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widespread in contemporary bakeries. In a certain medium sized Finnish
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1

JOHDANTO

Opinnadytety0Ossa selvitettiin teollisessa fermentorissa tuotetun ruisraskin
mikrobiologisen laadun stabiiliutta pidemman seurantajakson aikana. Paa-
painona tyossa oli seurata leivonnan kahden tarkeimman orgaanisen ha-
pon pitoisuuksien maarittaminen seka hiivasolujen pitoisuuden laskemi-
nen. Maitohappobakteerien eli laktobasillien tuottamalla maitohapolla on
suora vaikutus leivan rakenteeseen, etikkahappo taas on tarkea leivan
maulle ja sdilyvyydelle. Hiivasolut vaikuttavat taikinan kaasunmuodostu-
miseen eli taikinan kohoamiseen.

Tietokoneohjattu fermentori saataa lahinna vain raaka-aineiden syottoa,
sekoitusnopeutta ja kasvatusalustan lampdtilaa. Vaikka hapanjuuren mik-
robikannat ovat tunnetusti melko pysyvid, raaka-aineiden laatuvaihtelut ja
kasvatusolosuhteiden poikkeamat vaikuttavat raskin muodostumiseen.
Isoissa leipomoissa seurataan saanndllisesti raskin mikrobiologista laatua.
Pienimmissa tehtaissa sellaiseen ei ole resursseja. Mahdolliset laatupuut-
teet huomataan silloin Iahinna vain ulkoisesti, esimerkiksi pH-luvun riitta-
mattomyydestad, taikinan heikosta noususta tai lopputuotteen virheelli-
sesta rakenteesta ja mausta.

Automatiikalla voidaan tasoittaa laatuvaihteluja seuraamalla ohjelmoitu-
jen parametrien stabiiliutta raskin muodostumisessa. Pitempiaikaisella
raskin laadun seurannalla voi vahvistaa raskin tasalaatuisuutta ja teollisen
raskituksen luotettavuutta.

Aihe tuli keskisuuren leipomoyrityksen toiveesta tasalaatuisemman tuot-
teen saamiseksi. Kyseessa on pitkalle automatisoitu leipomotehdas, jonka
leivontaperinteet ja oman hapanjuuren kunnioitus ulottuvat automaati-
osta huolimatta pitkadlle menneisyyteen. Opinnaytetydssa paatettiin tutkia
tarkemmin mikrobiologisin ja biokemiallisin keinoin, kuinka tasalaatuinen
on tyypillisessa fermentorissa tuotettu raski.

2  TUTKIMUSKYSYMYKSET

Opinnaytetyolle asetetut kysymykset rajoitettiin seuraavaan kolmeen:

1. Fermentorissa kasvatetun raskin tasalaatuisuuden varmistaminen seu-
raamalla maitohappobakteerien tuottaman maito- ja etikkahapon osuuk-
sien pysyvyytta seka hiivasolujen maaraa.

Tarkoituksena oli ottaa naytteitd yrityksen kayttamasta ruisraskista kol-
mesti viikossa seitseman viikon ajan ja suorittaa niille mikrobiologisia seka



kemiallisia analyyseja — kokonainen happoluku titraamalla, hiivasolujen lu-
kumadaran arviointi laskukammiomenetelmallda mikroskoopin avulla,
maito- ja etikkahappojen pitoisuuksien maarittaminen spektrofotometri-
sesti kayttden elintarviketeollisuudelle kehitettya kaupallista entsymaat-
tista kittid. Pitempi seuranta-aika ja riittdva maara naytteita mahdollistavat
syntyvien tulosten tarkastelua tilastollishypoteettisesti.

2. Onko valittu propagointiohjelma oikea talle fermentaatiolle, vastaako
valmis raski tuotannon tarvetta?

Tama on lahinna teoreettinen tutkimuskysymys, johon pyritaan vasta-
maan kirjallisuuden perusteella sekad ottaen huomioon kyseisen leipomon
olosuhteita. Raskin kehitysta voi saataa eri parametreilla, esimerkiksi hiivat
lisddntyvat nopeammin matalammissa fermentointilampétiloissa, kun taas
maitohappobakteerit korkeammissa; liilan voimakas etikkahapon tuotto
tukehduttaa hiivan kaasunmuodostamista, kun taas liian korkea maitoha-
pon osuus antaa leivalle lilan tunkkaisen maun ja niin edelleen. Yrityksessa
valtetaan leivinhiivan kayttéa, joten raskin omien hiivasolujen pitoisuuden
on oltava tarpeeksi suuri tyydyttavan nostatuksen varmistamiseksi.

3. Loytyyko hapanjuuresta muita orgaanisia happoja ja ennen kaikkea pro-
pionihappoa?

Propionihappobakteereja joskus ilmestyy spontaanisesti mukaan ruisras-
kiin. Ne pystyvat kasvamaan samoissa muille bakteereille epdsuotuisissa
olosuhteissa kuin maitohappoa tuottavat laktobasillit. Lisdksi ne pystyvat
muokkaamaan maitohappoa propionihapoksi, joka pienendkin pitoisuu-
tena estaa tehokkaasti homeitididen kasvua leivassa.

3 TEORIAOSUUS

Tassa luvussa perehdytaan lyhyesti raskin rooliin perinteisessa ruisleivon-
nassa.

3.1 Raski ruisleivan valmistuksessa

Raski on vanha suomalainen termi ruishapanjuurelle. Sita lisataan taiki-
naan happamuuden ja nostatusvoiman vuoksi. Kyseessa on hapan liemi,
jossa varta vasten kasvatetaan biomassaa — viljan luonnollisia villihiivoja ja
maitohappobakteereja. Pieni maara tata lienta sailytetdan leipomossa niin
sanottuna ymppina, siemenraskina, jota lisataan paivittdin kasvatusalus-
taan, veteen sekoitettuun ruisjauhoon. Siemenraskissa laktobasillien (mai-
tohappobakteerien) pitoisuus voi olla 10° pmy/g ja hiivasolujen 10’-102
pmy/g (Salovaara 1998). Tama on paljon enemman kuin jauhojen tai veden



kanssa tulevien mikrobien pitoisuudet, joten ympin mikrobikannat valtaa-
vat nopeasti uuden kasvatusalustan ja alkavat lisddntya eksponentiaali-
sesti. Kyseessd on kantojen propagointi eli tarkoituksellinen viljeleminen.
Samalla tapahtuu fermentaatiota eli mikrobien suorittamaa kasvatusalus-
tan kayttéa ja muokkaamista. Rukiin hiilihydraatit ja valkuaisaineet muut-
tuvat karboksyylihapoiksi, hiilidioksidiksi, etanoliksi seka erilaisiksi aromi-
aineiksi (mukana muun muassa estereitd, aldehydeja, ketoneja, vapaita
aminohappoja). Fermentaatiotuotteiden kirjo vaihtelee eri mikrobikan-
noilla, eri hiivoilla ja laktobasilleilla. Sen takia on tapana puhua eri leipo-
moiden omista perinteisista mauista, hapanjuurien leipdan tuomista
omista vivahteista, aromeista, jotka mielletaan olevan vuosikymmenia ja
perati vuosisatoja vanhoja.

Ruisleipda ei enaa syoda niin paljon kuin vuosikymmenia sitten. Nykyinen
suomalaisen rukiin tuotanto on vain kolmasosa siitd, mita se oli vuonna
1920 (Luke 2017), vaikka samassa ajassa maan vdestd kasvoi kahdella ja
puolella miljoonalla. Pohjoismaissa ruis ja ohra ovat olleet perinteisia lei-
paviljoja, ehka sen takia, etta juuri ne kaikista muista viljakasveista ovat
osanneet sopeutua parhaiten pohjoiseen viiledan ilmastoon ja karuun hap-
pamaan maaperaan. Muista viljoista poiketen ruista viljellaan syyskyl-
vOkasvina, mika tarkoittaa, ettd sen viljelysykli kylvosta puintiin kestaa tyy-
pillisesti 330 padivaa, kun vehnalla vastaava aika on 100 paivaa ja ohralla 90
paivaa. Tama seikka ei ainakaan lisaa viljelijan mielenkiintoa rukiin kasvat-
tamiseen, kun eivat rukiin myyntihinnatkaan ole mitenkaan korkeita.

Euroopassa ruisleipa on perinteisesti ollut suosiossa laajalti Pohjoismaissa,
Vendjan pohjoisosissa seka joissakin Itd- ja Keski-Euroopan maissa Balti-
asta Puolaan ja aina Eteld-Saksaan asti, ulottuen paikallisesti jopa Pohjois-
Italiaan (Rotsch & Schulz 1958). Muualla maailmassa ruis ei ole koskaan
kunnolla paassyt laajaan suosioon, sita Iahinna kaytetdan sivuviljana, lisana
perinteisessa makuisemmassa vehnaleivassa. Maailmanlaajuisessa viljan-
tuotannossa rukiilla on end3 marginaalinen viiden promillen osuus®. Sen
suosio on tahdan mennessa nayttavasti laskenut myds sen perinteisilla alu-
eilla, Suomessakin. Pastat, riisi ja maissi ovat vieneet rukiilta kuluttajakun-
taa viljasektorissa.

Vaikka ruis on vehnan ja ohran sukulaiskasvi ja nailla viljoilla on paljon yh-
teistd, niissa on kuitenkin myos selvia eroja. Tarkkelyksen ja hiilihydraat-
tien pitoisuudet ovat suurin piirtein samaa tasoa, myos rasvojen ja valku-
aisaineiden. Vehnan proteiinit kykenevat kuitenkin muodostamaan taiki-
naan sitkoa, kimmoisaa peptidiverkkoa, joka pitda sisallaan kosteutta ja

1 FAO:n tilastojen mukaan nykyinen rukiin tuotanto maailmanlaajuisesti kasittda noin
0,5 % koko viljantuotannosta (FAO 2017). Vuoden 2017 yli 2,6 miljardin tonnin tuotan-
nosta maissi kasittda 41 %, vehna 29 % ja riisi 19 %. Jopa ohraa (5,5 %) tuotetaan enem-
man kuin ruista, tosin lahinna mallas- ja rehukayttéon, mihin tarkoitukseen ruis sopii pal-
jon huonommin (tama ndkyy Suomessakin, jossa ohra on eniten kasvatettu vilja, vaikka
sen osuus leivonnassa on nykyaan mitaton; ks. Luke 2017).
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kaasuja ja joka jaykistyy paistossa luonnollisen denaturoimisen seka tark-
kelyksen liisterditymisen ja myohemman kovettumisen ansiosta, antaen
leivalle sienimadisen ilmavan rakenteen. Sitkon muodostumisen arvellaan
johtuvan voimakkaista sulfidiryhmien vuorovaikutuksista valkuaisaineiden
peptidipadissa, kun proteiinin tiivis tertidarirakenne hajoaa taikinassa fyysi-
sen vaikutuksen eli taikinan vaivaamisen seurauksena. Rukiissa ja ohrassa
naita sisaisia sulfidisidoksia ei synny niin paljon, joten varsinkin ohralla ve-
den- ja kaasunpidattaminen taikinoissa on niukka (Hakamies 2014).

Sen sijaan rukiissa on paljon arabinoksylaaneja (joista ennen yleisesti pu-
huttiin pentosaaneina), suurimmalta osin vesiliukoisia pentoosiketjuja,
jotka muodostavat taikinaan hyvin viskoosisen, tarttuvan liman (Shewry &
Bechtel 2001). Juuri ndiden ansiosta ruistaikina sitoo niin hyvin vetta ja il-
maa. On todettu esimerkiksi, etta liukoisten pentosaanien lisadminen veh-
nataikinaankin parantaa taikinatulosta selvasti (Denli & Ercan 2001).

Ruistaikina voi kuitenkin hajota, lyyhistya paiston (ja jopa nostatuksenkin)
aikana rukiille ominaisen korkean entsyymiaktiivisuuden takia. Esimerkki
tallaisesta ”itsetuhoisasta” entsyymitoiminnasta nakyy hapattamatto-
massa ruisleivassa kuvassa 1. Tama johtuu siita, etta ruisjauhon a-amylaa-
sin (hiilihydraattiketjuja, ennen kaikkea tarkkelysta pilkkova entsyymi) ja
pentosanaasin (pilkkoo nimenomaan arabinoksylaaneja) toiminta on hyvin
kiivas. Naiden vaikutuksesta hiilihydraattipolymeerit pirstoutuvat katko-
naisiksi dekstriineiksi, taikina vetistyy, sen kaasunpidattamiskyky katoaa.
Lisaksi rukiin tarkkelys liisteroityy jo 50 °C:ssa, ainakin kymmenen astetta
alhaisemmassa lampoétilassa kuin vehnan tarkkelys. Tama tarkoittaa sit3,
ettd a-amylaasi (joka on aktiivinen vield 90 °C:ssakin) saa enemman aikaa
purkaa taikinaa sisaltd seka nostatuksen etta paistonkin aikana (Seibel &
Weipert 2001). Jotta leipa sailyttdisi muotonsa, entsyymeja pitdaa vaimen-
taa, inaktivoida. Perinteiseksi inaktivoimismenetelmaksi on huomattu tai-
kinan pH-tason alentaminen (ainakin alle pH 5:een), mika saadaan lisaa-
malla siihen kaynyttd, maitohappoa sisadltavaa hapanjuurta.

Vehnaleipa Ruisleipa
hapattamaton hapattaraton hapatettu

Kuva 1. Hapattamisen vaikutus ruisleivdn rakenteeseen (muokattu ldhteesta
Spicher & Stephan 1993).



3.2 Raskin

On olemassa toki muita keinoja pH-tason alentamiseksi, esimerkiksi puh-
taan maitohapon lisddminen suoraan taikinaan (Spicher & Stephan 1993).
Hapanjuuren kayttd kuitenkin katsotaan luonnolliseksi tavaksi valmistaa
leipad. Suomalaisessa hapanleivassa raskin kaytté on jo niin itsestaansel-
vyys, ettd hapanjuuri mielletaan leivan valmistusprosessin vaiheena, ei
erillisenad valmistusaineena, kuten esimerkiksi Saksassa tai Ruotsissa. Tasta
on joskus ollut hauskoja seuraamuksia, kun suomalainen leivanvalmistaja
unohtaa tuoda julki raskinsa ruotsinkielisessa valmistusaineluettelossa ja
joutuu jalkeenpadin selitelemaan asiaa kuluttajille (Engelbrektson 2014).

Raskituksella on muitakin vaikutuksia lopputuotteeseen. Alhainen pH-taso
muuttaa valkuaisainemolekyylien tertidarirakennetta ja parantaa ennes-
taan vedensidontaa seka tata kautta taikinatulosta. Lisaksi isoimpien mo-
lekyylien kohdalla tdma saa aikaan proteiinin hajoamista polypeptideiksi ja
eteenpain vapaiksi aminohapoiksi. Molemmilla on vaikutusta niin taikinan
reologiaan kuin flavorin muodostumiseenkin. Happamuudella on vaiku-
tusta myos leivan variin — ruisleivan sisuksen tummuus on seurausta tyro-
siini-aminohapon entsymaattisesta hajoamisesta melaniini-pigmentiksi;
entsyymitoiminnan vahentyessa myds pigmentin muodostaminen jaa pie-
nemmaksi ja sisus vaaleammaksi. Taikina nousee paremmin — valkuaisai-
neiden typpi vapautuu liukoiseen muotoon ja edesauttaa hiivojen kaasun-
tuottoa. Paistettu leipa kuivuu hitaammin, koska glykosidisidokset vahvis-
tuvat happamuuden kasvaessa, tarkkelyksen vedensidonta vahvistuu.
Leipa sailyy pitkaan, koska karboksyylihapot (etenkin propioni- ja muura-
haishappo) estavat mikrobien, myds homeiden kasvua paistetussa lei-
vassa. Maku on rikkaampi — taikinan hapattamiseen osallistuvat maitohap-
pobakteerit muokkaavat leivan makua enemman kuin pelkka hiivafermen-
taatio. (Spicher & Stephan 1993; Seibel & Weipert 2001.)

mikrobit ja raskin kehitys

Hiivat ja maitohappobakteerit toimivat hapanjuuressa symbioosissa, tdy-
dentden toisensa. Kumpaakin on jo valmiiksi ruisjauhoissa, niiden aktivoi-
miseksi pitda vain nostaa jauhon kosteutta. Hiivat kasvavat paremmin ve-
tisissa liuoksissa, maitohappobakteerit suosivat kuivempia raskeja (Seibel
& Weipert 2001.).

Raski kehittyy tyypillisessa kaymisreaktiossa. Kun ympin hiiva- ja laktobasil-
likannat saavat uutta ravintoa ja elintilaa, ensin seuraa hidas lag-vaihe, sit-
ten eksponenttikasvu, muodostuu kasvun sivutuotteita — hiilidioksidia,
karboksyylihappoja, aromeja, jonkin verran etanolia. Kun mikrobipopulaa-
tio saavuttaa maksimipitoisuutensa, seuraa luonnollinen kuihtuminen,
sammuminen, alkaa niin sanottu stationdarifaasi. Se, milloin tdma vaihe
alkaa, riippuu kdaymisreaktion nopeudesta, kantojen aktiivisuudesta, kas-
vatusalustan ravitsevuudesta, lampdtilasta. Yleensa raski otetaan kayttoon
ennen stationadrifaasin alkua, mutta tamakin kdytanto riippuu tuotanto-
prosessista ja talon tavoista. Osa kypsdsta biomassasta siirretaan sailon-
taan siemenraskiksi eli seuraavan valmistuskerran ympiksi.



Tyypillisessa kayttovalmiissa raskissa on laktobasilleja 10° pmy/g, hiivaso-
luja ainakin kymmen- ellei satakertaisesti vihemman (10’-108 pmy/g), pH-
arvo alle 4, happoluku jopa 15 ml, maitohapon pitoisuus yhden prosentin
luokkaa ja etikkahapon osuus kymmenosasta jopa puoleen tasta pitoisuu-
desta (Salovaara 1998).

Hiivasolukannat eivat valttamatta ole perinteisia Saccharomyces cerevisiae
(ainakaan teollisuudessa), silla ne kasvavat huonosti matalissa pH-arvoissa.
Tutkittaessa suomalaisia vanhoja raskeja, kaikista on loydetty suvun Can-
dida milleri -kantoja 2, usein myds Saccharomyces exiguus -kantoja. Kaikki
kolme ovat melko laheistda sukua keskendan. Harvemmin on tormatty
my0s Kluyveromyces lodderae seka Saturnispora saitoi -kantaan. (Manty-
nen, Korhola, Turakainen & Lindstrom 1998; Toivo 1998; Spicher &
Stephan 1993.)

Laktobasilleja on eritelty paljon enemman. Yleisimmat ovat Lactobacillus
brevis, Lactobacillus plantarum ja Lactobacillus sanfrancisco. Muita yleisia
ovat Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus del-
brueckii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus pastorianus ja Lactobacil-
lus buchneri. Maitohappobakteerit voivat olla homofermentatiivisia tai he-
terofermentatiivisia, tai fakultatiivisesti heterofermentatiivisia, riippuen
siitd, tuottuuko muita karboksyylihappoja maitohapon lisaksi. Yleensa suo-
sitaan heterofermentatiivisia kantoja, koska pelkka maitohappo tekee lei-
vasta laimeanmakuisen ja tunkkaisen, kun taas etikkahappo tuo raikkaan
hapanleivan aromin. Saatamalla olosuhteita tietyille kannoille voi saataa
naiden kahden karboksyylihapon osuutta, esimerkiksi lisatylla hapensaan-
nilla tai ravinteiden avulla, muun muassa heksoosisyotolld. (Salovaara
1998; Spicher & Stephan 1993.)

Raskista |6ytyy muitakin bakteerikantoja, mm. Leuconostoc spp., Pediococ-
cus cerevisiae, Enterobacter aerogenes, Streptobacterium spp., mutta nai-
den osallistuminen fermentaatioprosessiin on rajallinen tai olematon, ja
raskituksen jatkuessa ne jaavatkin laktobasillien syrjayttamiksi (Spicher &
Stephan 1993; Madigan & Martinko 2006).

Paljon mielenkiintoisempi on Propionibacterium acidipropionici tai Propio-
nibacterium jensenii -bakteerien rooli, koska ne kykenevdat muuttamaan
laktaattia propionihapoksi, joka on tosi tehokas homeenestdja (Madigan &
Martinko 2006). Tama tosin vaatii pitkid kdymisaikoja, jotta laktaattia eh-
tisi kehittya paljon. Lisaksi toistuvien takaisinraskitussyklien jatkuessa nii-
den elinvoima hiipuu ja lisaantymiskyky vahenee. Lukuisia tutkimuksia on
tehty ja kehitetty keinoja sailyvyysaikojen "luontaiseksi" pidentdamiseksi
siirrostamalla nadita bakteereja raskiin. Tama tapa lisaa leivan sailyvyytta

2 Joissakin lahteissa Candida milleri nimitetadn Torulopsis holmii, kyse on lahinna hiivo-
jen taksonomisesta sekamelskasta, kun samalla kannalla voi olla useitakin eri nimityksia
erilaisista suvuista (Kurtzman & Fell 2000).



ilman propionaattisuolojen lisadamista taikinaan ja sailontdaineen dekla-
rointivaatimuksia. (And 2013; Javanainen 1993; Javanainen & Skytta 1998.)

3.3 Leivontaprosessi

Raski pitda herattaa hyvissa ajoin ennen itse taikinan valmistusta, koska
fermentaatioprosessi vaatii aikaa kdynnistyakseen. Eksponentiaalinen kas-
vuvaihe alkaa muutaman tunnin kuluttua siemenraskin lisddmisesta uu-
teen kasvatusalustaan ja jatkuu pitkalti yl6slyontivaiheeseen. Kun tar-
peeksi kehittynyt raski on lisatty taikinaan (raskia lisatdaan talon tavoista ja
leivan reseptista riippuen 20-40 % taikinan koko maarastd), annetaan fer-
mentaation jatkua taikinassa viela tunnin verran. Koko sen ajan muodos-
tuu hiilidioksidia ja aromeja. Hiilidioksidia tuottavat niin hiivat kuten lakto-
basillitkin. Seuraavan nopean yléslyontivaiheen jalkeen fermentaatiopro-
sessi jatkuu nostatusaihiossa tai paistovuoassa. Ruistaikina ei vaadi vaivaa-
mista, koska sitkoa ei muutenkaan muodostu. Nostatukseen voi kulua toi-
nenkin tunti kanssa tassa valmistusvaiheessa.

Ruistaikina on kosteampi kuin vehnataikina ja johtaa tatdakin huonommin
[ampda. Myos tarkkelyksen liisterdinti alkaa ruistaikinassa alhaisemmassa
[ampdtilassa, jopa ennen proteiinien denaturoimista. Huolimatta osin in-
hiboiduista entsyymeistd, ruistaikinan hydrolyysi on voimakasta. Koko
paiston aikana tapahtuu tarkkelyksen pirstoutumista dekstriineiksi ja
isoimpien valkuaisaineiden hajoamista peptideihin ja vapaisiin aminohap-
poihin. Taikinaan sidottu vesi vapautuu siis nopeammin kuin liisterdityva
tarkkelyksen amylopektiini ehtii sitomaan. Taman takia ruisleivan paisto-
lampotilojen kuuluu olla korkeampia kuin vehnaleivan paistossa. Alkupaan
lampotilat ovat tyypillisesti 260-280 °C, joskus jopa 350 °C. Hoyrya syntyy
leivassa sitd mukaa kuin |[ampo siirtyy hitaasti kohti sisusta. Sen sijaan si-
salla oleva kosteus pysyy alle veden hoyrystymislampdtilan, vain hyvin
ohut kerros ulkokuorta kuivuu tarpeeksi, jotta sen l[ampdétila nousisi yli
100 °C:een. Siksi loppupaisto suoritetaan matalammassa lammadssa, 200-
190 °C:ssa. Liika lampo ei nopeuta sisuksen kypsennystd, sen sijaan kiih-
dyttaa tarpeettomasti ulkokuoren sakkaridien pyrolyysia ja tekee kuoresta
muutenkin kuivan ja liilan paksun. (Seibel & Weipert 2001; Rotsch & Schulz
1958.)

3.4 Raskin teollinen valmistus

Tehtailla raskin valmistus tapahtuu nykyaan tietokoneohjatuissa sekoitus-
tankeissa, joista tyypillinen toimintakuvio on esitetty kuvassa 2 seuraavalla
sivulla. Tankkeihin automatiikka pumppaa toivotun ohjelman mukaan en-
nakkoon laskettuna aikana tarvittava maara ruisjauhoja, sopivan lampdista
vettd sekd siemenraskia eli ymppia. Seuraavien tuntien aikana tietokone
seuraa valittuja parametreja — [ahinna lampdétilaa, happamuutta, mahdol-
lisesti joskus jopa ATP-aktiivisuutta ja hiilidioksidin tuottoa. Tankeissa on



laipat, joilla biomassaa sekoitetaan hitaasti ja varmistetaan hapen tasaan-
tuminen tankin sisalla. Raskin kdyminen ei vaadi ilman pumppaamista lie-
men lapi. llmastus voi olla jopa vahingollista, silld se aiheuttaisi liiallista hii-
vojen kasvamista, aktivointia ja etanolin erittdmista. Fermentoritankkien
vaipoissa on lammonvaihtimet, joihin automatiikka paastaa tarvittaessa
jaatynytta kylmaainetta tai painehoyrya, pitden taten raskin lampétilan
asetetuissa puitteissa. (Spicher & Stephan 1993.)

Automatiikka on hyva keino varmistaa raskituksen tasalaatuisuutta, koska
ihmisesta johtuvia raaka-ainemittausvirheita ei synny, ympin ulkoinen
kontaminaatioriski on pieni, biomassan muodostus on valvottua ja para-
metrien saadot tapahtuvat tarvittaessa nopeasti.
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Kuva 2. Fermentoritankkien kokoonpano. 1 on raaka-aineiden (siemenraskin, jau-
hojen ja veden) annosteluyksikkd, 2 ja 3 fermentoritankit; fermentorit panoste-
taan viiveell3, jotta raski ehtisi kehittya toisessa tankissa siihen mennessd, kun
raski ensimmaisessa kdytetdaan loppuun. (Spicher & Stephan 1993.)

Eldavien organismien kasvuun liittyy kuitenkin aina tietyn asteista epdvar-
muutta. Mikrobien vuorovaikutus tapahtuu nakymattomasti ja se voi muo-
dostua odottamattomasti. Raskin biomassan laatua ei voi maarittaa silma-
maaraisesti tai astinvaraisesti, sitd voi seurata vain ulkoisista merkeista:
taikinan rakenteesta, kovuudesta, kaasunmuodostamisesta eli nousuno-
peudesta, seka viimeistaan lopputuotteen ulkondadsta ja mausta. Suurissa
leipomoissa ovat omat laboratoriot, joissa on mahdollista tutkia raskin
mikrobiologinen laatu saman tien tuotannon ohessa. Pienemmissa leipo-
moissa sellaista mahdollisuutta ei ole. Taytyy vain luottaa, ettd syntyvan
raskin laatu on vaaditulla tasolla.

Teoreettisesti jos raaka-aineet ovat samoja ja samoista tarkistetuista lah-
teista tulevia, kasvatusolosuhteet tiukasti asetettuja ja hyvin seurattuja,
joten vaihtelujen pitdisi olla minimaalisia. Jos variaatiota kuitenkin 16ytyy,
enemman kuin tilastollisen satunnaisvaihtelun puitteisiin mahtuva maars,
pitdisi miettid, mita parannuksia valmistusprosessiin ja fermentoritankin
toimintaan voi ehdottaa, jotta raskin laatua voisi hallita paremmin.



4 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Kokeellinen osuus suoritettiin kevaallda 2018 varsinaisen tuotannon
ohessa. Mitdan muutoksia valmistusprosessiin ei tehty tutkimusjaksona
eika tyorutiineihin puututtu. Tutkimus kesti kaikkiaan 48 pdivaa, jonka ai-
kana otettiin 20 naytetta.

Ndytteenoton olosuhteet pyrittiin pitdmaan aina samanlaisina ja ndytteet
ottamaan raskista siina vaiheessa, kun se oli mahdollisimman pitkaan kyp-
synyt, eli juuri ennen taikinan sekoittamista. Yleensa ensimmainen tankki
tyhjenee tehtaassa aamukuuden jalkeen. Siihen mennessa raski on kasva-
nut noin 9,5 tuntia. Naytteet kerattiin siis aamuisin kello 5.50 ja 6.00 valilla.

Raskindyte otettiin suoraan tankista, ylaluukun kautta, puhtaalla mitta-as-
tialla mahdollisimman keskelta sailiota. Naytteenoton yhteydessa mitattiin
my0s raskin pH-arvo ja lampétila taikinantekijan kasikayttoisella pH-mitta-
rilla. Raskia kaadettiin suunnilleen vakio maara puhtaaseen naytepurkkiin,
joka viela jatettiin suljettuna 20 minuutiksi Iahes kiehuvaan vesihautee-
seen mikrobitoiminnan pysayttamiseksi. Tyypillinen naytteen lampokasit-
tely esitetty kuvassa 3.

Kuva 3. Naytteen lampokasittely mikrobitoiminnan pyséyttémiseksi.

Lopuksi tiiviisti suljetut purkit sdilytettiin pakastimessa aina laboratoriopai-
vaan saakka, jolloin kertyneet nadytteet vietiin kerralla ilmaeristeisessa pus-
sissa analysoitavaksi. Neljasti otettiin tutkittavaksi my6és kuumentama-
tonta raskindytetta hiivasolulaskennan tarkoituksessa. Nama nadytteet
jaahdytettiin perusteellisesti ennen laboratorioon kuljettamista.



4.1

vko 12

vko 13

vko 14

vko 15

vko 16

vko 17

vko 18

vko 19

10

Kaikkiaan laboratoriokertoja oli kuusi. Laboratoriossa naytteet laimennet-
tiin analyyseja varten kdaanteisosmoosipuhdistetulla vedelld, homogenisoi-
tiin, suodatettiin pieni maara koeputkiin spektrofotometrista analyysia
varten, jaljella olevista laimennoksista maaritettiin happoluku titraamalla.

Analyysien valilla koeputket pidettiin jaakaapissa mahdollisen bakteeriak-
tiivisuuden estamiseksi. Vaikka kuumennus 85 °C:een ja seuraava jaadytys
rikkoi tehokkaasti hiivasolut, joku maara bakteereja jai henkiin.

Koesuunnitelma

Kokeellinen osuus aloitettiin 23.3., mika osui perjantaiksi. Koska viikonlo-
pun aikana tehdas ei toiminut, seuraava ndyte otettiin maanantaina ja kes-
kiviikkona. Paasiaisviikonlopun takia perjantain nadyte otettiin torstaina
29.3. ja seuraavan viikon maanantaindyte vasta 3.4. Nain siis saatiin suun-
nitelluksi tarpeeksi pitka seurantajakso, jonka kuluessa olisi otettavaa 20
naytettd, kolmesti viikossa seitseman viikon aikana

Kalenterisuunnitelma nakyy kuvassa 4.
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Kuva 4. Kokeellisen osuuden kalenteri. Numerot tarkoittavat naytteenottokertoja, ymparoidyt
paivat ovat laboratoriopaivid. Rastit merkitsevat paivia, jolloin tuotantoa ei ollut.

4.2 Happoluvun maaritys

Happoluku madritettiin perinteisella byrettititrauksella opetusyksikon ke-
mian laboratoriossa. Ndyte laimennettiin mitta-astiaan kdinteisosmoo-
sipuhdistetulla vedelld suhteessa 10 g + 90 ml. Nayte sekoitettiin kymme-
nen minuuttia magneettisauvasekoittajalla, jonka jalkeen laimennokseen
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lisattiin 0,1-molaarista NaOH-liuosta, kunnes naytteen pH-arvo oli 8,5. Ku-
lunut natriumhydroksidiliuoksen tilavuus millilitroina on sama kuin raski-
ndytteen happoluku.

4.3 Orgaanisten happojen maaritys entsymaattisesti

Orgaanisten happojen maarittamiseen kaytettiin spektrofotometriaan so-
veltuvaa kaupallista entsymaattista reagenssitestia eli kittia. Kitit on kehi-
tetty elintarvikealan pienimmille yrityksille, joilla ei ole mahdollisuutta kro-
matografisiin laboratorioanalyyseihin. Yksi tunnetuimmista kittien valmis-
tajasta on irlantilainen Megazyme-konserni. Sen valmistamat kaupalliset
kitit (esimerkiksi kuvassa 5) ovat hyvin saatavilla, helppokayttdisia ja toimi-
viksi todettuja. Kaytettiin Megazyme ACS-Manual K-Acet -kittia etikkaha-
polle ja Megazyme Rapid Assay K-DLate -kittia maitohapolle.

29K

Kuva 5. Kokeessa kaytetyt kaupalliset entsymaattiset kitit.

Etikkahappokitin toimintaperiaate perustuu sarjaan kemiallisia reaktioita,
jossa analysoitavan ndytteen etikkahappo muuntuu reagenssien lisdayk-
sestd muiksi yhdisteiksi, asetyyli-koentsyymi-A:ksi (niin sanotuksi aktii-
viseksi etikkahapoksi) ja oksaaliasetaatiksi, sitten sitraatiksi ja lopulta ome-
nahapoksi ja pelkistetyksi nikotiiniamidiadeniinidinukleotidiksi eli
NADH:ksi. Syntyneen NADH:n pitoisuus mitataan lopulta spektrofotomet-
risesti. Valon absorbanssitason muutoksesta 340 nm:n aallonpituudessa
lasketaan naytteen alkuperadisen etikkahapon maara kitin mukana tulevalla
laskukaavalla (Megazyme 2018a). Kyseiset hapetus-pelkistysreaktiot esiin-
tyvat energian siirroissa solujen aineenvaihdunnassa karboksyylihappojen
hajotessa sitruunahapposyklissa (Berg, Tymoczko, Stryer & Gatto 2012).
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Maitohapon analyysikitin toimintaperiaate perustuu vastaavasti laktaatin
vaiheittaiseen pelkistamiseen palorypdlehapoksi ja NADH:ksi. Jalkimmai-
sen pitoisuuden kasvu muuttaa analysoituvan nayteliuoksen valonabsor-
banssia 340 nm:n aallonpituudessa, arvojen erosta lasketaan taas alkupe-
rdinen maitohappopitoisuus. (Megazyme 2018b.)

Raski tutkittiin kayttaen kittia, joka paljastaa seka L- etta D-maitohapon
enantiomeereja. Maitohappo kayttaytyy vahan eri tavalla polarisoidussa
valossa ja muutenkin kemiallisesti sen molekyyleille ominaisen kiraalisen
enantiomerian takia. Eli vaikka yhdisteen molekyylit rakentuvat samasta
maarasta atomeja ja ovat kemian nakdkulmasta samanarvoisia, niiden fyy-
sinen rakenne, geometria voi erota toisistaan ja vastaavasti niiden biologi-
nen aktiivisuus voi olla erilainen. Vasenkatinen maitohappo (S- tai perin-
teisemmin L-laktaatti, latinan vasenta tarkoittavista sanoista sinister tai
laevus) on tutumpi ihmiselle ja eldimille. Sita syntyy ihmisen lihaksissa, sita
[6ytyy enemman eldinperaisista ruoka-aineksista ja ihmisen makuaisti rea-
goi myoOs herkemmin vasenkadtiseen maitohappoon. Mikrobien toimin-
nasta, mista laktobasillikiyminen on kaypa esimerkki, voi kuitenkin syntya
my0s oikeakatista laktaatti-enantiomeeria (R- tai D-maitohappo, latinan
suoraa ja oikeaa tarkoittavista sanoista rectus ja dextrus). Esimerkiksi ka-
nanmunassa tai viinissa ylivoimaisesti kohonnut D-maitohapon pitoisuus
on merkki tuotteen pilaantumisesta. (Berg ym. 2012; Megazyme 2018b.)

Tutkituissa naytteistda D-maitohapon pitoisuus oli aina pienempi kuin L-
maitohapon. Pitoisuus oli kuitenkin merkittava, eika sita voitu siksi sulkea
pois maitohapon kokonaismaarasta.

Kittianalyyseja varten ei tarvinnut valmistaa kantaliuoksia eikd hahmottaa
kalibrointikdyraa. Kitin valmistaja vakuuttaa menetelman olevan luotet-
tava ja lupaa oikein suoritetulle analyysille heti valmiin tuloksen sijoitta-
malla mitatut absorbanssiarvot kaavaan, mikali vain reagenssit on mitattu
oikein ja tutkittava happopitoisuus pysyy mittausalueen sisalla (0,03-0,2 g
etikkahappoa ja 0,005-0,3 g L- tai D-maitohappoa litrassa esivalmistettua
naytettd). Kitin mukana tulee kontrollina happojen kantaliuosta, jonka il-
moitettu pitoisuus pitdisi tasmata. Sitd kaytettiin menetelman varmista-
miseksi joka analysointikerralla, molemmalle hapolle. Saadut tulokset tas-
masivat melko tarkasti annettuun pitoisuuteen.

Entsymaattisissa maarityksissa kaytettiin UV-spektrofotometri Shimadzu-
1800 —laitetta (Shimadzu Corporation, Japani) ja siihen soveltuvia standar-
dikokoisia 2,5 ml muovisia kyvetteja. Absorbanssiarvot 340 nm:n aallonpi-
tuudella rekisteroitiin ennen ja jalkeen reagenssien lisddamisen tietoko-
neohjelmistolla ja sovitettiin kittien laskentakaavaan.
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4.4  Muut hapot ja niiden todentaminen

Kuten jo teoriaosuudessa tuli todettua, maito- ja etikkahapot ovat raskin
kdymisessa paaasiallisesti syntyvia tuotteita, mutta ei ainoita. Muitakin,
niin karboksyyli- kuin aminohappoja syntyy mikrobikdaymisen sivutuot-
teina, kirjallisuudessa esitetdadan ndiden osuudeksi viidestda aina jopa
20 %:iin koko titrattavissa olevasta happojen maarasta.

Tutkimus paatettiin rajoittaa kahden ylla mainitun orgaanisen hapon pitoi-
suuksien mittaamiseen spektrofotometrisesti entsymaattisella menetel-
malla seka kokonaishappojen titraamiseen. Tutkimuksen paapaino oli kah-
den orgaanisen hapon pitoisuuksien stabiiliuden todentamisessa pitkalla
aikavalilla.

Oli kuitenkin mielenkiintoista saada selville etenkin propionihapon esiinty-
vyys raskissa. Tama on pohjustettu tutkimuskysymyksia esitettavassa osi-
ossa. Propionihappoanalyysi tilattiin siis erikseen ulkopuoliselta sertifioi-
dulta laboratoriolta yhdelle naytteelle paivasta 27. Tama analyysi suoritet-
tiin kaasukromatografisesti (HP 6890 -kromatografi liekki-ionisaatiolla).

4.5 Hiivasolutiheyden maarittaminen

Hiivasoluja oli tarkoitus seurata laskukammiomenetelmalla (kuva 6). Siina
laimennettu raskindyte pipetoitiin mikroskooppiin asetetulle lasiselle las-
kukammiolle ohuen peitinlasin reunaan ja tutkittiin ilmoitettu pinta-ala
(1/400 mm?) 40-kertaisessa suurennoksessa. Laskettu solujen mé&ara
ekstrapoloitiin kuutiosenttimetriin eli noin 1 millilitraan raskia.

Kuva 6. Hiivasolujen laskukammiomittauslaitteisto.
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Lampokasiteltya raskia ei pystytty tutkimaan talla menetelmalld, koska
melkein kaikki hiivasolut olivat kuumennuksen ja seuraavan jaadytyksen
takia hajonneet.

Toisessa ndytteessa aamulla otettu tuoreraski ei ehtinyt jadhtymaan kun-
nolla ja hiivasolut Iahtivat ilmeiseen kasvuun ennen aikojaan. Kolmannen
ja neljannen kerran laskenta onnistui, ainakin mikrobitoimintaa rajoittavan
kylmaketjun osalta. Toisaalta tulokset kaikista laskentakerroksista olivat
lilan hajanaisia, joten niiden uskottavuudesta ei oikein voinut vetaa johto-
paatoksia.

4.6 Raskifermentaatiosyklin seuranta

Orgaanisten happojen kehitysta raskitankissa seurattiin yhden yon aikana.
Huomiota kiinnitettiin lampotilaan ja sekoittamiseen, joka toinen tunti
otettiin raskindyte happoanalyyseja varten.
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Kuva 7. Raskivalmistuksen aikajana. Musta viiva osoittaa pH-tason laskua (vasen
asteikko), katkoviiva kokonaishappolukua (emasmillimetreina oikean asteikon
mukaan), pylvaat maito- ja etikkahapon pitoisuutta raskissa (raidalliset ja mustat
osuudet vastaavasti maito- ja etikkahapolle; grammaa / 100 g raskia, oikeanpuo-
lisen asteikon mukaan).

Ylempana olevassa kuvassa 7 on esitetty suuntaa antava hahmotelma hap-
pojen kehityksestd fermentaation aikana. Kesken raskin kehittymista, noin
viiden tunnin syklin alusta, tapahtuu uuden ruisjauhoannoksen ja veden
lisédminen tankkiin. Tasta seuraa kuvaajassa havaittava happamuustason
normalisointi ennen kuin mikrobitoiminta vilkastuu ja haponkehitys paa-
see taas vauhtiin. Kuvaaja edustaa aika hyvin perinteista alan kirjallisuu-
dessa kuvattua raskifermentaation kehitysjanaa, tosin happojen kehitys on
tdssa tapauksessa huomattavan intensiivinen (Salovaara 1998).
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5 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

51

Raskin

happoanalyysin tulokset

Orgaanisten happojen analyysit on jaettu spektrofotometrisesti suoritet-
tuihin (maito- ja etikkahapot) ja kaasukromatograafisiin (propionihappo).
Saadut tulokset esitettdaan erikseen analyysimenetelman mukaan.

5.1.1 Maito- ja etikkahappo

2.0
8.0
1.0
6,0
5.0
40
3,0
2,0
1.0
0,0

Raskista analysoidut tulokset on esitetty graafisesti alla olevassa kuvassa 8
seka seuraavan sivun taulukossa 1 (tulokset numeerisesti) ja taulukossa 2
(yleinen tilastollinen yhteenveto).

Mittaustulosten pylvasdiagrammissa (kuva 8) vaaka-akseli esittdaa seuran-
tajakson kestoa paivissa ja pystyakseli pitoisuuksia maitohapon ja etikka-
hapon osalta. Maitohappopylvaassa ei eroteltu molekyylien enantiomee-
reja, vaan L- ja D-maitohapot on laskettu yhteen.

Naytteita ei lopulta ollut tavoiteltu 20 kappaletta, silla paivan 29 nayte jou-
duttiin hylkdamaan. Sen tulos oli selvasti liilan alhainen molemman hapon
kohdalla, eika sita voitu pitaa uskottavana. Kuitenkaan ndytteenoton het-
kella mitatut pH-arvo ja lampdétila seka raskitusohjelman loki eivat anna
mitadn syyta epailld, etta raski olisi sind aamuna epdonnistunut.

Tuloksista ensi silmayksellda huomaa, kuinka suuret happoarvovaihtelut
ovat. Naytteenotto-olosuhteet pyrittiin kuitenkin pitdmaan mahdollisim-
man samanlaisina ja ndytteet kasiteltiin varoen. Eri paivien mitatut tulok-
set saattavat erota paljonkin. Keskihajonta on etikkahapon tapauksessa
0,13 g/100 g keskiarvon ollessa vain 0,907 g, eikd maitohapollakaan vari-
aatiokerroin ole parempi.

12
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Kuva 8. Mittaustulosten graafinen esittely. Vaakasuunnassa seurantajakson paivat, pystyakse-
lissa happopitoisuus: tumma osuus — maitohappo, keltainen - etikkahappo (g/100 g raskia).
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Taulukko 1. Raskien happoanalyysimittausten yhteenvetotaulukko.
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paiva pH happo- | etikka- | D-maito- | L-maito- |happojen suhde | suhdeluku
luku | happo (g happo happo etikka — maito maito /
(ml) /100g) | (g/100g) | (g/ 100 g) etikka
1(23.3) 3,80 12 0,818 2,080 4,213 10,3%—-89,7 % 8,7
4(26.3.) 3,83 12 0,795 1,485 3,117 12,8 %—-87,2% 6,8
7 (29.3.) 3,94 13 0,678 1,990 3,646 9,7%-90,3% 9,3
12 (3.4.) 3,95 13 0,983 1,692 3,614 13,5% —-86,5% 6,4
13(4.4)) 3,88 11 1,078 2,752 3,809 12,1%-87,9% 7,2
15 (6.4.) 3,90 11 0,879 2,223 3,591 11,4 % — 88,6 % 7,8
18 (9.4.) 3,90 11 1,152 2,175 3,701 13,7 % — 86,3 % 6,3
20(11.4.) 3,88 13 0,881 2,709 3,754 10,4 % — 89,6 % 8,6
22 (13.4.) 3,84 12 0,728 1,909 3,177 12,0 % —88,0 % 7,4
25 (16.4.) 3,90 11 1,014 2,481 3,803 13,1 % —-86,9 % 6,6
27 (18.4.) 3,87 13 0,897 2,353 3,666 12,7%-87,3% 6,9
32(23.4)) 3,86 12 0,886 2,142 3,206 12,1%—-87,9% 7,2
34(25.4.) 3,91 12 0,883 2,468 4,085 10,3 % —89,7 % 8,7
36 (27.4.) 3,88 10 0,846 2,036 3,592 11,3 % —88,7 % 7,9
39(30.4.) 3,87 11 1,043 2,597 4,183 13,0 % —87,0% 6,7
41 (2.5.) 3,87 11 1,112 2,741 3,988 13,7 % —86,3% 6,3
43 (4.5.) 3,86 12 0,809 2,139 3,700 12,0 % —88,0% 7,3
46 (7.5.) 3,83 11 0,961 2,367 3,864 13,0%—-87,0% 6,7
48 (9.5.) 3,83 12 0,788 2,325 3,800 11,4 % — 88,6 % 7,8

prosenttimaaraisissa riveissa yksikkona on g happoa / 100 g raskia.

Taulukko 2. Analyysimittausten tilastollinen yhteenveto. Muissa kuin otoksessa ja

Etikkahapon mittaukset | Maitohapon mittaukset
otos n 19 19

max arvo 1,152 6,774
min arvo 0,678 4,602
vaihteluvali 0,474 2,172
keskiarvo x 0,907 5,729
mediaani Md 0,883 5,716
keskihajonta o 0,130 0,632
variaatiokerroin Cv 14,3 % 11 %

t-merkitsevyystaso 99,99998 % 99,99997 %



17

Tilastollista tarkistusta laatuvaihtelujen merkitsevyystasolle (prosentuaali-
selle hylkdamisvirheen todenndkoisyydelle) on turhaa laskea. Kuten tilas-
tollisesta yhteenvetotaulukosta nadkyy, se on suurin piirtein pyoreat sata
prosenttia.

Jotta vastaavan koon ndyteotannan tasalaatuisuus voitaisiin pitaa tilastol-
lisesti edes melkein merkitsevana (tarkoittaa tilastotieteessa korkeintaan
viiden prosentin tasoa), tulosten olisi pitanyt pysya puitteissa 0,844—
0,970 g / 100 g raskia etikkahapolle ja 5,424—6,034 g / 100 g raskia maito-
hapolle (laskettu kdyttden samaa keskiarvoa ja -hajontaa ja t-jakauman
kriittista arvoa vapausasteella df=18 kaksisuuntaisessa testissa).

Toisaalta tulosten kirjolle ei heti |6ydy selvaa syytekijaa. Pitkat levot viikon-
lopun aikana eivat nahtavasti vaikuta tahan, koska eri maanantailta l6ytyy
hyvinkin erilaisia arvoja. Tankissa olevalla raskimaaralla ei myodskaan ole
niin isoa merkitysta: jo melkein loppuun imetty tankki voi osoittaa seka
pienia etta suuria happotasoja. Mielenkiintoista on, etta raskin pH-arvo
naytteenottohetkelld pysyy melko tasaisena (mediaani on pH 3,875). Tama
kertoo lIahinna siita, etta raski on kehittynyt tayteen potentiaaliinsa, etta
se on naytteenottohetkelld kypsd, “protoniaktiivinen” dariaan myodten ja
nain estaa tehokkaasti ruistaikinan autolyyttista lyyhistymista, mika onkin
hapanleivonnan perimmainen tarkoitus (katso luku 3.1). Siind mielessa
raski on valmistusprosessiin sopiva ja valitut kypsennysparametrit on va-
littu oikein.

Toisin kuin pH-arvo, happoluku vaihtelee paljon, jopa melkein protoniak-
tiilvisuudeltaan samanarvoisilla ja samoissa olosuhteissa sailytyilla nayt-
teilla. Happoluku oli minimissdadan 10 ml ja maksimissaan 13 ml. Mediaani
on 12 ml, mika on ihan uskottava ja hyva luku ruisraskille, joskin korkea).
Lisaksi voitiin huomata, ettei happoluku korreloinut tutkitun kahden ha-
pon pitoisuuksien kanssa. Tama viittaa siihen, etta raskiin kehittyi satun-
naisesti muita orgaanisia happoja, jotka eivat ndkyneet tassa testissa. Ku-
ten luvussa 4.4 oli huomattu, tallaisten happojen osuus voi olla valilla hy-
vinkin korkea. Niiden syntyyn vaikuttavat ennen kaikkea lampdtila seka
jonkin verran myds hapen saanti. Maitohappoa syntyy varmemmin, jos
raskia ei sekoiteta liikaa (Spicher & Stephan 1993). Satunnaista kasvua joi-
denkin asidofiilisten bakteerien tai hiivojen puolelta voi aina tapahtua, asi-
alle ei oikein voi tehda paljoakaan. Puhtaan siirrostuskannan kaytt66notto
useammin kuin muutama kerta vuodessa voisi tulla kysymykseen, mutta
se olisi toisaalta vaivalloista ja kallista.

Lampotila-arvoissa naytteenottohetkilld on ollut paljon vaihtelua. Eroa I6y-
tyy jopa 5 °C seurantajakson aikana, eika valttamatta kyseessa ole ollut
tyhjaksi pumpatun tankin automaattinen kytkenta sailontatilaan. Lamp6-
tilalla, kuten edellda huomattiin, on ratkaiseva merkitys mikrobitoiminnan
ohjauksessa, lampétilan saatoé on pitkalti ainoa tehokas, valittdmasti vai-
kuttava keino ohjata raskifermentaation kulkua. Taman takia riittavaan
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[ammitykseen ja nopeaan jadhdytykseen olisi panostettavaa enemman
huomiota ja resursseja yrityksessa.

Edelld taulukossa 1 on myos esitetty kahden tutkitun hapon keskinaista
osuutta sekd osuuksien suhdetta. Tyypillisesti maitohappoa on vdhan alle
90 % ja etikkahappoa vahan yli 10 % kokonaispitoisuudesta, Eli suhdeluku
maito- / etikkahapolle vaihteli 6,3 ja 9,3 valilla (taulukko 1). Tassa saatu
tulos on hyvin sopusoinnussa kirjallisuudessa esitettyjen arvojen kanssa.

Tarkasteltaessa tuloksia voi lisdksi huomata, etta seuranta-jakson loppua
kohti etikkahapon prosenttimaaradinen osuus kasvaa jonkin verran, samalla
kun maitohapon osuus laskee. Tama voi olla joko merkki laktobasillien he-
terofermentatiivisten (katso luku 3.2) kantojen vaivihkaisesta valtaannou-
susta, tai vain seurausta vaiheittaisesta lampotilojen noususta kevaan ai-
kana lampimine 6ineen ja johtovesineen.

5.1.2 Propionihappo

Ulkopuolisessa laboratoriossa suoritettu analyysi osoitti yhden satunnai-
sesti valitun padivan ndytteen sisdltavan pientda maaraa propionihappoa
(0,01 % raskiin suhteutettuna). Maara on melko pieni, juuri todentamisra-
joilla korkean erotuskyvyn kaasukromatografiallekin.

Tuon paivan naytteen titrattu happoluku oli 13 ml, kun maito- ja etikkaha-
pon yhteinen pitoisuus oli vain 6,92 g / 100 g raskia. Nayte on siis juuri
sellaisesta padivasta, jolloin muitakin happoja kaksi tutkittavaa nakyi muo-
dostuneen. Propionihapon pitoisuus olisi samoin suhteutettuna 0,1 gram-
maa.

Tulos todisti ensinnadkin, etta muita orgaanisia happoja muodostuu raskiin
ja ennen kaikkea, ettd propionihappoa tuottavia bakteereja tosiaan l1oytyy
taman raskin bakteerikantojen joukosta.

5.2 Hiivasolujen analysointitulokset

Raskin hiivasolujen mikroskooppinen laskukammiolaskenta yritettiin
tehda laboratoriossa viisi kertaa, mistd vain kolmessa jotenkin onnistu-
neesti. Kuumakasitellyssa raskissa hiivasolut tuhoutuivat, kuten nakyy ku-
vassa 9 seuraavalla sivulla.

Seuraavaan analyysikertaan mukaan oli otettu saman aamun tuoretta ras-
kia, mutta ndyte ei ehtinyt jaahtya kunnolla ennen kuljetusmatkaa ja raski
lahti selvasti elamaan. Koska se ei ollut enda edustuskelpoinen, nayte jai
harjoituskappaleeksi.

Kolmannen kerran tarpeeksi jadhdytetty raskindyte laimennettiin kym-
menkertaisesti ja kammiolaskennassa saatiin laskettua neliomillimetria
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kohden 96 isoa Saccaromyces- kaltaisia hiivasoluja ja 520 pientad Candida
milleri -tyypillista. Lisaksi mikroskoopissa 40-kertaisessa suurennoksessa
voitiin erottaa jopa kokonaisia laktobasilleja. Ne erottuvat hyvin esimer-
kiksi seuraavalla sivulla esitetyssa mikroskooppikuvakaappauksessa (kuva
10). Laktobasilleja laskettiin 3680 yksil6a laskukammion neliomillimetrille.
Kertoen tama pinta-ala kammion syvyyteen (0,1 mm), ottaen huomioon
laimennoskerroin ja ekstrapoloiden saatu tiheys kuutiosenttimetrin tila-
vuuteen, saatiin raskin millilitralle maaritettya 9,6x108 pmy suuria hiivaso-
luja, 52x10° pmy pienia hiivasoluja ja 368x10° laktobasilleja.

Kuva 9. Tuhoutuneiden hiivasolujen rippeet kuumakasitellyssa raskissa. Mikro-
skooppikuvakaappaus, suurennus x10.

Kuva 10. Laimennettu raski 40-kertaisessa suurennoksessa. Hyvin erottuvat isot

ja pienemmat hiivasolut. Hyvin nakyvat jopa sauvamaiset maitohappobakteerit.
Mikroskooppikuvakaappaus.
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Seuraavien laskentakertojen tulokset olivat toisaalta erilaisia. Suuria hiiva-
soluja |6ydettiin neliomillimetria kohden vain 1,6x10° pmy, pienia
89,6x10° pmy, nakyvia laktobasilleja 576x10° pmy. Sitéd seuraavalla kerralla
yli 12x108 isoja hiivasoluja ja 64x10° pienia hiivoja, bakteereja ei laskettu.

Koska tulokset olivat joka kerta niin erilaiset, herasivat epdilykset menetel-
man patevyydesta. Ei toki ollut tarkoitus laskea soluja kasin joka nayt-
teestd, mutta jopa jos niita lasketaan kerran viikossa, vaihtelut ovat liian
suuria ja ekstrapolointimenetelma liilan summittainen, jotta silla olisi kay-
tannon merkitysta. Viimeisessa laboratoriokerrassa soluja ei laskettu.

Hiivasoluja on siis tutkitussa raskissa 60-100 miljoonaa pmy / ml, lakto-
basilleja 400—-600 miljoonaa pmy / ml. Toki ndkyvien laktobasillien lisaksi
raskissa on voinut olla pienempia erottumattomia elioita, esimerkiksi kok-
keja. Tulokset on esitetty taulukossa 3 alempana.

Taulukko 3. Yhteenveto hiivasolumaarien maarittamisesta.

Laskentapaiva Hiivasolujen lasketut maarat | Laktobasillien lasketut maarat
(pmy / cm? raskia) (pmy / cm? raskia)
3.4. ei pystytty laskemaan ei pystytty laskemaan
6.4. ei pystytty laskemaan ei pystytty laskemaan
11.4. 61,6x10° 368x10°
(9,6x10° isompia ja
52x106° pienia)
18.4. 91,2x10° 368x10°
(1,6x10°8 isompia ja
89,6x10° pienid)
27.4. 76x10° ei laskettu
(12x108 isompia ja
64x10° pienia)
9.5. ei laskettu ei laskettu
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6 JOHTOPAATOKSET JA JATKOTUTKIMUSEHDOTUKSET

Kokeellisen osuuden paatyttya voidaan todeta, etta ruisraski ei ole mikro-
biologiselta luonteeltaan kovin tasalaatuista, ainakaan suoritetun tutki-
muksen puitteissa. Kun automatiikka hoitaa fermentaatiota, inhimillisen
virheen riski vahenee huomattavasti ja lopputuotteen laatu paranee. Tay-
dellisyyteen ei kuitenkaan paasta. Maitohappobakteerien tuottamien hap-
pojen pitoisuudet voivat vaihdella jopa perakkaisina paivind suuntaan ja
toiseen ja eri padivina otetuista nadytteista voi |l6ytaa aivan eri maaria hiiva-
soluja ja laktobasilleja. Titrattavissa oleva happopitoisuus ei mydskaan
aina korreloi maito- ja etikkahappojen pitoisuuksien kanssa. Nuo kaksi ovat
kuitenkin ruisraskin tarkeimmat orgaaniset hapot muiden spontaanisesti
esiintyvien ollessa pikemminkin ei-toivottuja. Muitakin happoja kuitenkin
muodostuu, vaikka fermentaatioprosessi olisi saddetty tarkasti merkitta-
villa parametreilla.

Toisaalta maitohappoa syntyy joka raskiin suurin piirtein yhden prosentin
verran. Maitohapon ja etikkahapon suhde on melko tasainen paivasta toi-
seen. Hiivasoluja syntyy kymmenia miljoonia kappaleita raskin joka millilit-
raan, joten nostatusvoimaa saadaan taikinaan joka kerta. Lisdksi useita
tunteja fermentoitunut hapanjuuri sisadltaa juuri niin paljon aktiivisia pro-
toneja, etta ruistaikinan autolyyttinen toiminta saadaan estettyd. Nama
kriteerit tayttyvat siis hyvin. Jos tasalaatuisuudelle ei aseteta liian tiukkoja
ehtoja, kuten gramman kymmenesosan tarkkuudella, voidaan pitaa fer-
mentorin tuottamaa raskia tarkoitukseen juuri sopivana.

Toki olisi mielenkiintoista tutkia, mita sivutuotteita loppujen lopuksi raskiin
syntyy aina valilla spontaanisesti, sekd miten naiden sivutuotteiden ilmes-
tymista voitaisiin hallita paremmin.

On ainakin tullut selvaksi, ettd fermentaatio ei ole [dheskaan niin suoravii-
vainen kemiallinen prosessi, ettd se ei etene aina samojen saantdjen mu-
kaisesti, mukana on mikrobiologiaa, elamaa ja elamaan liittyvaa ennalta
arvaamattomuus.

Tassd on seurattu yhden teollisen raskifermentorin toimintaa tarpeeksi pit-
kdana aikajaksona. Seurannan tuloksena ainakin todettiin, ettei laatuvaih-
teluille 16ydy yksinselitteisid ulkoisia tekijoitd, kuten pitkat keskeytykset
tuotannossa. Huomattiin myos, etta pitkassa juoksussa etikkahapon osuus
kasvaa maitohapon suhteen. On myds huomattu, etta juuri kyseisen fer-
mentorin lampodtilasaato voisi olla tehokkaampi.

Propionihappoja myds osoitettiin I16ytyvan pieni maara, mika osoittaa, etta
propionihappobakteereja tosiaan on yrityksen raskissa ja ettd ne ovat elin-
voimaisia. Raskin mikrobikanta ei siis ole ihan homogeeninen. Tasta oli to-
sin saatu naytt6a myos happoluvun vaihteluista ja tutkittujen happojen pi-
toisuuksien epéstabiiliudesta.
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Raskin mikrobikantojen moninaisuus aiheuttaa siis sen, ettd lopputuot-
teen kehitystad on vaikeampaa ohjailla, mutta toisaalta kertoo myos raskin
ainutlaatuisuudesta, tuo mielikuvia perinteisen hapanjuuren rikkaasta fla-
vorista.

Kaikkiaan voidaan pitaa asetettuihin tutkimuskysymyksiin |6ytyneen jos ei
ihan tyhjentavia, niin ainakin tarpeeksi aihetta kattavia vastauksia. Jatko-
tutkimuskysymyksia voidaan esittaa esimerkiksi sille, miten fermentaatio-
prosessia voisi elintarviketekniikassa ohjata viela paremmin ja paasta pal-
jon tasalaatuisimpiin lopputuotteisiin.
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