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Opinnaytetydssa pyrittiin selvittamaan leipomomyymaldassa myytyjen lihapasteijoiden sai-
lyvyytta. Lihapasteijoista haluttiin tietdd kauanko tuotteet sailyvat syontikelpoisina ostopéi-
van jalkeen seka jadkaappisailytyksen vaikutus mikrobiologiseen sailyvyyteen.

Mikrobiologista sailyvyytta tutkittin maarittamalla lihapasteijoiden kokonaisbakteerimaara
seka Bacillus cereus -bakteeripitoisuus peséanlaskentatekniikoilla. Kokonaisbakteerimééra
selvitettiin viljelemalla maljavaluna bakteerilaskenta-agarille (PCA). Bacillus cereus -maara
selvitettiin viljelemalla naytteet pintalevityksena selektiiviagarille (MYP) ja varmistamalla
tyypilliset pesékkeet siirrostamalla veriagarin pinnalle. Tulokset laskettiin pesakemaarien
perusteella ja saatuja mikrobipitoisuuksia verrattiin raja-arvoihin.

Tuloksista huomattiin, ettéd lihapasteijoiden mikrobiologinen laatu heikkenee hyvinkin no-
peasti. Jo seuraavana paivana mikrobipitoisuudet olivat raja-arvojen mukaan huonoja ja
Bacillus cereus -pitoisuus oli kaksi vuorokautta valmistuksesta jopa ruokamyrkytyksia ai-
heuttavalla tasolla. Jaakaappisailytykselld huomattiin olevan merkittava vaikutus tuotteiden
mikrobiologiseen séilyvyyteen. Kaikki jaédkaapissa sailytetyt tuotteet olivat raja-arvojen mu-
kaan hyvia.

Tutkimuksesta saatujen tulosten ansiosta, voidaan leipomomyymalassé ohjeistaa asiakkai-
ta sailyttdmaan ostamansa tuotteet oikein. Lihapasteijoita ostaessa on tuotteet nautittava
joko valmistuspaivan aikana tai sailytettava jadkaapissa.

Avainsanat Sailyvyys, lihapasteija, bakteerilaskenta-agar, Bacillus cereus,
peséanlaskenta

£
e —

Metropolia



Abstract

Author(s) Jenni Alho

Title Microbiological shelf life of a meat pastry
Number of Pages 32 pages + 4 appendices

Date 27 October 2014

Degree Bachelor of Engineering

Degree Programme Biotechnology and Food engineering
Specialisation option Bioprocessing and quality management
Instructor(s) Carola Fortelius, Lecturer

This thesis aims to research the self-life of meat pastries sold in a bake house. The pur-
pose of research was to know how long pastries are edible after baking and how storing in
a refrigerator affects in microbiological shelf life.

The microbiological self-life of pastries was specified by using colony-count techniques.
The quantity of aerobic organisms and Bacillus cereus bacteria were specified. Aerobic
organisms were researched with plate count agar (PCA), Bacillus cereus was researched
with selective agar (MYP) and presumptive colonies were confirmed with sheep blood
agar. All colonies were counted, and the method of calculation was used to get the final
results. The results were compared to microbiological guidelines.

The results showed that meat pastries contaminate fast. Even a day after the baking, mi-
crobiological values were over the guidelines. Two days after the baking, the values of
Bacillus cereus were high enough to cause a food poisoning.

Storing in a refrigerator increased the length of shelf life. All the pastries stored in a refrig-
erator were edible according to microbiological guidelines.

Thanks to the results of this research, the bake house can now inform the customers to
store the pastries right. The meat pastries should be eaten on the baking day or stored in a
refrigerator.

Keywords Shelf life, meat pastry, plate count agar, Bacillus cereus, col-
ony count
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1 Johdanto

Taman opinnaytetytn tavoitteena oli selvittaa lihapasteijoiden mikrobiologista saily-
vyytta. TyO toteutettiin yhteistydsséa leipomomyymalén kanssa, jossa myydaan suu-
riin eriin pakattuja tuoreita leipomotuotteita. Myymalasta haluttiin selvittaa kauanko
tuoreet, myymalassa pakatut ja huoneenlammaostd myytavat, kahvileivat sailyvat
syomaékelpoisina. Erityista kiinnostusta herétti lihapitoisten tuotteiden sydomakelpoi-

suusajan maarittdminen.

Lain mukaan helposti pilaantuvia leipomotuotteita (esim. lihapasteija ja riisipiirakka)
voidaan myyntipaikassa valmistuspaivana sailyttdd huoneenlammaossa. Myymatta
jaéneet tuotteet on kuitenkin héavitettdva valmistuspéaivan lopussa. Kyseisessa
myymalassa tuotteita myydaan suurissa erissd, jolloin tuotteiden nauttiminen sa-
man paivan aikana on suurimmalle osalle asiakkaista mahdotonta. Asiakkailta tu-
leekin myyjille paljon kyselyja tuotteiden turvallisesta nauttimisajasta. Tahan asti on
tyydytty suosittelemaan tuotteen nauttimista saman paivan aikana tai ylimaaraisten

tuotteiden pakastamista. (1.)

Tutkittavaksi tuotteeksi valittiin lihapasteija, joka kuuluu helposti pilaantuviin leipo-
motuotteisiin. Lisdksi se kuuluu myds myymalan suosituimpiin tuotteisiin. Lihapas-
teijan tayte koostuu paaasiassa lihasta ja riisista, jotka ovat molemmat helposti pi-
laantuvia raaka-aineita. Tuotteiden sailyvyytta paatettiin arvioida mikrobiologisesti,
tutkimalla tuotteiden kokonaispesékemé&aria eripituisten sailytysaikojen jalkeen. Li-
séksi tuotteista haluttiin maarittdd Bacillus cereus -pitoisuus juuri taytteen sisalta-
man riisin ja lihan vuoksi. Liha ja riisi ovat Bacillus cereuksen yleisimpia valittaja-
elintarvikkeina. Bacillus cereusta pidetaan yhtena yleisimpénd ruokamyrkytysten
aiheuttajana. (2, s. 188; 3, s.8.)
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KIRJALLINEN OSA

2 Tuotteiden sailyvyyteen vaikuttavat tekijat

2.1 Pilaantuminen

Pilaantumisella tarkoitetaan sita, kun esimerkiksi leipomotuotteiden maku, haju, ul-
konédkd tai muut ominaisuudet muuttuvat niin, etteivat tuotteet enda kelpaa myyta-
viksi tai nautittaviksi. Pilaantumiseen vaikuttavia tekijoitd ovat biokemialliset reak-
tiot, fysikaaliset tekijat, tuholaiset seka mikrobit. Pilaantuneet tuotteet voivat aiheut-

taa terveydelle vaaraa seka valmistajalle taloudellista tappiota. (4 ; 5, s. 113.)

Yleinen rasvaisten leipomotuotteiden pilaajista on biokemiallinen reaktio, joka ai-
heuttaa rasvojen harskiintymisen tai eltaantumisen. Tama johtuu tuotteesta vapau-
tuvien entsyymien kaynnistamasta tyydyttymattémien rasvahappojen hapettumises-
ta. Reaktion johdosta tuotteeseen muodostuu laatua heikentavia pahanhajuisia ja -
makuisia yhdisteitd. Hapettumista voidaan estda kayttamalla esimerkiksi reaktiota
vastustavia lisdaineita. Hapettumisenestoaineet ovat yleensa lisattyna kaytettavaan
rasvaan, jolloin niita ei tarvitse erikseen lisatéa leipomotuotteisiin. (4 ; 5, s. 61, 112.)

Fysikaalisesti tuotteet pilaantuvat kosteuden siirtymiselld, rakenteen kovenemisella
seka tarkkelyksen uuskiteytymisella. Tuotteen vanhetessa kosteus siirtyy tuotteen
sisuksesta kohti ulko-osia, jolloin menetetaan rapea ulkokuori. Parhaiten tdman
huomaa lihapasteijoista, joiden rapea lehtitaikina sitkistyy. Leipomotuotteet yleensa
myds kovenevat, koska paiston jalkeen lampdtila laskee ja tarkkelys uuskiteytyy,
jolloin tuotteet kovenevat. Tama ei ole kuitenkaan yleista esimerkiksi lihapasteijois-
sa, koska ne sisaltavat paljon kosteutta pidattavaa rasvaa. Rasva vahentaa tarkke-
lyksen liisterditymista paiston aikana. Pakkaamisella voidaan jonkin verran vaikut-
taa fysikaaliseen sdilyvyyteen. Riittdva jadhdytys ennen muovipusseihin pakkaa-
mista edesauttaa tuotetta sailyttdmaéan tuoreen rakenteensa. LAmpimana pussiin
pakatut tuotteet luovuttavat kosteutta pussin sisdpinnoille, jolloin ulkokuori kostuu

nopeammin. (5, s. 112 - 113.)
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Tuholaisia ovat elintarviketuholaiset, sisatilojen tuholaiset, satunnaiset vierailijat ja
haittaeldimet. Ne ovat haitallisia levittdessdan sairauksia, liatessaan, pilatessaan
seka tuhotessaan pakkauksia. Elintarviketuholaisina pidetaan kuoriaisia ja lentavia
hyonteisi, jotka elavat etenkin kuivissa tuotteissa. Sisatilojen tuholaisia ovat esi-
merkiksi sokeritoukat ja torakat, jotka elavat yleensé muualla kuin elintarvikkeessa.
Ne kuitenkin voivat saastuttaa elintarvikkeet vélillisesti. Satunnaisina vierailijoina
pidetddn esimerkiksi muurahaisia ja hamahakkeja, jotka elavat varsinaisesti ulkona.
Ne voivat aiheuttaa hygieniaongelmia leipomossa. Hiiret, rotat ja linnut ovat haitta-
elaimia, jotka saastuttavat elintarvikkeita muun muassa ulosteillaan. Tuholaisia voi-
daan estaa esimerkiksi huolehtimalla puhtaudesta, jarjestyksestd, jatehuollosta,
asianmukaisesta varastoinnista seka pitamalla tuotantolaitoksen ikkunat ja ovet sul-

jettuina. (6.)

Yleisin elintarvikkeiden pilaantumiseen vaikuttava tekija on mikrobien kasvu tuot-
teissa. Pilaajamikrobeja voivat olla bakteerit, virukset, homeet, hiivat seka loiset,
joista bakteerit, hiivat ja homeet ovat yleisimpia leipomotuotteiden pilaajamikrobeja.
Mikrobeja paasee tuotteisiin muun muassa raaka-aineista, tydymparistosta seka
tuotteita valmistavasta henkilostosta. Tuotteiden paistaminen tappaa yleensa elavat
suolut, mutta jotkin bakteerit ja homeet muodostavat kuumuutta, kuivuutta seka
kemiallisia aineita kestavia lisdantymiskykyisia itidita. 1tiot muuttuvat jakautumisky-
kyisiksi soluiksi suotuisissa olosuhteissa. Talldin mikrobien maara lisaantyy, jolloin
tuote pilaantuu ja voi pahimassa tapauksessa olla terveydelle vaarallinen, aiheutta-

en ruokamyrkytyksia. (7.)

Mikrobit lisdantyvat suotuisissa oloissa ajan funktiona, joten aika vaikuttaa oleelli-
sesti tuotteiden pilaantumiseen. Ajan lisaksi mikrobikasvuun vaikuttavat tuotteiden
sisdiset ja ulkoiset tekijat, joista on kerrottu tarkemmin kappaleissa 2.2 ja 2.3. Sisai-
sia tekijoitd ovat veden aktiivisuus, pH, ravinnekoostumus ja lisaaineet. Ulkoisia te-
kijoita ovat sailytyslampoétila, ymparoivan hapen maard sekéd suhteellinen kosteus.
Tuotteiden sailyvyyttd voidaan parantaa asettamalla tuotteiden sisdiset ja ulkoiset

tekijat mikrobien kasvulle epaedullisiksi. (5, s. 117; 8, s. 240.)
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2.2 Sisaiset tekijat

2.2.1 Veden aktiivisuus

Mikrobien solun jakautumiseen liittyvéat toiminnot tapahtuvat kaikki vesifaasissa, jo-
ten ne tarvitsevat elossa pysymiseen ja lisdantymiseen vettd. Veden aktiivisuudella
(aw) tarkoitetaan tuotteen sitoutumattoman eli vapaan veden maaraa. Vesi voi olla
sitoutuneena valmistusaineisiin esimerkiksi sokereihin, joten tuotteen vesipitoisuus
ei ole sama asia kuin tuotteen vesiaktiivisuus. Veden aktiivisuusarvo voi vaihdella
nollan ja yhden valilla, joista arvo yksi on puhtaan veden arvo. Liuenneet pienimole-
kyyliset aineet, kuten sokeri ja suolot, laskevat tuotteen ay-arvoa. Tdman vuoksi pal-
jon sokeria sisaltavien tuotteiden ay-arvo on matala ja ne sailyvat yleensa hyvin,

koska mikrobit eivat pysty kasvamaan niissa. (9, s. 20; 5, s. 118.)

Tuotteen aw-arvo maaritetddn naytteen veden hoyrynpaineen ja samassa lampoti-
lassa olevan puhtaan veden hdyrynpaineen suhteella eli aw = p/p0. Aktiivisuus voi-
daan my6s maarittaa ilman suhteellisen kosteuden avulla el

aw = ERH/100. ERH on ilman suhteellinen kosteus suljetussa tilassa, jossa ilman-
kosteus on tasapainossa tutkittavan naytteen kosteuden kanssa. (5, s. 119.)

Valmiiden leipomotuotteiden veden aktiivisuusarvot vaihtelevat yleensa valilla 0,80 -
1,0. Raaka-aineina kaytettavien hillojen aw-arvo voi olla 0,70 - 0,80 ja jauhojen jopa
0,60. Pilaajabakteerit ovat hyvin vaativia vesiaktiivisuuden suhteen. Useimmat niista
tarvitsevat kasvuunsa yli 0,90:n ay arvoa ja ruokamyrkytyksia aiheuttavat bakteerit
jopa yli 0,95:n arvoa. Esimerkiksi Bacillus cereus -bakteerin aw-arvon tulee olla va-
hintdédn 0,95. Homeet ja hiivat lisdantyvat kuivemmissakin. Homesienille riittaa
yleensa vahintaan 0,80:n arvo ja hiivoille vahintaan arvo 0,88. Mikrobeilta 16ytyy jon-
kin verran lajin sisaista vaihtelua, joten ay-arvot eivat ole pitavia. On I6ydetty joitakin
homeita, jotka ovat kasvaneet vesiaktiivisuuden ollessa vain 0,61. Lisdantymiseen
vaadittavia minimivesiaktiivisuusarvoja on esiteltyna taulukossa 1. Leipomotuottei-
den sailyvyyttd voidaankin parantaa laskemalla vesiaktiivisuutta esimerkiksi kuivaa-
malla, lisddmalla soluutteja (esim. sokeria) seké pakastamalla. (8, s. 245 - 246; 5, s.
120; 7. s. 20.)
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Taulukko 1. Ruokamyrkytyksia ja elintarvikevalitteisia infektioita aiheuttavien bakteerien

kasvuvaatimukset (10, s. 13)

Lampotila

) pH aw NaCl %, estaa T
Bakteeri L Erityispiirteita
Kasvualue °C] Optimi °C | Kasvualue | minimi kasvun
Aeromonas 15-20 tai Eri kéntéjen
hvdrophila 3-45 22-37 4,5-10,0 0,91 3,50 % kasvuominaisuudet
yarop vaihtelevat
Bacillus cereus 4-50 30-37 | 49-93 0,95 10,00 % Iticllinen, tuottaa
enterotoksiineja
Campylobacter spp. 30-45 37-42 49-90 0,99 2,50 % Mikroaerofiilisia
Clostridium 10 48 35 47-89 094 550 % Itiéllinen, tuottaa
botulinum A ’ ’ ! ! neurotoksiineja
Clostridium Vaihtelee | 30-35 | 47-89 | 094 5,50 % ItiGllinen, tuotta
botulinum B neurotoksiineja
Clostridium Itidllinen, tuottaa
3-45 30 4,8-8,9 0,97 5,50 %
botulinum E ! ! ! ! neurotoksiineja
Clostridium 10-54 43 50-85 093 6-8 % Itidllinen, tuottaa
perfringens ’ ’ ! enterotoksiineja
Escherichia coli 7_50 30-40 44-90 095 850 % Tuottaa Shigatok-siinin
enterohemorraaginen ’ ’ ! it kaltaisia toksiineja
Listeria 04-44 | 35-37 | 41-96 | <092 >10,0 % | Lsaanty
monocytogenes jadkaappilampotilassa
Salmonella spp. 5-46 35-37 4,5-9,5 0,95 9,00 %
Shigella spp. 7-46 37 2,5-9,2 0,95 >5,0 % Huono kilpailija
elintarvikkeissa
Staphylococcus aureus 7-48 37-40 4,0-9,8 0,86 >15,0 % Tuottaa enterotoksiineja
Vibrio cholerae 8-42 30-35 | 50-106 | 0,95 10,00 % Vedessd ja kalas-
tustuotteissa
Vibrio vulnificus 8-43 37 50-100 | 096 | 0%tai>8,0% Merivedessa ja
kalastustuotteissa
vibrio , 5-42 | 30-37 | 48-110 | 094 [o%wi>100% Merivedessa ja
parahaemolyticus kalastustuotteissa
Yersinia enterocolitica -2-44 25-29 4,0-10,0 0,96 >5,0 %
Yersinia Muistuttaa
seudotuberculosis 5-43 25-29 50-9,6 0,96 >3,5% kasvuvaatimuksiltaan Y.
P Enterocoliticaa
y

Metropolia



2.2.2 Happamuus

Happamuudella eli pH:lla on suuri vaikutus mikrobien lisaéantymiseen leipomotuot-
teissa. Suurin osa mikrobeista tarvitsee kasvuunsa neutraalin pH:n. Varsinkin bak-
teerit ovat vaativia pH:n suhteen, ja ne lisaantyvatkin parhaiten pH:n ollessa 5.0 -
8.0 valilla. Epasuotuisa pH mm. estad entsyymien toimintaa seka vaikuttaa ravintei-
den kuljettamiseen bakteerisolussa. On kuitenkin olemassa joitakin bakteerilajeja,
jotka voivat kasvaa myds pH:n ollessa alle 4.0, esimerkiksi maitohappobakteeri.
Homeet ja hiivat sietdvat paremmin pH:n vaihteluja. Homesienet voivat kasvaa hap-
pamuusalueella O - 11 ja hiivat noin 1.5 - 8.5 alueella. Taulukossa 1 on esitelty joi-
denkin mikrobien pH optimit. (5, s. 119; 9, s. 19; 8, s. 241)

Leipomotuotteiden pH vaihtelee valilla 4 - 8. Hyvin happamat leivat pilaantuvatkin
l&ahinna homehtumalla, koska pH on liian matala monien bakteerien lisaantymiseen.
Neutraalimmat leipomotuotteet, kuten riisipuurolla taytetyt riisipiirakat, tarjoavat op-
timaalisen pH:n ruokamyrkytyksia aiheuttavien bakteerien kasvuun. Tuotteiden séai-
lyvyytta voidaankin parantaa alentamalla pH:ta esimerkiksi lisaamalla sitruunahap-
poa. Mikrobien kasvuun vaikuttavat pH:n lisdksi myds yhteisvaikutus tuotteen aw-
arvon kanssa. Esimerkiksi jos tuotteen ay-arvo on matala pH:n ollessa neutraali, li-
saantyy tuotteessa todennakoisesti vain hiivat ja homeet. Kuvassa 1 on esitettyna

veden aktiivisuuden ja happamuuden yhteisvaikutus. (5, s. 117 - 119)

Itiolliset bakteerit

0.9. S. aureus

Vedenaktiivisuus

0.8 Hiivat ja homeet

- 5 6 7
pH

Kuva 1. Veden aktiivisuuden ja happamuuden yhteisvaikutus mikrobien kasvuun (5, s.
118)
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2.2.3 Ravinnekoostumus ja sailontaaineet

Mikrobit tarvitsevat lisdantydkseen veden ja suotuisten kasvuolosuhteiden liséksi
sopivasti ravintoa. Leipomotuotteet siséltavat yleensa mikrobikasvuun soveltuvia ra-
vinteita. Mikrobit tarvitsevat energianléhteen, typenlahteen, vitamiineja ja vastaavia
kasvutekijoita seka mineraaleja. Energianlahteena kaytetdan tuotteissa olevia soke-

reita, alkoholeja ja aminohappoja. (9, s. 21.)

Sailontaaineilla voidaan parantaa tuotteen sailyvyyttéa hidastamalla mikrobien lisaan-
tymista. Sailontaaineita voivat olla tuotteessa luontaisesti olevat tai lisatyt aineet, ne
voivat olla my6s luonnollisia tai synteettisesti valmistettuja. Elintarvikkeiden luontai-
sia antimikrobisia aineita 10ytyy muun muassa mausteista (valkosipulin allisiini) ja
kasveista (kahvin kofeiinihappo). Leipomotuotteissa kaytettavia kemiallisesti valmis-
tettuja sailyvyyttéd parantavia lisdaineita ovat mm. kaliumsorbaatti (E202), sorbiini-
happo (E200). (9, s. 22; 10.)

2.3 Ulkoiset tekijat

2.3.1 Sailytyslampdtila

Tuotteiden sailytyslampdétilalla voidaan merkittdvasti vaikuttaa mikrobien lisaantymi-
seen. Mikrobit voidaan jakaa kolmeen ryhmé&én optimikasvulampdtilojensa perus-
teella. Termofiilit eli lampda suosivat mikrobit lisdantyvat parhaiten 55 - 65 °C:n lam-
poétilassa. Mesofiilit suosivat 20 - 40 °C:n lampétilaa ja psykrofiilit eli kylmaa sietavat
mikrobit kasvavat pakkaslukemista 20 °C:n l[ampdtilavalilla. Optimikasvulampdtila on
valilla 10 - 15 °C. (5, s. 120; 9, s. 22.)

Pilaajamikrobeja 16ytyy kaikista l|ampdtilaryhmistd, mutta leipomotuotteiden pilaan-
tumisen kannalta merkittdvimmat bakteeriryhmét kuuluvat mesofiileihin. Oikealla,
tarpeeksi alhaisella, sailytyslampdtilalla voidaankin oleellisesti pidentda tuotteiden
sailyvyyttad. Esimerkiksi liha- ja riisipiirakat ovat huoneenlammadssa séailytettyind pai-
van tuotteita, mutta heti valmistuksen jalkeen kylméassa sailytetyt lihapiirakat sailyvat

jopa viikon.
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Homeet ja hiivat kasvavat parhaiten [ampimassa. Homeiden optimilampdtila on valil-
& 18 - 25 °C ja hiivojen noin 30 °C. Molemmat voivat kasvaa myds huomattavasti
alemmissakin lampotiloissa. Taulukossa 1 on esitelty ruokamyrkytyksié aiheuttavien
bakteerien optimilampdtiloja. (5, s. 120.)

2.3.2 Ympéaroivan hapen maara

Ymparoivan hapen maaralla pystytaan vaikuttamaan oleellisesti mikrobien kasvuun
tuotteessa. Osa mikrobeista tarvitsee happea soluhengitykseensé ja osa mikrobeis-
ta ei pysty lisaantyméaén hapen lasnéollessa. Happea tarvitsevia mikrobeja kutsu-
taan aerobisiksi. Naitd ovat esimerkiksi homeet. Hapettomia oloja suosivia kutsu-
taan anaerobeiksi. Osa mikrobeista voi lisdantya sekd happipitoisessa ettéa hapet-
tomissa olotiloissa. Naitd ovat esimerkiksi hiivat. Naita kutsutaan fakultatiivisiksi an-
aerobeiksi seka mikroaerofiileiksi. Mikroaerofiilit tarvitsevat happea kasvuun, mutta
lika happipitoisuus estééd kasvun. Taulukossa 1 on esitelty erdiden mikrobien happi-
vaatimukset. (8, s. 248; 5, s. 120.)

Mikrobien happivaatimuksia kaytetdan hyoddyksi suojakaasupakkaamisessa. Suoja-
kaasupakkaamisessa pakkauksen sisélle jadvan ilman koostumus muutetaan mik-
robikasvulle epadedulliseksi. Suojakaasuina kaytetddn esimerkiksi hiilidioksidia ja
typpea tai ndiden seoksia. Kaasukoostumus valitaan aina tuotekohtaisesti. Leipomo-
teollisuudessa suojakaasupakkaamista kaytetadn muun muassa esipaistettujen lei-

pien ja valmiiden, pitkaan sailyvien, kakkupohjien pakkaamisessa. (5, s. 104.)

2.3.3 Suhteellinen kosteus

Sailytysympariston suhteellisella kosteudella on vaikutusta elintarvikkeen pinnan ve-
siaktiivisuuteen. Vesiaktiivisuusarvoltaan matalat tuotteet voivat kostua, jos ilman
suhteellinen kosteus on suuri. Kostumisen vuoksi pinnan aw -arvo voi nousta pilaa-
jamikrobien kasvulle suotuisalle tasolle, jolloin tuotteen mikrobipitoisuus lisdantyy.

Tama voi aiheuttaa tuotteiden ennenaikaista pilaantumista. (9, s. 22; 5, s. 119.)
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2.4 Bacillus cereus ja muut bakteerit leipomotuotteissa

Bacillus cereus, jonka esiintymista lihapasteijoissa tutkitaan tassa insinddritydssa, on
grampositiivinen, hemolyyttinen ja fakultatiivisesti anaerobinen sauvabakteeri. Se iti6i-
tyy helposti, eika ole kasvuymparistbnsa suhteen vaativa. Bacillus cereus pystyy li-
saantymaan seka aerobisesti ettd anaerobisesti [ampdétilan ollessa vdlilla 4 - 50 °C ja
pH:n ollessa 4,9 - 9,3. Minimi ay -arvo on 0,95 (taulukko 1). Sita esiintyy yleisesti maa-
perassa, ihmisten ja eldinten suolistossa seka elintarvikkeissa, kuten viljassa, riisissa,

lihassa, kasviksissa ja maidossa. (8, s. 26 - 27; 9, s. 35; 2, s. 8.)

Bacillus cereus on yleinen ruokamyrkytyksid aiheuttava bakteeri, joka aiheuttaa kahta
erilaista ruokamyrkytysmuotoa. Bakteerin erittdma enterotoksiini aiheuttaa ripulimuo-
don ja kereulidi-toksiini oksennusmuodon. Naista yleisempi on oksennusmuoto. Ente-
rotoksiinia muodostuu bakteerin lisdantyesséa ohutsuolessa ja kereulidi-toksiinia bak-
teerin lisdantyessa ruoassa. Useimmiten ruokamyrkytyksen aiheuttajana on ollut kon-
taminoitunut riisi, jota on keitetty kerralla paljon ja jatetty kuivumaan lampimaan myo-
hempaa kaytto6a varten. Talldin Bacillus cereus on paassyt lisddntymaan suotuisissa
olosuhteissa muodostaen kereulidi-toksiinia. Ruokamyrkytyksia aiheuttavat infektioan-
nokset on kuvattuna taulukossa 2. (8, s. 26 - 27; 9, s. 35 - 37.)

Taulukko 2. Bacillus cereuksen aiheuttamien ruokamyrkytysten ominaisuudet (9, s. 37)

Ominaisuus Ripulimuoto Oksennusmuoto
Toksiini Enterotoksiini(t) | Kereulidi
Infektioannos 10° - 107 solua |10° - 108 solua
Toksiinin  muodos- _ _ _
wmispaikka Ohutsuoli Elintarvike
Itdmisaika 8-16h 0,5-5h
Taudin kesto 12-24h 6-24h

Vatsakivut, ve-|Pahoinvointi, oksentelu,
Oireet tinen ripuli, pa-|huonovointisuus, joskus

hoinvointi ripuli
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Bacillus cereusta ei pystyta poistamaan kokonaan elintarvikkeista sen laajan esiintymi-
sen vuoksi. Myrkytystapauksia pyritd&n ehkaisemaan pitamalla bakteerimaara niin pie-
nena, ettei se ylita infektioannoksia. Bakteerimaara voidaan pitaa kurissa jaahdyttamal-
l& keitetyt elintarvikkeet, jotka aiotaan sailyttdd, nopeasti alle 7 °C lampétilaan. Toinen
keino on sailyttda ruoka jatkuvasti 60 °C ennen sen nauttimista. Myos keittiohygienialla
on vaikutusta. Nautittavat ja valmiit elintarvikkeet on suojattava siten, ettei niihin paase
multaa tai polya. (8, s. 28.)

Muita leipomotuotteiden raaka-aineissa esiintyvia pilaajabakteereita ovat muun muassa
Salmonella, koliformiset bakteerit, Clostridium perfringens, mesofiiliset aerobit, aerobi-
set bakteerit, enterobakteerit, Listeria sek& Staphylococcus aureus. Bacillus cereuksen
tavoin, ndista suurin osa on ruokamyrkytyksia aiheuttavia bakteereja, joita on valmiina
tuotteissa, mutta niiden pitoisuudet eivat ole terveydelle vaarallisisissa rajoissa. Jos
valmiita tuotteita kuitenkin sailytetdan vaarin tai tuotannossa on toimittu epahygieeni-
sesti, voi bakteeripitoisuus nousta ja tuote aiheuttaa ruokamyrkytyksia. Tarkeimpia teki-
joita tuoteturvallisuuden parantamisessa onkin hyvat raaka-aineet, hyva tuotantohygie-

nia, kylmasailytys ja lyhyet myyntiajat. (12; 9, s. 238.)

3 Lihapasteija

3.1 Tuotekuvaus ja ainesosat

Lihapasteija on jauhelihalla ja riisilla taytetty, voitaikinaan leivottu suolainen lei-
vonnainen. Tuotteen valmistukseen on kaytetty vehnéjauhoja, vetta, osittain
kovetettua kasvirasvaa, sian- ja naudanjauhelihaa, kasvitljya, mausteita (sipuli,
maustepippuri, sinappijauhe, valkosipuli, korianteri), riisi&, ohraa, soijaproteiinia,
suolaa, glukoosia, perunakuitua, lisdaineita E471, E475, E621, E1422, E150d
seka aromit (liha, lipstikka, valkopippuri, selleri, muskottipdhkind, mustapippuri

ja kurkuma).
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3.2 Lisaaineet

Emulgointiaineina tuotteessa on kaytetty lisdaineita E471 ja E475 eli rasvahap-
pojen mono- ja diglyserideja sek& polyglyseroliestereitd. Emulgointiaineet eli
emulgaattorit toimivat pinta-aktiivisina aineina, alentaen pintajannitysta ja nain
lisaamalla taikinan pysyvyytta. Niiden tarkoituksena onkin parantaa taikinan ra-
kennetta sekd nopeuttaa sen valmistusta. (11; 5, s. 50.)

Mononatriumglutamaattia eli E621:ta on kaytetty arominvahventeena. Se on
glutamiinihapon suola, jonka tarkoitus on parantaa tuotteen makua. Stabilointi-
ja sakeuttamisaineena on kaytetty muunnettua maissitarkkelysta eli E1422:ta.
Sen tarkoituksena on parantaa tuotteen rakennetta seké kapseloida makua ja
hajua. Varia on parannettu kayttamalla E150d:ta, joka on ammoniumsulfiittime-

netelméan sokerikuldori. (11.)

3.3 Tuotteiden valmistus

Lihapasteijoiden valmistus alkaa lihapasteija-aihioiden valmistamisella. Aihioi-
den taikinan raaka-aineet annostellaan automaattisesti ja sekoitetaan taikinaksi.
Taikina ajetaan linjaa pitkin taikinatuuttiin, jolla muotoillaan yla- ja alataikinat.
Taikinoiden valiin sijoitetaan rasva, joka laminoidaan taikinaan. Valmiin taikinan
annetaan levata noin 17 °C:n lampétilassa pari tuntia. Taytteen aineet sekoite-

taan keskenaan. (13.)

Valmis tayte annostellaan muotoiltuihin taikina-aihioihin ja leivotaan lihapastei-
joiksi. Valmiit lihapasteija-aihiot pakastetaan spiraalipakastimella (ks. kuva 2).
Tuotteet kulkeutuvat kuljetinhihnaa pitkin spiraalipakastimeen, jonka sisalla ne
kulkevat spiraalin muotoista rataa noin -30 °C:n lampétilassa. Pakastimen jal-
keen jaiset tuotteet kuljetetaan metallipaljastimen lapi pakkauskoneelle. Tuot-
teet pakataan laatikoihin ja pinotaan lavoille. Valmiit tuotelavat kuljetetaan pak-
kaskuljetuksena pakkasvarastolle sailytykseen. Lihapasteija-aihioiden valmistus

on kuvattuna prosessikaaviossa (liite 1).
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Pakkasvarastolta aihioita lahetetdan tarvittavat maarat leipomoille, joissa ne
sdilytetaan pakastimessa noin -20 °C:n lampdtilassa tuotteiden paistamiseen
asti. (13; 14.)

Kuva 2. Spiraalipakastin (14)

Tuotteiden valmistaminen myyntiin aloitetaan pellittdmisesta eli ladonnasta. Li-
hapasteija-aihiot ladotaan voideltujen peltien p&alle ja nostetaan pinnavaunui-
hin. Aihioita sulatetaan huoneenlammdssa noin kaksi tuntia. Sulaneet aihiot
paistetaan pinnavaunu-uunissa 230 °C:ssa noin 20 minuuttia. Taysin jAdhtyneet
lihapasteijat pakataan paperoituihin kierratettaviin muovilaatikoihin, jotka pino-
taan ja toimitetaan lahettamoon. Kuvassa 3 on esitelty valmiita lihapasteijoita
leipomolaatikossa. Irtotuotteiden valmistuksen prosessikaavio kuvattuna liit-

teessa 2.

Kuva 3. Valmiit lihapasteijat leipomolaatikossa

Metropolia



13

3.4 Toimitus ja myynti

Toimitusvalmiit leipomolaatikot pinotaan kuormalavoille. Maarasta riippuen vaih-
telee kaytetaanko FIN- tai EUR-lavoja. Pinotut lavat siirretaan myymalan taka-

huoneeseen, josta myymalan henkilokunta purkaa kuorman.

Tuotteet pakataan lapinakyviin muovipusseihin 8 - 20 kpl:n erissd. Tuotepussit
asetellaan leipomolaatikoihin, jotka pinotaan sopivankorkuisiksi myyntipinoiksi
ja viedadn myymalaéan. Tuotteita myydaan huoneenlammaosta (n. 20 °C) valmis-
tuspéaivan ajan. Tuotteet saadaan myyntiin noin klo 7.00 - 11.00 valisena aika-
na, ja maarasta riippuen niitd myydaan enintdéan klo 18.00 asti.

KOKEELLINEN OSA

4  Tuotteiden sailyvyyden tutkiminen

4.1 Tutkimuksen suunnittelu

Tuotteiden mikrobiologista sailyvyytta tutkittiin maarittamalla tuotteiden bakteeripitoi-
suus. Aerobisten bakteerien maarda tutkittiin kvantitatiivisesti peséanlaskentateknii-
kalla Eviran ohjeiden mukaisesti. Nain saatiin tietoon bakteerien kokonaispitoisuus.
Maarittaminen tapahtui viljelemalla naytteestd valmistettua liuosta kasvualustalle,
jolta voitiin inkuboinnin jalkeen laskea kasvaneiden pesakkeiden maara. Laskettua
pesakemaaraa verrattiin ohjearvoihin (taulukko 3), joiden perusteella arvioitiin kel-
paako tuote nautittavaksi vai ei.

Liséksi tuotteista haluttiin maaritda Bacillus cereus -pitoisuus, koska Bacillus cereus
-bakteerin tiedetaan aiheuttaneen ruokamyrkytystapauksia muun muassa lihapiira-
koiden ja -pasteijoiden valityksella. Taytteen sisaltdman lihan ja riisin vuoksi, vaarin
sailytetyn lihapasteijan uskotaan aiheuttavan ruokamyrkytyksid melko lyhyellékin ai-
kavalilla. Bacillus cereuksen tiedetaan myos olevan tyypillinen riisin pilaajabakteeri.
(15, s.7.)
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Bacillus cereus -pitoisuus selvitettiin pesénlaskentatekniikalla, mutta viljely suoritet-
tiin selektiiviagarille ja tyypilliset pesakkeet varmistettiin. Viljelyistéa saatujen tulosten
perusteella laskettiin kokonaisbakteeripitoisuus ja alustavan Bacillus cereus -
bakteerin pitoisuus pesakkeitd muodostavina yksikéind grammassa naytetta
(pmy/g). Saatuja tuloksia verrattiin taulukossa 3 esitettyihin ohjearvoihin.

Taulukko 3. Ohjearvot bakteerien maaralle elintarvikkeessa (pmy/g) (16)

Mikrobi Hyva Valttava Huono

Aerobiset bakteerit | alle 200 000 | 100 000 — 1 000 000] yli 1 000 000

Bacillus cereus alle 100 100 - 500 yli 500

Koska lihapasteijan veden aktiivisuusarvo (aw) arvioitiin yrityksessa 0,8 - 0,95 véli-
selle alueelle ja pH neutraalille alueelle, voitiin olettaa tuotteissa tapahtuvan mikro-
biologista pilaantumista lyhyellakin aikavalilla. Kuvasta 1 (s. 6) ndhdaan korkean aw-
arvon seké neutraalin pH:n suotuisa yhteisvaikutus bakteerikasvulle. Nainollen p&a-
dyttiin tutkimaan lihapasteijoiden mikrobiméaérien eroja valmistuspaivana, vuorokau-
den jalkeen ja kahden vuorokauden jalkeen valmistuksesta. Kokeet pyrittiin teke-
maan noin 12, 36 ja 60 tunnin kuluttua tuotteiden valmistuksesta. Nain jaljiteltiin

ajankohtaa, jolloin toista kotiin palaava asiakas nauttii pasteijat.

Huoneenlammon ja jadkaappisailytyksen eroa pasteijoiden mikrobipitoisuuteen sel-
vitettiin valitsemalla naytteiden sailytyslampétiloiksi 20 °C tai 3 °C. Kaikki naytteet
sdilytettiin suljettuina samanlaisissa muovipusseissa, joten ymparoéivan hapen vaiku-

tusta ei selvitetty tassa tydssa.

Viljelyt suoritettiin yhteensa kuudesta erilaisesta naytevaihtoehdosta, joista kustakin
tehtiin rinnakkaiset nayteliuokset seka nayteliuoksista rinnakkaiset viljelyt. Jokainen
koe toistettiin kaksi kertaa. Kokeet tehtiin satunnaistetussa jarjestyksessa tuntemat-

tomien hairitsevien tekijdéisen minimoimiseksi.
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4.2 Kasvualustojen ja peptonisuolaliuoksen valmistaminen

4.2.1 Bakteerilaskenta-agar

Bakteerilaskenta-agaria valmistettiin kokonaisbakteeripitoisuuden maarittami-
seen noin 400 maljavalua varten. Valmistuksessa kaytettiin kuivaelatusainetta
(Plate Count Agar), jonka koostumus on esitetty taulukossa 4. Agarliuos jaettiin
500 ml:n erlenmeyer-pulloihin, autoklavoitiin 121 °C:ssa 15 minuuttia ja jaahdy-
tettiin vesihauteessa 44 - 47 °C:seen odottamaan valamista.

Taulukko 4. Bakteerilaskenta-agar (PCA), 1 000 ml

Entsymaattisesti hajotettu kaseiini 509
Hiivauute 2549
Glukoosi (vedetdn) (CeH1206) 109
Agar 9-18g¢g
Vesi (ionivaihdettu) 1 000 ml

4.2.2 Bacillus cereus -selektiiviagar

Selektiiviagaria valmistettiin Bacillus cereus -bakteerin maéarittamista varten noin
400 pintalevitysta varten. Veteen liuotettiin kuivaelatusaine (Bacillus Cereus Me-
dium), autoklavoitiin 121 °C:ssa 15 minuuttia ja jadhdytettiin vesihauteessa 44 — 47
°C:seen. Jaahtyneeseen kasvualustaan liséattiin aseptisesti steriili polymyksiini-B-
sulfaatti — liuos seka keltuaisemulsio ja valettiin petrimaljoille. Selektiiviagarin val-

mistukseen tarvittavat reagenssit on esitetty taulukossa 5.
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Taulukko 5. Bacillus cereus -selektiiviagar (MYP), 1 000 ml

Lihaekstrakti 10g
Entsymaattisesti hajotettu kaseiini 10,0g
D-Mannitoli 10,0g
Natriumkloridi (NaCl) 10,0g
Fenolipuna (C19H140sS) 0,025¢
Agar 12-18¢g
Vesi (ionivaihdettu) 900 ml
Polymyksiini-B-sulfaatti -liuos 10 mi
Keltuaisemulsio 100 ml

4.2.3 Veriagar

16

Veriagaria valmistettiin Bacillus cereuksen varmistuskokeita varten noin 200 petri-

maljan verran. Kuivaelatusaine (Blood Base Medium) liuotettiin ionivaihdettuun ve-

teen, autoklavoitiin 121 °C:ssa 15 minuuttia ja jaahdytettiin vesihauteessa 44 - 47

°C:seen. Jadhtyneeseen kasvualustaan lisattiin aseptisesti defibrinoitu lampaanveri

ja valettiin petrimaljoille. Veriagarin valmistukseen tarvittavat reagenssit on esitetty

taulukossa 6.
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Taulukko 6. Veriagar, 1 000 ml

Proteoosipeptoni 15¢
Maksahydrolysaatti 259
Hiivauute 5¢
Natriumkloridi (NaCl) 50

Agar 12-18¢
Vesi (ionivaihdettu) 1 000 ml
Defibrinoitu lampaanveri 50 — 70 ml

4.2.4 Puskuroitu peptonisuolaliuos

17

Naytteenkasittelyyn ja laimennossarjojen tekemiseen tarvittava puskuroitu peptoni-

suolaliuos valmistettiin liuottamalla Buffered Peptone Water -jauhe veteen. Koska

lihapasteijoiden rasvapitoisuus on yli 20 %, lisattiin valmiiseen suolaliuokseen 1 -

10 g/l sorbitaanimono-oleaattia (Tween 80) parantamaan naytteen emulsoitumista.

Valmis puskuroitu peptonisuolaliuos mitattiin korkillisiin naytepulloihin seka koeput-

Kiin ja autoklavoitiin 121 °C:ssa 15 minuuttia. Peptonisuolaliuoksen valmistukseen

tarvittavat reagenssit on esitetty taulukossa 7.
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Taulukko 7. Puskuroitu peptonisuolaliuos, 1 000 ml

Peptoni 10,09
Natriumkloridi (NaCl) 5009
Natriumvetyfosfaatti (NazHPO4-12H,0) 9,09
Kaliumdivetyfosfaatti (KH2PO,) 15¢
Vesi (ionivaihdettu) 1 000 ml
Sorbitaanimono-oleaatti (Tween 80) 289

4.3 Naytteenkasittely

18

Lihapasteija homogenoitiin naytteenottopussissaan kasin painelemalla tasaiseksi

massaksi. Massasta punnittiin kahteen steriiliin ja suodattimelliseen Stomacher-

pussiin kuhunkin 30 g naytetta. Nain saatiin rinnakkaiset naytteet A ja B. Pusseihin

lisattiin 270 ml autoklavoitua ja huoneenlampdista puskuroitua peptonisuolaliuosta.

Naytettd homogenoitiin Stomacher-laitteella 120 sekunnin ajan nopeudella 230 rpm

(kuva 4). Sakan annettiin laskeutua hetki ennen pipetointia. Liitteessa 3 on esitetty

naytteenkasittelyn tyévaiheet.

Kuva 4. Homogenoitu nayte Stomacher-pussissa
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Aluksi valmistettiin laimennossarja vain 10* asti, joka osoittautui liian vakevaksi
varsinkin 2 vrk 20 °C sailytettyjen lihapasteijoiden méaarittamiseen. Osa kokeista

jouduttiin uusimaan valmistamalla naytteesta laimennossarja 108 asti.

Naytteista valmistettiin laimennossarjat 102 — 108, Naytteet ja laimennokset viljeltiin
viimeistaan 45 minuutin kuluessa alkususpension, laimennos 10, valmistuksen

loppumisesta.

4.4  Tutkimus ja tulokset

4.4.1 Kokonaisbakteerimaaran selvittaminen

Kokonaisbakteerimaara selvitettiin maljaamalla bakteerilaskenta-agarilla (PCA). Jo-
kaista laimennosta, 10! - 108, pipetoitiin 1 ml steriililla pipetilla kahdelle steriilille
petrimaljalle. Kuhunkin petrimaljaan valettiin noin 20 ml 44 - 47 °C bakteerilasken-
ta-agaria. Maljoja pydritettiin varovasti, jotta siirroste sekoittui kasvualustan kanssa.
Seoksen jahmetyttyd valetut maljat kaannettiin ylésalaisin ja asetettiin inkuboitu-
maan 29 - 31 °C lampdkaappiin kolmeksi vuorokaudeksi. (17.)

4.4.2 Kokonaisbakteerimaaran laskeminen

Pesédkkeet laskettiin maljoilta, joilla oli enintdan 300 pesaketta Eviran ohjeen mu-
kaisesti. Maljoja tarkasteltiin tarvittaessa mikroskoopilla, jottei naytteen liukenemat-
tomia partikkeleita laskettu pistemaisiksi pesakkeiksi. Kuvassa 5 on pesakkeita
PCA -maljalla. (17)
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Kuva 55. Pistemaisia pesakkeita PCA -maljan pinnalla naytteesta 2 vrk 20 °, lai-
mennos 10*

Kokonaispesékeluku laskettiin painotettuna keskiarvona jakamalla pesékkeiden lu-
kumaara tutkitun naytteen tilavuudella (kaava 1). (18)

Ci+ Co+ .+ Gy
mXVi+n, XV ..+tn, XV,

(kaava 1)

missa:

N = pesédkkeiden lukumaara ml:ssa tai g:ssa naytetta

C1 + Co + ... + Cy = pesékkeiden lukumaara jokaiselta tuloksen laskentaan kaytet-
tavalta maljalta

ni = ensimmaisen laskentaan kaytetyn laimennoksen rinnakkaisten lukumaara

n2 = toisen laskentaan kaytetyn laimennoksen rinnakkaisten lukumaara

V1 = ensimmaisté pesakelukua vastaava naytetilavuus (alkuperaista naytetta)

V2 = toista pesédkelukua vastaava naytetilavuus (alkuperéista naytettd) jne.

Laskuesimerkki:

49+13
1x0,1ml x10~6+1 x0,1ml x10~7

N (2 vrk 20 °C) = = 563636364 =~ 6 x 10% pmy/g

Kaikkien naytteiden kokonaisbakteerimaarat on esitetty taulukossa 8. Liitteessa 4
on esitetty myos naytteiden pesékemaarat.
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Taulukko 8. Lihapasteijoiden lasketut kokonaisbakteerimaarat (liite 3)

Kokonaisbakteerimaarat

Nayte Pitoisuus (pmy/g)
Ovrk 3°C 8 x 10?

0 vrk 20 °C 7 x 102
1vrk 3°C 3x10?
1vrk 20 °C 5x 10°
2vrk 3°C 1x 104

2 vrk 20 °C 5x 108

4.4.3 Bacillus cereus — bakteerin maarittaminen

Bacillus cereus -bakteerin maaré selvitettiin pintalevitykena selektiiviagarille (MYP)
sekd varmistamalla tyypilliset pesdkkeet viljelemalla veriagarille. Jokaista laimen-
nosta, 101 - 108, pipetoitiin 0,1 ml steriililla pipetilla kahdelle steriilille selektiiviagar -
maljalle. Levitettiin steriililld kulmasauvalla nopeasti ja varovasti, varoen kosketta-
masta maljan reunoja. Naytteen imeydyttyd kasvualustaan maljat kaannetiin
ylésalaisin ja asetettiin inkuboitumaan 29 - 31 °C lampotkaappiin 18 - 24 tunniksi.
Jos pesakkeitd ei ollut selvasti havaittavissa inkubointijakson paattyessa, jatkettiin
inkubointia vield toiset 18 - 24 tuntia. Inkuboinnin jalkeen pesakkeet laskettiin mal-
joilta, joilla oli enintaan 150 pesaketta, Eviran ohjeen mukaisesti. Tyypillisimmat pe-

sakkeet valittiin varmistuskokeisiin. (19.)

Tyypillisesti Bacillus cereus kasvaa maljoilla suurina, vaaleanpunaisina pesakkeina,
joita ymparoi lesitinaasin muodostumisesta aiheutunut saostumavythyke (kuva 6).
Kaikki kannat eivat kuitenkaan tuota lesitinaasia tai tuottavat sita vahan, jolloin sa-
ostumavyohyketta ei aina ndy. Myds vaaleanpunainen vari voi jaada nakymatta, jos
maljalla kasvaa runsaasti mannitolia kayttavid mikrobeja, joiden tuottama happo

muuttaa maljan varin keltaiseksi. (19.)
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Kuva 6. Tyypillisia Bacillus cereus-pesakkeita selektiiviagarilla, nayte 1 vrk 20 °C,

laimennos 10 ®

Kultakin maljalta varmistettiin viisi pesakettd. Jos maljalla kasvoi vahemman kuin
viisi tyypillistd peséaketta, varmistettiin maljalta kaikki pesakkeet. Pesakkeet siirros-
tettiin viljelysilmukalla veriagarin pintaan. Viljelmia inkuboitiin yldsalaisin 29 - 31
°C:ssa 22 - 26 tuntia. (19.)

4.4.4 Bacillus cereus — bakteeripitoisuuden laskeminen

Inkuboinnin jalkeen maljoilta laskettiin varmistuneiden pesakkeiden maara. Tyypilli-
sesti pesdkkeet ovat vihertdvanharmaita, mattapintaisia, epasaanndéllisia ja isoja.
Ympaérilla on yleensa kirkas hemolyysivyohyke, koska bakteeri hajottaa veriagarin
punasoluja. Hemolyysivythyketta ei kuitenkaan aina ndy, koska myds non-
hemolyyttisia kantoja esiintyy. Kuvassa 7 nakyy varmistunut peséke, josta hemo-

lyysyvyohyke kuitenkin puuttuu. (19.)
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Kuva 7. Varmistunut peséke veriagarilla, nayte 1 vrk 20 °C, laimennos 10 ®

Bacillus cereus -pesakkeiden kokonaislukuméara saatiin laskettua kaavalla 2. Pe-
sakkeiden lukumaaran (C,) arvo saatiin varmistuneiden pesakkeiden osuudesta

(kaava 2), joka pyoristettiin kokonaisluvuksi.

XC (kaava 2)

| o

missa:

a = varmistuneiden pesakkeiden osuus

b = veriagarilla Bacillus cereukseksi varmistuneiden pesakkeiden maara
(yleensa < 5)

A = tyypilliset pesékkeet, jotka valitaan selektiiviagarilta varmistuskokeisiin
(yleensa 5)

C = laskettujen tyypillisten/epailyttavien peséakkeiden lukumaara
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Laskuesimerkki laimennoksien 10 ja 10 ° varmistuneiden pesakkeiden maarista:

a (1 vrk 20 °C 10~* a-nayte) =< x 13 = 10

a (1vrk 20 °C 107* b-nayte) == x 11=9

a (1vrk 20 °C 1075 a-néyte) = - x 2 = 1

a (1vrk 20 °C 1075 a-néyte) = - x 2 = 1

Bacillus cereus —pitoisuus (pmy/g) saatiin sijoittamalla varmistuneiden pesékkeiden

osuus (a) kaavaan 1.

N (1 vrk 20 °C) =

Kaikkien naytteiden Bacillus cereus -pitoisuudet on esitetty taulukossa 9.

Taulukko 9. Lasketut Bacillus cereus -bakteeripitoisuudet

10+9+1+1

(2x1,0ml+ 2x0,1ml) x 10~*

Bacillus cereus -bakteeripitoisuudet (pmy/q)
Nayte Pitoisuus
Ovrk3°C 0

0vrk 20 °C 0

1vrk3°C 0

1vrk 20 °C 4 x10*

2vrk 3°C 6 x 10t

2 vrk 20 °C 1x 10’

= 95456 = 9,6 X 10* pmy/g

£

@mpolia



25

4.45 Tulosten tarkastelu

Viljelyjen tulokset vaikuttavat melko loogisilta. Liittessa 4 nahtavat kokonaismikro-
bimaarityksen pesdakemaarat pienenevat liikuttaessa pienemmasta laimennoksesta
suurempaan. Myds naytteiden mikrobipitoisuuksissa huomataan ajan ja sailytys-
lampdtilan vaikutus. Verrattaessa 20 °C:ssa séilytettyja naytteitd, huomataan mik-
robiologisen laadun heikentyvan ajan kuluessa. 3 °C:ssa sdilytetyissd naytteissa
huomataan epaloogisuutta naytteiden 0 vrk 3 °C ja 1 vrk 3 °C kohdalla. Viljelyjen
perusteella nayttaisi vuorokauden sailytetty nayte mikrobiologiselta laadultaan hie-
man paremmalta kuin suoraan analysoitu. TAma on tosin selitettdvissd myds erien

valisella vaihtelulla, koska kokeita jouduttiin tekemaan pitkalla aikavalilla.

Verrattaessa kokonaismikrobimaarityksen tuloksia taulukossa 3 esitettyihin raja-
arvoihin, huomataan 0 vrk:n ja 1 vrk 3 °C -naytteet mikrobiologiselta laadultaan hy-
viksi. 2 vrk 3°C -nayte on laadultaan valttava kun taas naytteet 1 vrk 20°C ja 2 vrk
20°C ovat laadultaan huonoja. Nama tulokset olivat oletettuja jo tutkimuksen alus-
sa. Naiden tulosten perusteella koetta voidaan pitdd melko luotettavana, koska tu-

lokset ovat odotettuja.

Tarkastellessa laskettuja Bacillus cereus -bakteeripitoisuuksia (taulukko 9), huoma-
taan myos niissa loogisuutta. Pidempaan sailytettdessa mikrobiologinen laatu heik-
kenee, ja sailytyslampétilalla on huomattava vaikutus tuotteiden laatuun. Verratta-
essa tuloksia taulukossa 3 esitettyihin raja-arvoihin, huomataan 0 vrk:n, 1 vrk 3 °C
ja jopa 2 vrk 3 °C -naytteet laaduiltaan hyviksi. Huoneenlammadssa sailyttaminen
heikentaa laatua huomattavasti, koska 1 vrk 20 °C ja 2 vrk 20 °C -naytteet luokitel-
laan molemmat huonoiksi, joista jalkimmainen jopa mahdollisesti ruokamyrkytyta

aiheuttavaksi (taulukko 2).
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Tulokset vaikuttavat melko luotettavilta, mutta varmemman tuloksen saamiseksi oli-
si kokeita pitédnyt tehdda enemmaéan. Kokeisiin olisi kaivattu enemman rinnakkaisia
kokeita sek& koetoistoa. Nain olisi tarkemmin pysytytty madrittdmaan tuotteiden
bakteeripitoisuudet. Tyon tuloksista saatiin nyt kuitenkin suuntaa antavia tuloksia,

joiden perusteella on helppo ohjeistaa myymalan henkilékuntaa ja asiakkaita.

5 Yhteenveto

Tybssa tutkittiin leipomossa valmistetun lihapasteijan mikrobiologista sailyvyytta
sekd huoneenlammon ja jadkaappisailytyksen vaikutusta sailyvyyteen. Sailyvyytta
tutkittiin maarittamalla naytteista aerobisten mikrobien maara seka Bacillus cereus
-bakteeripitoisuus. Maaritykset suoritettin maljaviljelyilla, joiden pesédkemaarien
perusteella laskettiin naytteiden mikrobipitoisuudet. Saatuja mikrobipitoisuuksia
verrattiin maariteltyinin raja-arvoihin. Liséksi tyossa selvitettiin leipomotuotteiden

sdilyvyyteen vaikuttavia tekijoita.

Tyo6ssa oli aluksi ongelmia sopivan laimennospitoisuuden maarittamisen kanssa,
jolloin liian vékevan nayteliuoksen takia osa kokeista jouduttiin uusimaan. Uusittu-
jen kokeiden myo6ta saatiin tuloksia, joista pystyttiin laskemaan jarkevantuntuisia
pitoisuuksia. Tuloksista huomattiin, ettd lihapasteijoiden mikrobiologinen laatu
heikkenee hyvinkin nopeasti. Jo seuraavana paivana valmistuksesta sek& koko-
naisbakteerimaara etté Bacillus cereus -pitoisuudet olivat nousseet niin korkealle,
ettd tuotteet olivat kaytettyjen raja-arvojen (taulukko 3) mukaan huonoja. Kaksi
paivaa sailytetyt tuotteet olivat laaduiltaan jo niin huonoja, ettda mm. Bacillus cereus

-pitoisuus oli ruokamyrkytyksia aiheuttavalla tasolla.
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Jaakaappisailytyksella huomattiin olevan paljonkin merkitysta tuotteiden sailyvyy-
teen. 3 °C:ssa sailyttaminen hidasti mikrobien lisaantymista tuotteissa niin paljon,
ettd jopa kaksi vuorokautta sdilytetyt tuotteet olivat raja-arvojen mukaan hyvia.
Jaakaappisailytyksen huomattiinkin olevan ehdoton jos tuotteita ei aiota nauttia
valmistuspaivana. Myymalassa olisikin syyta miettia mahdollisuutta myyda tuotteita
viiledasta.

Tybssa opittiin, ettéd lihapasteijoiden mikrobipitoisuus kasvaa hyvinkin nopeasti
ruokamyrkytyksiad aiheuttavalle tasolle. Asiakkaita tulisikin kehottaa nauttimaan
tuotteet ostopdaivana tai siirthmaan tuotteet mahdollisimman pian jagkaappiin ja
nauttimalla tuotteet viimeistd&n seuraavana paivana. Vaikka tuotteita myydaéankin
toistaiseksi huoneenlammosta, tulisi asiakkaille kertoa ettd tuotteet on syyta sailyt-
taa jadkaapissa.
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Liitteet

Liite 1. Prosessikaavio:

Raaka-aineiden
vastaanotto

y

Varastointi

y

lihapasteija-aihioiden valmistus

Leivonta

1 (1)

Raaka-aineiden
punnitus

Taytteiden
sekoitus

Spiraalipakastin
(-30°C)

y

Taikinanteko

Taikinatuutti /
kaulinta

&
.S‘,',a

Pakkaus

Lepo
(17 °Cn. 2 h)

Lahetyspakkaus

Rasvan
laminointi

¥

Kuljetus
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Liite 2. Prosessikaavio: lihapasteijan valmistus

Aihioiden
vastaanotto

A 4
Varastointi /

pakastevarasto > Jaahdytys
(-20 °C)
Lac:;;Jnta Pa kI:aus
Sul‘;tus Léhetys;a kkaus
Pinnz:paisto Kulj;tus
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Liite 3. Prosessikaavio: Naytteenkasittely ja viljelyt

Naytteenotto

v

Naytteen
homogenointi

A 7 ~ B

Punnitus Punnitus
30g 30g
v v
270 ml puskuroitu 270 ml puskuroitu
peptonisuolaliuos peptonisuolaliuos
! v
Stomacher Stomacher
2min230rpm 2min 230rpm
v v
Laimennossarja Laimennossarja
102-10°8 102-10°8
/ ' v \_‘
Maljaaminen Viliel Maljaaminen Viliel
bakteerilaskenta- ey bakteerilaskenta- ey
. selektiiviagarille . selektiiviagarille
agarille agarille
Y v A v v v 3 v
a b a b a b a b

Viljelladn rinnakkaiset naytteet a ja b kaikista laimennoksista 10 - 10-®

A
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Liite 4. Bakteerilaskenta-agar -viljelyn tulokset

Kaikkien lihapasteijanaytteiden (a - f) keskiméaraiset pesdkemaarat seka lasketut
bakteeripitoisuudet (pmy/g). Sinisella merkityt kentét ovat laskentaan kaytetyt tulok-

set, harmaalla merkityt ovat hylattyja tuloksia.

a.) Nayte: 0 vrk 3 °C b.) Nayte: 0 vrk 20 °C
0 vrk 3°C 0 vrk 20°C
Laimennos Pesdakemaara Laimennos Pesakemaara
10 8 10* 6
1072 1 102 2
103 0 103 0
10* 0 10* 0
10° 0 10° 0
10°® 0 10°® 0
107 0 107 0
108 0 108 0
Naytteen bak- , .
teeyripitoisuus 8 x 10? Néytjceen bakteeri- 7 x 10?
(pmy/e) pitoisuus (pmy/g)
c.) Nayte: 1 vrk 3°C d.) Nayte: 1 vrk 20 °C
1vrk 3°C 1vrk 20°C
Laimennos Pesdkemaara Laimennos Pesdakemaara
10 3 10 Yli 300
1072 1 1072 Yli 300
103 0 103 Yli 300
10* 0 10* 51
10° 0 10° 11
10°® 0 10° 1
107 0 107
108 0 108 0
Naytteen bak-
tegripitoisuus 3 x10% N;'?'ytjceen bakteeri- 7 x 10°
(pmy/e) pitoisuus (pmy/g)

£
e —

4

Metropolia



e.) Nayte: 2 vrk 3°C

f.) Nayte: 2 vrk 20 °C

2vrk 3°C 2 vrk 20°C
Laimennos Pesdakemaara Laimennos Pesdkemadra
10 30 10 Yli 300
10 7 10 Yli 300
103 1 103 Yli 300
10* 0 10* Yli 300
10 0 10 Yli 300
10° 0 10° 47
107 0 107 12
108 0 108 1
Naytteen bak- N .
teeripitoisuus 3x103 N:?\ytjceen bakteeri- 5x 108
(pmy/e) pitoisuus (pmy/g)

1 (1)
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