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Ohjaajat

Sulatejuustojen yleisin mikrobiologinen haitta on niiden voihappokayminen. Voihappokay-
mista aiheuttavat anaerobiset itiditd muodostavat Clostridium-suvun bakteerit. Klostridi-itiot
alkavat usein germinoitua, kun kylmaketju katkeaa tai sulatejuustoa sailytetaan lilan lam-
pimassa. Tydssa vertailtiin Kirjallisuudesta esiin tulleita tekijoita, joilla voidaan ehkaista
sulatejuuston voihappokaymista.

Tyon tarkoituksena oli tutkia nisiinin, sorbiinihapon ja Joha HBS® -sulatesuolan inhiboivia
vaikutuksia klostridi-itididen aiheuttamaan voihappokaymiseen sulatejuuston keittokokeilla.
Liséksi tutkittiin, tayttaako sailontdaineeton sulatejuusto sen sailyvyysvaatimukset.

Koesuunnitelma ja tulosten tilastollinen kasittely tehtiin R-tilasto-ohjelmalla. Tulokset ana-
lysoitiin regressioanalyysin ja vastepintojen avulla.

Tulosten perusteella nisiini oli yksin kaytettyna paras saildntaaine estdmaan voihappo-
kaymista, kuitenkin paras vaikutus saatiin kayttamalla nisiinia ja Joha HBS® -sulatesuolaa
yhdessa. Sailontdaineeton sulatejuusto ei tayttdnyt sailyvyysvaatimuksia opinnaytetydssa
suoritetussa koetilanteessa.

Avainsanat sulatejuusto, klostridi-itiot, voihappokayminen

=
R —

/ éﬁropolia



Abstract

Author Niko Nurmi

Title Preventing Clostridium-spores causing butyric acid fermentation
in processed cheese

Number of Pages 43 pages + 5 appendices

Date 20 October 2012

Degree Bachelor of Engineering

Degree Programme Bio- and Foodtechnology

Specialisation option Product Development and Quality Management

Instructor(s) Paula Virolainen, Product Developer
Veli-Matti Taavitsainen, Principal Lecturer
Carola Fortelius, Lecturer

Butyric acid fermentation caused by anaerobic Clostridium spores is the biggest microbio-
logical disadvantage in processed cheese. Clostridium spores start to germinate if growing
conditions are suitable.

Previous publications have showed that butyric acid could be inhibited by several factors.
In this thesis, three different factors that inhibit butyric acid fermentation in processed
cheese are compared. These factors are nisin, sorbic acid and the Joha HBS® emulsifying
salt.

The aim of the thesis project was to investigate inhibition effects of the three factors on
butyric acid fermentation in processed cheese. Nisin, sorbic acid and the Joha HBS®
emulsifying salt were examined by experimental cooking. It was also examined whether
preservative-free processed cheese fulfills its shelf-life requirements.

The experimental layout and statistical analysis were made using the R statistical software.
Results were analyzed by linear regression and response surfaces.

Results showed that nisin used alone proved to be the best preservative whereas nisin
combined with Joha HBS® proved to prevent butyric acid fermentation even better. Pre-
servative-free processed cheese did not meet the stability requirements in the tests carried
out during the thesis project.

Keywords processed cheese, Clostridium spores, butyric acid fermen-
tation
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1 Johdanto

Sulatejuustojen yleisin mikrobiologinen haitta on voihappokayminen. Voihappokaymista
aiheuttavat anaerobiset itiitd muodostavat Clostridium-suvun bakteerit. Clostridium
tyrobutyricum on pé&aasiallinen voihappokaymista aiheuttava bakteeri, mutta myés C.
beijerinckii, C. butyricum ja C. sporogenes -bakteerien tiedetddn aiheuttavan voihappo-
kaymista. (Le Bourhis ym. 2007) Huokoinen rakenne ja paha haju ovat merkkeja klost-

ridi-itididen aiheuttamasta voihappokaymisesta.

Klostridi-itididen paaasiallinen paasyreitti maitoon on ulosteen kautta lypsyn yhteydes-
sa. Ulosteeseen klostridi-itiot paésevat pilaantuneen rehun kautta. Juuston valmistuk-
sessa klostridi-itididen maara konsentroituu, ja ndin pienikin maara itiéita voi aiheuttaa

ongelmia juustoissa. (Ledenbach & Marshall 2010: 48-50)

Klostridi-itiot selvidvat hengissd sulatejuustojen kuumennuskasittelyssd ja saattavat
itAd ja kasvaa sulatejuustossa, jos kasvuolosuhteet ovat suotuisat. Emmental-, edam-
ja goudajuustoissa klostridi-itibiden aiheuttamaa voihappokaymista esiintyy useammin
kuin muissa juustoissa, koska niissa on korkea pH, kosteuspitoisuus ja matala suolapi-
toisuus verrattuna muihin juustoihin. N&ita juustoja kaytetddn yleisesti sulatejuustojen
valmistuksessa. (Doyle & Beuchat 2007: 150)

Tutkimuksen hypoteesina on, etta raaka-aine juustoissa olevat klostridi-itiét aiheuttavat
voihappokaymista sulatejuustossa. Tavoitteena on ehkaista voihappokdymista sailon-

taaineilla ja sulatesuoloilla.
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KIRJALLISUUSOSIO

2 Sulatejuusto yleisesti

Sulatejuusto on eri juustotyypeistd valmistettu homogeeninen seos. Sulatejuustoja
valmistetaan monen erimakuisia ja -tyyppisid, kuten viipaleita, levitteitd ja leikattavia
blokkeja. Sulatejuustotyyppien suurimpana erona ovat niiden kuiva-ainepitoisuudet,
joiden avulla saadaan niille tyypillisia ominaisuuksia, kuten levitettavyys.

Sulatejuuston etuja ovat muun muassa, etta sen valmistuksessa pystytdan hyodynta-
maan juustonpakkauksessa syntyvid leikkauskantteja ja 2. luokan juustoja, jotka ovat
esimerkiksi juustoja, joiden valmistuksessa on tapahtunut virheité ja joita ei voida lait-
taa myyntiin sellaisenaan. Sulatejuustojen kuumennuskasittelyn vuoksi niissa ei ole
patogeenisia mikro-organismeja ja niiden sailyvyysaika on noin 3-12 kuukautta. Sulate-
juustoissa ravintosisaltdé on myds hyva, niissa on paljon proteiineja, vitamiineja ja mine-
raaleja. (Gouda & EI-Nour 2003: 1108)

2.1 Sulatejuuston valmistusprosessi

Sulatejuusto valmistetaan kuumentamalla erityyppisid juustoja. Valmistusprosessin
ensimmaisessa vaiheessa raaka-ainejuustot jauhetaan. Taméan jalkeen lisdtdan vesi,
jauheet, mausteet, voi ja sulatesuolat. Sulatesuolat toimivat paremmin, kun raaka-
aineet on jauhettu ennen keittamistd, koska ne saavat enemman kosketuspinta-alaa
juustojen kanssa. Seos keitetdan yleensa yli 75 °C:ssa, jotta sulatesuolat alkavat toimia
ja nain varmistetaan tuotteen pastoroituminen. (Gouda & EI-Nour 2003: 1112-1113)
Keittoaika- ja lampétila riippuvat valmistettavasta sulatejuustotyypistad. Esimerkiksi lei-
kattavien blokkityyppisten sulatejuustojen keittoaika on noin 4-8 minuuttia 80-85
°C:ssa. Levitettavat sulatejuustot vaativat yleisesti pidemman keittoajan, joka on ylei-
sesti 8-15 minuuttia 85-95 °C:ssa. (Meyer 1973: 149-150) Kuumennus voidaan tehda
suoralla hoyrylla tai vaippalammityksella. Sulatejuustomassan panoskoko vaihtelee
yleisesti noin 200 - 800 kg valilla. Keittamisen jalkeen sulatejuusto pakataan kuumana
(> 71 °C), jotta pystytdadn ehkdisemaan vegetatiivisten bakteerien kontaminaatio val-
miissa tuotteessa. Pakkaamisen jélkeen sulatejuustot ovat viela melko lampimi&, ja ne
jaahdytetaan huoneenlampdétilaan sulatejuustotyypille sopivalla ajalla ja tavalla. Levitet-

tavat sulatejuustot jddhdytetdéan 30-60 minuutissa, jotta valtytaan sulatejuuston yliker-
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moittumiselta, joka saattaa aiheuttaa rasvan ja veden erottumisen sulatejuustosta. Lei-

kattavien sulatejuustojen jddhdyttdminen voi kestdd jopa 10-15 tuntia, jotta saadaan

blokkijuustolle ominainen rakenne. Vaarana tassd on iti6itA muodostavien mikro-

organismien kasvaminen. Kun sulatejuusto on jaahdytetty, sitd tulisi sailyttda 5-10

°C:ssa. On suositeltavaa pitéda sulatejuusto yli 0 °C:n, jotta estettaisiin sen jaatyminen,

ja alle 20 °C:n, jotta valtyttaisiin mikro-organismien aiheuttamilta haitoilta. Kuviossa 1

on viela esitetty sulatejuuston valmistusprosessi vaiheittain. (Gouda & EI-Nour 2003:
1112-1113)

Raaka-aineiden valinta

U

Muiden raaka-aineiden lisays:

Rasva
Sailontaaineet
Makuaineet
Variaineet
Vesi
Sulatesuolat

Jauhaminen

G

Sekoitus

G

Kuumennuskasittely

e

Pakkaaminen

-

Jaahdytys

O

Varastointi

Kuvio 1. Sulatejuuston valmistusprosessi. (Kapoor & Metzger 2008. Muokattu.)
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2.2 Raaka-ainejuustotyypit

Juustojen tyyppi ja kypsyys vaikuttavat sulatejuuston makuun ja rakenteeseen. Juusto-
tyypilla tarkoitetaan pehmeitd, puolikovia ja kovia juustoja. Esimerkiksi parmesaani on
kova juusto, edam puolikova ja brie pehmeé juusto. Sulatejuuston valmistukseen kay-
tetdan paaasiassa vain kovia ja puolikovia juustoja. Pehmeitd juustoja kaytetaan ylei-
sesti makujen antamiseen sulatejuustossa. Yhdistelemalla raaka-aineeksi pitkan ja
lyhyen kypsytysajan juustoja voidaan vaikuttaa sulatejuuston rakenteeseen ja makuun.
Esimerkiksi pelkisté nuorista juustoista valmistettu sulatejuusto maistuu lattealta ja sen
rakenne on kova. (Gouda & EIl-Nour 2003: 1110)

2.3 Sulatejuustoon muut raaka-aineet

Sulatejuuston valmistuksessa kaytetaan usein esisulatetta, joka on kertaalleen keitet-
tya sulatejuustomassaa. Esisulatettua juustoa saadaan usein sulatejuustosta, jonka
valmistuksessa on esimerkiksi tapahtunut pakkausvirheita ja jota ei voida laittaa myyn-
tiin. Esisulatettua juustoa saadaan myo6s pakkaamatta jaéneesta valmiista sulatejuus-
tosta. Esisulatteen kayttd parantaa tuotteen kermoittumista. (Berger ym. 1998: 89) Voi-
ta lisatdan sulatejuustoon nostamaan rasvapitoisuus halutulle tasolle. Rasvan lisdys
vahentdd huomattavasti viskositeettia ja tekee sulatejuustomassan koostumuksen

pehmeammaksi. (Berger ym. 1998: 96)

Sulatejuustomassaan voidaan lisatd esimerkiksi maitojauhetta ja herajauhetta. Maito-
jauhe tukee yleisesti kermoittumista, mutta maun takia sitd ei voi kayttaa yli 10 %:a
koko sulatejuuston panoksesta. Herajauhe alentaa viskositeettia ja sen kayttda suosi-
tellaan kermoittuvan raaka-aineen kanssa. Herajauhetta ei tule mydskaan kayttaa yli
10 %:a koko sulatejuuston panoksesta, koska se aiheuttaa sulatejuuston makeansuo-
laisen heran maun. (Meyer 1973: 89-92) Sulatejuustoon lisataan usein myoés mausteita
ja vériaineita. Ne lisataan seoksen kuumennusprosessin alussa, milla taataan niiden

sekoittuminen ja pastoéroituminen. (Berger ym. 1998: 99)
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2.4 Veden merkitys sulatejuuston valmistuksessa

Vesi on valttamatdon homogeenisen sulatejuuston valmistuksessa. Se mahdollistaa
sulatesuolojen toiminnan ja soolin muodostumisen juustojen sulaessa mekaanisten
toimintojen ja lammityksen seurauksena. Suurin osa raaka-ainejuustojen vedestad on
sidottuna kaseiiniin, joten juustojen vesipitoisuus ei ole riittava sulatejuuston valmistuk-
seen. Vettad joudutaan lisédmaéan dispersion muodostumiseksi. Lisattavan veden maara
pystytaan laskemaan raaka-aineiden ja lopputuotteen kuiva-ainepitoisuuksien avulla.
(Berger ym. 1998: 91-92)

Vesi voidaan liséatad juustoseokseen kerralla tai kahdessa osassa. Osissa lisddmisen
etuna on kaseiinin parempi absorptiokyky konsentroituneemman suolaliuoksen ansios-
ta. Vedenlisayksen tapa riippuu raaka-aineiden ominaisuuksista ja tuotteen tyypista eli
siitd, onko tuote levitettava tai leikattava sulatejuusto. Leikattavissa sulatejuustoissa
vesi lisataan tyypillisesti kerralla ja levitettavisséd kahdessa osassa, mika parantaa levi-

tettavan sulatejuuston kermoittumista. (Berger ym. 1998: 91-92)

2.5 Sulatesuolat

2.5.1 Sulatesuolojen merkitys sulatejuustossa

Sulatesuolat ovat sulatejuuston valmistuksessa kaytettavia suoloja, joiden avulla sula-
tejuuston rakenne saadaan tasaiseksi emulsioksi. Normaalisti juustossa on dljy vedes-
sa -emulsio, jota juustoproteiinit pitavat kasassa. Kuitenkin tdméa emulsio hajoaa sulate-
juuston valmistuksessa, jossa muun muassa juustoa kuumennetaan, sekoitetaan ja
pH:ta sdadetdan. Sulatesuoloilla estetaan proteiinien ja rasvojen erottuminen toisis-
taan. (Gouda & EI-Nour 2003: 1111) Na-kaseinaatti on hyva emulgaattori, se sitoo toi-
seen pddhansa rasvan ja toiseen veden. Nain muodostuu verkkomainen rakenne, joka
sitoo irrallaan olevan rasvan, veden ja kalsiumin sisddnsa. Emulgoitunut sulatejuusto ei
veny eika ole tahmea. Se tuntuu suussa silealtd ja massa on kiiltdvaa. (Berger ym.

1998: 52-53). Kuviossa 2 on esitetty sulatejuuston emulgoituminen.
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Emulgoituminen eli kermoittuminen

rasva H,0

PO,?
HZO rasva
& PO,
H,0
rasva
rasva
rasva

/" Na-kaseinaatti

Kuvio 2. Na-kaseinaatti luo verkkomaisen rakenteen sitoessaan rasvan ja veden sisdansa.
Emulgoitunut sulatejuusto ei veny eika ole tahmea, ja sen suutuntuma on hyva. (Viro-
lainen 2012)

Polyfosfaateilla on suuri sitomiskyky moniarvoisille kationeille. Niiden tehtavana sulate-
juustossa on sitoa kaksiarvoinen kalsium, joka maarittda juustogeelin rakenteen va-
kauden. Sitomisen seurauksena juusto muuttuu juoksevaan muotoon eli sooliksi, joka
jaahtyessaan muuttuu vakaaksi homogeeniseksi geeliksi. (Maier ym. 1999) Paaasiassa
sulatesuolat, joita kaytettddn sulatejuuston valmistuksessa, ovat sekoituksia, jotka si-
saltdvat erilaisia sitraatteja ja fosfaatteja. Sulatejuustojen valmistuksessa kaytetdan
noin 2 % - 3 % sulatesuoloja, riippuen kaytettavasta raaka-aineesta ja suhteellisesta
kaseiinipitoisuudesta. Suhteellinen kaseiinipitoisuus on liukenemattoman kaseiinitypen
suhde kokonaistypen maaraan. Korkean suhteellisen kaseiinipitoisuuden omaavat
juustot soveltuvat parhaiten sulatejuuston valmistukseen. Suhteellinen kaseiinipitoisuus
pienenee juuston kypsyessda. Kuviossa 3 on esitetty sulatesuolojen toiminta. (Gouda &
El-Nour 2003: 1110)
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Sulatesuolojen toiminta
(ioninvaihto)

/C/@ <I_‘><;>V—>| QA
o T

Ca-kaseinaatti (juusto liukenematon) Na-kaseinaatti -> kaseiiniliukenee

@ Submiselli O Na2* (sulatesuola)
D Ca2 | Fosfaattiosa

Kuvio 3. Sulatesuola muuntaa juuston veteen liukenemattoman Ca-kaseinaatin liukoiseksi.
Sulatesuolojen Na'-ionit korvaavat Ca-kaseinaatin Ca*-ionit. Tasta syntyvd Na-
kaseinaatti toimii emulgaattorina rasva- ja vesiosien valilla. (Virolainen 2012)

Sulatejuustogeelin muodostuessa juuston kaseiinirakenteet ovat hajonneet ja muodos-
taneet rykelmid. Sulatejuuston valmistuksessa rasva hajoaa pienemmiksi rasvapalloik-
si. Kuviossa 4 on esitelty sulatejuuston ja kypsytetyn juuston rakenne-erot. (Kapoor &
Metzger 2008.)
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Kase- Kolloidinen kalsiumfosfaatti Rasva Liuenneita ke_1§e-
inimole- iinimolekyyleja
kyyleja Kaseiiniry-

kelméa

Kuvio 4. Kuvassa a on kypsytetyn juuston rakenne ja kuvassa b on sulatejuuston rakenne.

Kuvista huomaa sulatejuuston pienemmat rasvapallot seka kaseiinimolekyylien ry-

kelmét, jotka ovat edellytykset sulatejuuston geelimaiselle rakenteelle. (Kapoor &
Metzger 2008. Muokattu.)
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2.5.2 Erilaiset sulatesuolat

Monofosfaatit

Monofosfaatit ovat fosforihapon suoloja, ja ne valmistetaan luonnon mineraaleista, ku-
ten kalsiumsuoloista rikkihapon tai lampoékasittelyn avulla. Monofosfaateista valmiste-
taan  mononatrium-monofosfaatteja,  dinatrium-monofosfaatteja  ja  trinatrium-
monofosfaatteja. Yleisesti monofosfaatit ovat vesiliukoisia, ja niilla on hyvéa puskurikyky.
(Berger ym. 1998: 68-69) Mono- ja trinatrium-monofosfaatteja kaytetdén yleisesti pH:n
saatamiseen. Monofosfaateilla ei ole kermoittumiskykya, ja pelkdstdan monofosfaatteja
kaytettaessa sulatejuuston rakenne jaisi melko ohueksi. Monofosfaattien suurimmat
mahdolliset haittapuolet on hiekkamaisen rakenteen ja saippuamaisen maun aiheutta-
minen sulatejuustoon. (Meyer 1973: 43—-44)

Polyfosfaatit

Polyfosfaatteja saadaan kuumentamalla monofosfaatteja. Yleisimmat sulatejuuston
valmistuksessa kaytettavat polyfosfaatit ovat mono-, di-, tri- ja tetranatrium-difosfaatit.
Difosfaattien kalsiumin sidontakyky ja liukoisuus ovat alhaiset, mutta vedensidontakyky
on hyva. Polyfosfaattien voimakas kermoittumiskyky saattaa johtaa ylikermoittumiseen
ja massan kovettumiseen, joka on sulatejuuston valmistuksessa yleisimpia valmistus-
virheita. (Berger ym. 1998: 68-70)

Sitraatit

Sitraatit valmistetaan sitruunahaposta, yleisimmat ovat mono-, di-, ja trinatriumsitraatit.
Sitraateilla on hyvat kalsiumin sitomis- ja proteiinien liuottamis-ominaisuudet. Sitraatti-
en kaytto tekee sulatejuuston rakenteen elastiseksi ja kiintedksi, minka takia se sovel-
tuu hyvin leikattavien sulatejuustojen valmistukseen. (Berger ym. 1998: 71-72) Sitraat-
tien haittapuolina ovat huono kermoittumiskyky ja heikot bakteriostaattiset ominaisuu-
det (Meyer 1973: 43).

4
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Sulatesuoloilla on myds hyvat antimikrobiset vaikutukset sulatejuustossa, joista lisaa
kohdassa 4.4. Alla olevassa luettelossa on yhteenvetona sulatesuolojen p&&asialliset

tehtavat sulatejuustojen valmistuksessa.

e Kalsiumin poistaminen proteiineista
¢ Proteiinien dispersion muodostaminen
e Proteiinien hydraatio ja kermoittuminen
e Sulatejuuston emulsion ja pH:n kontrolloiminen ja stabiloiminen
e Mikrobiologisen pilaantumisen estaminen
(Gouda & EI-Nour 2003: 1111)

3 Klostridi-itiot juustossa

3.1 Clostridium-suvun bakteerit yleisesti

Clostridium-suvun bakteerit ovat grampositiivisia sauvamuotoisia bakteereita, jotka
likkuvat peritrikkisten flagellojen avulla. Klostridit fermentoivat sokereita, polyalkohole-
ja, aminohappoja, orgaanisia happoja ja orgaanisia yhdisteita. Yleensa ne ovat ehdot-
toman anaerobisia. (Breed ym. 1957: 634) Klostridit ovat yleisid maaperan bakteereita
kaikkialla maailmassa, ja niitéd esiintyy myds merten pohjalla. Klostridit muodostavat
itioita, mink& vuoksi niitd on vaikea tuhota. Iticmuodossa ne sietdvat happea, kuivuutta
pakastamista ja keittdmista. Itidilla on kuitenkin merkitysta vain, mikali ne paasevat
germinoitumaan ja lisddntymaan vegetatiivisoluina. (James 1992: 22) Monet Clostridi-
um-suvun bakteerit aiheuttavat tauteja ihmisessa ja elaimissa seka pilaavat elintarvik-
keita. Clostridium botulinum on klassisin ja pelatyin taudin aiheuttaja, joka voi aiheuttaa
hengenvaarallisen botulismitaudin. Clostridium perfringens taas aiheuttaa lievempia
ruokamyrkytykaia. C. perfringens -bakteerien aiheuttama ripulitauti ei ole kovin vaaral-
linen mutta sitéakin yleisempi. Elintarvikkeiden pilaajina ovat yleensa Clostridium-suvun
bakteerit, jotka eivat aiheuta ruokamyrkytyksiad ihmiseen. Juustojen voihappokayminen

on yleinen klostridien aiheuttama pilaantumisprosessi. (Hielm 2002: 652-653)
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3.2 ltididen lammdnkestavyys

[tiditd muodostavat bakteerit ovat usein ongelma elintarviketeollisuudessa. Ne aiheut-
tavat sairauksia ja elintarvikkeiden pilaantumista. Yleensa itiét aiheuttavat ongelmia
vahahappamissa (pH >4,6) elintarvikkeissa, jotka on pakattu tolkkeihin, pulloihin tai
vakuumiin ja jotka ovat lampdkasiteltyja. Itididen tuhoaminen vaatii rajumman kuumen-
nuskasittelyn kuin vegetatiiviset solut. Clostridium botulinum -bakteerien itidt ovat kaik-
kein lampokestavimmat patogeeniset itiét ja niiden tuhoaminen on tayssailykkeiden
valmistuksessa paaasiallinen tehtava. Yleensé vahahappamat tolkitetyt elintarvikkeet
kuumennetaan 3 — 6 minuuttia 121 °C:ssa, jotta varmistutaan Clostridium botulinum —
bakteerien itididen tuhoaminen. (Montville & Matthews 2008. 39-41) Useita elintarvik-
keita ei voida kuumentaa niin paljon, etta kaikki itiét tuhoutuisivat, koska kovat kuu-
mennuskasittelyt aiheuttavat usein virheitd elintarvikkeen rakenteeseen ja makuun,
joten itididen itAminen taytyy usein estaa saildntaaineilla. Itiét kestavat hyvin lampoa
johtuen niiden suuresta pyridiini-2,6-dikarboksyylihappopitoisuudesta (Prescott ym.
1996: 67-68).

3.3 Itididen rakenne ja biologia

Erdat grampositiiviset bakteerit voivat muodostaa erittédin vastustuskykyisia lepotilassa
olevia itigita. Itiot muodostuvat vegetatiivisista bakteereista. Itiét ovat bakteerien lepo-
muotoja, joiden muodostuminen alkaa usein silloin, kun solun normaali kasvu loppuu
ravinnonpuutteen vuoksi. Itididen muodostuminen on monimutkainen prosessi, ja se

koostuu seitsemasta osasta, jotka ovat esitelty kuviossa 5. (Prescott ym. 1996: 67)

Ensimmaisessa vaiheessa ition ydin ja saikeet alkavat muodostua (vaihe |), taman jal-
keen septumi alkaa muodostua ja sulkee sisddnsa osan DNA:sta (vaihe 1l). Membraani
jatkaa kasvuaan ja luo toisen kuorikerroksen (vaihe Ill). Kuorikerroksien véliin muodos-
tuu kalsiumia ja pyridiini-2,6-dikarboksyylihappoa (vaihe IV). Proteiinipaallyste muodos-
tuu ulomman kuorikerroksen paélle (vaihe V). Taméan jalkeen iti6 kypsyy valmiiksi (vai-
he VI) ja on valmis irtaantumaan is&ntéasolusta tAman tuhoutumisen seurauksena (vai-
he VII). Tassa vaiheessa itid on lepotilassa. (Prescott ym. 1996: 67-69) Iti6t eroavat
kemiallisesti, rakenteellisesti ja fysiologisesti vegetatiivisista soluista. Iti6t ovat metabo-

lisesti lepotilassa, joka johtuu sen matalasta vesipitoisuudesta. Lepotilan ansioista iti6t
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selvidvat todella pitkia aikoja ilman ravinteita. Toiseksi itiot ovat melko resistantteja

[Ammdlle, sateilylle, kemikaaleilla ja kuivaukselle. (Montville ym. 2008: 47-51)

Ition aktivoituminen vegetatiiviseksi bakteeriksi on kolmivaiheinen prosessi, jossa iti

aktivoituu, itda ja lopulta muodostuu vegetatiivinen bakteeri. Ition aktivoituminen on

palautuva prosessi, joka herattaa ition itdmiselle. Itiét aktivoituvat lepotilasta, kun lam-

poétila ja muut kasvuolosuhteet ovat sille suotuisat. Uloskasvamisen aikana itid saa ve-

getatiiviselle solulle tyypilliset ominaisuudet, kuten kyvyn syntetisoida aminohappoja,

nukleotideja ja muita molekyyleja. (Prescott ym. 1996: 67-69)

Solunjakautuminen

Vil
Isantdsolun hajoaminen
ja itién vapautuminen

Vi Sdikeiden
Valmis itio muodostuminen ===
1l
Septumin
muodostuminen
V&V

1tion kuorikerroksen
muodostuminen

1]
Esi-ition
muodostuminen

Kuvio 5. Ition muodostuminen vegetatiivisesta solusta vaiheittain. (Montville ym. 68. Muokattu.)
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3.4 Yleisimmat klostridi-bakteerit juustoissa

Clostridium-suvun bakteerit kuten C. tyrobutyricum, C. butyricum ja C. sporogenes ovat
yleisimmat virheitd aiheuttavia itidita juustoissa. C.tyrobutyricum -bakteerit aiheuttavat
sulatejuuston pullistumista, C.butyricum voihappokaymista ja C. sporogenes mata-
kaymista. Klostridi-itiot selvidvat hengissa sulatejuustojen kuumennuskasittelyssa ja
saattavat itdd ja kasvaa juustossa, jos kasvuolosuhteet ovat suotuisat. Niiden yleisin
haitta juustoissa on kaasun muodostaminen ja hajuhaitat. NAma bakteerit muodostavat
happea ja hiilidioksidia hapettomissa olosuhteissa. Emmental-, edam- ja goudajuus-
toissa klostridien muodostamaa kaasua esiintyy useammin kuin muissa juustoissa,
koska niisséa on korkea pH, kosteuspitoisuus ja matala suolapitoisuus verrattuna muihin
juustoihin. Gouda- ja edamjuustot kypsytetdaan 16 °C:ssa ja emmentaljuustot jopa 24
°C:ssa (Walstra ym. 1999). Varsinkin emmentaljuustojen korkea kypsytyslampdtila voi
mahdollistaa joidenkin Clostridium tyrobutyricum -kantojen itdmisen. Goudaa, edamia
ja emmentalia kaytetddn yleisesti sulatejuustojen valmistuksessa. (Doyle & Beuchat
2007: 150)

C. tyrobutyricum ja voihappokéayminen

Kaasuja tuottavista Clostridium-suvun bakteereista C. tyrobutyricum tuottaa eniten
kaasuja juustoissa (Le Bourhis ym. 2007). Sen optimimaalinen kasvulampétila on 30 —
37 °C:ssa. 25 °C:ssa kasvu on vahaista, ja 45 °C:ssa se on maltillista tai kasvua ei
esiinny ollenkaan. C. tyrobutyricum -bakteerin vegetatiiviset solut eivat selvia past6-
roinnista (75 °C, 15-30 s), mutta ititt ovat lammonkestavia 120 °C:seen asti. Optimi-pH
kasvulle on 5,0 — 5,4. pH:n ollessa alle 5,0 C. tyrobutyricum -bakteerin kasvu ei ole
mahdollista. C. tyrobutyricum ei kykene kasvamaan maidossa. Kuviossa 6 esitelty C.
tyrobutyricum -bakteerin aiheuttamaa voihappokaymistd goudajuustossa. (Klant-
schitsch 1999: 4-5)
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Kuvio 6. Ylhaalla (67077 ja 67080) olevat juustot on valmistettu maidosta, joka on kontaminoi-
tunut C. tyrobutyricum -itidilla ja niissd on tapahtunut laktaatin kaymista. Juustot
(67071 ja 67074) olivat kontrollinaytteita. (Klijn ym. 1995)

Kaasun muodostuminen johtuu laktaatin kdymisesta, jonka seurauksena syntyy voi-
happoa, etikkahappoa, hiilidioksidia ja happea. Tata ilmiéta kutsutaan nimelld "late
blowing”. (Lena & Borch. 2006) Clostridium tyrobutyricum -itiot rikastuvat maidossa
juuston valmistuksessa (Doyle & Beuchat 2007: 150).

C. tyrobutyricum -itididen D-arvo 90 °C:ssa on 6,5-21 minuuttia. TAma tarkoittaa etta
tuolla aikavalilla riippuen pH:sta ja matriisista itiditd kuolee 90 %. Vaikka D-arvo vaihte-
lee paljon, tama kertoo suuntaa antavaa tietoa C. tyrobutyricum -itididen lammonkesta-

vyydesta. (Cerf ym. 1967)

3.5 Maidon kontaminoituminen

Klostridi-itiot paasevat maitoon lehmistd, jotka syodvat kontaminoitunutta sailérehua.
Rehun mukana iti6t kulkevat eldgimen ruoansulatuskanavan lapi ja paasevét lannasta
lehman karvoihin, navettailmaan ja utareisiin. Talléin lypsyn yhteydessa itididen on
helppo kontaminoida maito, jollei hygieniasta huolehdita erityisen hyvin. Hyvalla utarei-
den hygienialla itididen méaraa voidaan vahentdd maidossa jopa kymmenkertaisesti.
Utareen peseminen hypokloritilla ja kuivaaminen paperipyyhkeella vahentaa itididen
maardad maidossa merkittdvasti. Vuodenajan on myds huomattu vaikuttavan itididen
maaraan maidossa. Rehun itibpitoisuudet ovat suurimmat talvikuukausina, jolloin rehua
on sailotty jo suhteellisen pitk&&n. Alhaisin itibpitoisuus on kesélla, jolloin rehu on tuo-
reinta. Maidon ja rehun itiépitoisuudella on todettu olevan selked korrelaatio keske-
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naan. Myos lehmien sydomassa rehussa ja niiden ulosteessa on suora korrelaatio itipi-
toisuuksissa. (Ledenbach & Marshall 2010: 48-50)

Yleista raja-arvoa sille, kuinka paljon C. tyrobutyricum -itiGit& juustossa taytyy olla, jotta
voihappokaymisesta aiheutuvat haitat tulevat esiin, ei ole maaritelty, koska se riippuu
taysin juustotyypista. Se kuitenkin tiedetdén, ettd jo muutama itio/g maidossa voi aihe-
uttaa voihappokaymista juustossa, jos kasvuolosuhteet ovat suotuisat, koska itiot rikas-
tuvat juuston valmistuksessa. C. tyrobutyricum ei ole patogeeninen bakteeri ihmisille ja
elaimille. (Doyle & Beuchat 2007: 150)

4 Klostridi-itididen itdmisen ehkaiseminen

4.1 Nisiini

Nisiini on luonnollinen antimikrobinen aine, jota syntyy Lactococcus lactis -bakteerin
kdymisen seurauksena ja jota esiintyy luontaisesti maidossa. Nisiini on siis maitohap-
pobakteerin tuottama bakteriosiini. Bakteriosiinit ovat bakteerien tuottamia peptideja,
joilla on bakteerien kasvua estava ja tuhoava vaikutus. Nisiinia ei voida valmistaa syn-
teettisesti, joten sita tuotetaan Lactococcus lactiksen avulla. Sitd kaytetddn yleisesti
sdilontdaineena ruoka- ja maitoteollisuudessa, eika sen kaytté aiheuta maku- tai haju-
haittoja. Nisiinilla on tehokas toimintakyky mikro-organismeja vastaan pH-alueella 3,5-
8,0, joten sité voidaan kayttaa moniin elintarvikkeisiin. Nisiinilla on todistetusti inhiboiva
vaikutus laajaa joukkoa grampositiivisia bakteereita vastaan, etenkin itibitd muodosta-
via bakteereja vastaan. Nisiini ei kuitenkaan tehoa sieniin ja gramnegatiivisiin baktee-
reihin. Itiot ovat yleisesti vastustuskykyisempia bakteriosiineille kuin vegetatiiviset solut.
Nisiini estaa itididen itamista diffundoitumalla soluun ja estdmalla solun entsyymitoimin-
taa. Nisiini myds herkistada itiditd kuumennukselle, joten kuumennuslampdtiloja ja -
aikoja voidaan pienentdd. (Danisco 2002: 1-7) Esimerkiksi kuumennuskasittely heikosti
happamille tdlkitetyille elintarvikkeille vaatii Fo-arvoksi 6-8, jotta varmistutaan Clostridi-
um botullinum ja muiden pilaajamikro-organismien inaktivointi. Kun nisiini on lasna
samassa prosessissa, Fp-arvoksi riittdd 3, jolloin saadaan mikrobiologisesti turvallinen
elintarvike (James 1992: 271-272). Nisiinille ei ole méaéaritelty pdivittdista enimmais-
saantia eli ADI-arvoa (Evira. Lisdaineopas 2009: 27). Suomessa sen suurin sallittu
kayttomaara sulatejuustossa on 12,5 mg/kg (FINLEX 2012).
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Nisiinin aktiivisuus laskee, kun elintarviketta prosessoidaan ja sailotdan. Tama johtuu
elintarvikkeen lampdtilasta, pH:sta ja muista komponenttien muutoksista. Taman vuok-
si nisiinin kayttdmaaran maarittdminen on valttamatonta, jotta elintarvike pysyy stabiili-
na koko sdilyvyysajan. (Delves-Broughton 1990; Hakovirta ym. 2005) Nisiini on vesi-
liukoinen ja liukenee huomattavasti paremmin happamaan liuokseen kuin neutraaliin tai

heikosti eméksiseen liuokseen (Glass & Doyle 2005: 6).

4.2  Sorbiinihappo

Sorbiinihappoa esiintyy luontaisesti monissa marjoissa, mutta sitd valmistetaan syn-
teettisesti krotonialdehydeista ja keteeneista. Sorbiinihappo on lyhytketjuinen tyydytty-
matdn rasvahappo, ja se liukenee kolme kertaa paremmin rasvaan kuin veteen. Sor-
biinihappo ja sen suolat (sorbaatit) tehoavat parhaiten hiivoihin, homeisiin ja moniin
bakteereihin lukuun ottamatta maitohappobakteereita. Yleisesti sorbiinihappo tehoaa
paremmin katalaasipositiivisiin bakteereihin kuin katalaasi-negatiivisiin, ja aerobiset
bakteerit ovat sille herkempid kuin anaerobiset. Sorbiinihappo estaa itididen muodos-
tumista estamalla itibn vapautumisen isantasolusta. Sorbaattien antimikrobinen vaiku-
tus on riippuvainen pH:sta. Sorbiinihappo toimii parhaiten hieman happamissa elintar-
vikkeissa, joissa pH on alle 6,0. Kun pH on lahelld 6,5:t4, sorbiinihappo on lahes toi-
mintakyvyton. Sorbiinihappoa kaytetddn sailbntdaineena yleisesti muun muassa juus-
toihin ja hilloihin. (James 1992: 254-255). Sen paivittdinen hyvaksyttava enimmais-
saanti (ADI) on 25 mg/kg/vrk. (Evira, Lisdaineopas 2009: 26). Suomessa sorbiinihapon

suurin sallittu kayttbmaara sulatejuustossa on 2000 mg/kg (FINLEX 2012).

4.3 Rasva

Anaerobisten bakteerien kasvua pystytdan ehkaisemaan rasvapitoisuutta alentamalla
sulatejuustossa. TAma havaittiin, kun verrattin muuten samanlaiseen tuotteeseen, jos-
sa on sama pH-, suola- ja kosteuspitoisuus (Teir Steel ym. 1995). Tarkkaa syyta ras-
van vahentamisen antimikrobiseen vaikutukseen ei tiedetda, mutta rasva luo suojaisan
mikroympariston bakteereille ja suojaa bakteereita antimikrobeilta tuotteen vesifaasis-
sa. Vaharasvaiset sulatejuustot sisdltavat usein maun vahvistajia, ja jotkut naista va-
hentavat veden aktiivisuutta tai edistdvat antimikrobisten aldehydien, peroksidien ja
vapaiden rasvahappojen toimintaa. Nama estavat klostridi-itibiden kasvua. Rasvalla on
heikentava vaikutus useisiin antimikrobisiin aineisiin kuten nisiiniin ja sorbiinihappoon.
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Kuitenkin joillakin rasvahapoilla, kuten kapriinihappo Ci,, lauriinihappo Ci,, 6ljyhappo
Cisg:1 ja linolihappo Cig:2, on antimikrobisia vaikutuksia juustossa. (Glass & Doyle 2005:
5)

4.4  Sulatesuolojen antimikrobiset vaikutukset

Sulatesuolojen teknisten ominaisuuksien lisaksi niilla on hyvét antimikrobiset vaikutuk-
set. Etenkin fosfaateilla on hyvat bakteriostaattiset vaikutukset. Ne eivat tapa mikro-
organismeja, eika niitd taman vuoksi voi kutsua sailontaaineiksi. Fosfaatit hidastavat
mikro-organismien kasvua ja taten lisaavat sulatejuuston sailyvyysaikaa. Taméa patee
varsinkin polyfosfaateille, jotka ovat osoittaneet paljon suuremman bakteriostaattisen
vaikutuksen kuin monofosfaatit. Tama selittyy silla, ettd monien mikro-organismien so-
luseinat ja —membraanit ovat tasapainossa Ca**-ionien avulla. Polyfosfaateilla on kyky
lapaista solumembraani. Ne sitovat Ca*-ioneja systeemistd muodostaakseen komp-
lekseja ja taten ehkaisevat kalsiumin kykya stabiloida mikro-organismin pintakerrosta.
(Berger ym. 1998: 89)

4.4.1 Joha HBS® -sulatesuola

Joha HBS® -sulatesuolalla on sulatesuolan teknisten ominaisuuksien liséksi hyvat an-
timikrobiset vaikutukset varsinkin grampositiivisia bakteereita vastaan. Maier ym.
(1999) tutkivat Joha HBS® -sulatesuolan antimikrobisia vaikutuksia eri bakteereita vas-
taan sulatesuolalisayksilla 0,1 % ja 1,0 %. 0,1 %:n lisayksella bakteerien kasvua saatiin
hieman laskemaan, mutta 1 %:n lisayksella useimpien bakteerien kasvu saatiin lahes
kokonaan loppumaan. Sulatejuuston pullistumista aiheuttava grampositiivinen C. tyro-
butyricum -bakteerin kasvu estyi lahes kokonaan Joha HBS® -sulatesuolan avulla.
Gramnegatiivisia bakteereita vastaan Joha HBS® -sulatesuolalla ei ollut niin suurta

vaikutusta. (Maier ym. 1999)
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4.4.2 Maidon baktofugointi

Klostridi-itididen aiheuttamia haittoja pyritdan vahentamaan emmentaljuustojen valmis-
tuksessa baktofugoinnilla. Baktofugointi on mikrobien mekaaninen vahentamis-
prosessi. Se perustuu bakteereiden ja itididen separointiin keskipakoisvoiman avulla.
Baktofugoinnin tarkein tehtéava on poistaa maidon voihappobakteerien iti6ita. Se pois-
taa jopa 80 % itidista. Baktofugointi suoritetaan normaalisti noin 60 °C:ssa. (Wilbey ym.
1998: 132-133) Taulukossa 1 on esitelty baktofugoinnin vahentavia vaikutuksia itidihin.

Taulukko 1.  Bakteerien ja itididen prosentuaalinen vahentyminen maidossa pastdroinnin ja

pastoroinnin baktofugoinnin jalkeen. Muokattu. (Wilbey ym. 1998: 133)

Pastoroitu
Pastoroitu (%) baktofugoinnin jalkeen (%)
Kokonaisbakteerit 99,2 99,8
Aerobiset itiot 13 77
Anaerobiset ititt 0 79

Baktofugointi on erittiin tehokas anaerobisille itidille, mutta se ei kuitenkaan aina yksin
riitd torjumaan itididen aiheuttamia haittoja sulatejuustossa. Baktofugoinnin liséksi
usein tarvitaan usein korkea kuumennuskasittely tai jokin sailéntdaine estaméén voi-

happokaymista.
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Kokeellinen osa

TyoOn tausta ja tavoitteet

Elintarvikkeiden viimeaikaisena trendind on ollut niiden luonnollisuus ja lisdaineetto-
muus. Nykypaivan laadukkaiden raaka-aineiden vuoksi opinnaytetydssa tutkittiin, tayt-
tadko sailontdaineeton sulatejuusto sen sailyvyysvaatimukset. Tyossad myos vertailtiin
eri sdilontdaineita ja niiden tehokkuuksia sulatejuuston voihappokaymista vastaan, ja
tutkittiin, onko Valion kayttdma sorbiinihappo paras sailontdaine tyossa kaytetyn val-

mistusprosessin kaltaisille sulatejuustoille.

Opinnaytetydssa sulatejuustosta tehtiin eri sdilontaaineilla keittokokeita ja niiden vaiku-
tuksia tutkittiin rasituskokeen ja itiomaaritysten avulla. Keittokokeiden avulla pyrittiin
selvittamaan sailontaaineiden merkitys sulatejuustossa ja loytdamaan tehokkain tapa

ehkaista sulatejuustojen voihappokaymista.

5 Materiaalit ja menetelmat

5.1 Keittokokeissa kaytetyt raaka-aineet

Keittokokeita varten saatiin edam- ja emmentaljuustoja, joissa oli havaittu voihappo-
kaymista. Naista raaka-ainejuustoista tehtiin mahdollisimman homogeeninen seos jau-

hamalla, minka jalkeen juustoseoksesta maaritettiin klostridi-itiot.

5.2 Klostridi-itididen maaritys ja MPN-menetelma

Klostridi-itiot maaritettiin Valio Oy:n Klostridi-itiot (muut kuin raaka-maito naytteet) -
ohjeen mukaan (Bergere & Sivela 1990). Maarityksessa kaytetty kasvualusta on esitet-
ty liitteessa 1.

Juustonaytetta punnittiin 10 g ja siihen naytteeseen lisattiin 90 ml dikaliumvetyfosfaat-
tia, jonka jalkeen ndyte homogenoitiin. Naytettd pipetoitiin BB-laktaatti-putkiin laimen-
nokset 107, 10? ja 10°, ja jokaisesta laimennoksesta 3 rinnakkaista naytetta eli yh-

teensa yhdeksaan putkeen. Putkiin annosteltiin taméan jalkeen noin 2 ml steriloitua pa-
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rafiiniéljya. Putkia kuumennettiin 75 °C:n vesihauteessa 12 minuutin ajan, jolloin vege-
tatiivisolut tuhoutuivat. Heti kuumennuksen jalkeen putket jaéhdytettiin kylmassa vesi-
hauteessa. Putkia inkuboitiin 7 vuorokautta 37 + 1 °C:ssa. Inkuboinnin jalkeen laskettiin
positiivisten putkien maard. Kaasun muodostus Durham-putkessa oli osoitus positiivi-

sesta tuloksesta. Klostridi-itididen pitoisuus luettin MPN-taulukosta (liite 2).
Putkiviljely eli MPN-menetelméa

Klostridi-itididen tulokset ilmoitettiin MPN—Ilukuina. MPN-luku (Most Probable Number)
kertoo todennédkoisimman itidpitoisuuden tutkittavasta naytteesta naytegrammaa tai —
millilitraa kohti. Putkiviljelyssa kaytettiin kolmea rinnakkaista putkea. Kayttamalla vain
kolmea rinnakkaista putkea luottamusvali tuloksissa on melko suuri. Esimerkiksi MPN-
luku 43 tulee positiivisista putkista 3, 1 ja 0, eli -1-laimennoksessa kaikki kolme putkea
ovat positiivisia, -2-laimennoksessa 1/3 on positiivinen ja -3-laimennoksessa ei ole yh-
taan positiivista putkea. MPN-luvulle 43 luottamusvali 95 % todennékdisyydelld on 9-
181, joten kolmella rinnakkaisella putkella tulokset eivat ole kovin tarkkoja. Tarkempia
tuloksia olisi saatu lisaamalla rinnakkaisten putkien maaraa. Suurten nayteméaarien
vuoksi putkiviljelyt tehtiin kolmella rinnakkaisella putkella. Tutkimuksessa ei ollut tarkoi-
tuskaan saada tarkkaa tietoa paljon klostridi-itidita tutkittavassa naytteessa, vaan MPN-
luvun suuruusluokka antaa riittavan tarkkaa tietoa. Tulosten tarkastelussa tuloksista

otettiin 10-kantainen logaritmi ennen niiden tilastollista analysointia.

5.3 Sulatejuustojen sailyvyyskoe

Sulatejuustojen sailyvyyttd seurataan yleensa rasituskokeella ja parasta ennen -
paivamaaran arvioinnilla. Sulatejuustot sailytetaan jaakaappilampdétilassa, ja parasta
ennen -paivamaarana niille tehdaéan aistinvarainen arviointi, jossa arvioidaan tuotteen
laatu ja sailyvyysvaatimuksien tayttyminen. Rasituskoe suoritetaan yleisesti 4 viikkoa
+30 °C:ssa tai 2 viikkoa +37 °C:ssa. Jos pullistumista ei havaita rasituskokeen aikana,
voidaan olettaa, etta tuote tayttdd sdilyvyysvaatimuksensa. Rasituskokeen lampétila
perustuu C. tyrobutyricum -itididen optimaaliseen kasvulampétilaan. (Lycken & Borch
2006)

Keittokokeista valmistetuille sulatejuustoille suoritettiin myds rasituskoe 4 viikkoa +30

°C:ssa ja + 37 °C:ssa seké 2 viikkoa +37 °C:ssa.
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5.4 Haihtuvat karboksyylihapot sulatejuustossa

Clostridium tyrobutyricum -bakteerin aiheuttaman voihappokaymisen seurauksena syn-
tyy voihappoa, etikkahappoa, hiilidioksidia ja happea (Lena & Borch 2006). Voihappo ja
etikkahappo ovat haihtuvia yhdisteita, joten niiden maara voidaan maarittda kaasukro-

matografialla.

Voihapon ja etikkahapon maara maaritettiin keittokokeista tehdyistd sulatejuustoista.
Haihtuvien happojen maaraa verrattiin itiomaaritysten tuloksiin ja pohdittiin, voiko haih-
tuvien happojen perusteella kertoa, kuinka paljon tuotteessa on klostridi-iti6itd. Valion
tutkimus- ja tuotekehitysyksikbn kemian osasto maaritti haihtuvat karboksyylihapot.
(Jong & Badings 1990)

5.5 Sulatejuusto — keittokokeet ja tilastollinen koesuunnittelu

Keittokokeet tehtiin Stephan UMC 5 -keittokattilalla, joka oli pilot-mittakaavan laite (ku-
vio 7). Keittokokeissa kattilaan liséattiin koesuunnitelman mukaan kaikki raaka-aineet
(juustot, voi, vesi ja jauheet). Taman jalkeen suljettiin kattila ja ajettiin alipaine vakuu-
mipumpulla. Alipaineen muodostuttua aloitettiin [Ammitys vaippahdyrylla. Juustoseok-
set lammitettiin 90 °C:seen, johon aikaa kului noin 9 minuuttia. Taman jalkeen sulate-
juusto pakattiin valittbmasti muovipikareihin. Keittokokeet ja pakkaaminen suoritettiin
Valio T&K:n laboratoriotiloissa. Tulokset analysoitiin R-tilasto-ohjelmalla.
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Kuvio 7. Stephan UMC 5.

5.5.1 Koesuunnittelun keskeiset periaatteet

Koesuunnitelmaa laadittaessa aluksi on hyva miettia kaikki mahdolliset hairidtekijat ja
pyrki& minimoimaan niiden vaikutus tuloksiin. Hairidtekijoité tuloksiin aiheuttavat muun
muassa raaka-ainevaihtelut ja tyontekija. Olosuhteista aiheutuvan virheen ehkaisemi-
seksi jokainen koe on pyrittdva suorittamaan samanlaisissa olosuhteissa. Koejarjestys
on aina satunnaistettava, jotta varmistetaan koetulosten tilastollinen riippumattomuus.
Satunnaistamisen avulla koetuloksien systemaattista virhettd saadaan pienennettya.
(Montgomery 1991: 8-9)
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Koetulokset on tarke&& analysoida oikealla menetelmélla. Koesuunnitelma maaraa
sen, milla tilastollisella tekniikalla tuloksia voidaan analysoida. Tuloksia analysoidessa
on tarkeda selvittda tarkeimmat tunnusluvut. Tuloksien esittdmiseen kannattaa kayttaa

graafisia esityksia niiden havainnollisuuden vuoksi. (Montgomery 1991: 8-9 )

5.5.2 Koesuunnitelma ja tulosten analyysimenetelmat

Keittokokeisiin valittin 23-koesuunnitelma, jossa suunnitelmamuuttujat ovat sorbiini-
happo, nisiini ja Joha HBS®. Koesuunnitelmassa kukin muuttuja esiintyy kahdella ta-
solla (x1), ja se sisaltaa kaikki kahden tason kombinaatiot. (Montgomery 1991: 270-
271) Koesuunnitelmaan liséttiin kolme keskipistekoetta, joiden perusteella pystyttiin

arvioimaan mallin lineaarisuutta. (Montgomery 1991: 306 )

Keittokokeiden tulokset analysoitiin usean muuttujan regressioanalyysilld, yhteensopi-
mattomuustestilla ja vastepintojen avulla. Regressioanalyysissa tarkastellaan valittujen
suunnitelmamuuttujien vaikutusta vastemuuttujaan. (Montgomery 1991: 479-480) Tilas-
tollisen testien tarkeimmaét tunnusluvut ovat R?, Q? ja yhteensopimattomuus- ja regres-

sioanalyysin p-arvot.

Mallin selitysaste R? kertoo, kuinka suuren osuuden vastemuuttujan vaihtelusta regres-
siomalli kykenee selittamaén, kun vaihtelua mitataan varianssilla. Mallin selitysastetta

pidetaan yleisesti hyvana, kun se on suurempi kuin 0,80. (Niemi 1994: 80-81)

Ristiinvalidoinnin tunnusluku on ennustusselitysaste Q2. Se on hyva tapa arvioida mal-
lin luotettavuutta. Ennustusselitysaste Q? kuvaa, kuinka hyvin mallin avulla voidaan
ennustaa. Ennustaminen perustuu kuitenkin laskentaan, jossa mallista jatetaan kukin
tulos vuorollaan pois ja lasketaan poisjatetty arvo mallin avulla. Ennustusselitysaste on
aina pienempi kuin tavallinen selitysaste. Kuitenkin hyvassa mallissa nhama ovat samaa
suuruusluokkaa. Ristiinvalidointi esitetddn yleisesti graafisesti, mista nahdéan hyvin

mallin ennustuskelpoisuus. (Karjalainen 2012)

Regressioanalyysin yhteydessa testataan jokaisen selittdvan muuttujan osalta, onko
niilla vaikutusta selitettavadn muuttujaan eli eroavatko ne tilastollisesti merkitsevasti
nollasta. Koko mallille lasketaan myds oma p-arvo. P-arvoa kaytetaan yleisesti kokeel-

listen tutkimusten tulosten merkitsevyyden tunnuslukuna. P-arvo ilmoittaa virheellisen
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paatelmén todennékoisyyden. Siis mita pienempi p-arvo, sitd varmemmin havaittu ero
on todellinen eika sattuman vaikutusta. Yleisen sopimuksen mukaisesti tulosta pide-
taén "tilastollisesti merkitsevand”, jos p-arvo on pienempi kuin 0,05 (merkitsevyystaso).
Nollahypoteesina yleisesti on, etta tutkittavilla muuttujilla ei ole vaikutusta selitettédvaan
vastemuuttujaan. Tama nollahypoteesi hylataan, jos mallin p-arvo on pienempi kuin
0,05. (Karjalainen 2012)

Yhteensopimattomuustestilla tutkitaan mallin sopivuutta saatuihin tuloksiin. Yhteenso-
pimattomuus tarkoittaa sita, etta todellinen riippuvuus on monimutkaisempaa, kuin malli
kykenee selittamaan. Yhteensopimattomuustestin p-arvo tulee olla suurempi kuin 0,05,
jolloin sita voidaan pitdd hyvana eika siind ole merkittavad yhteensopimattomuutta.
(Karjalainen 2012)

Vastepintamenetelmassa pyritddn kuvaamaan vasteen riippuvuutta siihen vaikuttavista
tekijoista ja approksimoimaan tekijéiden polynomimuotoisella funktiolla. Vastepintame-
netelmén tavoitteena on l6ytaa faktoreiden tasojen kombinaatio, mikd optimoi vaste-
funktion. Menetelmaan liittyy oleellisesti ndiden graafinen tarkastelu. Graafisessa tar-
kastelussa muutetaan kahta muuttujaa ja pidetdan muut vakioina. (Montgomery 1991.:
521-523)

Sorbiinihapon, nisiinin ja Joha HBS® -sulatesuolan maarat keittokokeissa on valittu
Valion aikaisempien kokemusten sek& kirjallisuudesta l6ytyvien tietojen perusteella.
Nisiini lisattiin Daniscon valmistaman Nisaplin®-yhdisteen muodossa, joka sisaltaa 2,5
% nisiinia. Loput Nisaplin® valmisteessa olevat yhdisteet ovat on natriumkloridia, prote-
iineja ja hiilidydraatteja. (Danisco 2002: 1-7) Taulukossa 2 on esitelty koesuunnitelma
koodatuissa ja taulukossa 3 fysikaalisissa yksikdissd. Keittokokeet suoritettiin kaikki
samana paivana satunnaisessa jarjestyksessa, jolla pyrittiin minimoimaan systemaatti-
nen virhe. (Lokki 1980: 367) Mallin luotettavuusarvioinnin parantamiseksi keittokokeet

tehtiin kaksi kertaa eri paivina.
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Taulukko 2.  Koesuunnitelma koodatuissa yksikoissa.
koe sorbiinihappo Joha HBS® | Nisaplin®
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
Taulukko 3. Koesuunnitelma fysikaalisissa yksikbdissa. Maarat ovat prosentuaalinen osuus
yhdesté panoksesta.
koe sorbiinihappo Joha HBS® | Nisaplin®
1 0,00 0,00 0,00
2 0,10 0,00 0,00
3 0,00 0,50 0,00
4 0,10 0,50 0,00
5 0,00 0,00 0,02
6 0,10 0,00 0,02
7 0,00 0,50 0,02
8 0,10 0,50 0,02
9 0,05 0,25 0,01
10 0,05 0,25 0,01
11 0,05 0,25 0,01
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6 Tulokset jatulosten tarkastelu

6.1 Keittokokeiden raaka-ainejuustoseoksien klostridi-itiopitoisuudet

Jokaisesta sulatejuustokoekeitoksen raaka-ainejuustoseoksesta otettiin nayte ja tehtiin
klostridi-itiomaaritys, jotta saatiin selville itibpitoisuudet eri sulatejuustokeittokokeissa.
Tulosten perusteella arvioitiin klostridi-itididen jakautuneisuutta juustosekoituksessa.
Taulukossa 4 on esitelty molempien koekeittopaivien juustoseoksien Kklostridi-
itiopitoisuudet.

Taulukko 4.  Molempien keittokoepaivien raaka-ainejuustoseoksien klostridi-itidpitoisuudet.

Paiva 1 Paiva 2
Keittokoe Klostridi-itiot MPN/g Keittokoe Klostridi-itiot MPN/g

4600 11 2400
2 2400 2.1 930
3 930 3.1 240
4 2400 4.1 930
5 1500 5.1 930
6 750 6.1 930
7 430 7.1 430
8 930 8.1 4600
9 430 9.1 2400
10 930 10.1 2400
11 930 11.1 1500

Keittokokeiden klostridi-itiopitoisuuksien keskiarvo on noin 1500 MPN/g. Kaikissa raa-
ka-ainejuustoseoksissa oli paljon klostridi-itidita. Tulosten olisi periaatteessa pitanyt olla
samat kaikissa raaka-aineseoksissa, mutta edustavan 10 g naytteen ottaminen yhdes-
ta kilosta on haastavaa. Nayte ei voi mydskaan mitenkdan olla mikrobiologisesti tasa-
laatuista, vaikka ennen naytteenottoa raaka-ainejuustot jauhettiin todella pieniksi pa-
loiksi ja sekoitettiin mahdollisimman huolellisesti. Huolellisen jauhamisen ja sekoittami-
sen perusteella opinndytetydssa tehtiin oletus, ettéa jokaisen keittokokeen raaka-aineet

sisélsivat yhta paljon klostridi-itidita.
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6.2 Keittokokeiden tulokset

Keittokokeet tarkoittavat koesuunnitelman mukaan tehtyja sulatejuuston koekeitoksia.
Tulosten tilastolliseen tarkasteluun valittiin jadkaappisailytyksessa seka +37 °C:ssa 2
viikkoa sadilytetyt sulatejuustot. Jadkaappisdilytettyjen sulatejuustojen tuloksista saa-
daan arvokasta tietoa, koska se kuvaa sulatejuustojen normaalia kayttotilannetta. Rasi-
tuskokeista tehtyjen itiomaaritysten tulokset olivat kaikki saman suuntaisia, ja tdméan
vuoksi tulosten tilastolliseen tarkasteluun valittiin vain +37 °C:ssa 2 viikkoa rasitusko-
keessa olleet sulatejuustot. Rasituskokeen avulla saadaan tietoa siita, kuinka hyvin
Nisaplin®, sorbiinihappo ja Joha HBS® estavat klostridi-itibiden itamista. Taulukossa 5
on klostridi-itididen maaritys tuloksia MPN/g, joista on otettu 10-kantainen logaritmi.
Loput keittokokeista tehtyjen itiomaaritysten tulokset on esitetty liitteessa 3.

Taulukko 5.  Klostridi-itididen maarat jaakaappi- ja +37 °C:ssa 2 viikkoa sdilytetyistd sulate-

juustoista. MPN/g:n tuloksista on otettu 10-kantainen logaritmi.

klostridi-itiot klostridi-itiot
sorbiinihappo | Joha HBS® Nisaplin® jaékaappisdilys +37 °C 2 viikkoa
-1 -1 -1 3,38 3,38
1 -1 -1 2,38 2,97
-1 1 -1 2,38 2,36
1 1 -1 2,97 2,97
-1 -1 1 1,57 3,38
1 -1 1 2,32 0,85
-1 1 1 1,46 0,85
1 1 1 0,85 1
0 0 0 2,32 2,63
0 0 1,97 3,38
0 0 0 2,38 2,36
-1 -1 -1 3,38 2,63
1 -1 -1 2,38 2,97
-1 1 -1 2,63 3,38
1 1 -1 2,97 2,97
-1 -1 1 1,46 3,38
1 -1 1 2,97 0,85
-1 1 1 0,9 1,23
1 1 1 0,9 1
0 0 0 2,18 2,63
0 0 0 2,97 2,63
0 0 0 2,38 1,64
£
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6.2.1 Tulokset jadkaappisailytetysta sulatejuustosta

Keittokokeen jalkeen jaakaappisdilytyksessa olleiden sulatejuustojen regressioanalyy-
sin ja yhteensopimattomuustestin tulokset klostridi-itiomaarityksista on esitelty taulu-
kossa 6. Kohdassa 6.5.2 on teoriaa tulosten tilastollisesta tarkastelusta. Liitteessa 5 on

késkyt R-tilasto-ohjelmalle, joilla analyysit toteutettiin.

Taulukko 6. Jaadkaappiséilytyksessa ennen klostridi-itiomaarityksia olevien sulatejuuston reg-

ressioanalyysin ja yhteensopimattomuustestin tulokset.

estimate | Std. Error t value Pr(>|t))
(Intercept) 2,23 0,0567 39,4 2,00e-16 ok
Joha HBS® -0,299 0,0664 -4,50 3,65e-04 ok
Nisaplin® -0,628 0,0664 -9,45 6.02e-08 ok
sorbiinihappo x Nisaplin® 0,170 0,0664 2,56 2,10e-02 *
Joha HBS® x Nisaplin® -0,227 0,0664 -3,42 3,48e-03 *
sorbiinihappo x Joha HBS® x Nisaplin® -0,362 0,0664 -5,46 5.29e-05 *oxx

Signif. codes: 0 *** 0.001 “** 0.01 * 0.05°” 0.1 "1

Residual standard error 0,266
R? 0,908
korjattu R 0,879
F-arvo 31,5
p-arvo 9,72e-08
pLOF 0,529

Mallista tiputettiin ei merkitsevéat sorbiinihappo ja Joha HBS® x sorbiinihappo -

yhdistelma pois, kayttaen vain merkitsevia tekijoita sovitetuksi malliksi saatiin:

[tibmaara = 2,23 — 0,299 x (Joha HBS) — 0,628 x (Nisaplin) + 0,170 x (sorbiinihappo x
Nisaplin) — 0,227 x (Joha HBS x Nisaplin) — 0,362 x (sorbiinihappo x Joha HBS x Nisa-
plin)

Mallin tilastollisen merkitsevyyden tunnusluvuiksi saatiin malli, jonka F-arvo 31,5 jolloin
p-arvo on talldin 9,72e-08. Malli on siis tilastollisesti erittdin merkitseva. Selitysasteeksi
R? saatiin noin 0,91. Yhteensopimattomuustestin (Lack of Fit) p-arvo on noin 0,53, jon-

ka perusteella mallissa ei ole merkitsevaa yhteensopimattomuutta.
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Risitiinvalidointia (CV-plot-kuva) varten laskettiin toistokokeista keskiarvot. Keskiarvot
laskettiin, koska toistokokeiden toinen tulos olisi hairinnyt ristiinvalidointia eiké luotetta-
via tuloksia olisi saatu. Toistokokeiden keskiarvojen oton jalkeen mallin selitysaste on
noin 0,98 ja ennustusselitysaste on noin 0,92. Mallin ennustusselitysaste on siis varsin
hyva. Tulosten tilastollisen tarkastelun perusteella malli on hyva. Kuvion 8 ristiinvali-
dointi kuvaajasta ndhdaan myds, ettéd mitatut ja mallin avulla ennustetut pisteet ovat

hyvin samaa luokkaa.

CV-plot

data
fitted
CW -predic ted

15
Cvpreddedresduds

10

Kuvio 8. Jaékaappisdilytetyn sulatejuuston ristiinvalidointikuvaaja.
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Vastepintakuvaajissa Joha HBS® -sulatesuolan maara pidetaan vakiona ja Nisaplinin®
ja sorbiinihapon maarat pystyy lukemaan kuvaajista. Vastepinnat ovat piirretty MPN-
tuloksien 10-kantaisesta logaritmista.

Kuviosta 9 n&hdaan tilanne jadkaappisdilytetysta sulatejuustosta, jossa ei ole lisatty
Joha HBS® -sulatesuolaa. Tassa tilanteessa pienin itidmaara saadaan, kun kaytetaan
maksimim&ara Nisaplinia®. Kaytettdessa Nisaplinia® 0,02 % koko sulatejuustopanok-
sen massasta saadaan klostridi-itiopitoisuudeksi noin 1,7, joka tarkoittaa MPN/g-lukua
50 (10" = 50 MPN/g). Kuvion 9 tilanteessa sorbiinihapon merkitys on melko vahaista.

Joha HBS 0 %

%

sorbiinihappo
0.06 0.08 0.10
| | |

0.04
|

0.02
|

0.00
|

I I I I I
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020

Nisaplin %

Kuvio 9. Vastepinta jddkaappisdilytetystad sulatejuustosta, jossa ei ole lisattyd Joha HBS® -
sulatesuolaa (koodattuna -1).
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Kuviossa 10 nakyy tilanne, jossa Joha HBS® -sulatesuolaa on lisatty 0,25 % koko sula-
tejuustomassan panoksesta. Pienin klostridi-itiomaara saadaan, kun nisiinia kaytetaan
maksimimaara. Tallsin itidpitoisuudeksi saadaan noin 32 MPN/g (10*° = 32 MPN/qg).
Sorbiinihapon kaytolla ei nayta tassakaan tilanteessa olevan kaytannon vaikutusta.

Joha HBS 0.25 %
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Kuvio 10. Vastepinta jadkaappisailytetysta sulatejuustosta Joha HBS® -sulatesuola lisayksella
0,25 % (koodattuna 0).
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Kuviossa 11 Joha HBS® -sulatesuolaa on nyt maksimimaara. Pienin klostridi-
itiopitoisuus saadaan laittamalla Nisaplinia®, sorbiinihappoa ja Joha HBS® -
sulatesuolaa maksimiméaarat. Talloin itiopitoisuudeksi tulee noin 10 MPN/g (10°° = 10
MPN/g). Vastepinnasta kuitenkin huomaa, etta sorbiinihapon merkitys ei ole kovin suu-
ri. Jattdmalla sorbiinihappo pois ja laittamalla maksimim&aré nisiinia ja Joha HBS® -
sulatesuolaa saadaan klostridi-itiopitoisuudeksi noin 17 MPN/g (10**°> = 17 MPN/g).
MPN-lukujen 10 ja 17 valilla ei ole kaytdnnon merkitystd, koska putkimenetelmé kol-

mella rinnakkaisella putkella on melko epéatarkka.

Joha HBS 0.5 %
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Kuvio 11. Vastepinta jadkaappisailytetysta sulatejuustosta Joha HBS® -sulatesuola lisayksella
0,5 % (koodattuna +1).
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Yhta sailontdainetta kaytettdaessa Nisaplinilla® oli selkeasti suurin inhiboiva vaikutus
jadkaappiséilytetyn sulatejuuston itididen itdmiseen. Sorbiinihappo ja Joha HBS® yksin
ja yhdessa inhiboivat itididen itamista, mutta heikolla tehokkuudella. Tassa mallissa
Nisaplinin®, Joha HBS® -sulatesuolan ja sorbiinihapon yhteisvaikutus oli paras kombi-
naatio ehkaista klostridi-itididen itamista. Lahes yhta hyvaan tulokseen paastiin Nisa-
plinin® ja Joha HBS® -sulatesuolan kombinaatiolla, jossa molempia kaytettiin keittoko-
keen maksimimaarat. Kaytanndssa ei ole jarkevaa kayttaa sorbiinihappoa kolmantena
inhiboivana tekijana, koska sen vaikutukset voihappokaymiseen ovat heikot, eiké elin-
tarvikkeisiin haluta laittaa kuin valttémattémat sailontaaineet.

6.2.2 Tulokset +37 °C:ssa 2 viikkoa sailytetyista sulatejuustoista

Rasituskokeessa +37 °C:ssa 2 viikkoa ennen klostridi-itiomaarityksid olevien sulate-
juustojen regressioanalyysin tulokset on esitelty taulukossa 7. Rasituskokeessa +37
°C:ssa 2 viikkoa olleissa sulatejuustoissa ei tapahtunut pakkauksien pullistumista, mut-
ta kaasukuplien muodostumista havaittiin 1&apinakyvien pikarien lapi (kuvio 12).

Kuvio 12. Kuvan pikari on ollut +37 °C:ssa 2 viikkoa.
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Taulukko 7. +37 °C:ssa 2 viikkoa rasituskokeessa ennen klostridi-itiomaaritysté olevien sula-

tejuuston regressioanalyysin ja yhteensopimattomuustestin tulokset.

estimate | Std. Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 2,34 0,0954 24,5 6,65e-13 *kk
sorbiinihappo -0,314 0,112 -2,81 1,39e-02 *
Joha HBS® -0,290 0,112 -2,59 2,11e-02 *
Nisaplin® -0,694 0,112 -6,21 2.28e-05 ok
sorbiinihappo x Joha HBS® 0,329 0,112 2,94 1,07e-02 *
sorbiinihappo x Nisaplin® -0,329 0,112 -2,94 1,07e-02 *
Joha HBS® x Nisaplin® -0,257 0,112 -2,29 3,77e-02 *
sorbiinihappo x Joha HBS® x Nisaplin® 0,295 0,112 2,64 1,94e-02 *

Signif. codes: 0 *** 0.001 ** 0.01 * 0.05°” 0.1 "1

Residual standard error 0,447
R® 0,855
korjattu R® 0,783
F-arvo 11,8
p-arvo 6,40e-05
pLOF 0,187

Mallin kaikki termit olivat merkitsevia ja sovitetuksi malliksi saatiin:

[tibmaara = 2,34 — 0.314 x (sorbiinihappo) — 0,290 x (Joha HBS) — 0,694 x (Nisaplin) +
0,329 x (sorbiinihappo x Joha HBS) — 0,329 x (sorbiinihappo x Nisaplin) — 0,257 x (Jo-
ha HBS x Nisaplin) + 0,295 x (sorbiinihappo x Joha HBS x Nisaplin)

Mallin tilastollisen merkitsevyyden tunnusluvuiksi saatiin malli, jonka F-arvo 11.8 ja p-

arvo on talloin 6,40e-05. Malli on siis tilastollisesti erittédin merkitseva. Selitysasteeksi

R? saatiin noin 0,86. Yhteensopimattomuustestin (Lack of Fit) p-arvo on noin 0,19, jon-

ka perusteella mallissa ei ole merkitsevaa yhteensopimattomuutta.

Toistokokeiden keskiarvotuloksista laskettu ennustusselitysasteen arvo oli todella huo-

no (Q? = -2,1). Mallin avulla ennustettaessa saadaan huonoja tuloksia. Huono ennus-

tusselitysaste vahentaa mallin luotettavuutta, mutta ei tee siita kuitenkaan kelvotonta.

Rasituskokeessa +37 °C:ssa 2 viikkoa olleiden sulatejuustojen klostridi-itiGpitoiuuksien

vastepinnat on esitelty kuvioissa 13, 14 ja 15.
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Kuviosta 13, jossa ei ole Joha HBS® -sulatesuolaa lisatty ollenkaan, nahdaén, etta

paras klostridi-iti6ita inhiboiva vaikutus saadaan, kun on maksimiméaara sorbiinihappoa

ja Nisaplinia®. Talla kombinaatiolla klostiridi-itiopitoisuudeksi saadaan 10 MPN/g (10" =

10 MPN/g). Yksin Nisaplinia® tai sorbiinihappoa kaytettaessa, saataisiin huonoja tu-

loksia.
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Kuvio 13.
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Vastepinta rasituskokeessa +37 °C:ssa 2 viikkoa ollut sulatejuusto, jossa ei ole Joha
HBS® -sulatesuolaa (koodattuna -1).
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Kuviossa 14 Joha HBS® -sulatesuolan lisdyksella 0,25 % parhaimman vaikutuksen
itididen itdmisté vastaan saadaan maksimimaaralla Nisaplinia® ja sorbiinihappoa. Talla
kombinaatiolla klostridi-itiopitoisuudeksi saadaan noin 13 MPN/g (10*' = 13 MPN/qg).
Vastepinnasta kuitenkin huomaa, etta Joha HBS® -sulatesuolaa ollessa 0,25 % ja li-
saamalla pelkastaan sorbiinihappoa klostridi-itididen itdmisen estévid vaikutuksia ei ole
juuri ollenkaan. Nisaplinilla® on kylla inhiboivia vaikutuksia, mutta ei kuitenkaan niin
paljon kuin sorbiinihapon kanssa yhdessa.

Joha HBS 0.25 %
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Kuvio 14. Vastepinta rasituskokeessa +37 °C:ssa 2 viikkoa ollut sulatejuusto Joha HBS® lisayk-
selld 0,25 % (koodattuna 0).
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Kuviossa 15 Joha HBS® 0,5 % lisayksilla parhaimman vaikutuksen itididen itamista
vastaan saadaan maksimiméaéralla Nisaplinia® ja sorbiinihappoa 13 MPN/g (10** = 13
MPN/g). Vastepinnasta huomataan selkeasti, ettd kun Joha HBS® -sulatesuolan maa-
r& on maksimissa, niin sorbiinihapon kaytolla ei ole kaytannéssa merkitysta ollenkaan.

Joha HBS 0.5 %

0.10
|

%

0.08
|

0.06
|
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| |
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0.000 0.005 0.010 0.015 0.020
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Kuvio 15. Vastepinta rasituskokeessa +37 °C:ssa 2 viikkoa ollut sulatejuusto Joha HBS® -
sulatesuolan lisayksella 0,5 % (koodattuna +1).

Tassakin mallissa Nisaplinilla® oli selke&sti suurin inhiboiva vaikutus sulatejuuston
itididen itAmiseen. Sorbiinihapon ja Joha HBS® -sulatesuolan vaikutukset olivat mitat-
tomat yhdessa seka erikseen. Nisaplin® ja Joha HBS® -sulatesuolan yhteisvaikutus oli

paras kombinaatio ehkéaista klostridi-itididen itAmista.
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6.2.3 Haihtuvat karboksyylihapot keittokokeista

Kaikista keittokoesulatejuustoista méaaritettiin haihtuvat karboksyylihapot, joista erityi-
sesti tarkkailtiin klostridi-itididen aiheuttaman voihappokaymisen seurauksena muodos-
tuvaa voihappoa ja etikkahappoa. Voihapon ja etikkahapon maarat eivat korreloineet
sulatejuustojen itibmadarien kanssa. Sorbiinihapolla, Nisaplinilla® ja Joha HBS® -
sulatesuolalla ei ollut havaittavia vaikutuseroja voihapon ja etikkahapon muodostuk-
seen missaan sailytysolosuhteissa (jadkaappi, +37 °C 2 viikkoa, +37 °C 4 viikkoa ja
+30 °C 4 viikkoa). Kuitenkin sailytysolosuhteilla oli selvasti eroja voihapon ja etikkaha-
pon maaran muodostukseen. Jadkaappisailytetyilla sulatejuustoilla oli kaikista suurim-
mat voi- ja etikkahappopitoisuudet. Voi- ja etikkahapon pitoisuudet sulatejuustossa
pienenivat sailytysajan- ja lampdétilan kasvaessa, toisin sanoen +37 °C:ssa 4 viikkoa
sailytetyissa sulatejuustoissa oli pienimmat voi- ja etikkahappo pitoisuudet. Hypoteesi
oli juuri painvastainen, eli mitd kauemmin sulatejuustoja sailytettiin rasituskokeessa,

sita enemman voi- ja etikkahappoa muodostuisi.

Sulatejuustomatriisista ei yleisesti maariteta kyseisella menetelmalla voi- ja etikkaha-
pon maarid. Pohdiskelujen jalkeen epadiltiin, ettd osa haihtuvista hapoista haihtui pikari-
en avaamisen jalkeen ennen maaritysta. Mitd luultavammin voi- ja etikkahappoa muo-
dostui eniten +37 °C:ssa 4 viikkoa sdilytetyissa sulatejuustoissa ja hypoteesi piti paik-
kaansa. Menetelma ei vain soveltunut sulatejuustomatriisille. Voi- ja etikkahapon tulok-

set sulatejuustoissa on esitelty liitteessa 4.
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6.3 MPN-menetelmén ja mikrobiologisten tuloksien arviointi

Mikrobiologisiin maarityksiin liittyy aina epavarmuustekijoitd seka virhelahteitd. Mikro-
biologiassa mittaustulosten virheeseen vaikuttavat monet eri naytteen kasittelyvaiheet,
kuten punnitseminen, homogenoiminen, siirrostaminen ja laimentaminen. Naytteenotto
aiheuttaa my6s hankaluukisa luotettavien tulosten saamiseksi, koska mikrobit eivat ole
jakautuneet tasaisesti naytteeseen. Myds tulosten lukemisesta ja tulkitsemisesta aiheu-
tuu virheita tuloksiin. (Niemeld 2001: 14) Mikrobiologisissa mittaustuloksissa on siis
valtavasti virheléhteit&, joten tuloksiin on syyta suhtautua kriittisesti.

Tutkimuksessa kaytetty MPN-menetelma on hyvin epétarkka, jos putkien lukumaéara on
pieni. Menetelm& antaa kuitenkin suuntaa antavaa tietoa itiOpitoisuuksista. MPN-
menetelman tuloksien perusteella voidaan kylla sanoa, mik& aine tai kombinaatio tes-
tattavista muuttujista inhiboi parhaiten klostridi-itididen itamistd. Kuitenkaan naiden
tulosten perusteella ei voi sanoa, kuinka suuret inhiboivat erot todellisuudessa on Ni-
saplinin®, sorbiinihapon ja Joha HBS® -sulatesuolan valilla klostridi-itididen itamiseen.
Tuloksien perusteella sorbiinihappo olisi syyta vaihtaa Nisapliniin® sulatejuustoissa,

joissa sita kaytetaan. Kuitenkin kokeet tuotantomittakaavassa ovat valttamattémat.
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7 Yhteenveto ja pohdintaa

Tyon tarkoituksena oli tutkia nisiinin, sorbiinihapon ja Joha HBS® -sulatesuolan inhi-
boivia vaikutuksia klostridi-itididen aiheuttamaan voihappokaymiseen sulatejuustossa

ja sita, tayttaako sailontdaineeton sulatejuusto sen sailyvyysvaatimukset

Yksin kaytettyna Nisaplin® oli selkeasti paras sailontdaine ehkaisemaan Kklostridi-
itididen germinoitumista. Parhaimman yhdistelman klostridi-itiiden germinoitumista
vastaan muodostivat Nisaplin® ja Joha HBS® -sulatesuola. Usein myos pelkastaan
Nisaplinia® kaytettaessa paastiin hyviin tuloksiin. Sailontdaineeton sulatejuusto ei tayt-
tanyt sailyvyysvaatimuksia koetilanteessa, jossa sulatejuusto kuumennettiin 90 °C:seen
noin 9 minuutin aikana. Vastaavanlaisissa prosesseissa on siis syyta kayttaa sailonta-
ainetta, kuten Nisaplin®.

Keittokokeilla tutkittujen tekijéiden tasot olisivat voineet olla suuremmat selkeédmpien
erojen saamiseksi. Koesuunnitelman mukaan nisiinin maksimimaara keittokokeissa ol
5 mg/kg ja suurin sallittu kayttomaard sulatejuustossa on 12,5 mg/kg. Sorbiinihapon
suurin sallittu kayttomaara sulatejuustossa on 2000 mg/kg ja keittokokeissa maksimi-
maara oli 1000 mg/kg. Sailéntdaineiden tasoja nostettaessa niiden erot olisivat naky-

neet selkedmmin.

Tulosten perusteella nisiinin vaihtaminen sorbiinihapon tilalle olisi perusteltua. Suu-
remman mittakaavan jatkotutkimukset ovat kuitenkin tarpeen ennen sailontdaineen
vaihtamista. Myos kaytdssa olevien sitraattien maaraa voitaisiin korvata polyfosfaateilla
niiden antimikrobisten vaikutusten vuoksi. NaillA muutoksilla saataisiin todennékdisesti

entistd paremmin sailyva sulatejuusto.
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Liite 1: Klostridi-itioiden kasvualusta

Bryant ja Burkey —alusta (BB-laktaatti)

Kaseiinipeptoni 15049
Lihauute 7549
Hiivauute 509
Natriumasetaatti (CH3COONax3H20) 509
Kysteiinihydrokloridi 0,59
Natriumlaktaatti 509
Tislattu vesi 1000 ml

Lahde: Valio Oy, 2012.
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Liite 2

1)
Liite 2: MPN-taulukko
Positiivisten putkien MPN- Positiivisten putkien MPN-
lukumaéara luku lukuma&ara luku
Laim. Laim. Laim. Tulos Laim. Laim. Laim. Tulos
100-1 10n-2 10*-3 MPN/g 107-1 10n-2 10”-3 MPN/g
0 0 0 <3 2 2 0 21
0 0 1 3 2 2 1 28
0 1 0 3 2 2 2 35
0 1 1 6 2 3 0 29
0 2 0 6 2 3 1 36
0 3 0 9 3 0 0 23
1 0 0 4 3 0 1 38
1 0 1 7 3 0 2 64
1 0 2 11 3 1 0 43
1 1 0 7 3 1 1 75
1 1 1 11 3 1 2 120
1 2 0 11 3 1 3 160
1 2 1 15 3 2 0 93
1 3 0 16 3 2 1 150
2 0 0 9 3 2 2 210
2 0 1 14 3 2 3 290
2 0 2 20 3 3 0 240
2 1 0 15 3 3 1 460
2 1 1 20 3 3 2 1100
2 1 2 27 3 3 3 >1100

Lahde: Valio Oy, 2012.
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Liite 3: Keittokokeista (+37 °C ja +30 °C 4 viikkoa) tehdyt klostridi-
itiomaaritykset.

MPN/g tuloksista on otettu 10-kantainen logaritmi.

sorbiinihappo | Joha HBS® | Nisaplin® | itidét +37 °C 4 vko | itiot +30 °C 4 viikkoa
1 -1 -1 -1 1,64 2,97
2 1 -1 -1 1,38 3,18
3 -1 1 -1 1,38 1,97
4 1 1 -1 1,64 1,97
5 -1 -1 1 1,18 0,00
6 1 -1 1 0,00 0,70
7 -1 1 1 0,90 0,00
8 1 1 1 1,20 0,70
9 0 0 0 0,70 1,57
10 0 0 0 1,59 1,00
11 0 0 0 0,90 1,64
sorbiinihappo | Joha HBS® | Nisaplin® | itidt 37 °C 4 vko itiot 30 °C 4 vko
1.1 -1 -1 -1 1,88 3,38
2.1 1 -1 -1 1,64 1,64
3.1 -1 1 -1 2,38 1,97
4.1 1 1 -1 2,38 1,97
5.1 -1 -1 1 0,90 0,00
6.1 1 -1 1 1,34 1,20
7.1 -1 1 1 0,00 0,85
8.1 1 1 1 1,20 0,00
9.1 0 0 0 1,20 1,20
10.1 0 0 0 0,00 1,46
11.1 0 0 0 1,48 2,97
y
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Liite 4: Keittokokeista tehdyt haihtuvat karboksyylihapot

Tulokset ovat esitetty muodossa mg/100g.
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Liite 5: R-k&skyt
23-koesuunnitelma luominen

minx <- ¢(0.0,0.0,0.0)
maxx <- ¢(0.02,0.5,0.1)

Z <- mton(2,3,3)

Z <- decode(Z,minx,maxx,c("Nisaplin”,"Joha HBS","sorbiinihappo"))
Jadkaappisailytetyn sulatejuuston R-kaskyt
source('http://users.metropolia.fi/~velimt/Koesuunnittelu/DOE_functions_v4.2.R"

data <- read.table('Data.txt',header=TRUE)

y1l <- log(1+datal,'itiot_jadkaappi'l,10)

X <- data[,1:3]

mallil <- Im(yl ~ sorbiinihappo*Joha_HBS*Nisaplin-sorbiinihappo:Joha_HBS-
sorbiinihappo,data=data)

CV.plot(mallil)

print(summary(mallil))

mallil$LOF.test <- LOF.test(malli1,X,y1)
print('mallil/LOF")

print(mallil$LOF.test)

graphics.off()

par(mfrow=c(1,3))

minx <- ¢(0,0,0)

maxx <- ¢(0.1,0.5,0.02)
quad.plot(malli1,xlim=c(0,0.02),ylim=c(0,0.1),zlevels=seq(0.9,4,0.1),

ixy=c(3,1),xother=0,minx=minx,maxx=maxx,varlabels=colnames(data)[1:3],color.palett

e=rainbow)
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title("Joha_HBS = 0')
quad.plot(mallil,xlim=c(0,0.02),ylim=c(0,0.1),zlevels=seq(0.9,4,0.1),

ixy=c(3,1),xother=0.25,minx=minx,maxx=maxx,varlabels=colnames(data)[1:3],color.pal
ette=rainbow)

title('Joha_HBS = 0.25")
quad.plot(malli1,xlim=c(0,0.02),ylim=c(0,0.1),zlevels=seq(0.9,4,0.1),
ixy=c(3,1),xother=0.5,minx=minx,maxx=maxx,varlabels=colnames(data)[1:3],color.pale
tte=rainbow)

titte("'Joha_HBS = 0.5)

# Jaakaappisdilytetyn sulatejuuston keskiarvojen otto ristiinvalidointia varten

data <- read.table('Data.txt',header=TRUE)

y1l <- log(1+datal,'itiot_jadkaappi'],10)

X <- data[,1:3]

ylb = (y1[1:11]+y1[12:22])/2

Xb = (X[1:11,]+X[12:22,])/2

cbind(Xb,y1b)

mallilb  <- Im(ylb ~ sorbiinihappo*Joha_HBS*Nisaplin-sorbiinihappo:Joha_HBS-
sorbiinihappo,data=chind(Xb,y1b))

summary(mallilb)

CV.plot(mallilb)

print(summary(mallilb))
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Rasituskokeessa +37 °C:ssa 2 viikkao olleen sulatejuuston R-kaskyt

data <- read.table('Data.txt',header=TRUE)

yl <- log(1+datal,'lti6t_37_2vko'],10)

X <- data[,1:3]

mallil <- Im(yl ~ sorbiinihappo*Joha_HBS*Nisaplin,data=data)

CV.plot(mallil)

print(summary(mallil))

mallil$LOF.test <- LOF.test(malli1,X,y1)
print('mallil/LOF")

print(mallil$LOF.test)

graphics.off()

par(mfrow=c(1,3))

minx <- ¢(0,0,0)

maxx <- ¢(0.1,0.5,0.02)
quad.plot(malli1,xlim=c(0,0.02),ylim=c(0,0.1),zlevels=seq(0.9,4,0.1),

ixy=c(3,1),xother=0,minx=minx,maxx=maxx,varlabels=colnames(data)[1:3],color.palett
e=rainbow)

titte('Joha_HBS =0
quad.plot(malli1,xlim=c(0,0.02),ylim=c(0,0.1),zlevels=seq(0.9,4,0.1),

ixy=c(3,1),xother=0.25,minx=minx,maxx=maxx,varlabels=colnames(data)[1:3],color.pal
ette=rainbow)

titte('Joha_HBS = 0.25")
quad.plot(malli1,xlim=c(0,0.02),ylim=c(0,0.1),zlevels=seq(0.9,4,0.1),

ixy=c(3,1),xother=0.5,minx=minx,maxx=maxx,varlabels=colnames(data)[1:3],color.pale
tte=rainbow)
titte("'Joha_HBS = 0.5

# Rasituskokeessa +37 °C:ssa 2 viikkoa olleen sulatejuuston keskiarvojen otto ristiin-

validointia varten
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data <- read.table('Data.txt',header=TRUE)

y1 <- log(1+datal,'lti6t_37_2vko'],10)

X <- data[,1:3]

ylb = (y1[1:11]+y1[12:22])/2

Xb = (X[1:11,]+X[12:22,])/2

cbind(Xb,y1b)

mallilb <- Im(ylb ~ sorbiinihappo*Joha_HBS*Nisaplin,data=cbind(Xb,y1b))
summary(mallilb)

CV.plot(mallilb)

print(summary(mallilb))
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