessa osassa selvitetdan, miten pienpanimossa
voidaan kasvattaa riittdvan suuri hiivasuspensio mahdollisimman yksinkertaisella pro-
sessilla. Toisessa osassa selvitetddn kahden valitun hiivakannan solumaaran vaiku-

tusta vierteen kaymisnopeuteen.

Stadin Panimo Oy on helsinkildinen 1990—luvun lopulla perustettu pienpanimo ja se
valmistaa suodattamattomia ja pastéroimattomia erikoisoluita. Panimo on tunnettu ko-
keilevasta reseptiikastaan ja aromikkaista oluistaan. Insin66rityon tavoitteena on mah-
dollistaa yritykselle nestehiivojen kayttd tulevaisuudessa ja nédin luoda mahdollisuus

tuottaa monipuolisempia oluita nykyista edullisemmin.

2 Oluen raaka-aineet ja valmistus

Tassa kappaleessa kaydaan lapi oluen valmistuksessa yleisesti kaytetyt raaka-aineet
ja valmistuksen vaiheet. Koska pienpanimoiden valmistusprosessit eroavat toisistaan
joidenkin teknisten sovellusten osalta, niin tassé insindoritydssa keskitytddn Stadin

Panimon prosessiin.

2.1 Oluen raaka-aineet

Arkeologisten tutkimusten perusteella on todettu muinaisten sumerialaisten valmista-
neen olutta ohrasta ja emmer-vehnastd 3500 vuotta ennen ajanlaskun alkua. Oluen
valmistustaidon levitessa mythemmin Eurooppaan kaytettiin oluen valmistukseen
myo0s spelttid, ruista, kauraa, durraa, maissia, riisia ja hirssia. Ajan my6ta ohra on kui-

tenkin vakiinnuttanut asemansa oluen paaraaka-aineena [Hornsey 1999: 1-15].



Vanhan, vuonna 1516 sdadetyn saksalaisen oluen puhtauslain, Reinheitsgebot, mu-
kaan oluen valmistuksessa ei saa kayttaa mitddn muuta kuin vetta, mallastettua ohraa
ja humalaa. Maarayksen saatamishetkella hiivan rooli oli tuntematon, eika sitd mainittu
alkuperaisessa maarayksessa. Hiiva liséttiin sallittujen raaka-aineiden listalle sen 10y-
tymisen jalkeen. Nykyaikana mallastetun ohran lisdksi kaytetddan muitakin viljoja seka
uuteldhteitd, kuten maissia ja riisia seka erilaisia mausteita. Jotkin panimot valmistavat
olutta edelleen taman vanhan maarayksen mukaan. [Briggs ym. 2004. 1-3; Eblinger &
Narzib 2009: 179.]

Humalaa ei kdytetty muinoin oluen mausteena kuten tana paivana, vaan humalan rooli
oluen mausteena on vakiinnuttanut asemansa paljon myéhemmin. Aikaisemmin huma-
lan sijaan oluen mausteena kaytettiin muita mausteita seké yrtteja, kuten suomyrttia,
pujoa, siankdarsamod, rosmariinia, inkivaaria ja monia muita paikallisesti saatavilla ollei-

ta ainesosia. [Hornsey 1999: 1-6.]

2.1.1 Ohramallas

Oluen valmistuksessa yleisin kaytetty uuteldhde on mallastettu ohra. Ohra kuuluu hei-
nien sukuun (Gramineae) ja se kasvaa pohjoisen pallonpuoliskon leudoilla ilmastoalu-
eilla. Ohrat lajitellaan aluksi kahteen ryhmaan: kevat- ja syysohraan. Kevatohra kylve-
taan kevaalld ja syysohra myohaan syksylla. Ohrat jaotellaan edelleen kaksi- ja moni
rivisiin sen mukaan, kuinka monessa rivissa tahkat korressa ovat. [Briggs ym. 2004:
11; Eblinger & Narzib 2009: 195-197; Enari & Makinen 2015: 15.]

Ohran jyva koostuu kahdesta osasta, embryosta eli alkiosta seka tarkkelysendosper-
mistd. Kuvassa 1. on esitetty ohrajyvan lapileikkaus. Embryo sijaitsee jyvan paassa ja
sitd ympyroi skutellum. Skutellum absorboi ja muuntaa ravinteita embryolle itdmisen
aikana. Ithmisessa embryoon muodostuu kasvavan uuden ohran lehdet ja juuret. Tark-
kelysendospermi on jyvan vararavintoa kasvamiseen ja koostuu paaosin tarkkelys-
jyvasista ja liukenemattomista varastoproteiineista. Tarkkelysendospermia ymparoi 2—4
solun paksuinen aleuronikerros. Ohran jyvan itdessad skutellumissa ja aleuronikerrok-
sessa syntetisoituu hydrolysoivia entsyymeja ja ne erittyvat tarkkelysendospermiin.
Koko jyvaa ympyroi kuori. [Enari & Makinen 2015: 18-20.]
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Kuva 1. Lapileikkaus ohran jyvasta. [Enari & Makinen 2015: 18]

Ennen kuin ohrasta voidaan panna olutta, se mallastetaan. Mallastuksessa ohraa liote-
taan kunnes se alkaa itamaan. Kun itdminen on alkanut, ohra siirrettdan idatyslaariin,
jossa sen annetaan itda kunnes on saavutettu sopiva méyhentymisaste. Méyhentynei-
syys tarkoittaa jyvan rakenteen pehmentymista. ltdminen kestdd moyhentymisasteesta
ja lajikkeesta riippuen 5—7 vuorokautta. Taman jalkeen itdminen keskeytetddn paahta-
malla jyvia eri lampdtilaohjelmilla valmistettavasta mallastyypistad riippuen. [Home.
2012. Verkkodokumentti. Luettu 26.11.2014.]

Syita ohran suosioon on monia. Ohran sopivuus kosteisiin viljelyolosuhteisiin on var-
mistanut sen leviamisen laajalle alueelle. Ohran kuori ei irtoa puinnissa, mikd suojaa
itua mallastuksessa. ldun suojaamisen lisdksi kuori edesauttaa vierteen kirkastamista
muodostamalla suodattavan kerroksen. Tarkein ominaisuus mallastettavalle viljalle on
kuitenkin sen hyva itavyys, alhainen liisteroitymislampétila seké entsymaattinen aktiivi-
suus. liman itamista valttdmattomia entsyymeja ei muodostu mallastuksessa. Tarkke-
lyksen liisterdityessa se liukenee veteen ja entsyymit pilkkovat tarkkelyksen tehokkaasti
hiivalle sopivaan muotoon. Ohrasta valmistettu vierre sisaltdd hiivalle valttamattomat
kaymiskelpoiset sokerit, liuenneet typpiyhdisteet, kivenndisaineet ja osan hiivan tarvit-
semista rasvahapoista. [Briggs ym. 2004: 11; Enari & Méakinen 2015: 15, 76; Huttunen
ym. 2010: 204]

Ohrasta valmistetaan lukuisia erityyppisia maltaita muuttamalla mallastusprosessia.
Nostamalla jyvien kuivauslampétilaa saadaan Maillard-reaktion avulla aikaan erilaisia

karamelli- ja varimaltaita. [Huttunen ym. 2010: 204—-206]



Edella mainittujen viljojen lisdksi uutelahteena voidaan kayttaa mallastamattomia viljo-
ja, niiden hiutaleita, jauhoja ja siirappeja. Hiutaleita valmistetaan muun muassa veh-
nastd, kaurasta, maissista ja riisistd. Kayttamalla muita tarkkelyksen lahteitd kuin mal-
lasohraa, kuten siirappeja, voidaan vaikuttaa vierteen koostumukseen ja valmiin oluen-
runkoon. [Briggs ym. 2004: 2; Enari & Makinen 2015: 43, 76.]

2.1.2 Muut uuteldhteet

Olutta voidaan valmistaa periaatteessa mista tahansa uutelahteesta. Ohran lisaksi kay-
tettyja viljalajeja ovat mm. vehna, riisi, kaura, ruis, maissi ja durra. Ohramallasta kor-
vaava uuteldhde voidaan lisdtd olueeseen maltaan, jauhon, rikotun jyvén tai lastun
muodossa. [Eblinger & Narzib 2009: 180-181; Hornsey 1999: 48-50]

Vehnaa (Triticum aestivum) kaytetddn oluen valmistuksessa seka mallastettuna etta
mallastamattomana. Joissain olut-tyypeissd suurin osa mallaspohjasta on vehnaa,
esimerkiksi saksalaisessa Weil3bier-oluessa. Vehné&n endospermin soluseinat sisalta-
vat korkeita maaria pentosaaneja, jotka aiheuttavat valmiissa oluessa sameusongel-
mia. Taman johdosta vehnadn méaara ei yleensa ole enempaa kuin 20 %. Vehnan tark-
kelyksen liistergitymislampétila on 52—64 °C:ta, minka johdosta vehnda voidaan lisata
suoraan maskayskattilaan ilman esikeittamista. Ruista ja kauraa kaytetdédn pikemmin
tuomaan oluelle makua kuin halpana uuteldhteena. Kauran liisterditymislampdtila on
52-64 °C:ta ja rukiin 49—61 °C:ta. [Hornsey 1999: 48-50, Briggs ym. 2004: 38]

Riisi liisterdityy ohraa korkeammassa lampdtilassa 65-80 °C:ssa, minka takia se on
esikasiteltdva ennen maskaysta. Riisid kaytetddn koska se on halpaa ja silla on korkea
uutepitoisuus. Riisia kaytetadn etenkin Light-oluissa keventamaan oluen varia ja run-
koa [Hornsey 1999: 48-50]. Maissia kaytetd&dn samoista syista kuin riisia eli hyvan uu-
tesaannon ja edullisen hinnan vuoksi. Olueen kaytettavasta maissista poistetaan alkiot
koska ne sisaltavat oluen vaahtoon heikentavasti vaikuttavia lipideja. Maissin liisterdi-
tymislampadtila on 62—77 °C:ta, joten maissi on esikeitettdva ennen maskaysta. [Briggs
ym. 2004: 38; Eblinger & Narzib 2009: 181; Hornsey 1999: 49]



2.1.3 Humala

Humala (Humulus lupulus) on monivuotinen, ruohovartinen kéynnoskasvi. Ensimmaiset
dokumentoidut humalaviljelmat sijaitsivat Saksassa Baijerin alueella 700—luvun alku-
puolella. Humalaa kaytettiin oluen valmistuksessa ensisijaisesti pidentama&én sen saily-
vyyttd. Humala antoi oluelle myds miellyttavan maun ja tuoksun, ja se on vakiinnuttanut

asemansa oluen raaka-aineena. [Hornsey 1999: 58-59]

Humala on kaksikotinen, mika tarkoittaa sitd, ettd humalan heteet (uros) ja emit (naa-
ras) ovat eri yksildissa. Hedelmoittyesséaan uroskasvin siitepélysta naaraspuolinen kas-
vi tuottaa emikukintoja, jotka muistuttavat ulkomuodoltaan pienia k&pyja. Képyjen sisal-
& on pienia kellertavia jyvasia, lupuliininjyvasia. Nama jyvaset sisaltavat kaikki oluen
valmistuksessa halutut ainesosat. Kasvi tuottaa emikukintoja myds hedelmdittyméatto-
mana. Neitseelliset emikukinnot sisdltdvat enemman aromaattisia aineita kuin katkeroi-
ta. Tama on johtanut kaytantddn, missa eri olut-tyylien valmistajat suosivat joko hedel-
moittyneitéd tai hedelmoittyméattomia emikukintoja. [Briggs ym. 2004: 228—230; Hornsey
1999: 59-62]

Lupuliinijyvasten sisaltaméat oluelle merkittdvat ainesosat jaetaan katkeroaineisiin ja
humaladljyihin [Enari & Makinen 2015: 70-72]. Katkeroaineet jaetaan edelleen peh-
meisiin ja koviin hartseihin sen mukaan liukenevatko ne heksaaniin. Heksaaniin liuke-
nevat hartsit, pehmeat hartsit, siséltavat a- ja B-happoja. a-hapon tarkeimmat hartsit
ovat humuloni, kohumuloni sekd adhumuloni ja vastaavasti B-hapon tarkeimmaét hartsit
ovat lupuloni, kolupuloni seka adlupuloni. Vierteen keitossa a-hapot muuttuvat iso-a-
hapoiksi, joista oluen merkittavin katkeroaine on isohumuloni. Kovat hartsit ovat peh-
meiden hartsien hapettumistuotteita ja niitd on enemman vanhassa humalassa, jolloin
niilla voi olla vaikutus oluen katkeroaineiden muodostumiseen keitossa. [Briggs ym.
2004: 255-258 ; Enari & Makinen 2015: 70-72; Hornsey 1999: 71-75]

Modernien kemiallisten maaritysmenetelmien avulla humaladljyista on erotettu yli 300
erilaista yhdistettd, jotka jaetaan edelleen kolmeen ryhmaan; hiilivetyihin ja kemiallisesti
sitoutuneisiin happi- ja rikkiyhdisteisiin. Hiilivedyt muodostavat 50-80%:a 6ljyjen koko-
naismaarasta kun taas happiyhdisteitd on 20-50%:a ja rikkiyhdisteita alle 1%:. [Horn-
sey 1999: 75-76]



Katkeroaineet antavat oluelle selvasti tunnistettavan kitkeran maun. Humalaéljyt saavat
aikaan oluelle tyypillisen aromin ja vaihtelemalla kaytettdvan humalan lajiketta, maaraa,
lisdysajankohtaa seka yhdistelemalla eri humalalajikkeita oluen panija voi luoda olueen

loputtoman maaran erilaisia makuja ja tuoksuja. [Hornsey 1999: 71-80]

2.1.4 Vesi

Olut sisaltaa vettd 89—98%:a riippuen oluttyylista ja erityisesti oluen alkoholipitoisuu-
desta. Oluen panossa kaytettavan veden tulisi olla hajutonta, mautonta ja varitonta,
my6s veden mikrobiologisella laadulla ja sen sisaltdamien mineraalien maaralla on mer-
kittava vaikutus oluen makuun ja ominaisuuksiin. Perinteiset oluenvalmistusalueet ku-
ten Pilsen, Munich ja Burton ovat tunnettuja tietynlaisen olut-tyylin valmistuksesta. Té&-
ma johtuu suurelta osin alueilla kaytossa olleen veden laadusta; Pilsenissa vesi on
hyvin pehmeé&a, minka takia se soveltuu erinomaisesti vaaleiden Lager-oluiden valmis-
tukseen. Englannin Burton-on-Trent on vuorostaan tunnettu Pale-ale oluistaan, jotka on
parasta valmistaa kovaan veteen. Alueiden vedenlaadulla on ollut merkittava rooli val-

mistettujen oluiden kehittymisessa. [Briggs ym. 2004: 52-54]

Pienpanimot ottavat kayttovetensa tyypillisesti vesijohtoverkosta ja joissain tapauksissa
omasta lahteestd. Omasta lahteestéa otetun veden laatu voi vaihdella ajoittain. Nykyaan
monet suuret panimot tarkkailevat kayttbvetensa laatua ja mineraalien maaraa varmis-
taakseen tasalaatuisen tuotannon. Suuret panimot my0ds saatavat veden mineraalien,
kalsiumin, magnesiumin ja karbonaattien pitoisuutta saadakseen vedesta mieleistadan
kulloiseenkin kayttotarpeeseen. Toisin kuin suuret panimot, pienpanimot tyytyvat kayt-
tbveteensa usein sellaisenaan. Veden kovuutta ja pH:ta voidaan kuitenkin saataa li-
saamalla veteen edelld mainittuja mineraaleja sekd happoja. Mineraaleilla vaikutetaan
veden ionipitoisuuksiin seka maskayksen pH-arvoon ja hapoilla 1&hinnd pH-arvoon.
[Briggs ym. 2004: 52—-60; Markkula 2007: 12-13]

2.1.5 Hiiva

Hiivan roolia valmistusprosessissa ei tunnettu kunnolla kuin vasta 1830-luvulla. Ennen
hiivan roolin tuntemusta on oluen valmistusprosessissa kaytetty lahinna erilaisia villihii-
va-kantoja, jotka paatyivat valmistettuun vierteeseen ymparistdsta, raaka-aineiden mu-

kana tai kaytettyjen astioiden pinnoilta. Vasta myéhemmin hiivan tunnistaminen ja sen



roolin ymmarrys johti puhdasviljelmien kehittamiseen ja tarkoituksenmukaisemman

hiivan lisddmiseen vierteen joukkoon. [Walker 2000: 7; Hornsey 1999: 1-6]

Panimohiiva (Saccharomyces cerevisiae, S. carlsbregensis) on yksisoluinen sieniin
luokiteltava organismi ja se lisdantyy vegetatiivisesti kuroutumalla. Panimohiivat ovat
fakultatiiveja, eli ne pystyvat elamaan seka hapellisissa ettd hapettomissa olosuhteissa.
Oluenvalmistuksen kannalta hapettomassa tilassa tapahtuva aineenvaihdunta on tar-
kedmpi, silla hiivan fermentoidessa sokereita hapettomissa olosuhteissa syntyy meta-
boliatuotteina etanolia seka hiilidioksidia. Lampdétilavaatimuksiltaan hiiva on mesofiili,
sen optimi kasvulampdétila on 20-40 °C. Eri hiivakantojen valilla on kuitenkin suuria
eroja lampétilaoptimin suhteen. Hiivat sietavat happamia olosuhteita; kasvua esiintyy
vield pH:ssa 4, mutta sitd happamammissa olosuhteissa kasvu hidastuu tai pysahtyy;
optimaalinen pH on 5,3. Kaymisen aikana pH laskee noin yhden pH yksikon verran,
mika suojaa valmista olutta kontaminaatioilta, silla vain harvat bakteerilajit pystyvat
lisdantymaan pH:ssa alle 4,5. [Enari & Méakinen 2015: 102-103, 107; Hornsey 1999:
112-113]]

Hiiva tarvitsee ravinnokseen riittAvan maara sokereita, typped, vitamiineja, fosforia ja
hivenaineita. Tarkat ravintovaatimukset vaihtelevat Ale- ja Lager-hiivojen seka eri kan-
tojen valilla. Ravintovaatimukset voivat vaihdella myds panimoittain, vaikka kaytdssa
olisi sama hiivakanta. [White & Zainasheff 2010: 72—73.]

Maltaasta valmistettu vierre sisaltdd kaikkia hiivalle tarpeellisia ravinteita paitsi happea
ja sinkkid. Happea hiiva tarvitsee kasvuvaiheessa soluseiniensd muodostamiseen ja
sinkkia lisaantymiseen. Sinkilla on myds rooli hiivan dehydrogenaasi-entsyymin toimin-
nassa, joka vastaa alkoholin muodostuksesta solussa. Hiivan fermentointi- ja stressin-
sietokykya voidaan parantaa optimoimalla vierteen koostumusta lisddmalla sopivia
ravinteita. [White & Zainasheff 2010: 74—75.]

Panimoteollisuudessa hiivat jaetaan kaytdnnodssa kulttuurihiivoihin ja villihiivoihin ja
edelleen pinta- ja pohjahiivoihin. Erottelu pinta- ja pohjahiivoihin perustuu hiivan kayt-
taytymiseen kaymisen aikana ja sen lopussa; pohjahiivat flokkaantuvat ja painuvat
kadymisastian pohjalle kun taas pintahiivat nousevat oluen pinnalle. Flokkaantuminen
johtuu hiivan soluseinasta ja sen sisaltdmasta fosfomannaanista, joka sitoo itseensa

kalsium ioneja ja muita kaksiarvoisia ioneja. Kalsiumionit muodostavat kalsiumsiltoja
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sitoen hiivasoluja yhteen jolloin ne vajoavat pohjalle. Pintahiivoilla flokkaantuminen ei
ole erilaisesta soluseinasté johtuen yhtd voimakasta. Pintahiivalla valmistettua olutta
kutsutaan Ale-olueksi ja pohjahiivalla valmistettua Lager-olueksi. [Enari & Makinen
2015: 112-113, 117-118; Hornsey 1999: 99-103.]

2.2 Oluen valmistuksen vaiheet

Olen valmistus alkaa kaytettavan viljan mallastamisella. Mallastus on kokonaisuudes-
saan eri prosessi ja nykypdivdnd useimmat panimot ostavat ohran valmiiksi mallastet-
tuna kauppamallastamoista. Mallastettu ohra rouhitaan ja maskatdan, valmis maski
siivildidaan ja siita erotettu vierre keitetddn humalan kanssa. Keitetty vierre kirkaste-
taan ja jadhdytetaan, minka jalkeen se fermentoidaan hiivalla. Fermentoinnin jalkeen
olut kypsytetaan ennen pullotusta. [Eblinger & Narzib 2009: 195-196; Huttunen ym.
2010: 205.]

2.2.1 Ohran mallastus

Ohran mallastus jaetaan kolmeen vaiheeseen; liotukseen, idatykseen ja kuivaukseen,
missd prosessin ohjaus perustuu lampdtilan, kosteuden ja ilman virtauksen s&atéon.
Mallastuksen tarkoituksena on saada ohra itdAmaan, jolloin syntyy entsyymejd, jotka
pilkkovat endospermin sisaltaman tarkkelyksen maskayksessa liukenevaan muotoon.
Mallastuksen lopuksi jyvat kuivataan eri lampétiloissa lopullisen mallastyypin mukaan.
[Enari & Makinen 2015: 22-23.]

Mallastus alkaa jo pellolta, kun valitaan viljeltava ohralajike ja kylvédmisaika. Suurin osa
suomessa viljeltdvastd mallasohrasta on kaksitahoista kevatohraa, jota viljelladn sopi-
musviljelynd. Puinnin aikaan ohran kosteuspitoisuus on n. 20 % ja se lasketaan maati-
lalla vahintdan 13,5 %:iin ennen toimitusta mallastamoon. Ohran saapuessa mallasta-
moon se esipuhdistetaan vieraista esineistda, minka jalkeen kosteuspitoisuus tarkiste-
taan. Mahdollisen kuivauksen jalkeen eré puhdistetaan polysta ja siitd erotellaan vie-
raat jyvat. Lopuksi jyvat jaetaan koon mukaan kolmeen osaan ja ne varastoidaan siiloi-
hin. Jyvia pitaa varastoida 2-5 kk, koska ne ovat puimisen jalkeen lepotilassa, jolloin
jyvét eivat lahde itaméaéan, vaikka kosteus ja lampdtila olisivat oikeat. [Enari & Makinen
2015: 16-17, 23]
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Varastoinnin jalkeen aloitetaan mallastuksen ensimmainen vaihe, liotus, jossa ohran
kosteuspitoisuus nostetaan 43—-35 %:iin 11-15 °C vedella. Liotusvetta ilmastetaan ja
vaihdetaan prosessin aikana koska ohra kuluttaa happea soluhengitykseen. Kun juuri-

idut alkavat ndkya, ohra on valmista idatykseen. [Enari & Makinen 2015: 23.]

Idatyksessa syntyy entsyymejd, jotka hydrolysoivat, eli pilkkovat, endospermin sisalta-
mat ravinteet (tarkkelyksen ja proteiinit) sellaiseen muotoon, etta niitéa voidaan kayttaa
kasvavan alkion soluaineen tuottamiseen. Oluenvalmistuksen kannalta tarkeintd on
entsyymien muodostuminen ja endospermin muuttuminen helposti jauhautuvaan muo-
toon, eli méyhentyminen. Tarkeimmat idatyksessa syntyvét entsyymit ovat tarkkelysta
pilkkovat amylaasit, proteiineja ja peptideja pilkkovat proteinaasit ja peptidaasit ja -

glukaania pilkkovat glukanaasi. [Enari & Makinen 2015: 23-25.]

Kun ohran itdminen on saavuttanut halutun asteen, se lopetetaan kuivaamalla ns. vi-
hermallas ja poistamalla samalla juuri-idut. Kuivaaminen tapahtuu yleisesti kuumalla
iimalla ja kuivauksen lampdtila-aika profiili riippuu valmistettavan maltaan tyypista. Eri-
laisia maltaita voidaan valmistaa pitamalla sokeroitumistaukoja entsyymien toiminta-
[Ampotiloissa ja sitten paahtamalla maltaita. Korkeissa lampdtiloissa sokerit karamelli-
soituvat ja sen lisdksi tapahtuu sokereiden ja aminohappojen valilla Maillard-reaktioita,
joista muodostuu maltaille tyypillisia flavoriyhdisteitd ja variaineita, melanoidiineja. Esi-
merkiksi yleinen perusmallas, pilsner-mallas, kuivataan 70-90 °C loppulampétilaan ja
tummien varimaltaiden tyypillinen loppulampétila on jopa 200—-225 °C. [Enari & Maki-
nen 2015: 29.]

2.2.2 Maltaiden rouhiminen

Oluenvalmistuksessa kaytettavan maltaan rakenne on rikottava sokerisaannon paran-
tamiseksi maskayksessa seka sujuvan siivildinnin varmistamiseksi. [Eblinger & Narzib
2009: s. 195-197.]

Maltaiden rouhimisella tarkoitetaan jyvan rakenteen rikkomista. Prosessissa, jossa kay-
tetdan siivilhammetta vierteen erottamiseen maskistd, jyvien kuoret halutaan sailyttaa
mahdollisimman ehjin&, koska niiden tehtdv&nd on muodostaa varsinainen suodattava
kerros jolloin siivildinti tapahtuu nopeammin ja erotettu vierre on kirkkaampaa. Rouhi-

misen toinen tehtdva on jauhaa jyvan sisalla sijaitseva tarkkelysjyvanen ja alkio. Ylei-
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nen tekniikka jyvien rouhimiseen on ns. valssimylly, jossa on kahdesta kuuteen sileaa
tai uritettua valssia lahella toisiaan. Jyvat syttetadn valssien valiin ja niiden etéisyytta
saatamalla maaritellaédn kuinka hienoksi mallas rouhitaan. Myllyssé, jossa on useampi
valssipari, voidaan jyvien kuoret seuloa erilleen jyvan muusta osasta. Alkio ja endo-
spermi johdetaan seuraavan valssiparin lapi ja jauhetaan hienommaksi. Nain jyvien
jauhatusaste saadaan korkeammaksi kuitenkaan jauhamatta lilkkaa jyvan kuoria. [Eblin-
ger & Narzib 2009: 196-197; Hornsey 1999: 30-31]

Jyvat voidaan rouhia kuivana tai markana. Kuivana rouhittaessa mallas polyaéa voimak-
kaasti, joten polyrajahdyksen riski on otettava huomioon. Markarouhinnassa jyvien kos-
teusprosentti nostetaan juuri ennen myllyd noin 30 %:iin. Kostea jyva puristuu valssin
[&pi niin, ettéa kuoret lohkeavat irti jyvasta ja vettynyt endospermi ja alkio puristuvat ulos
lietteenda. Liete ja kuoret siirretdaan valittdmasti maskaysastiaan. Markarouhinnalla pyri-
téaan vahentamaan polyrajahdyksen riskia seka lisddmaan maskayksen saantoa ja pa-

rantamaan suodatettavuutta. [Hornsey 1999: 30—-31]

Stadin Panimo ostaa perusmaltaansa valmiiksi rouhittuna kaupalliselta mallastajalta 20
kg:n sékeissa. Sellaisia erikoismaltaita, joita ei ole saatavilla rouhittuna, panimo roubhii
itse kasikayttoisella valssimyllylla. Suurien mallasméarien rouhiminen vie aikaa ja tuot-
taa suuria maaria mallaspolya. Tilaamalla maltaat rouhittuna, panimo saastéaa aikaa

prosessissa. [Gren 2015].

2.2.3 Maskays

Maskayksen tavoitteena on saada aikaan sokeripitoinen vierre, joka sisaltada hiivalle
sopivia sokereita seké typped ja rasvahappoja. Vierteeseen pitdéd olut-tyypista rijppuen
jaédda myos kaymiskelvottomia sokereita tuomaan suutuntumaa. Vierteen koostumus
riippuu kaytetyistda uuteldhteistd ja niiden laadusta, maskayksen lampotila-aika-
profiilista, pH:sta ja veden laadusta. [Enari & Makinen 2015: 84; Hornsey 1999: 31-32.]

Maskayksessa rouhittu mallas sekoitetaan veden kanssa; maltaan ja veden suhde
vaihtelee kaytettavasta laitteistosta, sekoitustavasta ja maskaysmenetelmasta riippuen.
Erilaisia maskaysmenetelmia ovat mm. kolmi-, kaksi- ja yksivaihekeittomaskays, oh-
jelmoitu infuusiomaskays ja infuusiomaskays vakiolampdétilassa. [Enari & Makinen
2015: 96, 101]
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Normaali vesimaara mallaskiloa kohti on 2-5 litraa. Tarkkelyksen, proteiinien ja muiden
biopolymeerien pilkkoutumisen ja liukenemisen veteen saavat aikaan maltaan omat
entsyymit. Entsyymit ovat muodostuneet maltaaseen mallastusprosessissa tapahtu-
neen itamisen johdosta. Tarkeimmat tarkkelystd pilkkovat entsyymit ovat a- ja B-
amylaasi. Tarkkelyksen hydrolyysin lisdksi maskayksessa pilkkoontuu maltaan prote-
iineja seka B-glukaania. [Enari & Makinen 2015: 84—85; Hornsey 1999: 31-32.]

Ohramaltaan tarkkelys koostuu amyloosista seka amylopektiinistd. Amyloosia on tark-
kelyksen maarasta 20 % ja amylopektiinida 80 %. Amyloosi ja amylopektiini muodosta-
vat 98 % tarkkelysjyvasen kuivapainosta ja loput 2 % muodostuu proteiineista, lipideis-
ta ja B-glukaanista. Amyloosi koostuu glukoosimolekyyleista jotka muodostavat a-1,4-
sidoksilla suoran glukoosipolymeerin. -amylaasi pilkkoo amyloosin glukoosiketjun ei-
pelkistvista paistd kahden glukoosin mittaista disakkaridia, maltoosia. Myds amylo-
pektiini koostuu glukoosimolekyyleista jotka ovat sitoutuneet a-1,4-sidoksilla, minka
lisdksi amylopektiini haarautuu a-1,6-sidoksilla muodostaen haarakohtia, joihin (-
amylaasin toiminta pysahtyy ja syntyy kaymiskelvottomia rajadekstriineja. a-amylaasi
pilkkoo tarkkelysketjua satunnaisista kohdista vapauttaen samalla lisaa tarkkelysketjun
paitd B-amylaasin pilkottavaksi. a-1,6-sidoksia sisaltadvia rajadekstriineja jaa jaljelle a-
ja B-amylaasien toiminnan jalkeenkin. Nama rajadekstriinit voidaan pilkkoa edelleen
mikrobiperaisella pullulanaasilla. Vaikka maltaan tarkkelyksen hydrolysoituminen koko-
naan olisi mahdollista, nain ei kuitenkaan oluen valmistuksessa tehda. Olut-tyylista
riippuen vierteeseen halutaan sopivia maaria kaymiskelvottomia sokereita tuomaan
makua ja runkoa lopputuotteeseen. Tarkkelyksen hydrolysoitumisastetta voidaan saa-
della lampdétilan avulla. Seka a- ettd B-amylaasilla on omat optimilampdtilansa; a-
amylaasin optimilampétila on 72-75 °C:ta ja f-amylaasin 62—65 °C:tta. Oluen rungosta
saadaan paksu esimerkiksi ohittamalla 3-amylaasin optimilampétila nopeasti ja pysayt-
tamalla lampdétila a-amylaasin optimilampdtilaan. N&in syntyy paljon dekstriineja, jotka
eivat hydrolysoidu edelleen kdymiskelpoisiksi sokereiksi, koska f-amylaasi on inaktivoi-
tunut. Kuvassa 2 on esitetty kuinka a-, B-amylaasi ja pullulanaasi pilkkovat tarkkelysta
eri sidosten kohdalta. [Adams & Moss 2008: 349-350; Enari & Makinen 2015: 84—86.]
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Kuva 2. Téarkkelyksen pilkkoutuminen. [Starch Conversion 2010.] Muokannut Kasper Villa.

Ei pelkistava paa
r Ei E E E E#

ot ot
t -

a-1.4 -sidos

Ohramallas sisaltdd suurimolekyylista B-glukaania, joka nostaa vierteen viskositeettia
aiheuttaen suodatus- ja siivildintiongelmia. B-glukaanipitoisuus riippuu kaytettavasta
mallaslajikkeesta ja kasvuolosuhteista. Myds maltaan mdyhentyneisyydella on vaiku-
tusta B-glukaani molekyylien kokoon. Maltaan endo- B-glukanaasi pilkkoo néita mole-
kyyleja pienempéadn muotoon tehokkaasti 40—45 °C:n lampdétilassa ja liilan lyhyt tauko
tassa lampdtilassa pidentda siivildintiaikaa ja aiheuttaa myohemmin suodatusvaikeuk-
sia, jos maltaan moyhentyneisyysaste on jaanyt alhaiseksi. Maskaystauko alhaisessa
[Ampotilassa (<50 °C) on tarpeen, jos maltaiden moyhentyneisyys todetaan huonoksi.
[Enari & Makinen 2015: 88.]

Hiiva tarvitsee ravinnokseen vapaata aminotypped ja sen puute vierteessa johtaa hi-
taaseen kaymiseen ja makuvirheisiin. Vierteessa, jonka sokeripitoisuus on 11-12 %:a,
olisi oltava vahintdan 140 mg/l vapaata aminotyppea [Enari & Makinen 2015: 78].
Taysmallasoluessa kaikki tarvittava aminotyppi saadaan maltaan omista proteiineista,
joiden hajoaminen peptideiksi ja aminohapoiksi alkaa jo mallastuksen aikana. Maska-
yksesséa proteiinien hydrolyysi jatkuu proteinaasin ja karboksipeptidaasin vaikutukses-
ta. Maskayksessa voidaan pitda ns. proteolyysitauko proteinaasin optimilampétilassa
45-55 °C:ssa. Noin 80 % aminohapoista kuitenkin pilkkoutuu karboksipeptidaasien
toimesta jopa 70 °C:ssa, jolloin vapaita aminohappoja muodostuu lahes koko maska-
yksen ajan [Enari & Makinen 2015: 86—-87].

Mallasohran pH on normaalisti noin 5,7-5,8. Happolisadyksilla pH:ta voidaan laskea

5,2-5,3:een, mika on tarkkelyksen hydrolyysin kannalta optimaalisempi pH. Maskin
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pH:ta saatamalla voidaan saavuttaa mm. lyhyempi sokeroitumisaika, korkeampi kay-
misaste, parempi uutesaanto ja enemman vapaata aminotypped. [Enari & Makinen
2015: 88.]

Maskays on valmis, kun on saavutettu haluttu hydrolyysiaste. Tavallinen vaihein-
fuusioméaskays tai yksivaiheinfuusiomaskays kestda 60—120 minuuttia. Pidempi mas-
kdys ei tuota merkittdvasti parempaa saantoa, joten nopeamman kaymisprosessin
saavuttamiseksi 3—4 tunnin maskays yksivaihe- tai infuusiomaskayksessa on turhaa
[Briggs ym. 2004: 104-109]. Hydrolysoimaton tarkkelys voidaan havaita vierteesta jodi-

testilla, jolloin maskaysta pitaa tarvittaessa jatkaa. [Enari & Méakinen 2015: 89-91.]

Kuvassa 3 on esitetty vaiheinfuusioméaskayksen lampdtila-aika askeleet. Ensimmaises-
sa vaiheessa maskin lampdtila nostetaan 40 °C:sta 55 °C:seen 15 minuutin aikana.
Lampdtilan noston aikana endo-B-glukanaasi pilkkoo B-glukaaneja. Maskia pidetaan 55
°C:ssa 30 minuuttia ns. proteolyysitauon ajan, jolloin maltaan proteinaasi ja karboksi-
peptinaasi pilkkovat ohran proteiineja aminohapoiksi ja peptideiksi. Seuraavaksi on
sokeroitumistauko B-amylaasin optimilampdtilassa, jolloin muodostuu kaymiskelpoisia
sokereita. Lopuksi lampdtila nostetaan a-amylaasin optimilampétilaan jolloin 8-
amylaasi inaktivoituu ja syntyy kdymiskelvottomia sokereita, jotka antavat olueen run-
koa. [Enari & Mékinen 2015: 89-91]
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Kuva 3. Infuusiomaskayksen lampdotila-askeleet. [Enari & Makinen 2015: 91.]

Joskus maskayksen lopuksi maskin lampdtila nostetaan 80 °C:seen entsyymien toi-
minnan pysayttamiseksi, tata kutsutaan ulosméskaykseksi. Entsyymien toiminnan lop-
puessa oluen rungon sokeri-profiili ei enaa muutu siivildinnin aikana ja vierteen viskosi-
teetti laskee l[ampdotilan noustessa. Ulosmaskays ei ole valttamatonts, mutta kohdates-
sa suodatusongelmia, kuten tukkeutunut méaskipeti, on se suositeltava toimenpide.
[Palmer 2006: 180].

2.2.4 Siivilginti

Méaskayksen loputtua sokeripitoinen vierre erotetaan kiinto-aineista. Vierteen erotuk-
seen kuluu aikaa menetelmasta riippuen puolestatoista tunnista jopa 18 tuntiin [Briggs
ym. 2004: 119]. Pienpanimoissa yleisimmin kaytdssa oleva menetelma on siivilhamme,
sitd vastoin isoissa teollisuuspanimoissa kaytetdan erilaisia maskisuodattimia, strain-
master-laitetta sekd maskinsuodatin 2001 —laitetta niiden parempien ominaisuuksien
takia [Eblinger & Narzib 2009: 199-200; Enari & Makinen 2015: 102—-105]. Kaytettavas-
td menetelmasta riippumatta, siivildinnin tarkeimmat tavoitteet ovat kdymiskelpoisten
sokerien maksimaalinen saanto, kirkas vierre ilman suspendoituneita kiintoaineita seka
liuenneen hapen méaaran minimointi vierteessa [Hornsey 1999: 38—40]. Maskin siivi-
[6innissa vaikuttavat parametrit ovat maskipatjan paksuus, maltaan jauhatusaste, mal-
taan moyhentyneisyys, maskin pH ja lampdétila, patjan sekoituksen maaré ja huuhtelu-

veden ominaisuudet (pH ja lampétila) [Briggs ym. 2004: 119-121].

Siivildamme on laakea astia, jonka pohjalla on valepohja tai vaihtoehtoisesti rei’itettyja
putkia vierteen erottamista varten [Eblinger & Narzib 2009: 200]. Ammeen suodattava-
na kerroksena toimivat ohran jyvien kuoret, jotka muodostavat suodattavan kakun va-
lepohjan péaalle. Siivildinti aloitetaan siirtamalla maski maskaysastiasta suoraan siivila-
ammeeseen. Maskin lampdétila pysyy samana kuin se oli méskayksen lopussa. Maskin
ei anneta jaahtya, silla se hidastaa suodatusta. Ensimmaisena siivilhiammeesta tuleva
vierre voi olla viela sameaa, joten sita kierratetaan maskipatjan lapi takaisin siivilaam-
meeseen, kunnes vierre kirkastuu. Kirkasta vierretta aletaan kerddmaan talteen ja
aluksi saadaan talteen ns. etuvierre. Maskipatjaa ei saa paastda kuivumaan ja painu-
maan kasaan, vaan patjan pintaa poyhitddn ajoittain suodatinvastuksen kasvaessa.

Kun etuvierre on kerétty talteen, aloitetaan méaskipatjan huuhtelu patjaan jddneen uut-
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teen saamiseksi talteen. Maskays ja siivildinti voidaan tehda myds samassa astiassa,
jolloin maskayksen loputtua siivildinti voidaan aloittaa heti. [Enari & Mé&kinen 2015:
102-103.]

Maskipatjan huuhtelu tapahtuu levittamalla vettd tasaisesti patjan pinnalle pintaa kui-
tenkaan rikkomatta. Huuhteluveden lampétila on normaalisti 75—-78 °C:ta. Kuumemman
huuhteluveden kayttd ei ole suositeltavaa, silla sen on todettu huuhtovan maltaasta ei-
haluttuja aineita, kuten hajoamatonta tarkkelysta, hemiselluloosaa ja jyvan kuoren fe-
noliyhdisteitd. Huuhtelun edetessa talteen kerdtyn vierteen uutepitoisuus ja laatu alkaa
laskea. Huuhtelu lopetetaan ja patjan annetaan valua kuivaksi kun vierteen uutepitoi-
suus laskee tasolle 1,5-2,5 %. [Briggs ym. 2004: 119; Hornsey 1999: 40-41]

2.2.5 Vierteen keitto

Siivildinnista keratty makea vierre keitetaan ja samalla siihen lisatdéan oluen mausteet,
useimmiten humalaa. Keittdmisessa tapahtuu useita asioita: ensinnékin vierre sterilisoi-
tuu, maskayksessa kaytetyt entsyymit denaturoituvat ja saostuvat muiden valkuaisai-
neiden kanssa, humalan katkeroaineet liukenevat ja isomerisoituvat, ei-haluttuja aromi-
ja flavoriyhdisteita haihtuu pois ja vierre konsentroituu. Keitto tapahtuu erillisessa katti-
lassa ja lammitysmenetelmat vaihtelevat panimosta riippuen. [Enari & Makinen 2015:
91-93, 106; Huttunen 2010: 207] Keiton aikana tapahtuu myds sokerien ja aminohap-
pojen valilla Maillard-reaktioita, joista syntyy variaineita sekéa flavori- ja makuyhdisteité.
[Enari & Makinen 2015: 93.]

Normaali keittoaika on 60—-120 minuuttia ja haihtuminen keitossa 5-15 %. Haihtumisen
avulla keiton aikana paastdan eroon useista ei-toivotuista aromiaineista ja oluttyylista
riippuen voidaan sdadellda dimetyylisulfidin (DMS) m&éaraa oluessa [Eblinger & Narzib
2009: 200-201; Enari & Mékinen 2015: 92; Lewis & Bamforth 2006: 103—104]. Vierteen
siivildinnissa vierre saattaa laimentua maskipatjan huuhtelun seurauksen. Vetta haih-
duttamalla vierteen sokeripitoisuus voidaan konsentroida takaisin haluttuun vahvuuteen
[Enari & Makinen 2015: 92].

Humala lis&tdan perinteisesti keiton aikana, koska humalan katkeroaineiden liukenemi-
nen ja isomeroituminen iso-a-hapoiksi vaatii kuumuutta. Mita kauemmin ja kovemmalla

lAammolla (painekeitto) vierretta keitetdan, sitd parempi on a-happojen saanto [Enari &
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Makinen 2015: 84]. Humalan aromaattiset yhdisteet haihtuvat keitossa, joten oluttyylis-
ta riippuen humalaa lisdtdan myds keiton lopussa tai selkeytyksen aikana. Eri aikoina
lisattyja humalia kutsutaankin kayttotarkoituksensa mukaan katkero-, flavori- ja aromi-
humalaksi [Eblinger & Narzib 2009: 201].

Vierteessa on paljon maltaista peréisin olevia proteiineja sekd humalan polyfenoleja.
Paatyessdan valmiiseen olueen, ne aiheuttavat sameutta. Keittdmalla vierrettéa voimak-
kaasti, proteiinit denaturoituvat ja koaguloituvat polyfenolien kanssa muodostaen sak-
kaa, rupaa [Eblinger & Narzib 2009: 200—-201; Enari & Makinen 2015: 93].

2.2.6 Selkeytys ja jadhdytys

Keiton jalkeen vierteen tilavuus ja sokeripitoisuus mitataan. Tulosten perusteella vier-
rettd voidaan laimentaa vedelld, konsentroida jatkokeitolla tai siirtya prosessissa
eteenpdin. Ennen vierteen jaahdytysta kaymistankkiin siitd on erotettava saostunut
kiintoaines, rupa, sekd mahdolliset humalakavyt. Humalapelletit erottuvat ruvan muka-
na. Humalakavyt voidaan erottaa kayttamalla humalasiivilaa tai pumppaamalla vierre
hopback-astian lapi. Rupa sisaltaa 40—70 % proteiinia, 7-15 % humalan katkeroaineita,
20-30-% muita orgaanisia yhdisteitd kuten polyfenoleja ja mineraaleja. [Eblinger &
Narzib 2009: 201-202]

Rupa erotetaan vierteesta kayttamalla jaahdytyslaivaa, saostussailiéta tai yleisimmin
vierresyklonia [Enari & Makinen 2015: 93, 109]. Jadhdytyslaiva on hitaan jadhtymisen
ja avoimuutensa takia altis mikrobiologisille kontaminaatioille. Vierresykloni on tasapoh-
jainen astia, jonne vierre johdetaan tangentiaalisesti. Vierresykloniin syntyy tasainen,
py6rremainen liike, jolloin rupa sedimentoituu astian keskelle muodostaen kakun. Kir-
kas vierre kerdtddn talteen astian reunoilta ja jadhdytetaan. [Eblinger & Narzib 2009:
202; Enari & Makinen 2015: 109.]

Ruvan erottamisen jalkeen vierre jaahdytetddn 6—20 °C:seen riippuen siitd, valmiste-
taanko pohja- vai pintahiivaolutta [Enari & Makinen 2015: 110]. Ennen vanhaan vierret-
ta jaahdytettiin jadhdytyslaivalla tai laitteella, jossa vierre valui kaltevia metallilevyja
pitkin kaymistankkiin ja levyjen sisalla kiersi jokivesi. Naissé laitteissa kontaminaatioris-

ki oli suuri ja siksi ne on korvattu levylammdnvaihtimella. [Hornsey 1999: 95-96]
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Vierteen jaahtyessa syntyy pienia maaria kylmarupaa, 5—-6 g/hl [Enari & Méakinen 2015:
110; Hornsey 1999: 96-97]. Kylméaruvan poistaminen ei ole valttdmatonta, koska silla
on todettu olevan mahdollisesti edullisia vaikutuksia pintahiiva-kaymisissa. Kylméarupa
voidaan poistaa sedimentaatiolla, separoimalla, piimaasuodatuksella tai jaahdyttamalla
vierre sailiodn, jonka pohjalta puhalletaan ilmakuplia. llmakuplat nostavat kylmarupa-

partikkelit sailion pinnalle, josta ne voidaan kuoria pois. [Hornsey 1999: 97-98]

Hiiva tarvitsee happea kaymisen alkuvaiheessa. Jos vierteeseen ei ole liuennut happea
jaéhdytysprosessin aikana, sita on ilmastettava erikseen. limastus voidaan tehda injek-
toimalla paineilmaa tai happea suoraan jaahdytettyyn vierteeseen tai kaymistankkiin
jaahdytyksen loputtua. Kyllastamalla vierre (12 % °P) ilmalla, siihen liukenee 5 °C lam-
potilassa hiivan tarvitsema happiméaara (7—8 mg/l). Jaahdytettyad vierretta ilmastettaes-
sa on huolehdittava ilman steriiliydesta esimerkiksi steriilisuodattimella. llman steriiliy-
desté ei tarvitse huolehtia, jos ilma injektoidaan kuumaan vierteeseen. Kuumaa vierret-
ta ei kuitenkaan ilmasteta, koska happi liukenee kuumaan nesteeseen huonosti, ja ai-
heuttaa liséaksi hapettumisreaktioita, jotka tummentavat vierteen varid ja huonontavat
oluen flavoria. [Eblinger & Narzib 2009: 203; Enari & Méakinen 2015: 110; Hornsey
1999: 98]

2.2.7 Hiivaus ja kdyminen

Sokeripitoinen vierre muuttuu olueksi hiivan fermentoinnin johdosta. Hiivan metabo-
liatuotteina vierteeseen syntyy etanolia, hiilidioksidia ja muita kaymistuotteita, jotka
yhdessa vaikuttavat merkittavasti oluen lopulliseen flavoriin. Lisdksi vierteen pH laskee
noin 4,3:een, mika suojaa olutta kontaminaatioilta. [Eblinger & Narzib 2009: 204; Lewis
& Bamforth 2006: 114]

Oluen kayminen jaetaan kahteen osaan; paa- ja jalkikdymiseen. Paakayminen alkaa,
kun jadhdytettyyn ja ilmastettuun vierteeseen lisatdan hiivaa. Lisattavien hiivasolujen
maara riippuu valmistettavan oluen vahvuudesta, tyylista, kdymisolosuhteista ja hiiva-
kannasta. Liian suurella tai vahaisella hiivauksella on huonontava vaikutus lopputulok-
seen; hiivan mé&ara vaikuttaa aina kaymisasteesta aromi- ja flavoriprofiilin sek& oluen
kirkkauteen. Taman takia pyritaan tiettyyn oluttyyppiin lisddmaan aina sama maara
hiivaa tasaisten fermentointien saavuttamiseksi. Hiivasolujen méaaran arvioiminen on

kaytannossa vaikeaa, perinteisesti on kaytetty lisattavan hiivalietteen tilavuuden suh-
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detta fermentoitavan vierteen tilavuuteen; esimerkiksi 12 % vierteelle (% -lukema ku-
vaa vierteen kuiva-ainepitoisuutta painoprosentteina) 0,5 litraa paksua hiivalietettd 100
vierrelitraa kohden. Esimerkin kaltaisella hiivauksella pitdisi saavuttaa solupitoisuus 15
milj. solua/ml, mik& on kylmé&ssa kayvalle Lager-oluelle sopiva méara. [Enari & Ma&ki-
nen 2015: 143-145; Hornsey 1999: 115; Wyeast 2015]

Vierre voidaan hiivata erilaisilla menetelmilld; hiiva voidaan lisatd vierteen joukkoon
jaéhdytyksen aikana linjassa tai jaahdytyksen jalkeen tankissa. Hiiva voidaan myds
lisatd kaymistankin pohjalle ennen jaahdytysta. Tarkeaa on, etté hiiva ja vierre sekoit-
tuvat hyvin. Hiivan lisdys suoraan jadhdytyslinjaan heti vierteen jaahdytyksen jalkeen
takaa kadymisen nopean alkamisen, mikd suojaa vierrettd kontaminaatioilta. [Enari &
Makinen 2015: 143-144.]

Taulukossa 1 on kaupallisen hiivavalmistajan suosituksia eri vahvuisten Ale- ja Lager-
oluiden hiivausmaarille. Taulukosta nahdaan, etta mitd vahvempi vierre, sitd enemman
tarvitaan hiivasoluja. My6s lampétilalla on merkitystd; etenkin kylmassa kayvilla Lager-
oluilla hiivausmaaréd on suurempi kuin l[ampimassa kayvilla Ale-tyyppisilla oluilla.
[Wyeast 2015]

Taulukko 1.  Kaupallisen hiivanvalmistajan suositukset pinta- ja pohjahiivojen hiivausmaarille

vierteen vahvuuden mukaan. [Wyeast 2015]

Tyyli Vahvuus P° Kaymislampotila °C Hiivausmaara miljoonaa so-
lua/ml

Ale 15 >18 6

Ale 15-19 >18 12
Ale 19 >18 >18
Lager 15 <15 12
Lager 15-19 <15 18
Lager 19 <15 >24

Hiivauksen jalkeen hiivalla on ns. lag-vaihe (lepovaihe) jonka aikana hiiva totuttautuu
olosuhteisiin. Lepovaiheen kesto riippuu hiivan idsta, kunnosta ja koosta ja se kestaa

normaalisti useita tunteja ja ensimmaiset nakyvat merkit kdymisesta ilmaantuvat 12—-24
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tunnin kuluttua hiivauksesta. Kaymisen alussa hiivasolujen maara kasvaa vierteessa
olevan hapen ansiosta. Hapen avulla hiiva syntetisoi steroleita ja tyydyttyméattémia ras-
vahappoja, joita tarvitaan solumembraanin rakennusaineena. Hapen loputtua hiiva al-
kaa fermentoimaan vierteen sokereita ja aineenvaihdunnan lopputuotteena vierteeseen
syntyy etanolia ja hiilidioksidia. Ensimmaiset nékyvat merkit kdymisesta ovat vierteen
pintaan nousevat kuplat ja vaahdon muodostus. Kaymisen alkaminen voidaan todeta
myos l[Ampotilan noususta ja pH:n laskusta, jotka johtuvat hiivan vilkastuneesta ai-
neenvaihdunnasta. 24—48 tunnin kuluttua hiivauksesta hiivan aineenvaihdunta kiintyy
entisestdan; vierteen pintaan nousee lisda vaahtoa ja pH:n laskun johdosta humalan
hartsien liukoisuus alenee jolloin niitd saostuu vaahtoon. Vaahto muuttuu vierteesta
erkanevien ainesosien takia kirjavaksi. Kun kdymisen alkamisesta on kulunut noin 3
vuorokautta, alkaa kdaymisen vilkkain vaihe. Hiilidioksidin muodostus on korkeimmillaan
ja vaahto voi muodostaa jopa 30 cm korkuisia harjanteita. Vierteen uutepitoisuus las-
kee jopa 2 % vuorokaudessa ja pH laskee 4,4:44an. Vilkasta kdymistd kestda kunnes
hiivan toiminta alkaa hiipumaan uutepitoisuuden laskiessa seka hiilidioksidin ja alkoho-
lin inhiboivan vaikutuksen johdosta. Hiilidioksidin muodostuksen vahentyessa kaymis-
vaahto laskeutuu peitteeksi nuoroluen paalle. Nuoroluen pH ei endé laske eika lampoti-
la nouse. Hiivan sedimentoitumista voidaan nopeuttaa jaahdytyksella. Kaymisen vilk-
kain vaihe kestaa oluesta riippuen 3-5 vrk ja viimeinen vaihe jddhdytyksen ja sedimen-
toitumisen kanssa 3—4 vrk. Paakayminen on ohi noin 6—10 vuorokaudessa. Nuoroluen
alkoholipitoisuus on vahan alhaisempi kuin valmiin tuotteen ja ndenndinen uutepitoi-
suus on n. 3 % tai hieman enemman. [Enari & Makinen 2015: 106, 148-149.]

Paakaymisen jalkeen olut on maultaan viela raakaa, kitkeréé ja epatasapainoista. Olut-
ta onkin kypsytettava jalkikaymisessa ja sen tarkoituksena on kyllastaa olut hiilidioksi-
dilla, kypsyttaa oluen makua ja kirkastaa olut saostamalla sameuspartikkeleita. [Enari &
Makinen 2015: 154]

2.2.8 Kypsytys

Paakaymisen jalkeen olut kypsytetddn ennen astiointia/pullotusta. Kypsyttaminen, toi-
sin sanoen jalkikayminen, voi tapahtua samassa tankissa kuin paakayminen tai erilli-
sessé kypsytystankissa. Oluen jalkikdyminen ja kypsytys voin tapahtua myés pullossa.

Nain kypsytettyja oluita kutsutaan pullokayneeksi [Markkula 2014]. Olut-tyylista riippu-
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en jalkikdyminen voi olla suhteellisen lyhyt (ale) tai koko valmistusprosessin pitkakes-

toisin vaihe (lager). [Hornsey 1999: 139]

Oluen kypsyttamisella halutaan vaikuttaa seuraaviin asioihin:

. oluen flavorin kypsymiseen
. kirkkauteen

o stabiilisuuteen

° hiilidioksidi-pitoisuuteen

° liuenneen hapen maaraan.

Jalkikdymisessa oluesta poistuu pddkaymisessa syntyneita ei-haluttuja hiivan sivutuot-
teita, kuten asetaldehydia, rikkiyhdisteitd ja diasetyylia. Nuoroluelle on tyypillista ase-
taldehydien aiheuttamat ruohomaiset flavorit ja diasetyyli aiheuttaa jo alhaisissa pitoi-
suuksissa olueen epamiellyttavan voimaisen flavorin. Jalkikdymisessa asetaldehydi
pelkistyy etanoliksi ja diasetyyli seka rikkiyhdisteet poistuvat hiivan aineenvaihdunnan
tuloksena. Hiivan suorittama "puhdistus” on hidas prosessi ja hiivan on oltava tervetta
ja hyvakuntoista. Joissain tapauksissa diasetyylin ja sen prekursorin a-
asetomaitohapon pitoisuutta voidaan pitaa merkkina valmiista kypsytyksesta. Diasetyy-
lin ja sen prekursorin pitoisuuden ollessa alle makukynnyksen, <0,05 mg/l, voidaan
oluen flavorin olettaa olevan moitteeton ja tarpeeksi kypséa. [Enari & Makinen 2015:
154-156; Hornsey 1999: 139]

Nuoroluessa voi paakaymisen jalkeen olla jopa 10 miljoonaa hiivasolua millilitrassa,
siksi onkin tarkeada laskeuttaa hiiva pois kypsytyksen aikana. Hiiva flokkuloituu ja vajo-
aa tankin pohjalle tehokkaasti lAmpdtilan laskiessa. Hiivan flokkuloimista ei kuitenkaan
tule suorittaa liian aikaisin, silla aktiivista hiivaa tarvitaan edelld mainittujen haitallisten
komponenttien poistamiseen. Kun olut jadhdytetdaén hiivan poistamiseksi, poistuu sa-
malla myds muita aineita, joilla on vaikutusta oluen stabiilisuuteen. Kypsyvassa olues-
sa esiintyy ns. kylmasameutta, jota esiintyy oluen ollessa lahella 0 °C:ta, oluen lamme-
tessd kylmadsameus havida. Kylmdsameuden lisdksi esiintyy pysyvaa sameutta, joka
johtuu suurimolekyylisten yhdisteiden saostumisesta. Sameutta aiheuttavien proteiinien
ja polyfenolien yhdisteiden liukoisuus huononee mita kylmempaa olut on. Sameuspar-

tikkeleiden vajoamista voidaan nopeuttaa erilaisilla liukenemattomilla lisdaineilla, jotka
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sitovat itseensa sameuspartikkeleiden prekursoreita. On yleisesti todettu, ettd laaduk-
kailla raaka-aineilla ja hyvalla valmistuskaytannélla voidaan yleensa paasta eroon sa-
meusongelmista. [Enari & Makinen 2015: 167; Hornsey 1999: 139-140]

Olueen halutaan tyylista ja pakkausmuodosta riippuen eri hiilidioksidipitoisuuksia. Hen-
ryn lain mukaan vakiolampétilassa olevaan nesteeseen liukenevan kaasun maara on
verrannollinen sen osapaineeseen nesteen paalla. Hiilidioksidin liukenemista saadel-
laan oluen lampodtilalla ja tankissa vallitsevalla ylipaineella. Hiilidioksidi liukenee tehok-
kaammin etanoliin kuin veteen, joten vahvoihin oluihin liukenee hiilidioksidia nopeam-
min. [Enari & Makinen 2015: 154.]

Kun oluen maku on kypsynyt, flavori kohdillaan ja hiilidioksidipitoisuus oikea, olut on
valmis markkinoitavaksi ja myytévaksi. Olutta pakataan ravintola-astioihin, pulloihin,

télkkeihin tai kuljetetaan sailidautolla anniskeluliikeisiin.

3 Stadin Panimo

Helsingissa 1990—luvun lopulla perustettu Stadin Panimo on yli kymmenen toiminta-
vuotensa aikana tuottanut useita palkintoja voittaneita oluita. Panimon tuotteet ovat
valtavirrasta poikkeavia, suodattamattomia, pastéroimattomia, hopback-
aromihumaloituja ja pullokayneita erikoisoluita. 2000-luvun alussa panimo valmisti vain
pintahiivaoluita, mutta vuodesta 2009 alkaen valikoimiin on kuulunut myés pohjahiiva-
oluita. [Stadin Panimo 2015.]

Omistajan lisaksi panimo tyollistdd vakituisesti 4 henkilbd seka tydharjoittelijoita. Vuo-
sina 2010-2013 panimon vuosituotanto oli 40 000-50 000 litraa, mutta vuonna 2014 se
oli noussut jo 90 000 litraan. Oluiden liséksi panimon valikoimaan kuuluu aito, kuiva

omenasiideri. [Stadin Panimo 2015.]

3.1 Valmistusprosessi

Stadin panimon maltaat tulevat panimolle p&&osin rouhittuna 20 kg sdkeissa. Joitain
erikoismaltaita ei ole saatavana rouhittuna, joten ne rouhitaan panimolla kasin valssi-

myllylla. Maltaat méaskatdan kahdessa 500 litran hdyryvaipallisessa maskays-
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sammiossa. Hoyry tuotetaan kahdella rinnan kytketylla héyrynkehittimella. Sammioiden
[Ammitysmahdollisuus mahdollistaa erilaisten lampdtila-askeleiden kayttamisen mas-
kayksessa ja ulosmaskayksen. Sammioiden pohjalla on rihlattu terésputki, jonka kautta

vierre kerataan talteen ja pumpataan keittokattilaan. [Gren 2015.]

Keittokattilan kokonaistilavuus on 1000 litraa, mutta kdytdnntssa vierretta keréatdan
talteen korkeintaan 930 litraa. Keittokattilan lAmmitys tapahtuu hdyryvaipan ja héyryn
avulla kuten maskayksessékin. Keittokattilassa on sekoitin mahdollisia sokerilisayksia
varten. Keiton jalkeen mitataan kantavierrepitoisuus ja vierre keréataan keittokattilan
pohjasta pumpun avulla ja johdetaan hopback-astiaan aromihumalointia varten. Hop-
back astia on tilavuudeltaan 100 litran kokoinen lavikko, jonka sisélle ladataan 1-2 kg
humalakapyja. Kuuma vierre pumpataan lavikon sisélle, jolloin humalak&vyt muodosta-
vat lavikon sisapinnalle suodattavan kerroksen. Nain hopback-astia toimii samalla suo-
dattimena, joka keraa kattilasta mahdollisesti irtoavan ruvan. Stadin Panimon proses-
sissa ei ole vierresyklonia ruvan ja humalan kiintoaineiden erottamista varten. Kiinto-
aines ja rupa vajoavat keittokattilan pohjalle ja pohjaventtiilin auetessa imu puhkaisee
reian pohjalle muodostuneeseen kakkuun. Talteen keratty vierre on suurimmilta osin
vapaata kuiva-aineista ja ruvasta, mutta hopback-astian avulla viimeisetkin kiintoaines-

partikkelit suodattuvat pois vierteen joukosta. [Gren 2015.]

Hopback-astian jalkeen on kalvopumppu, jolla vierre pumpataan jaahdytykseen. Olut
jaahdytetaan vastavirtalevylammonvaihtimella haluttuun lampdétilaan ja pumpataan
2000 litran kartiopohjaiseen kaymistankkiin. Kaymistankissa on jadhdytysvaippa, mika

mahdollistaa pintahiivaoluiden liséksi Lager-oluiden valmistuksen. [Gren 2015.]

Panimolla on kaytetty enimmakseen kuivahiivaa sen vaivattomuuden takia. Kuivahiivaa
kaytettdessa hiivat on annosteltu tankin pohjalle miesluukun kautta ennen sen taytta-
mista. Jadhdytetyn vierteen siirtyessa tankkiin hiiva sekoittuu samalla tehokkaasti. Nes-
temainen hiiva on aikaisemmin siirretty ravintola-astiasta hiilidioksidipaineella kaymis-
tankkiin. Eri vaihtoehtoja vierteen hiivaukselle nestemaisella hiivalla on pohdittu seu-

raavassa luvussa. [Gren 2015.]

Panimon kaymistankit ovat 2 kertaa suuremmat kuin suurin mahdollinen keitto. Sen
sijaan, etta keitettaisiin kaksi vierretta perakkain saman vuorokauden aikana, panimolla

kaytetaan menetelmaa nimelta tuplaaminen. Tuplaamisessa ensimmainen vierre hiiva-
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taan ja se saa kdayda muutaman paivan, minka jalkeen sen paalle lisdtdan toinen era
samanlaista vierrettd. Ensimmaisen kadymisen aikana hiivasolujen lukumaara on kas-
vanut niin suureksi, ettd tankissa on tarpeeksi soluja myds lisatyn jaadhdytetyn vierteen
kayttamiseen. [Gren 2015.]

Kaymistd seurataan uutepitoisuuden putoamisen avulla. Kun haluttu kdymisaste on
saavutettu, tankki jadhdytetdén, jolloin hiiva ja muut kiintoaineet laskeutuvat kaymis-
tankin pohjalle. Kartiomaisen tankin pohjalta juoksutetaan kiintoaine pois ja nuorolut
pumpataan 1000 litran vaakatankkeihin kypsymaan. Vaakatankeissa olut paineistetaan
ja oluen kirkastuminen jatkuu. Oluen kypsymista seurataan aistinvaraisesti ja kun olut

on valmista, se pakataan 0,33 | lasipulloihin tai 30 | ravintola-astioihin. [Gren 2015.]
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4  Hiivan kasittely ja laadunvalvonta pienpanimossa

Pienpanimolla on erilaisia vaihtoehtoja hiivakulttuurien kayttdonottoon, vierteen hiiva-
ukseen, hiivan talteenottoon, sailytykseen, kierratykseen ja laadunvalvontaan. Tassa
kappaleessa pohditaan kirjallisuuslahteiden pohjalta milla tavalla, millaisilla valineilla ja
missda muodossa hiivaa voidaan pienpanimossa kasitellda ja miten sen laatua voidaan

seurata.

4.1 Hiivan alkupera

Hiivakulttuurien yllapitoon, sailytykseen ja kayttdédnottoon tarkoitettujen toimintojen laa-
juus ja tarkkuus riippuu paljolti panimon koosta. Suurilla panimoilla on valmiudet yllapi-
tdd omia puhdasviljelmia ja propagoida, eli kasvattaa, hiiva yhdesta solusta panoshii-
vaksi asti, kun pienpanimon koko prosessi voi nojautua kolmannen osapuolen varaan,
jolta hiivaa hankitaan. Hiivakulttuurien hallitsemisen on oltava laadukas ja hallittu pro-
sessi, missa hiivakulttuurin identiteetti ja puhtaus sailyy panimolle asti. [Briggs ym.
2004: 484]

Pienpanimolla on useita vaihtoehtoja hiivan hankkimiseksi. Joskus uusittava hiivakanta
voidaan ostaa kaupalliselta valmistajalta tai toiselta panimolta, mutta jos panimo val-
mistaa spontaanisti fermentoivia oluita, kuten belgialaista Lambic-olutta, hiiva on perai-
sin panimon ymparistosta. Jos panimolla on resurssit hiivan puhdasviljelyyn ja kasva-
tukseen, se voi toimia omavaraisesti hiivan osalta sen jalkeen, kun alkuperainen hiiva
on saatu hankittua. Panimon omavaraisuus riippuu paljon siité, kuinka paljon resursse-
ja hiivakantojen puhtauteen, talteenottoon seka sailytykseen etta kasvatukseen se voi
kayttaa. Jos panimolla ei ole minkaéanlaista kasvatuslaitteistoa hiivaa varten, sen on
hankittava panoshiivaa riittavan suuri maara, jotta ensimmainen vierre saadaan hiivat-
tua. TAman jalkeen voidaan kayttdaa kaymisessd kasvanutta hiivaa uudelleen, mutta
tata ei voida jatkaa kovin pitkdan, vaan jossain vaiheessa panimon on jalleen ostettava
uutta hiivaa. Panoshiivan hankintakustannuksissa voidaan sdastaa jos panimo pystyy
kasvattamaan hiivaa itse. Panimo voisi esimerkiksi ostaa kymmenesosan tarvitsemas-

taan hiivamaarasta ja kasvattaa hiivan itse loppuun. [Markkula 2014.]
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4.1.1 Kaupallinen toimittaja

Markkinoilla on useita kaupallisia panimohiivoja tuottavia yrityksia, joista mainittakoon
Lallemand (Danstar), Fermentis (Safale, saflager ja safbrew), WhiteLabs ja Wyeast
[Source of Brewer's Yeast 2015]. Lallemand ja Fermentis myyvat kuivahiivaa 16
gramman pakkauksista aina 10 kg sakkeihin asti. Whitelabs ja Wyeast toimittavat nes-
temaistd tuorehiivaa, joka on sellaisenaan kayttévalmista. Tuorehiivaa on saatavilla
35-125 ml pakkauksista yhden litran hiivaymppiin asti tai sopimuksen mukaan. [Fer-
mentis 2015; Lallemand 2015; Whitelabs 2015; Wyeast 2015.]

Kun panimo tilaa hiivansa kaupalliselta toimittajalta, sen on otettava huomioon toimi-
tusajat ja hiivojen sailyvyys panimolla. Kuivahiiva kulkee normaalina postipakettina ja
sailyy panimolla hyvin. Panimolla voikin olla kuivahiivaa runsaasti varastossa odotta-
massa kayttéa. Tuorehiiva on elavaa, joten hiivan matka valmistajalta panimon viertee-
seen olisi pidettava mahdollisimman lyhyena. Tuorehiiva on myés alttimpi [ampdtilan
vaihteluille. Tuorehiiva kuljetetaan lampderistetyssd paketissa jaapussien kanssa. N&in

hiivan lampatila pysyy riittavan alhaisena kuljetuksen aikana. [Markkula 2014.]

4.1.2 Toiselta panimolta hankittava hiiva

Panimo voi saada hiivansa mygs toiselta panimolta, jos panimot kuuluvat esimerkiksi
samaan konserniin tai tekevat muuten yhteistyota. Tallainen tilanne kuitenkin vaatii,
ettd yhdella hiivaa jakavalla panimolla on mahdollisuudet hiivakantojen yllapitoon (tal-
teenotto, sailytys, laadun ja puhtauden varmistus seka propagointi) ja toimitukseen
muille panimoille. Tilanteessa, missa yhteistyota tekevat panimot toimittavat hiivaa toi-
silleen, kannan yllapitajalla on suurempi vastuu sen puhtaudesta ja laadusta kuin vas-
taanottavalla panimolla, jonka vastuulle jad huolehtia vastaanotetun hiivan saattami-
sesta elinkykyisena vierteeseen. Kaytannot voivat vaihdella suuresti eri panimoiden
valilla. [Briggs ym. 2004 484.]

4.1.3 Omat hiivakannat

Panimon kayttdessa omia hiivakantoja, niiden sdilytys ja puhtaana pitdminen vaatii
mittavat toimenpiteet. Tama onkin yleisempaa suurilla panimoilla, joilla on omat labora-

toriot puhdasvilielmien sailyttamista ja propagoimista varten. Pienemmilla panimoilla
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hiivan puhdasviljelmien sailytys ja uuden kulttuurin kasvattaminen voidaan ostaa palve-
luna. Tallaisessa toimintatavassa panimo tilaa ulkopuoliselta toimittajalta oman hiiva-
kantansa saannollisin valiajoin ja kierrattaa seka sailyttaa hiivaa panimolla kunnes on

aika tilata tuore kanta. [Briggs ym. 2004: 484.]

Edella kuvattujen toimintavaihtoehtojen pohjalta ilmenee, kuinka panimoilla on lukuisia
vaihtoehtoja hiivan hankkimiseksi, kasittelemiseksi ja sailyttamiseksi ja kukin panimo

valitsee itselleen sopivimman tavan.

4.2 Laitteisto

Vaikka pienpanimoilla on paljon vaatimattomammat resurssit hiivan propagointiin ja
sen kontrolloimiseen kuin suurella panimolla, on niilla silti useita toimivia ja edullisia
vaihtoehtoja [Sohigian 1998];

. ei propagointia
. propagointi ostetusta/lainatusta/omasta hiivaympista

° propagointi puhdasviljelmasta.

Tilanteessa, jossa propagointia ei tehda ollenkaan, panimo ostaa hiivaukseen tarvitse-
vansa hiivan ulkopuoliselta toimijalta, mik& helpottaa panimon toimintaa, mutta saattaa
nestehiivan kohdalla osoittautua kalliiksi ja panimo on riippuvainen ulkopuolisesta toi-
mijasta, myodskaan kuivahiivaa kaytettaessa ei ole tarvetta propagoinnille. Jos panimo
paattad suorittaa propagoinnin vain osittain, se ostaa ulkopuoliselta toimijalta esimer-
kiksi litran konsentroitua hiivalietettq, joka on propagoitu puhdasviljelmasta. Panimo
kasvattaa tilaamaansa hiivaymppia 1-3 vaiheessa tarvitsemaansa kokoon asti. Kol-
mannessa vaihtoehdossa panimolla on oma laboratorio, jossa on mahdollista kasvat-

taa hiiva puhdasviljelmasta aina hiivattavaan maaraan asti. [Sohigian 1998.]

Stadin Panimon toiveiden mukaan kasvatusvaihtoehdoista on valittu kasvatus ostetus-
ta tai lainatusta hiivakulttuurista, mika tarkoittaa hiivakulttuurin koosta riippuen kasva-

tusta panimolla 1-3 vaiheessa.
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4.2.1 Hiivan propagoinnin laitevaihtoehdot

Muovinen kdymisastia

Halvin ja yksinkertaisin vaihtoehto hiivan propagointiin on muovinen kotioluen valmis-
tukseen tarkoitettu kdymisastia. Muovisen kdymisastian ehdottomia etuja ovat sen hal-
puus ja helppous kapasiteetin lisddmiseen hankkimalla liséa astioita. Kdymisastiaa on
helppo liikutella ja se voidaan esimerkiksi kantaa kylm&huoneeseen hiivan propagoin-
nin jalkeen. Muoviastian huonot ominaisuudet ovat kuitenkin isommat kuin sen edut;
muovi naarmuuntuu helposti, astia ei kesta korkeita lampétiloja (sterilointia), [Ampétilan
saatd on hankalaa ja hiivan siirto vierteeseen pitda suorittaa miesluukun kautta. Var-

sinkin hiivaus miesluukun kautta altistaa oluen kontaminaatiolle. [Sohigian 1998.]

Cornelius-astia

Cornelius-astia (tunnetaan myds nimelld soda-keg) muistuttaa perinteista 30 | ravintola-
astiaa, mutta sen tilavuus on 20 | ja se on kapeampi ja korkeampi. Cornelius-astiasta
on mahdollista valmistaa pienin muokkauksin kelvollinen propagointi, hiivaus- ja saily-
tysastia. Astiassa on pienet pikaliittimin varustetut nesteen ja kaasun tulo- ja menolii-
tannat. Pikaliittimet tosin kontaminoituvat helposti ja voivat olla lilan ohuita paksun hii-
valietteen siirtdmiseen. Liittamalla astian kanteen paksumpi linja nesteen siirtdmiseen,
sen kayttbominaisuudet paranevat. Pikaliittimen avulla astiaan voidaan pumpata ilmaa
propagoinnin aikana sek& painaa hiivaliete ulos hiilidioksidilla. Hiiva voidaan siirtaa
astiasta suoraan jaahdytyslinjaan, mika pienentad kontaminaation riskid huomattavasti.
Lisaksi siirrettavan hiivalietteen maara voidaan mitata helposti punnitsemalla astiaa
siirron ajan. N&ain voidaan saavuttaa tarkempi ja toistettavampi hiivausmaara. Vaikka
astian lampdtilaa on vaikea sdataa, se on kuitenkin alumiinirungon paremman l[A&mmaon-
johtavuuden takia helpompaa kuin muoviastian. Jos panimon keittokoko on suuri, Cor-
nelius-astia voi olla liian pieni. Talldin voidaan hankkia useampia astioita, mutta tama
nostaa kustannuksia ja kontaminaatioriskia, kun puhdistettavien osien maaré kasvaa.
[Sohigian 1998.]

Ravintola-astia

Alumiininen 50 litran ravintola-astia (kegi) sopii kokonsa puolesta Cornelius-astiaa pa-

remmin pienpanimon propagointitarkoituksiin. Toisin kuin Cornelius-astia, ravintola-



30

astia on valmistettu kokonaan alumiinista ilman muoviosia ja tama mahdollistaa kasva-
tusalustan steriloinnin keittamalla kasvatusalistaa astiassa. On tarkedad huomioida, ettd
astian ja sisallon jadhtyessa korvausilman on mentdva steriilin ilmansuodattimen [api
kontaminaation estdmiseksi. MyGs ravintola-astiassa lampdtilan kontrolloiminen on
hankalaa, mutta metallirakenteisiin astioihin on mahdollista rakentaa jaahdytysvaippa

l[Ampotilan saatamiseksi. [Sohigian 1998.]

Kaymistankin kartio

Sylinteripohjaisen kaymistankin kayttdminen hiivan propagoimiseen on yleinen tapa
monessa pienpanimossa. Menetelmé&n suurin etu on siing, etté erillisiin propagointiasti-
oihin ei tarvitse investoida ja hiivan siirtoja tapahtuu mahdollisimman vahan. Mitéa va-
hemman hiivaa tarvitsee siirtaa, sita vahemman se altistuu kontaminaatioille ja hapelle.
Menetelman kayttdminen vaatii kuitenkin vapaan kaymistankin ja kapasiteetin ollessa

[ahella ylarajaa, tama on harvoin mahdollista. [Sohigian 1998.]

Kartiosta kartioon menetelmaé voidaan kayttaa useilla tavoilla; rajoittavina tekijéind on
vapaiden kaymistankkien méaara ja mahdollisuus valmistaa vain pienia maaria vierretta.
Yksi tapa on valmistaa 1:10 vierrettd keiton koosta kadymistankin pohjalle ja hiivata se
iimastuksen kanssa. Kun paakayminen on ohi 2—-3 vuorokauden kuluttua, tankki tayte-
taan jaahdytetylla vierteelld, jolloin tankissa kaynyt hiiva on hyvassa kunnossa ja solu-
maard on kasvanut. Ongelmana on kuitenkin tarkan hiivausmaaran maarittaminen ja
menetelm& johtaakin usein ali-hiivaukseen, eli lian pieneen hiivamaaraan. [Sohigian
1998.]

Jos panimolla on vapaana kaksi kaymistankkia, voidaan ensimmaiseen tankkiin keittaa
vierre josta otetaan talteen 1:10 toisen tankin pohjalle. Ensimmainen tankki kaytetdan
vanhalla kierrossa olevalla hiivalla ja toisen tankin pohjalle otetaan uusi hiiva kdymaan.
Taman jalkeen edetaan kuten edellisessd menetelmassa. Lopulta kartiosta kartioon
siitAminen voidaan todeta toimivaksi, mutta se antaa hyvin vahan mahdollisuuksia

kontrolloida hiivasolujen maaraa. [Sohigian 1998.]

Hiivan kasvatukseen tarkoitettu kasvatustankki
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Parhaiten hiivan kasvatusta voidaan kontrolloida tarkoitukseen rakennetulla kasvatus-
tankilla. Investointina hiivan kasvatustankki on kuitenkin kallein vaihtoehto. Kasvatus-

tankissa on seuraavat ominaisuudet:

jaahdytys

ilmastus

sekoitus

[Ammitys.

Jaahdytysvaippaan voidaan kytkea myos lammitys (hOyry tai kuuma vesi) jolloin vierre
voidaan steriloida tankissa (tankin pitdd olla paineenkestava). limastuksella voidaan
myoOs sekoittaa kasvatusliuosta tankissa, mutta hiivalietteen paksuuntuessa sen teho
laskee. Tarkan hiivausmaaran saavuttamiseksi tankissa olisi oltava mahdollisuus seu-

rata hiivalietteen mééaraa pintamerkintojen tai virtausmittarin avulla. [Sohigian 1998.]

4.2.2 Sailytys propagoinnin jalkeen

Hiivan sailytysolosuhteet ovat yhta tarkeitd kuin hiivan kasvatuksessa vallitsevat olo-
suhteet. Hiivan sailyttaminen lilan pitk&d&n johtaa kasvutekijoéiden menetykseen ja saily-
tyksessa vallitsevat olosuhteet vaikuttavat menetysten suuruuteen. Hiivasolujen dege-
neraatio lisdantyy lampimassa ja hiiva on myos pidettava erossa hapesta ja bakteereis-
ta [Sohigian 1998]. Jos hiiva on laskeutunut tiukaksi kakuksi sailytysastian pohjalle, se
kestdd korkeampia lampétiloja ja on vahemman herkk& hapelle. Vaikka hiiva tuottaa
etanolia, on se korkeissa pitoisuuksissa hiivalle toksista. Hiivaa ei siksi tulisi sailyttaa
nesteessa, jossa on paljon etanolia. Hiilidioksidilla kyllastetyssa nesteessa hiilidioksidi
voi muuttua hiivalla myrkylliseksi. [Sohigian 1998]. Talteenotettu hiiva on suositeltavaa
lisata uuteen vierteeseen mahdollisimman nopeasti. Nain hiivalle ei jad aikaa heikentya
ja kuolla, eivatkd pilaajamikrobit saa tilaisuutta kasvaa. Taméa ei kuitenkaan ole aina
mahdollista ja hiivaa on varastoitava. [White & Zainasheff 2010: 156-157.]

Hiivakantojen varastoimiseen on useita kaytantoja: soluviljely agarilla, kuivaus, kylma-
kuivaus, pakastaminen ja syvapakastaminen. Nailla menetelmilla sailotddn pikemmin
puhdasviljelmid kuin panimoilla talteenotettua hiivalietetta, mita voi kertyd suuriakin

maaria [Briggs ym. 2004: 484-485]. Yleinen tapa hiivan sailytykseen pienpanimossa
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on kayttdd modifioitua 20 litran Cornelius-astiaa. Niitd on saatavilla helposti ja edulli-
sesti ja ne voidaan puhdistaa tavallisilla pesuaineilla [White & Zainasheff 2010: 157].
Hiivan sailytys kegissa on hyvin yksinkertaista: propagoinnin paatyttyd laskeutettu hiiva
siirretdan puhtaaseen kegiin tai jos hiiva on propagoitu kegissa, se voidaan jattéda sin-
ne. Taman jalkeen astia siirretdan kylméakaappiin 0—4 °C:seen. Liiallisen paineen ker-
tymisen estamiseksi astian paineventtiili on jatettava auki. [White & Zainasheff 2010:
157.]

Jos hiivan propagointitankissa on jadhdytys, hiiva kannattaa sailyttda siind. Lampdtila
voidaan saataa tarpeeksi alas eikéa hiiva altistu hapelle eika kontaminaatioille siirtojen
ailkana. Hiiva sailyy hyvin fermentoimansa oluen alla. Nain saastytdaan ylimaaraisilta
siirroilta, joissa hiiva altistuu hapelle ja kontaminaatioille. [White & Zainasheff 2010:
157]. Hiivan propagointiprosessin hallitsemisella ja hyvalla tuotannonsuunnittelulla tuo-

re, propagoitu hiiva voidaan ottaa kayttoon heti ilman sailytysta.

4.3 Panimolaboratorio ja hiivan analysointi panimolla

Panimon laboratoriolla on kaksi tehtavaa; mikrobiologinen laadunvarmistus ja analyytti-
set tarkastukset. Mikrobiologinen laadunvarmistus keskittyy hiivaan ja muihin olueen
liittyviin mikrobeihin, pa&paino on kuitenkin hiivalla. Analyyseilld seurataan valmistetta-
van oluen muita ominaisuuksia kuten pH:ta, varid, alkoholipitoisuutta ja humalan katke-
roiden maarda. Panimolaboratorion perustamisen ja laadunvalvontajarjesteleméan ke-
hittAmisen ei tarvitse olla liian monimutkaista. Yksinkertaisilla laboratorioperiaatteilla on
mahdollista parantaa valmistettavien oluiden laatua ilman suurta ajan tai rahan kulutus-
ta. [White & Zainasheff 2010: 174.]

Stadin panimolla on jo olemassa oleva analyysiohjelma. Suunnitellun hiivan propa-
goinnin ja kierrattAmiseen liittyvan laadunvalvonnan takia panimo tarvitsee suunnitel-
man myos mikrobiologiseen laadunvarmistukseen. Stadin panimon aikomuksena on
hiivan 1-3 vaiheinen propagointi kaupallisesta hiivakannasta ja hiivan kierratys. Taman
takia panimolla ei ole tarvetta yllapitda hiivakantoja eikd propagointia tarvitse aloittaa
puhdasviljelméstd. Tama vahentdd huomattavasti panimolla tarvittavien laboratoriova-
lineiden maaraa. Panimolla helposti suoritettavia testeja ja mittauksia hiivan kunnon

seuraamiseen ovat:
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. solumaaran maaritys

. hiivan elavyys

. hiivan elinkyvyn maaritys

° diasetyylitesti

° fermentointikyky-testi

. hiivakannan happivaatimukset

o hiivan happamoituminen — testi.

Kaikki testit eivat ole valttaméattémid, mutta ainakin soluméaara ja hiivan elavyys ovat

tarpeellisia testeja tasalaatuisten oluiden valmistuksessa.

4.3.1 Hiivan solumé&ara ja elavyys

Perinteinen tapa mitata hiivasolujen maara suspensiossa on viljelld tunnettu tilavuus
naytettd kasvatusalustalle ja laskea kasvaneiden peséakkeiden lukumaara inkuboinnin
jalkeen. Pesédkkeiden lukumaarasta voidaan laskea elavien solujen lukuméaaran nayt-
teessd. Menetelméssa oletetaan, etté jokainen pesdke on kasvanut yhdestd solusta.
Menetelmé& on hidas ja vaatii kayttgjaltdan mikrobiologisen tydskentelyn taitoja [Briggs
ym. 2004: 502]. Nopeampi, panimoissa yleisesti kaytdssa oleva menetelmé on laskea
hiivasolut mikroskoopilla laskentakammiosta, eli hemosytometristd. Menetelma on kay-
tannollinen myds sen takia, ettd naytteeseen voidaan lisata erilaisia varjaysaineita joi-
den avulla voidaan arvioida kuolleiden hiivasolujen osuus. Jos kuolleiden hiivasolujen
osuus naytteesta on esimerkiksi 7 %, on naytteen elavyys 93 %. [Briggs ym. 2004
502; White & Zainasheff 2010: 245].

Mittauksessa kaytetdan mikroskooppia ja siina tulisi olla vahintaan 400 kertainen suu-
rennos sekd mahdollisuus liikuttaa naytetta x- ja y-akselilla. Nayte asetetaan lasiselle
hemosytometrille, johon on kaiverrettu ruudukko. Ruutujen kannat muodostavat lukui-
sia nelibn muotoisia alueita ja yhdessa peitinlasin kanssa ne muodostavat kammioita,
joiden avulla solujen laskeminen tapahtuu. Solum&aran ja elavyyden maarityksessa
sopiva laimennos naytettd sekoitetaan yhta suureen maaraan varjaysainetta (esim.
metyleenisininen) ja nayte asetetaan laskentakammioon. Metyleeninsininen tunkeutuu

soluihin sisdlle ja varjdd solut sinisiksi. Elavat solut pystyvat kuitenkin pelkistamaan
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varjaysaineen varitttmaan muotoon ja ne eivat varjaydy. Varjaytyneiden ja varittémien
solujen maara lasketaan ja kun otetaan huomioon alkuperaisesta naytteesta tehdyt
laimennokset, voidaan laskea hiivasolujen maara suspensiossa ja kuolleiden hiivasolu-

jen prosentuaalinen osuus. [Briggs ym. 2004: 502.]

Elavyyden maaritys metyleeninsinisella antaa suurempia arvoja kuin perinteinen kasva-
tusalustamenetelma elatusalustalla. Kun naytteen elavyys on suurempi kuin 90 %, erot
ovat kohtuullisia. Ero kasvaa naytteen eldvyyden laskiessa ja mittaustulos vaaristyy
entisestaan. Briggsin ym. (2004, s. 502) mainitsemassa kokeessa vertailtiin erilaisten
varjaysaineiden tarkkuutta perinteiseen kasvatusalustamaaritykseen; vertailun tulokse-
na todettiin, etta sitraatti-metyleeni-violetilla saadaan luotettavimmat tulokset. Tasta
huolimatta metyleenisininen on laajassa kaytdssa ja on todettu, ettd metyleenisinisella
varjadminen tuottaa riittdvan hyvia tuloksia, kun naytteen analysoi koulutettu henkil6 ja
naytteen todellinen elavyys on yli 80 %. [Briggs ym. 2004: 502.]

Hiivasuspension solumaaran ja elavyyden maaritykseen ja naytteiden laimentamiseen

panimolla tarvitaan:

. mikroskooppi

° hemosytometri + peitinlasi

. 1 mlja 10 ml siirtopipetteja
. hienokarkisia lasipipetteja

. pumpetti pipetoimiseen

. koeputkia

. koeputkiteline

o kasilaskuri

o ionivaihdettua vetta

° metyleenisinista.

Ohjeet naytteen kasittelyyn ja mittauksen tekemiseen on esitetty liitteessa 1.
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4.3.2 Elinkyky

Hiivan elinkyvylla (engl. vitality) tarkoitetaan hiivan fysiologista tilaa, joka kuvaa suo-
raan hiivan kykyd hyvaan fermentointiin. Vaikka hiivan elavyydeksi mitattaisiin 100 %,
hiiva voi olla stressaantunut, nalkiintynyt tai vanhentunut. Pelkdn eldvyysmittauksen
perusteella oluenpanija tekisi pdatoksen kayttaa kyseista hiivaerad. Hyvasta elavyy-
destd huolimatta tuloksena voisi olla hitaasti alkanut tai vajaaksi jaanyt fermentointi.
Edella kuvaillun tilanteen valttamiseksi on kehitelty muita testeja, joilla pyritddn maarit-
tamaan hiivan elinkyky. Naiden testien ja elavyysmaarityksen pohjalta voidaan tehda

paatds, otetaanko hiivaera kayttdéon vai ei. [Briggs yms. 2004: 504-505.]

Tarkeimmat hiivan elinkyky& mittaavat testit liittyvat suoraan hiivan kykyyn fermentoida.
Laboratoriomittakaavan fermentoinnilla voidaan hyvin ennustaa hiivan elinkyky, mutta
tama on liian aikaa vievaa ollakseen kaytannoéllista. Hiivan elinkykya voidaan mitata
muilla nopeammilla testeilld, joissa mitataan mm. hiivan hapen tai glukoosin kulutusta,
hiilidioksidin tai etanolin muodostusta ja eksotermisyyttd. Liséksi voidaan testata hiivan
kykyad happamoida kasvatusliuos ensin spontaanisti ja sitten sen reagoidessa sokeri-
lisdykseen. Naiden kahden happamuuden muutoksen avulla voidaan tehda paatelmia

hiivan varastoravinteista ja kyvysta hyddyntéaa glukoosia. [Briggs yms. 2004: 504-505.]

Osa edella kuvatuista menetelmista on pienpanimon kannalta liian kalliita, aikaa vievia,
kiistanalaisia seké tyolaitd. Stadin Panimon tarpeisiin ja resursseihin paremmin sopivat
testit ovat fermentointitesti ja hiivan hapattamiskykya seuraava testi. Fermentointitesti
vie enemman aikaa, mutta se voidaan tehda esimerkiksi talteenotetusta hiivasta muu-
tama paiva ennen hiivan varsinaista kayttod, jolloin saadaan kuva hiivan elinkyvysta ja
tarvittaessa hiivaeré voidaan hylaté tai sitd voidaan yrittéda elavoittad. Hapattamiskyky-
testi on nopeampi ja se voidaan tehda samana paivana kuin suunniteltu hiivaus. Testin
tuloksien, solumaaréan ja elavyysprosentin avulla voidaan optimoida hiivausmaara ter-

veen fermentoinnin saavuttamiseksi. [White & Zainasheff 2010: 167, 222.]

Ohjeet fermentointitestin ja hapattamistestin suorittamiseen on esitetty liitteessa 2.
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4.3.3 Muita analyyseja

Edella mainitut testit mittaavat hiivan terveytta ja lukumaaraad. Varmistaakseen myds
hiivaeran puhtauden, panimon on tarkistettava hiiva pilaajamikrobien varalta. Vaikka
panimon koko tuotantoprosessi olisi hygienialtaan erinomainen, voi hiivaerdsséa oleva
mikrobi pilata koko tuotantoeran. Hiivan tutkiminen kontaminaatioiden varalta tehdaan
maljaviljelyilla erikoiskasvatusalustoille 3—5 paivaa ennen kayttéa. Viljelyissa tutkitaan
onko hiivan seassa Yyleisia pilaajamikrobeja, joita ovat aerobiset ja anaerobiset baktee-
rit seka villihiivat. [White & Zainasheff 2010: 209-210.]

Maljaviljelyiden toteuttaminen panimolla vaatii mahdollisuuden valmistaa, steriloida ja
inkuboida kasvatusalustoja. Lisaksi luotettavien tulosten saamiseksi naytteiden siirros-
taminen maljoille tulisi tehdd mahdollisimman puhtaissa tiloissa ilmavirtauksilta suojis-
sa. Nama kriteerit voivat osoittautua liian vaativiksi pienpanimolle. Karkea, yksinkertai-
nen tapa tarkastella hiivaeraa kontaminaatioiden varalta, on mikroskopoida néaytetta ja
etsia hiivasolujen joukosta poikkeavia soluja. Menetelmalla ei voi havaita hyvin pienia
kontaminaatioita, mutta talldin ei toisaalta yleensd ole odotettavissa ongelmia kaymi-
sessd. Jos mahdollinen kontaminaatio kasvaa liian suureksi, sen voi mahdollisesti
nahda mikroskopoimalla, jolloin hiivaerda voidaan hylatd. Jos halutaan luotettavasti
varmistua eran puhtaudesta, panimo voi l&hettdd naytteen propagoimastaan tai talteen

ottamastaan hiivaerésta kaupallisille laboratoriolle tutkittavaksi. [Markkula 2014.]

Jos oluterd kontaminoituu ja kaytetty hiiva oli todettu puhtaaksi, on kontaminaation lah-
de jossain muualla. Yksinkertainen tapa testata prosessin kuuman ja kylméan puolen
puhtautta on vierretesti. Vierretestissa kerataan vierteesta nayte steriilin astiaan ennen
hiivausta ja naytettéd inkuboidaan. Jos ndytteessa kasvaa kontaminaatio pian, yhden tai
kahden paivan paastd naytteen ottamisesta, voidaan eré todeta kontaminoituneeksi.
Valitsemalla naytteenottokohta prosessista, voidaan kontaminaation lahde paikantaa.
[White & Zainasheff 2010:; 220-221.]

4.4  Hiivan propagointi panimolla

Panimon saatua laboratoriossa kasvatettua hiivaa, sen tehtavéksi jaa propagoida hii-
vaa riittdva maara ensimmaiseen fermentointiin. Jokainen propagointivaihe on riskialtis

kontaminaatiolle; kontaminaatio propagointivaiheessa voi mahdollisesti pilata koko hii-



37

vaeran. Siksi panoshiivaa propagoidessa on tilojen ja laitteiden kannalta noudatettava
parhainta mahdollista hygieniaa [Briggs yms. 2004: 488.] Hiivan propagoinnin tarkoi-
tuksena ei ole vain kasvattaa mahdollisimman paljon hiivasoluja, vaan mahdollisimman
tervetta hiivaa. Pienempi maara tervettd hiivaa takaa paremman fermentoinnin kuin
suurempi maara huonokuntoista hiivaa. Siksi on tarkeda kiinnittad huomiota solukon-

sentraation lisaksi hiivan elavyyteen. [White & Zainasheff 2010: 127.]

Kuten mainittu kappaleessa 3.2; Stadin Panimo hankkii uudet hiivakannat kaupallisilta
toimijoilta. Toimittajasta riippuen uuden hiivakannan tilavuus ja solumé&ara vaihtelevat,
35 ml:sta kahteen litraan konsentroitua hiivalietetta. Valitusta toimittajasta, kaytettavista
laitteista, vierteen maarasta ja vahvuudesta sekd ajasta riippuen hiivan propagointi

tapahtuu panimolla 1-3 vaiheessa.

Hiivan ravintoalustana kéytetd&n panimon omaa vierrettd, mallasuutteesta valmistetta-
vaa vierretta tai kokonaan synteettista ravintoalustaa. On kuitenkin suositeltavaa kayt-
tad samanlaista vierretta kuin tulevassa fermentoinnissa; tama ei ole oleellista hiivan
kasvun kannalta mutta hiivan kasvatuksessa kaytettdva alusta paatyy myds tulevaan
fermentointiin ja voi mahdollisesti vaikuttaa oluen makuun. Hiivasuspensio voidaan
myds laskeuttaa kylmassd, jolloin ylim&arainen kasvatusalusta on mahdollista erottaa
ja nain minimoida sen vaikutus oluen makuun. Kasvatusalustan uutepitoisuus ei saa
olla lilan korkea, suositeltava uutepitoisuus on 7,5-11,5 °P. Liian korkea uutepitoisuus
alentaa hiivan elavyytta, mika johtuu kasvavan hiivan herkkyydesta etanolille. [Briggs
yms. 2004: 488].

Ensimmaisen oluterdn fermentoinnin tulisi olla kestoltaan, kdymisasteeltaan ja hiivan
kasvultaan panimon normaalien kdymisten mukainen. Taman varmistamiseksi ensim-
maiseen oluterddn kaytettavan hiivan tulisi olla mahdollisimman samankaltaisessa ti-
lassa kuin aikaisemmassa kierrossa ollut hiivaera. Hiivan fysiologista tilaa valmistellaan
fermentointiin rajoittamalla hapen maaraa viimeisesséa propagointivaineessa sekéa saa-
tamalla lampdotila samaksi kuin hiivattavan vierteen lampdétila tai hieman sitd korkeam-
maksi. Monet perinteiset propagointitankit muistuttavatkin kaymistankkeja; niissa ei ole
sekoitusta ja kasvuvaiheessa hiivan hapensaanti ei ole jatkuvaa. Kaytdnntn ongel-
maksi voi osoittautua hiivasolujen konsentraatio suspensiossa; hiivasoluja on saman
verran kuin normaalin kdymisen lopussa, 50—60 milj. solua/ml. Propagoinnin alhaisesta

solukonsentraatiosta johtuen propagointivaiheita on tehtdvd enemman ja tama vie ai-
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kaa. Propagoitavan solumassan maaraa voidaan vahentaa keittamalla kaymistankki
ensin puolilleen ja hiivaamalla se normaalisti. Padkaymisen jalkeen tankki taytetaan
jaéhdytetylla vierteelld. Tata tekniikkaa kutsutaan tuplaamiseksi (ks. kpl 3.1). [Briggs
yms. 2004: 488-489].

Moderneissa panimoissa hiivan propagointia tehostetaan voimakkaalla ilmastuksella ja
korkeammalla lampdtilalla; 20-25 °C lampdtilassa taysin aerobisissa olosuhteissa teh-
dyssé kasvatuksessa solumaara on lopussa normaalisti 180—220 milj. solua/ml. Kasva-
tus kestda 24-48 h ja kaytettdessa kahta kasvatusvaihetta, propagointi kestaa n. seit-
seman paivaa. llman syéttaminen hiivalle lopetetaan kasvun lakattua ja nain hiivan
fysiologinen tila on lahella panoshiivan haluttua fysiologista tilaa. [Briggs yms. 2004
488-489].

45 Talteenotto, sailyvyys ja uudelleenkayttt

Propagoidun hiivakannan uudelleenkaytté ensimmaisen kaymisen jalkeen on yleinen
kaytantd monissa panimoissa. Nain valtytdan propagoinnin aiheuttamalta tyémaaralta
ja siihen kuluvalta ajalta. Kierratyksella on myds taloudellinen merkitys. Hiivan ominai-
suuksista ja kaytettavista laitteista riippuen hiivan talteenottopaikka ja ajankohta vaihte-
levat. Kuten uuden propagoidun hiivan kayttéonotossa, on myds talteen otettavan hii-
van kohdalla huolehdittava hyvasta hygieniasta, seka hiivan elavyydesta ja terveydes-

ta.

Talteen otetun hiivan eldvyys laskee mitd pidempaan sita sailytetdan. Sailyttamalla
hiivaa sopivissa olosuhteissa sdilytysaikaa voidaan pidentda, mika tuo joustavuutta
panimon toimintaan. Vaikka hiivan kunto olisi talteenottopdivdnéa erinomainen, on sen

kunto ja solumé&ara tarkistettava ennen uuden vierteen hiivausta.

45.1 Talteenotto

Kaymistankeissa on kaksi kohtaa, joihin hiivaa keraantyy tarpeeksi suuria maaria tal-
teenotettavaksi; tankin pohjalle ja oluen péaalle. Kaikki hiivat laskeutuvat lopulta tankin
pohjalle [White & Zainasheff 2010: 148-149.] Stadin Panimolla on kaytdsséa sylinterin-

muotoiset, kartiopohjaiset tankit, jotka ovat paalta suljettuja. Hiivan keraaminen oluen
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pinnalta ei ole mahdollista, koska panimolla ei ole erillista hiivankerays-laitetta.. Taman
takia hiiva on otettava talteen tankin kartionmuotoisesta pohjasta eika tdssa yhteydes-

sa kasitella hiivan talteenottoa oluen pinnalta.

Kun kayminen on ohi, hiiva alkaa pian kuluttaa varastoravinteitaan. Kartiopohjaisissa
tankeissa hiivan tila heikkenee nopeasti. Tama johtuu nestepatsaan hydrostaattisesta
paineesta hiivan paalld seka lampétilan noususta hiivamassan keskella. Kartiopohjai-
sessa tankissa hiivamassan keskiosan lampétila voi olla jopa 5 °C korkeampi kuin kar-
tion muissa osissa. Kartion ympérille voidaan asentaa jadhdytysvaippa, jolloin hiivan
sdilyvyytta kartiossa voidaan parantaa. On tarkedé kerata hiiva talteen mahdollisimman
nopeasti hairitsemattd kuitenkaan itse kaymistad. Suositeltava kerdysajankohta on 1-2
paivaa jaahdytyksen kaynnistamisesta. Silloin kdyminen on suurimmilta osin ohi ja
jaéhdytys saa hiivan laskeutumaan tehokkaasti kartion pohjalle. Paineen, l[ampétilan ja
ravinteiden loppumisen johdosta hiivan elavyys voi heiketa vuorokaudessa jopa 50 %.
[White & Zainasheff 2010: 152-153.]

Kartioon laskeutunut hiiva ei ole tasalaatuista ja siksi on térke&a erotella talteen otetta-
va hiiva. Kartioon kertynyt hiiva voidaan jakaa kolmeen osaan. Ensimmaisené kartion
pohjalle pudonnut hiiva on laadultaan nopeasti laskeutuvaa, silla on alhainen kay-
misaste ja se sisaltdd huomattavasti kuolleita soluja seka rupaa. Tata osaa hiivasta ei
tulisi ottaa talteen sen huonojen ominaisuuksien vuoksi. Kartiossa muodostuneen ka-
kun keskiosassa on hiivaa, jonka laskeutuvuus ja kaymisaste ovat keskiluokkaa, siind
olevissa soluissa on vahiten mutaatioita ja kuroutumisarpia. Keskimmainen osa on hy-
valaatuista hiivaa seuraaviin kaymisiin. Viimeinen kolmannes on huonosti laskeutuvaa
seka hitaasti kayvaa, pitkdn kdymisasteen omaavaa hiivaa. Huono laskeutuvuus aihe-
uttaa myos sameutta eika tata hiivaa pida ottaa talteen. Hiiva keréatdan talteen tankin
pohjaputkesta. Putken suu desinfioidaan ja siihen liitetdan desinfioitu siirtoletku, joka
johdetaan sdilytysastiaan. Tankissa on oltava ylipainetta tai venttiili korvausilmaa var-
ten. Ensimmaisena tankista tuleva hiiva on vériltdan tummanruskeaa ja se on taynna
rupaa. Tama hiiva lasketaan viemariin. Hiivan vari alkaa vaalentua ja ruvan maara va-
henee, tdmé& ydinhiiva otetaan talteen kerdysastiaan ja viimeista kolmannesta ei myos-
kaan oteta talteen. [White & Zainasheff 2010: 154-155.]

Edella mainittu hiivan jakautuminen kartion pohjalle voi vaihdella hiivakannan, tankin

muotojen, vierteen ominaisuuksien ja kaymislampdtilojen mukaan. Parhaaseen loppu-
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tulokseen pienpanimossa paastaan kaytdnnon kokemuksen kautta. Mittaamalla solu-
konsentraatio ja elavyys talteenotettavista jakeista saadaan kasitys, mika osa kartiossa
olevasta hiivasta on parhaiten soveltuvaa seuraaviin kaymisiin. [White & Zainasheff
2010: 154-155]

4.5.2 Hiivan sailyvyys

Olisi suotavinta kayttaa talteen otettu hiiva samana péaivana. Nain hiivan fysiologinen
tila ei ehtisi heiketéd eikd mahdollisilla kontaminaatioilla olisi mahdollisuutta kasvaa.
Tama ei kuitenkaan ole aina mahdollista tankkikapasiteetin takia, jolloin hiivaa joudu-
taan sailyttimaan seuraavaan keittoon asti. Hiivan sailyvyyteen vaikuttaa useita tekijoi-

ta:

. Hiivan kunto talteenottohetkella

° Kerayskohta: tankin pohjalta vai pinnalta?
o Minkalaisen oluen hiiva oli fermentoinut?
o Kéaytetty hiivakanta

. Sailytysolosuhteet

Talteenotetusta hiivasta olisi aina mitattava solukonsentraatio, elavyys ja puhtaus. Lah-
toékohtaisesti hiivan elinkyky heikkenee varastoinnin aikana, joten valmiiksi huonokun-
toista hiivaa ei voida sailyttaa pitkia jaksoja. Panimolla onkin selvitettava, misséa vai-
heessa kaymista hiiva voidaan kerata talteen hairitsematta itse kaymistd, mutta samal-
la hilvaan kohdistuvaa rasitusta pitda minimoida. Kayvan oluen pinnalta saadaan perin-
teisesti kerattyad elinvoimaisempaa hiivaa kuin, tankin pohjalta, missé hiiva on altistunut
hydrostaattiselle paineelle, mika heikentda hiivan kuntoa. My6s silla minka tyyppisestéa
oluesta hiiva otetaan talteen, on merkitysta; vahvassa ja voimakkaasti humaloidusta
oluesta talteen otettu hiiva on stressaantunut ja heikko. Seké korkea isomeroituneiden
alfa-happojen maara seka korkea alkoholipitoisuus ovat haitallisia hiivalle. Osalla alfa-
happojen komponenteista on ominaisuus tarttua joidenkin bakteerien solukalvoille es-
téden niiden lisdantymistd, mutta ndin voi kayda myds hiivoille. Korkea alkoholipitoisuus
aiheuttaa hiivalle stressia heikentden sen elinkykyd. Myds hiivakantojen vélilla on eroja:
puhtaat Ale- seka Lager-kannat kestavat sailytysta, kun taas voimakkaita hedelmaéisia

kdymisaromeja tuottavat ja voimakkaasti flokkaantuvat kannat ovat epastabiileja. Kaik-
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kein epastabiileimpia kantoja ovat saksalaiset vehnahiivakannat. Suurin merkitys hiivan
sailyvyydelle on kuitenkin sailytysolosuhteilla seka silla, kuinka pitka aika on talteen-
oton ja uudelleenhiivauksen valissa. [White & Zainasheff 2010: 157-161.]

Keratyn hiivan sailytysolosuhteet ovat samanlaiset kuin propagoidun hiivan (kpl 4.2.2):
lampotilan tulee olla valilla 0—4 °C, hiiva ei saa kuitenkaan missdan tapauksessa jaa-
tya. Hiivaa voidaan hyvin sailyttdd samassa oluessa, jossa se on kaynyt, poikkeuksena
vahvat ja katkerat oluet. Talldin vaihtoehtona voidaan kayttaa steriilia vetta tai fysiolo-
gista suolaliuosta. Hiivan tulisi sailytyksen aikana pysya lepotilassa, joten ravinteita
sisdltavaa alustaa ei suositella, lisdksi ravinteet myts mahdollistavat pilaajamikrobien
kasvamisen. Hiivan sailytykseen pienpanimossa soveltuu hyvin niin kutsuttu Cornelius-
astia. Paineliittimien ansiosta hiiva voidaan siirtdd hygieenisesti vierteeseen hiilidioksi-
din avulla. Sailytyksen aikana on muistettava huolehtia siit4, ettei astiaan kerry liikaa
painetta, mik& heikentdé hiivan kuntoa. Yksinkertaisempi sailytystapa on teréksinen tai
muovinen ampari. Amparin suurin heikkous on hiivan siirrossa tankkiin: hiiva on kaa-
dettava tankkiin miesluukusta ja tallgin hiiva ja vierre altistuvat kontaminaatiolle. [White
& Zainasheff 2010: 157, 160-161.]

4.5.3 Uudelleenkayttd

Uudelleen kaytettdvan hiivan kunto ja puhtaus maéadaritetdan ennen kayttéa. Hiivasta
mitataan solumaara, eldvyys, puhtaus seké elinkyky. Suositellaan etta hiivaa, jonka
elavyys on alle 90 %, ei oteta uudelleen kayttoon. Hiiva joko hylataan, elvytetdan tai
annostusta nostetaan kompensoimaan alhaista elavyytta. Jos hiivan elavyys on liian
alhainen, voi fermentoinnissa ilmeta ongelmia, kuten vaaristyneitd aromeita ja huono
kdaymisaste. Panimolla tulisikin olla hiivaa sen varalle, etté ensisijaisessa hiivassa ilme-
nee ongelmia. Hiivan uudelleenkayttokertojen lukumaara riippuu hiivakannasta, valmis-
tettavista oluista seka talteenottotekniikasta sekd sailytysolosuhteista ja -ajasta. Niin
kauan kuin hiivan fermentoimat oluet ovat hyvaksyttavissa rajoissa, oluiden aromiprofiili
on halutun kaltainen ja hiiva pysyy puhtaana kontaminaatioista, hiivaa voidaan kayttaa
uudestaan. Lopulta hiivaan kohdistuva selektiivinen paine ja solujakautumisten myota
tapahtuvat mutaatiot muuttavat hiivakantaa niin, ettéd fermentointikyky tai hiivan tuotta-
ma makuprofiili muuttuvat epéaedullisiksi. Talldin vanha hiivakanta on hylattava ja aloi-
tettava uuden hiivakannan propagointi. [White & Zainasheff 2010: 157, 160-165.]
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Hiivaa jonka elavyys on matala (<90 %), voidaan yrittaa elvyttda. Elvytys tapahtuu keit-
topaivan aamuna. Hiivaa punnitaan riittdva maara puhtaaseen astiaan ja lampdtilan
annetaan asettua 21-24 °C:seen, mutta lampdtila ei saa nousta lilan nopeasti. Jouk-
koon lisatédén keitettya, jadhdytettya vahvaa vierretta ¥z litraa kymmenta hiivalitraa koh-
den. Hiiva pidetaan 21-24 °C:ssa 4-12 tunnin ajan ilman ilmastusta tai sekoitusta. El&-
va, aktiivinen hiiva muuttaa suspension kermamaiseksi. Kuolleet solut ja muu joukkoon
kuulumaton kuiva-aine laskeutuu astian pohjalle. Suspension pinnalla oleva aktiivinen
hiivakerma dekantoidaan samana pdaivana keitetyn vierteen joukkoon, kuolleet hii-
vasolut jaddvat astian pohjalle. [White & Zainasheff 2010: 166—167.]
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KOKEELLINEN OSUUS

Nestemadisen hiivalietteen ja vierteen tavoiteltu solukonsentraatio maaraavat, kuinka
paljon nestemaista hiivaa vierteen hiivaukseen tarvitaan. Tarvittavan hiivalietteen maa-
ra antaa mittasuhteet hiivan propagointioperaation koolle panimolla. Vierteen hiivaus-
maaralla on myds vaikutusta kdymisen kestoon, kdymisasteeseen seka oluen aistitta-

viin ominaisuuksiin.

Taman insindoritydn kokeellisessa osassa tehtiin hiivan propagointikoe pienessa mitta-
kaavassa. Tarkoituksena oli selvittdd, kuinka paljon aikaa tarvittavan solumaaran pro-
pagoiminen vaatii ja kuinka suuria tilavuuksia joudutaan kasittelemaan. Tydssa tutkittiin
panimon toivomuksesta myds vierteen hiivausmaaran vaikutusta vierteen kaymisno-
peuteen valituilla Ale- ja Lager-hiivakannoilla. Hilvausmaaran vaikutusta oluen aistitta-

viin ominaisuuksiin ei otettu kokeissa huomioon.

5 Hiivakokeiden kulku

5.1 Koepropagointi

Insin6oritydssa suoritettiin kaksi koepropagointia Metropolia Ammattikorkeakoulun mik-
robiologian laboratorioiden tiloissa. Kokeiden tarkoituksena oli selvittaa kuinka nopeasti
hiivan solumaara lisdantyy. Kasvua seurattiin laskemalla solum&éra ja elavyys hemo-
sytometrilla ja metyleenisini-varjayksella kerran vuorokaudessa. Propagointeihin valit-
tiin hiivaksi Wyeastin American Ale 1l -hiivakanta, joka hankittin Myyrmaen Viinimaail-

masta.

5.1.1 Ensimmainen propagointi

Ensimmaisessa propagoinnissa kasvatustilavuus oli 5 litraa. Propagointiastiana toimi
lasinen, pisaran muotoinen astia, joka desinfioitiin kiehuvalla vedella. Alustana oli Sta-
din Panimon ale-vierrettd (19 °P), joka oli laimennettu 10,8 °P:on. American Ale II -
hiivapussi aktivoitiin ja sen annettiin turvota. Paketti aktivoidaan rikkomalla ravinnepus-
si paketin ulkopuolelta painamalla ja paketin annetaan turvota 3—12 tuntia. Kun paketti

on turvonnut, sisalla oleva hiiva on alkanut kasvaa. Paketissa oli 725 miljoonaa so-
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lua/ml ja sen elavyys oli 87 %. Nain ollen elavien solujen maaraksi saatiin 628 miljoo-
naa solua/ml. Hiivasuspensiota hiivattiin vierteeseen 100 ml, jolloin propagoinnin l&h-
tésoluméaaraksi saatiin laskennallisesti 12 miljoonaa solua/ml. Propagointi tapahtui
huoneenldammadssa 21 °C:ssa ilman jadhdytysta, joten hiivan tuottama lamp6 mahdolli-
sesti nosti vierteen lampdotilaa propagoinnin aikana. Liuosta ilmastettiin akvaariopum-
pulla, jonka tuotto taydella teholla oli 4800 cm® min. lima suodatettiin letkuun liitetylla
steriilisuodattimella ja letkun paasséa oli sintteri ilmakuplien koon pienentdmiseksi. Kas-
vatuksesta otettiin kerran vuorokaudessa nayte, josta mitattiin solumaara, elavyys ja
uutepitoisuus. Propagointia jatkettiin 3 vuorokautta. Propagoinnin aikana havaittiin, etta
vierre vaahtoaa voimakkaasti. Vaahtoaminen oli niin voimakasta, ettd vaahtokukka
pyrki tulemaan propagointiastiasta ulos. Propagoinnin tulokset ja niiden tarkastelu on

esitetty luvussa 6.

5.1.2 Toinen propagointi

Toisessa propagoinnissa oli kaksi rinnakkaista kasvatusta, joista toista ilmastettiin (A)
ja toista ei (B). Syy ilmastamatta jattamiseen oli ensimmaisesséa propagoinnissa havait-
tu voimakas vaahtoaminen. Nain pyrittiin selvittdmaan kasvaako hiiva riittavasti ilman
voimakasta ilmastusta. Talla kertaa propagoinnit aloitettiin huomattavasti pienemmalla
solumaaralld, jolloin saatiin kasitys siitd, kuinka pienesta hiivaympista voidaan lahtea
likkeelle. Propagoinnit tehtiin 2 litran Erlenmeyer-pulloissa ja molempien pullojen so-
lumaara oli propagoinnin alussa 0,375 miljoonaa solua/ml, siis vain 3 % edellisen ko-
keen solumaarasta. Propagointi kesti 4 vuorokautta ja molemmista pulloista otettiin
kerran vuorokaudessa nayte, josta mitattiin solumaara ja elavyys, pH ja uutepitoisuus.

Propagoinnin tulokset ja niiden tarkastelu on esitetty luvussa 6.

5.2 Kaymiskokeet

Kaymiskokeissa méaaritettiin kaupallisen hiivasuspension solukonsentraatio hemosyto-
metrilla ja elavyys metyleeninsini-varjayksella. Solumaaran ja elavyyden maarityksen
jalkeen 100 ml vierrettd hiivattiin eri solumaarilla ja kdymisen etenemista seurattiin hiili-

dioksidin syntymisesté johtuvana painon pudotuksena.
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Kaymiskokeisiin valittiin panimon toivomuksesta yksi pintahiiva ja yksi pohjahiiva. Ko-
keessa kaytetyt hiivakannat olivat Wyeastin American Ale Il -pintahiiva seka Whitelab-
sin American Lager WLP840 -pohjahiiva. American Ale Il -hiiva haettiin Myyrmé&en Vii-

nimaailmasta ja WLP840 tilattiin verkkokaupasta panimolle.

5.2.1 American Ale Il

Ennen kokeiden aloitusta kaupallisella hiivakannalla selvitettin Metropolia Ammattikor-
keakoulun pakkasessa sailytetyn American Ale Il hilvakannan elavyys. Pakastettu hiiva
temperoitiin huoneenlampdon vesihauteessa ja suspensiosta valmistettiin laimennok-
set 1:10"-1:10 jotka viljeltiin kahdelle rinnakkaiselle mallasuute-agarille. Maljoja tem-
peroitiin 27 °C:ssa 4 paivaa. Yhdellakaan maljalla ei esiintynyt kasvua. Hiivaa tarkastel-
tiin myods mikroskoopilla metyleeninsinisella ja todettiin hiivan olevan kokonaan kuollut.
Hiiva oli pakastettu ilman jaatymisenestoainetta, joka olisi estanyt jadkiteiden muodos-
tumisen soluihin jaatymisen aikana. Jaakiteet voivat rikkoa solujen rakenteen, mika
johtaa niiden kuolemaan. Pakastetun hiivan huonon elavyyden takia paatettiin hankkia

hiiva Myyrméaen Viinimaailmasta.

Suoritettiin kaksi koesarjaa, joissa molemmissa 100 ml:aan noin 10 °P vierrettd annos-
teltiin 1, 3, 6, 8 ja 12 milj. solua/ml. Jokaisesta hiivausmaarasta oli 4 Erlenmeyer-pulloa:
kaksi rinnakkain poydalla ja kaksi ravistelussa 70 rpm ja kaikki pullot fermentoitiin huo-
neenlAmmadssa. Kaymisen etenemistd seurattin kunkin pullon painon muutoksesta
oletuksella, etté hiiva fermentoi yhdesta grammasta sokeria 0,5 g etanolia ja 0,5 g hiili-
dioksidia. Haihtuvan hiilidioksidin maaran perusteella voitiin tarkkailla kdymisen etene-

mista.

Myyrmé&en Viinimaailma -myymalasté haettiin Wyeastin American Ale 2 Activator Pack.
Paketti siséltéa 125 ml lepotilassa olevaa hiivaa seka ravinnepussin. Paketti aktivoitiin
ja avattiin, sen solukonsentraatio ja elavyys maaritettin hemosytometrilla ja mety-
leenisinisella. Molemmissa koesarjoissa oli oma hiivapakettinsa. Hemosytometrilla teh-

dyn mittauksen mukaan hiivan elavyys ja solumaara pakkauksissa vaihtelivat hieman.

Vierteena kaytettiin Stadin Panimolta haettua 20 °P Ale-vierrettd, joka keitettiin ja lai-
mennettiin 10,1 °P:hon vedella, jadhdytettiin 21 °C:seen ja sitd annosteltiin mittapipetil-

& 100 ml 250 ml Erlenmeyer-pulloihin. Pullot oli desinfioitu kiehuvalla vedella. Hii-
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vasuspensiosta mitatun solukonsentraation ja elavyyden perusteella elavia soluja an-
nosteltiin mittapipetillda 1, 3, 6, 8 ja 12 milj. solua/ml. Toisen koesarjan vierre tehtiin

spraykuivatusta mallasuutteesta, josta valmistettiin 10,0 °P vierre.

Kaymistd seurattiin punnitsemalla pullot vaa’alla ja vertaamalla painoja alkuperaisiin
painoihin. Kéaymisten rinnalla oli 4 pulloa, joissa oli pelkkda vetta haihtumisen vaikutuk-

sen arvioimiseksi. Taulukoissa 2 ja 3 on esitetty koeasetelma ja hiivan eratiedot.
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Taulukko 2.  Ensimmaisen kéaymiskokeen koeasetelma ja hiivan tiedot.

Wyeast American Ale Il 1272. Valmistettu 25.12.2013. Era 1030329.

Tunnus milj. solua/ml Ravistelu Lampdtila °C °p
Al 1 Ei 21 10,1
A2 1 Kylla 21 10,1
B1 3 Ei 21 10,1
B2 3 Kylla 21 10,1
C1 6 Ei 21 10,1
C2 6 Kylla 21 10,1
D1 8 Ei 21 10,1
D2 8 Kylla 21 10,1
El 12 Ei 21 10,1
E2 12 Kylla 21 10,1

Vesil 0 Ei 21 0

Vesi2 0 Kylla 21 0

Ensimmaisen koesarjan hiivapaketin solukonsentraatio oli hemosytometrilla mitattuna
751 miljoonaa solua/ml. Metyleenisini -varjays antoi elavyydeksi 94 %, néin ollen elavia
soluja oli 709 miljoonaa solua/ml. Kun hiivasuspension elavien solujen konsentraatio oli
tunnettu, niin hiivaa annosteltiin mittapipetilla tunnettu maara ja ndin saavutettiin l1&htoti-

lanteessa haluttu solukonsentraatio
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Taulukko 3.  Toisen kaymiskokeen koeasetelma ja hiivan tiedot.

Wyeast American Ale Il 1272. Valmistettu 11.9.2014. Erda 0637254

Tunnus milj. solua/ml Ravistelu Lampdtila °C °p
Al 1 Ei 21 10,0
A2 1 Kylla 21 10,0
B1 3 Ei 21 10,0
B2 3 Kylla 21 10,0
C1 6 Ei 21 10,0
C2 6 Kylla 21 10,0
D1 8 Ei 21 10,0
D2 8 Kylla 21 10,0
El 12 Ei 21 10,0
E2 12 Kylla 21 10,0

Vesil 0 Ei 21 0

Vesi2 0 Kylla 21 0

Toisen koesarjan hiivapaketin solukonsentraatio oli hemosytometrilla mitattuna 604
miljoonaa solua/ml. Metyleenisininen -varjays antoi elavyydeksi vain 40,3 %, nain ollen
elavid soluja oli 243 miljoonaa solua/ml. Hiivasuspensiota annosteltiin kuten edella.

Koesarjojen tulokset ja niiden tarkastelu on esitetty luvussa 6.

5.2.2 WLP840

Stadin Panimo tilasi WLP840 -hiivaa verkkokaupasta panimolle. Hiiva myydaan 35 ml
kierrekorkillisessa muoviputkilossa. Toisin kuin American Ale Il, WLP840 ei sisalla ra-

vinnepussia, jolla hiiva aktivoidaan.

Lager hiivalla suoritettiin myos kaksi koesarjaa, missd 100 ml vierretta hiivattiin kontrol-
loidulla hiivamaaralla. Hivamaarat olivat 2, 4, 6, 8 ja 12 milj. solua/ml ja vierteiden vah-
vuudet 10,2 ja 10,9 °P. Kaymislampdtila oli 15 °C ja kaikki pullot olivat ravistelussa 80
rpm. Jalkimmaisen koesarjan vierre valmistettiin spraykuivatusta mallasuutteesta, kos-
ka panimolta haettu vierre loppui. Taulukoissa 4 ja 5 on esitetty koesarjojen koease-

telma ja hiivan eratiedot.
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Taulukko 4.  Lager hiivan ensimmaisen koesarjan koeasetelma ja hiivan eratiedot.

Whitelabs American Lager WLP840. Parasta ennen 3.6.2014. Era
1004532
Tunnus milj. solua/ml Ravistelu Lampdtila °C °P
Al 2 Kylla 15 10,2
A2 2 Kylla 15 10,2
B1 3 Kylla 15 10,2
B2 3 Kylla 15 10,2
Cc1 6 Kylla 15 10,2
C2 6 Kylla 15 10,2
D1 8 Kylla 15 10,2
D2 8 Kylla 15 10,2
El 12 Kylla 15 10,2
E2 12 Kylla 15 10,2
Vesil 0 Kylla 15 0
Vesi2 0 Kylla 15 0

Ensimmaisen Lager koesarjan hiivapaketin solukonsentraatio oli hemosytometrilla mi-
tattuna 2 miljardia solua/ml. Metyleenisininen -vérjays antoi elavyydeksi 92,5 %, néin
ollen elavia soluja oli 1,85 miljardia solua/ml. Hiivaa annosteltiin elavien solujen mu-
kaan laskemalla tarvittava maara hiivasuspensioita halutun solumé&aran saavuttami-

seksi.
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Taulukko 5.  Lager hiivan toisen koesarjan koeasetelma ja hiivan eratiedot.

Whitelabs American Lager WLP840. Parasta ennen 9.3.2015. Erd 1012288
Tunnus milj. solua/ml Ravistelu Lampdtila °C °p
Al 2 Kylla 15 10,9
A2 2 Kylla 15 10,9
B1 3 Kylla 15 10,9
B2 3 Kylla 15 10,9
Cc1 6 Kylla 15 10,9
c2 6 Kylla 15 10,9
D1 8 Kylla 15 10,9
D2 8 Kylla 15 10,9
El 12 Kylla 15 10,9
E2 12 Kylla 15 10,9
Vesil 0 Kylla 15 0
Vesi2 0 Kylla 15 0

Toisen Lager koesarjan hiivapaketin solukonsentraatio oli hemosytometrilla mitattuna 2
miljardia solua/ml. Metyleenisini -varjays antoi elavyydeksi vain 33 %, nain ollen elavia

soluja oli 653 miljoonaa solua/ml. Hiivaa annosteltiin kuten edella.

Ensimmaisessd ja toisessa lager-hiivan kaymiskokeessa kaytettyjen hiivapakettien
elavyydet erosivat toisistaan merkittavasti, ensimmaisen kokeen paketin elavyys ol
92,5 % ja toisen 33,0 %. Mahdollisia syita isolle eroavuudelle on monta: pakettien pa-
rasta ennen paivamaara, kuljetus- ja sailytysolosuhteet, vaihtelevuus eri valmistuserien
valilla ja myos itse elavyysmittaus. Hiivapakettien parasta ennen paivaykset osoittivat,
ettd ensimmainen hiivapaketti oli lahempana parasta ennen paivamaaraansa kuin jal-
kimmainen paketti. Vanhemmassa paketissa oli parempi eldvyys, mikd mahdollisesti
viittaa sailytysolosuhteisiin (lampotilaan) tai erdkohtaiseen vaihteluun. Molempien hii-
vapakettien elavyys mitattiin kaksi kertaa ja tulosten perusteella eroavuus ei johtunut

mittausvirheestd. Koesarjojen tulokset ja niiden tarkastelu on esitetty luvussa 6.
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6 Tulokset ja tulosten tarkastelu

Tulokset ovat esitetty kuvaajina havainnollistamisen helpottamiseksi. Propagointien
solumaarat on ilmoitettu elavind soluina/ml, joten tuloksissa on otettu huomioon hiivan

elavyys.

6.1 Propagointien tulokset

Kuvassa 4 on esitetty ensimmaisen ja toisen propagoinnin solukonsentraatiot yksikos-

séa solua/ml ajan funktiona. Kuvaajan y-akseli on logaritminen.
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Kuva 4. 1. ja 2. Ale-hiivan propagointien tulokset.

Ensimmaisen propagoinnin alussa soluja oli 12 miljoonaa solua/ml ja elavyys oli 87 %.
Vuorokauden kuluttua solukonsentraatio oli kasvanut 95 miljoonaan soluun/ml ja ela-
vyys parantunut 98 %:iin. Toisen ja kolmannen vuorokauden aikana solukonsentraatio
kasvoi 150 miljoonaan ja 180 miljoonaan soluun/ml. Hiivan elavyys ei kasvanut ensim-
maisen vuorokauden lukemasta tulosten ollessa toisen ja kolmannen vuorokauden
kohdalla 97 ja 94 %. Propagoinnissa solumaara kasvoi lahes 8 kertaiseksi ensimmai-

sen vuorokauden aikana. Samalla hiivan elavyys nousi lukemaan, jollaista hyvalta pa-
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noshiivalta toivotaan. Kahden viimeisen vuorokauden aikana hiivan solumaara kasvoi,
mutta hitaammin. Mydsk&an hiivan eldvyys ei parantunut, vaan se jopa laski viimeisen
kahden vuorokauden aikana hieman. Lasketaan hiivan spesifinen kasvunopeus, [ ja
generaatioaika tq, eli aika, joka hiivasoluilla kestaa kaksinkertaistua sen hetkisella kas-
vunopeudella. Ensimmaisen vuorokauden spesifinen kasvunopeus oli 0,085 / h, ja ge-
neraatioaika 8,12 tuntia. Toisen vuorokauden aikana, kun kasvu on kuvaajan perus-
teella selvasti hidastunut, kasvunopeus oli 0,018 / h ja generaatioaika oli kasvanut 37

tuntiin. Kasvunopeuden ja generaatioajan kaavat on esitetty liitteessa 3.

Toisessa kasvatuksessa solumaara kasvoi molemmissa kokeissa lahtétasosta (0,375
miljoonaa solua/ml) huomattavasti, samoin elavyys (76 %). llmastetun propagoinnin
soluméara ensimmaisen vuorokauden jalkeen oli 22,4 miljoonaa solua/ml ja elavyys oli
94 %. llmastamattoman propagoinnin solumaara oli 34,3 miljoonaa solua/ml ja elavyys
89 %. Ottaen huomioon solujen alhaisen Iaht6tason, solujen kasvu oli todella voima-
kasta. limastetun ja ilmastamattoman kasvatuksen spesifinen kasvunopeus () ensim-
maisen vuorokauden aikana oli 0,170 / h ja 0,188 / h ja generaatioajat olivat 4,0 ja 3,7
tuntia. Vuorokauden jalkeen kasvu hidastui seka ilmastetussa etté ilmastamattomassa
pullossa samalla tavalla kuin ensimmaéisessa propagoinnissa. Lopussa ilmastetun ja
ilmastamattoman propagoinnin solumaara neljan vuorokauden jalkeen oli 85,3 ja 85,2
miljoonaa solua/ml ja elavyys oli molemmissa noussut 98 %:iin. Kasvunopeuden ja

generaatioajan kaavat on esitetty liitteessa 3.

Molemmissa propagoineissa kasvu hidastuu huomattavasti 2—3 vuorokauden kuluttua
kasvatuksen aloittamisesta. Vaikka ilmastetuissa pulloissa hiivalla on happea saatavil-
la, se on kuluttanut vierteessé olevat ravinteet loppuun, ravinteiden maaran hiipuessa
se alkaa varautumaan niiden loppumiseen ja tuottaa varastoravinteita. lImastamatto-
man kasvatuksen kasvunopeuden hiipuminen johtuu oletettavasti samasta syysta. Li-

saksi ilmastamattoman hiivan tuottama etanoli voi vaikuttaa kasvuun rajoittavasti.

Elavyyden kasvu propagointien alussa on merkki siita, etta vierteessa on ollut riittavasti
happea hiivan kayttéon. Hiiva on syntetisoinut steroleita, jotka ovat tarke& osa sen so-
lumembraania. Kun hiivalla on tarpeeksi happea kayttssa, on uusien hiivasolujen ku-

routuminen mahdollista.
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Kasvatukset osoittivat, etta solumaara voidaan moninkertaistaa jo yhden vuorokauden
kasvatuksella. Kaytdnndssa yhden kasvatusvaiheen kestoksi voidaan asettaa yksi vuo-
rokausi, mutta hiiva pysyy kokeiden mukaan elinvoimaisena aina 4 vuorokauteen asti.
Tama mahdollistaa joustavamman aikataulun panoshiivojen propagoinnille. Lahtokoh-
dat sille, kuinka monta kasvatusvaihetta panimolla tarvitaan, maaraytyvat kasvatuksen
tilavuuden ja alkutason solumaaran mukaan. Kasvatusten solumaara alkuhetkella oli
erilainen; ensimmaisessa kasvatuksessa oli 12 miljoonaa solua/ml kun toisessa kasva-
tuksessa molemmissa astioissa oli 375 tuhatta solua/ml. Kasvatuksen alussa olevalla
solukonsentraatiolla nayttaisi olevan vaikutusta rajallisessa ajassa saavutettavaan so-
lumaardan. Tama on otettava huomioon, kun harkitaan mistd uusi hiivakanta hanki-
taan. Jos uutta hiivaa saadaan paljon, riittdd pienempi kasvatuksen tilavuus tai vé-
hemman kasvatusvaiheita, kun taas lahdettdessa liikkeelle pienemmasté kokonaisso-
lumaarasta on kasvatuksen tarve suurempi. Toisen kasvatuskokeen mukaan jatkuva
iimastus ei ole valttamatonta, vaan hiivasolut lisdantyvat tehokkaasti myods ilman ilmas-
tusta. Nain ei synny ongelmaa vierteen lilan voimakkaasta vaahtoamisesta. Vierretta
voidaan kuitenkin ilmastaa kasvatuksen alussa, jolloin hiivalla on riittavasti happea saa-

tavilla.

Stadin Panimon hiivausmaarat 4,7 % Lager ja Ale- oluelle kuivahiivaa kaytettaessa
ovat olleet 4,5 ja 3 miljoonaa solua/ml [Gren 2015]. Jos hama hiivausméaarat asetetaan
tavoitteeksi, voidaan laskea kuinka paljon hiivalietetta vierteen hiivaukseen tarvitaan.
Taulukossa 6 on esitetty, kuinka paljon hiivalietettd, jossa on vaihteleva solupitoisuus,
tarvitaan edella mainittujen hiivausmaarien saavuttamiseksi. Laskuissa on kaytetty hii-

vattavan vierteen tilavuutena Stadin Panimon yhden keiton tilavuutta, 1000 litraa.
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Taulukko 6.  Tarvittavan hiivalietteen maara Ale ja Lager vierteille kasvatuksessa saavutetun

solukonsentraation mukaan.

Hiivalietteen solukonsentraatio Tarvittava hiivalietemaara (L / 1000 L vierretta)
solua/ml Ale Lager
2,00E+07 150 225
2,50E+07 120 180
3,50E+07 86 129
5,00E+07 60 90
8,50E+07 35 53
1,50E+08 20 30
1,80E+08 17 25
2,00E+08 15 23

Taulukon avulla saadaan kasitys siitda, millaisia tilavuuksia joudutaan kasittelemé&an eri
solukonsentraatioilla. Ensimmaéisen kasvatuksen solukonsentraatio oli 180 miljoonaa
(=1,8E+8) solua/ml, jolloin hiivalietetta tarvittaisiin Lagerille 25 litraa ja Alelle 17 litraa.
Toisen kasvatuksen solukonsentraatiot olivat noin 85 miljoonaa (=8,5E+7) solua/ml eli

hiivalietteen maara olisi 53 ja 35 litraa.

6.2 Kaymiskokeiden tulokset

Kaymiskokeiden tulokset on esitetty pullojen painon muutoksena ajan suhteen. Rin-
nakkaisten pullojen tuloksista laskettiin keskiarvo. L&htGpaino on laskettu hiivalla kay-
tettdvissa olleen uutteen maarasté oletuksella, ettd hiiva fermentoi 1 grammasta uutet-
ta 0,5 g etanolia ja 0,5 g hiilidioksidia, néin ollen 100 ml:sta 10 °P vierrettd voi lasken-
nallisesti haihtua hiilidioksidia 5 grammaa. [Enari & Mékinen 2015: 132.]

Kuvassa 5 on esitetty ensimmaisen ale-hiivan kdymiskokeen tulokset pulloista ilman

ravistelua.



55

5,500
5000 @ @ 2o

4,500

4,000 %
3,500
3000 3 milj.

2,500
[ 6 milj.

2,000
W3 milj

1,500
[ J
1,000 12 milj

0,500

0,000
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132

Aika (h)

" * * 1 mil.

Paino (g)

e

Kuva 5. Ale-hiivalle tehdyn 1. kdymiskokeen tulokset, ilman ravistelua.

Kayminen lahti kaikissa pulloissa liikkeelle samaan aikaan, mutta nopeuseroja ilmenee
jo alussa eri hivamaaria sisaltavien pullojen valilla. 39 tunnin kuluttua 12 miljoonaa
solua/ml sisaltava pullo on saavuttanut 35 % kaymisasteen, kun vahiten soluja sisalta-
va pullo on saavuttanut 13,9 % kaymisasteen. Muut pullot sijoittuvat kahden edella
mainitun valiin. Erot pullojen valilla pysyvét suunnilleen saman suuruisina 64 tuntiin
asti. Mittauksissa on aukko 64 ja 121 tunnin valilla, koska pulloja ei paasty punnitse-
maan kiireiden takia. Viimeisessa punnituksessa kaikki pullot olivat kdyneet lahes yhta

pitkéalle kdymisasteiden ollessa 66—70 % valilla.

Ravistelussa olleet pullot (kuva 6) kavivat nopeammin kuin ravistelemattomat, myds
niissa eniten hiivaa sisaltanyt pullo kévi nopeammin kuin kaksi vahiten hiivaa sisélta-

nytta pulloa.
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Kuva 6. Ale-hiivalla tehdyn 1. kdymiskokeen tulokset, ravistelu.
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Myds kaikki ravistelussa olleet pullot kavivat yhta pitkalle, kdymisasteiden asettuessa

74-80 % valiin. On mahdollista, etta pullojen painot olisivat viela pudonneet kdymisen

seurauksena, mutta kokeen aikaraja ei antanut tahan mahdollisuutta.

Kuvissa 7 ja 8 (ravistelu) kaymiskoe on toistettu samalla hiivalla ja hiivausmaarilla.

Toistokokeessa ravistellut pullot kavivat hitaammin kuin ensimmaisessa kokeessa ja

kadymisaste kdymisen lopussa on kaikilla samalla tasolla.



57

&1 milj.

3 milj.

N
o1
o
S

on

6 milj.
2,000 * =38 milj.
® 12 milj.

2

.
o)
)

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
aika (h)

Kuva 7. Ale-hiivalla tehdyn toistokokeen kaymistulokset ilman ravistelua.

Ensimmaisen kokeen pohjalta oli odotettavissa, ettd ravistelussa olleet pullot kavisivat
nopeammin kuin ravistelemattomat, mutta nain ei kuitenkaan kaynyt. Toistokokeessa
ravistelussa olleet pullot kavivat lahes yhtd nopeasti kuin 1. kokeessa, mutta toisen
kokeen ravistelemattomat pullot kavivat nopeammin kuin 1. kokeen pullot siitd huoli-

matta etta niita ei ravisteltu.
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Kuva 8. Ale-hiivalle tehdyn toistokokeen tulokset ravistelulla.

Ale —kokeiden tuloksia tarkastelemalla voidaan todeta, etta pienimmalla hiivamaaralla
kdyminen on hitaampaa, mutta kdyminen etenee kuitenkin suunnilleen yhta pitkalle.
Ensimmaisessé kokeessa ravistelussa olleet pullot kavivat pidemmalle kuin toisessa
kokeessa, missa ravistelemattomat pullot kavivat pidemmalle. Kokeiden kesto ei ollut

yhta pitkd, joten tuloksia ei voi suoraan verrata toisiinsa.

Ensimmainen Lager-koe (kuva 9) lahti kayntiin hitaasti, mutta 60 tunnin kohdalla lag-
vaiheen jalkeen kdayminen oli hyvin nopeaa. 8 miljoonaa solua/ml siséaltanyt pullo kavi
nopeiten ja myods pisimmalle. 12 miljoonaa solua/ml sisdltdaneen pullon kdymisnopeus
hidastui kdymisen edetessé ja noin 4 vuorokauden kohdalla se oli lahestulkoon samas-
sa kaymisasteessa kuin 2 miljoonaa solua/ml siséltanyt pullo. Kokeen lopussa 2, 4, 6 ja
12 milj. solua/ml sisaltaneet pullot olivat saavuttaneet lahes saman kdymisasteen ja 8

milj. solua/ml sisaltanyt pullo oli kaynyt pisimmalle.
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Kuva 9. Lager-hiivan kédymiskokeen tulokset

Toisen Lager-kokeen (kuva 10) kadymiskayra oli erilainen; pullot [ahtivat kadymaan no-
peammin, mutta kavivat hitaammin. 8 ja 12 milj. solua/ml sisdltaneet pullot kavivat sa-
maa vauhtia ja yhta pitkélle. 6 milj. solua/ml sisaltdnyt pullo saavutti 8 ja 12 milj. so-
lua/ml siséltaneet pullot neljan vuorokauden kohdalla paatyen samoihin kdymisastei-

siin.
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Kuva 10. Lager-hiivalle tehdyn toistokokeen tulokset.

Kuvassa 11 ja 12 on esitetty ale- ja lager-hiivoilla tehdyistd kokeista niiden pullojen
tulokset, joiden hiivausmaara oli lahimpana Stadin Panimon kayttamia hiivausmaaria.
Ale-hiivan hiivausmaara oli sama, 3 milj. solua/ml ja lager-hiivan hiivausmaara oli 4
milj. solua/ml, mikd on % milj. solua/ml pienempi kuin Stadin Panimon kayttama hii-

vausmaara.
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Kuva 11. Ale-hiivan kdymiskokeiden tulosten vertailu.

Kuvaa 11 tarkastelemalla nahdéan, etta ravistelussa olleet 1. ja 2. ale-hiivan k&ymisko-
keen hiilidioksidin haihtuminen (kayminen) on ollut lahes yhtd nopeaa, kdyminen on
alkanut yhta aikaa ja jatkunut toisiinsa nahden tasaisena loppuun asti. Ale-hiiva pullot,
jotka eivat olleet ravistelussa, ovat kayneet eri nopeudella. Toisen kaymiskokeen pullo
on kaynyt huomattavasti nopeammin: sen painosta oli 48 tunnin jalkeen poistunut hiili-
dioksidia 3,63 grammaa, kun ensimmaisen kokeen pullosta oli 46 tunnin jalkeen pois-
tunut 1,34 grammaa ja kesti vielda 75 tuntia, etta jalkimmaisesta oli haihtunut yhteensa

3,5 grammaa.
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Kuva 12. Lager-kokeiden vertailu.

Lager-hiivojen kdymiset (kuva 12) nayttavat kuvaajassa myos erilaiselta, ensimmaisen
kokeen lag-vaihe kestada 60 tuntia, kun toisen kokeen lag-vaihe on ohi jo 45 tunnin ku-
luttua kokeen aloittamisesta. Pitkan lag-vaiheen jalkeen 1. lager-koe kay nopeasti ja on
90 tunnin kuluttua kaynyt pidemmalle kuin 2. koe. 6—7 vuorokauden kuluttua kokeen
alkamisesta molempien kdyminen nayttdd pyséhtyneen samalle tasolle. Kun otetaan
huomioon toisen kokeen korkeampi kantavierrepitoisuus (10,2 ja 10,9 °P) on sen kay-

misaste pienempi.

Kuvien 11. ja 12 kokeiden vertailun pohjalta koeasetelman toistettavuudesta voidaan
tehda havainto, ettd ravistelemattomien pullojen kdymiset eivat ole yhta toistettavia
kuin ravisteltujen pullojen. K&ymiskokeiden naytteidenottoajankohdat poikkeavat toisis-
taan ja ensimmaisissa ja toisissa kadymiskokeissa oli kaytdssa eri kasvatusalusta. Rin-
nakkaisia maarityksia olisi taytynyt olla enemman kunnollisen tilastollisen merkittavyy-
den toteamiseksi ja useiden hiivausmaarien sijaan molemmilla hiivoilla voitaisiin keskit-
tya yhteen hiivausmaaraan. Taten kaymiskokeiden tulokset ovat vain suuntaa antavia
ja asian selvittaminen vaatii jatkotutkimuksia. Kokeissa oli kaytdssa eri hiivaera ja nii-
den sdilytysolosuhteet ja fysiologinen tila ovat voineet vaihdella. Hiivan fysiologinen tila
voi mahdollisesti olla syy, miksi 1. ja 2. lager-hiivan kaymisten lag-vaiheiden kesto on

erilainen.
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7 Yhteenveto

Taman insindoritydn tavoitteena oli selvittaa nestehiivan kayttéonottoa Stadin Panimo
Oy:ssa. Ensimmaisessa kokeellisessa osassa selvitettiin, miten pienpanimossa voitai-
siin kasvattaa riittavan suuri hiivasuspensio mahdollisimman yksinkertaisella prosessil-
la. Toisessa osassa selvitettiin kahden valitun hiivakannan solumaaran vaikutusta vier-

teen k&ymisnopeuteen.

Kasvatuskokeiden perusteella riittavan hivamaéaran kasvattaminen panimolla on mah-
dollista. Riippuen kasvatuksen alussa olevan soluméaran suuruudesta, kasvatus voi-
daan suorittaa kahdessa tai jopa yhdessa vaiheessa. Kaytettdvd menetelma riippuu
Stadin Panimon resursseista kasvatustankkien ja muun laitteiston hankintaan. Mikro-
skoopilla, hemosytometrilla ja metyleenisini-varjayksella hiivan solumé&araa ja elavyytta
voidaan tarkkailla tarkan hiivausmaaran saavuttamiseksi ja hiivan kunnon seuraami-

seksi.

Tehtyjen kaymiskokeiden perusteella hiivausmaaralla oli vaikutus pullojen k&ymisno-
peuteen eron ollessa suurimmillaan kdymisten alussa ja keskivaiheilla. Ravistelulla oli
my6s vaikutus kaymisnopeuteen; ravistellut pullot kavivat nopeammin. Koesarjojen
valilla oli kuitenkin eroavaisuuksia ravisteltujen ja ravistelemattomien pullojen kaymis-
nopeuden vélilla. Kaymisasteeseen hiivamaara ei juurikaan vaikuttanut, mutta johtuen
toistokokeiden pienesta maarasta ja suuresta keskihajonnasta, tuloksista ei tehty tilas-
tollista analyysia tilastollisen merkitsevyyden todentamiseksi. Taméan johdosta kokeiden
tulos on vain suuntaa antava ja asia vaatii jatkoselvitystd. Mainittakoon mygs, etta hii-
vasolujen maaralla vierteessa on vaikutusta oluen flavoriin, joten hilvausmaaran kas-
vattamista kdymisen nopeuttamiseksi on harkittava niissa rajoissa, missa oluen flavori
pysyy haluttuna. Flavorin muodostuksen liséaksi on otettava huomioon oluen kantavier-

repitoisuuden ja kdymislampdtilan vaikutukset.

Tasséa insindoritydssa ei tutkittu hiivan mikrobiologisen puhtauden varmistamista. Hii-
van mikrobiologisen puhtauden voidaan kuitenkin sanoa olevan hyvin merkittdva, jopa
valttamaton osa hiivan kierratysta. Kasvatusmaljojen valmistus ja viljely villihiivojen
sekd maitohappobakteereiden havaitsemista varten vaatii kuitenkin omat laitehankin-

tansa ja henkiloston koulutuksen.



64

Lahteet

Aittomaki, Esa, Eerikainen, Tero, Leisola, Matti, Ojamo, Heikki, Suominen, llari & von
Weyerman, Niklas. 2002. Bioprosessitekniikka. WSQOY. Helsinki.

Briggs ym., Dennis E. Boulton, Chris A. Brookes, Peter A & Stevens, Roger. 2004.
Brewing Science and Practice. Woodhead Publishing, Englanti.

Enari, T-M. Makinen, V. 2015. Panimotekniikka. Kirjapaino tt, Porvoo.

Huttunen, Timo. Méentausta, Olli ym. 2010. Elintarvikeprosessit. Savonia-
ammattikorkeakoulu, Kuopio.

Hornsey, lan S. 1999. Brewing. The Royal Society of Chemistry, UK.

Walker, Graeme M. 1998. Yeast Physiology and Biotechnology. Wiley, Englanti.

Lewis, Michael J. Bamforth, Charles W. 2006. Essays in Brewing Science. Springer.

Markkula, Tuomas. 2007. Oluen Valmistaminen. Kurssimateriaali, Oluenvalmistuskurs-
si, Avoin HAMK.

Adams, Martin R. Moss, Maurice O. 2008. Food Microbiology. RSC Publishing.

Silja Home. 2012. Ohrasta oluen synty. Verkkodokumentti.
<http://www.agronet.fi/mallasohra/oo5mita_ohranjyvalle_mallastuksessa.htm.>.
12.03.2012. Luettu 26.11.2014.

Eblinger, Hans M. Narzib, Ludwig. 2009. Ullman’s Encyclopedia of Industrial Chemis-
try, Beer. s. 177-220. Wiley. PDF-dokumentti.

Technical Information: Pitch Rates. 2015. Wyeast Laboratories. Verkkodokumentti.
<http://lwww.wyeastlab.com/com-pitch-rates.cfm>. Luettu 26.1.2015.

Markkula, Tuomas. 2014. Oluenvalmistuskurssi-luennot, 4 op. Avoin HAMK, Mustiala.
Suoritettu 16.12.2014.

Sohigian, David. 1998. American Brewers Guild, Practical Yeast Management in the
Brewpub. PDF-dokumentti.

Gren, Sebastian. 2015. Panimovastaava, Stadin Panimo Oy, Helsinki. Keskustelu
5.5.2015.



65

Source of Brewer’s Yeast. 2015. University of Leeds. Internetléahde.
<http://lwww.virtual-labs.leeds.ac.uk/brewing/brewers_yeasts.php>. Luettu 5.5.2015.

Whitelabs. 2015. Yrityksen kotisivut. <http://www.whitelabs.com/>. Luettu 5.5.2015.

Lallemand Danstar. 2015. Yrityksen kotisivut. <http://www.danstaryeast.com/>. Luettu
5.5.2015.

Wyeast. 2015. Yrityksen kotisivut. <https://www.wyeastlab.com/>. Luettu 5.5.2015.

Fermentis. 2015. Yrityksen kotisivut. <http://www.fermentis.com/>. Luettu 5.5.2015.

Stadin Panimo. 2015. Yrityksen kotisivut. <http://www.stadinpanimo.fi/panimo/>. Luettu
6.5.2015

White, Chris. Zainasheff, Jamil. 2010. Yeast. The Practical Guide to Beer Fermenta-
tion. Brewers Publications.

Starch Conversion. Enzymatic starch breakdown 2010. Internetlahde.
<http://braukaiser.com/wiki/index.php?title=Starch_Conversion/ >. Luettu 13.10.2015.

Palmer, J. John. 2006. How to Brew. Brewers Publications.


http://www.virtual-labs.leeds.ac.uk/brewing/brewers_yeasts.php
http://www.whitelabs.com/
http://www.danstaryeast.com/
https://www.wyeastlab.com/
http://www.fermentis.com/
http://www.stadinpanimo.fi/panimo/
http://braukaiser.com/wiki/index.php?title=Starch_Conversion/%20

Liite 1
1(3)

Hiivanaytteen solumaaran ja elavyyden maaritys

Hiivasuspension solumaaran mittaamista varten nayte on laimennettava. Jos nayttees-

sa on liian vahan soluja, tulokset eivat ole luotettavia. Jos soluja on liian paljon, Hemo-

sytometrin kammio on liian tdynné eikd saada laskettua tarkkaa tulosta. Suspensiota

tarkkaillaan mikroskoopilla hemosytometrisséd ennen laimennosten tekemistd. Nain

voidaan arvioida tarvittavan laimennoksen suhde. Taulukossa 1 on esitetty karkeat
laimennos-suhteiden kokoluokat eri naytteille. [White & Zainasheff 2010: 245.]

Taulukko 1. Laimennostarpeet eri hiivanaytteille. [White & Zainasheff 2010: 245.]

Olut Ei laimennosta
Kayva olut 1:10 tai 1:100
Hiivasuspensio 1:1000

Materiaalit

e Mikroskooppi, missa vahintd&dn 400x suurennos, sisdanrakennettu kokoojalins-

si, sdadettava valaistus ja himmennin seka x/y-akselilla liikuteltava naytetaso.

e Hemosytometri

o Hemosytometrin paallyslasi
e Hienokarkinen lasi-pipetti

e Kasilaskuri

e Siirtopipetteja

¢ Nukkaamattomia papereita
¢ Metyleeninisininen-liuosta
o Koeputkia

o  Pumpetti

Naytteen valmistelu

1. Laimenna nayte niin, ettd yhdessa 5x5 —ruudukossa on alle 100 solua. Kirjoita

laimennos-suhde ylos.

2. Laimenna nayte tislatulla vedella. Yhteen flokkaantuneet hiivasolut haittaavat

mittausta, joten yritd4 ravistaa naytettd voimakkaasti. Nayte voidaan myos lai-

mentaa 0,5 %:lla rikkihappo-liuoksella tai lisata naytteen joukkoon EDTA-

liuosta. Lisatdksesi EDTA-liuosta, sentrifugoi hiivasuspensio ja dekantoi pois

ylimaarainen neste. Korvaa poistettu neste samalla méaaralla EDTA-liuosta.
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Jos méaaritetddn myds elavyys, viimeinen laimennos tehdaan sekoittamalla 1 ml
naytettd 1 ml:aan metyleeninsinistd. Ota laimennos huomioon laskuissa. Sekoi-
ta nayte hyvin ja anna vaikuttaa 1-2 minuuttia.

Sekoita nadyte huolellisesti ennen hemosytometriin siirtamista. VAala kuplien

muodostumista.

Naytteen mittaus

1.

Varmista ettd hemosytometri on puhdas ja kuiva. Kayta kuivaamisen nukkaa-
matonta paperipyyhetta.

Aseta paallyslasi hemosytometrin kammioiden paalle tasaisesti.

Kerdd hyvin sekoitettua naytettd hienokarkiselld lasipipetilld. Anna naytteen
nousta pipettiin kapillaari-voiman avulla. Pyyhi ylima&raiset nesteet pois pipetin
ulkopinnalta.

Aseta pipetin karki varovasti hemosytometrin paallyslasin reunaan. Injektoi nay-
te varovaisesti paallyslasin ja hemosytometrin kammion valiin. Valta yli- tai ali-
tayttdmasta. Jos kammio tayttyy yli/epatasaisesti tai siind nakyy ilmakuplia, put-
saa hemosytometri ja téayta se uudelleen.

Aseta hemosytometri varovaisesti mikroskoopin naytealustalle. Tarkastele suu-
rella suurennoksella solujen jakaantumista ruudukoihin. Jos solut ovat jakaan-
tuneet tasaisesti, voidaan solut laskea viidesta ruudusta. Jos solut ovat kasaan-
tuneet epatasaisesti, lasketaan solut kaikista ruuduista tai valmistetaan uusi
nayte. Jos soluja on lilan paljon (>100/5x5 ruudukko) tai liian vahan (<25/5x5
ruudukko), valmista uusi nayte. ldeaalisesti soluja olisi 50/5x5 ruudukko.

Laske soluja 1 mm? kokoiselta laskualueelta, missé on 5x5 — ruutua. M&arita
ennen laskemista laskuprotokolla, minkd mukaan solut lasketaan. Esimerkiksi
laske jokaisen ruudun vasemman reunan seka alareunan paalla makaavat so-
lut, mutta jata laskematta oikean reunan ja ylareunan paalla makaavat solut. Ai-
tisoluista kuroutuvat solut lasketaan vain jos ne ovat vahintd&n puolet &itisolun
koosta.

Jos méaaritetaan naytteen elavyys, varjaytyneet solut lasketaan ensin mukaan
kokonaislukuun. Taman jalkeen varjaytyneistd (kuolleista) soluista lasketaan
oma luku. Kuolleet solut ovat varjaytyneet tummansinisiksi. Kuroutuvat ja jotkin
nuoret solut, jotka ovat varjaytyneet vaaleansinisiksi, eivat ole kuolleita.
Laskettujen ruudukkojen tuloksesta lasketaan keskiarvo, joka kuvaa kuinka

monta solua on yhdessad kammiossa keskimaarin. Jokaisen kammion tilavuus
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on tunnettu. Taman avulla voidaan laskea solujen lukumaara per. ml naytetta
seké kuolleiden solujen prosentuaalinen osuus.

9. Soluméaara lasketaan kaavalla 1.

solua kammioiden solumaaran ka
ml  kammion tunnettu tilavuus ml:na

X laimennuskerroin (1)

10. Elavyys lasketaan jakamalla kuolleiden solujen maéra kokonaissolumaaralla.

Elivyys % = ‘uolleetsolut o 4 @)

kaikki solut

Kammioita saattaa olla eri laatuisia ja kammioiden koko saattaa vaihdella. On suositel-

tavaa aina perehtya  hemosytometrin  mukana tulleisiin  kayttdohjeisiin.
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Elinkyky-testit hiivalle

1. Hapattamiskyky-testi (HK)

Mita nopeammin hiiva happamoittaa ravintoalustansa, sitd elinkykyisempaa se on. Tes-

ti voidaan suorittaa talteenotetulle ja sailytetylle hiivalle.

Testissa tarvittavat materiaalit ovat:
o pH mittari
¢ lonivaihdettua vetta
e 50 ml nayteputki
¢ magneettisekoitin

e 20% glukoosi-liuos

Testin suoritus:

1. Kalibroi pH-mittari kayttamalla kahta kalibrointiliuosta (4 ja 7 pH).
S&ada veden pH maitohapolla arvoon 6,5 + 0,1.
Kaada 15 ml pH-s&adettya vettad koeputkeen missa on sekoitin.

Seuraa veden pH:ta 5 minuutin ajan koko ajan sekoittaen.

a > 0N

5 minuutin kuluttua kirjaa pH ylés (HKO). Lisaa 5 ml huuhdeltua ja konsentroitua
hiivasuspensiota (1x10° solua/ml).

Sekoita 10 minuutin ajan ja kirjaa pH ylos (HK10)

Lisda 5 ml 20% glukoosi-liuosta, sekoita 10 minuuttia ja kirjaa ylos pH (HK20).
Hapattamiskyky on HK20:n ja HKO erotus. Mitd suurempi ero on, sita elinkykyi-

sempaa hiiva on.

2. Fermentointi-testi

Hiivan kayttaytymista kaymislampdtilojen ja hilvausméaérdn suhteen voidaan testata
laboratoriomittakaavan fermentointikokeilla. Kokeessa otetaan talteen n. 1,5 | panimon
normaalia keitettyd ja humaloitua vierretta. Vierre jaahdytetddn haluttuun lampdétilaan ja
siihen lisataan tarkkaan maaritelty maara hiivaa. Fermentointia seurataan uutepitoi-
suuden muutoksen ja pH:n avulla. Lampdtilaa kontrolloidaan ja tarkkaillaan tarkasti.

Tapahtuneet muutokset ja olosuhteet kirjataan ylés 7 paivan ajalta. Mittauksista saa-
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daan graafinen kuva hiivan kdymisasteesta kaymisolosuhteiden ja ajan suhteen. Fer-
mentointikokeen avulla voidaan optimoida fermentointeja hiivausméaaran ja lampétilan
suhteen. Koe mahdollistaa myds vierteen analysoinnin kdymisen jalkeen muun muassa

varin, katkeruuden ja flavorin suhteen.
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Hiivan kasvunopeuden ja generaatioajan laskeminen
Yksisoluisten hiivojen spesifistd kasvunopeutta voidaan mitata solumaaran avulla eks-
ponentiaalisen kasvun aikana. Spesifinen kasvunopeus, | lasketaan kaavalla 1. [Ait-

tomaki, ym. 2002: 127-128].

InX,—-InXq

n= ——— ®

Missé X = solujen lukumé&ara (kpl / ml)

t = kasvatusaika (h)

Solujen generaatioaika, eli kaksinkertaistumisaika lasketaan kaavalla 2. [Aittomaki, ym.
2002: 127-128].

lg = — 2)



