-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by i CORE

provided by Helsingin yliopiston digitaalinen arkisto

ISSN 0355-1180

HELSINGIN YLIOPISTO

Maatalous-metsatieteellinen tiedekunta

Elintarvike- ja ravitsemustieteiden osasto

EKT-sarja 1929

TERVEYDEKSI!
PROBIOOTTIHIIVALLA VALMISTETTU OLUT
AISTINVARAISESSA ARVIOINNISSA

Anna Liljeroos

Helsinki 2020


https://core.ac.uk/display/301582055?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

HELSINGIN YLIOPISTO
HELSINGFORS UNIVERSITET
UNIVERSITY OF HELSINKI

[ ]
Tiedekunta — Fakultet — Faculty Koulutusohjelma — Utbildningsprogram — Degree Programme
Maatalous-metsétieteellinen Elintarviketieteiden maisteriohjelma

Tekija — Forfattare — Author
Anna Liljeroos

Ty6n nimi — Arbetets titel — Title
Terveydeksi! Probioottihiivalla valmistettu olut aistinvaraisessa arvioinnissa

Oppiaine/Opintosuunta — Laroamne/Studieinriktning — Subject/Study track

Elintarviketeknologia
Tyon laji — Arbetets art — Level Aika — Datum — Month and year Sivumaara — Sidoantal — Number of pages
Maisterintutkielma Maaliskuu 2020 40

Tiivistelma — Referat — Abstract

Olut on maailman suosituin alkoholijuoma ja silld on pitké historia. Useimmiten olutta valmiste-
tetaan leivinhiivalla Saccharomyces cerevisiaella. Fermentoinnissa kiytetty hiiva vaikuttaa tuot-
teen aistittaviin ominaisuuksiin. Saccharomyces boulardii on probioottihiiva. Tutkielmassa sel-
vitettiin S. boulardiilla valmistetun vehnioluen probioottipitoisuus seki analysoitiin tuotetta ais-
tinvaraisin menetelmin. S. boulardii hiivasta on runsaasti tutkimustietoa ja sitd kéytetdéin ehkéi-
semddn turistiripulia ja apuna erilaisiin suolisto-ongelmiin. Probioottisen S. boulardiin kéyttd
oluthiivana voisi aikaansaada mielenkiintoisen tuotteen, jolla on funktionaalisia ominaisuuksia.

Tutkimuksessa valmistettiin vehnédolutta kahdella eri hiivalla, S. cerevisieaella ja S. boulardiilla.
Olutta laitettiin kdyméaan kahteen eri ldmpdtilaan (20 °C ja 37 °C). Néytteitd verrattiin toisiinsa
sekd kaupalliseen vehndolueen. Yksi ndyte (C37) ei vastannut laatustandardeja, joten se jatettiin
pois aistinvaraisesta tutkimuksesta. Aistinvaraisella tutkimuksella selvitettiin ndytteiden aistipro-
fiili ja keskeisimmat erottelevat tekijat. Aistinvarainen tutkimus suoritettiin koulutetulla raadilla
(n=9) kéyttden kuvailevaa analyysia. Teknologisissa mittauksissa ndytteistd mitattiin pH ja alko-
holipitoisuus sekd médritettiin oluen virisévy. Alkoholipitoisuus mitattiin kdyttden korkean ero-
tuskyvyn nestekromatografiaa (HPLC). Mikrobiologisista ominaisuuksista tutkittiin S. boulardiin
kasvu ja sdilyvyys 1, 2 ja 3 kuukauden kohdalla oluen valmistuksesta.

Aistinvaraisessa tutkimuksessa raati arvioi kahdeksaa ominaisuutta Tilastollisesti merkittivaa
eroa oli vaahtoutumisella (ulkon#kd), hiilihappoisuudella (suutuntuma) sekd tunkkaisuudella
(maku). B37 oli kaikilta ominaisuuksiltaan samankaltainen kuin kaupallinen olut vaikka alkoho-
lipitoisuus jdi miedommaksi kuin muissa. Huoneenldmmdssi kéyneet ndytteet jaivit tunkkaisen
makuisiksi ja vériltddn tummiksi. pH-mittauksissa happamuudessa oli vain pienid eroja, jotka ei-
vit ilmenneet aistinvaraisessa tutkimuksessa. Hiivaisuuden maussa ei ollut tilastollisesti merkit-
tavad eroa ndytteiden vililld. Hiiva sdilyi B37 néytteissd paremmin ensimmadisen kuukauden koh-
dalla, kun taas B20 sdilyi paremmin ndytteissi toisen ja kolmannen kuukauden kohdalla.

B37 kiyttaytyi aistinvaraisessa tutkimuksessa kaupallisen oluen tavoin, joten sen jatkokehitys
olisi mielenkiintoista. Probioottihiivan sdilyvyys oli hyvé, joten tuotteessa on mahdollisesti po-
tentiaalia markkinoille.
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Tiivistelma — Referat — Abstract

Beer is the world’s most popular alcohol drink, with a long history. It is commonly made with
baker’s yeast Saccharomyces cerevisiae. Y east used for fermentation has an effect on the sensory
properties of the product. Saccharomyces boulardii is a probiotic yeast. The objective of the thesis
was to explore the use of probiotic yeast S. boulardii in wheat beer and develop it further with
the help of sensory evaluations. S. boulardii is used to prevent travelers' diarrhea and as a help to
many intestinal disorders. The use of probiotic yeast could make a new interesting product with
functional properties.

In the experimental part of the study beer was produced with two yeasts, S. cerevisieae and S.
boulardii. The beer was matured in two different temperatures (20°C and 37°C). The four samples
were compared to commercial reference product. One sample (C37) did not meet quality stand-
ards so it was left from sensory analysis. The sensory analysis was performed with 9 trained
panelists by using generic descriptive analysis. Concentration for alcohol was measured with
High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Also pH value and the colour shade was
measured. The samples were plated on agar plates to calculate colonies forming units (CFU) to
test the yeast surviving in 1, 2 and 3 months time.

Eight attributes were rated using visual analogue scales, anchored verbally at the end points. Sen-
sory evaluation showed that the beer differed statistically significantly from each other in three
attributes: appearance of foam, the mouthfeel of carbon dioxide and stale, musty smell. B37 was
categorized in the same group in Tukey’s test with commercial product although the alc. vol.%
was lower. The samples that were fermented in the room temperature had a musty smell and they
had darker colour. pH values had only minor differences and the sourness did not have statistically
significant differences in sensory analysis. Yeasty taste did not vary significantly between sam-
ples. B37 maintained colonies forming units better in the first month and B20 in the second and
third measurement.

B37 was the most similar to the commercial product, so further studies are encouraged to assess
right fermentation conditions. The survival of the probiotic yeast was good, so the product has
potential to the beer market.
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ESIPUHE

Tédma maisterin tutkielma tehtiin Helsingin yliopistossa, elintarvike- ja ravitsemustieteiden
osastolla, elintarviketeknologian pddainesuuntaan. Tyon ohjaajina toimivat Hanna Koivula,
Antti Knaapila ja Per Saris.

Ennen maisterivaiheen opintojani olut ei ollut ensisijainen tutkimusintressini. Viimeisilla
kursseillani professori Marina Heinonen ohjeisti meitd pro gradu -tutkielman aiheenvalin-
nassa ja kertoi, ettd yleensd aiheen ldhestymiseen on kaksi tapaa. Ensimmaéinen on jatkaa
kandidaatintutkielman aihetta ja syventya siihen lisdd. Toinen on miettid tiysin uusi aihe,
josta vield haluaa oppia lisdd. Koin, ettd yleissivistykseni oluesta, tuosta yhdestd maailman
tarkeimmastd juomasta ei ollut silld tasolla mitd halusin.

Tutkielman aihetta etsiessd mielesséni pyori myos suuri kiinnostus terveysvaikutteisia elin-
tarvikkeita kohtaan, joita kandidaatintutkielmani Ndlkd lihtee syddessd? Kylldisyys terveys-
vditteend tutki. Tormitesséni kesélld 2017 Iltalehden artikkeliin Professori kehitti suolisto-
ystdvillisen oluen tiesin, ettd tdssd on minun aiheeni. Sama alussa syttynyt innostus on kan-
tanut ldpi tdmén tutkielman teon ja olen iloinen siitd, ettd hyppésin tuntemattomaan. Nyt
uskallan osallistua keskusteluun kun puhutaan terveysvaikutteisista elintarvikkeista tai jopa
oluesta.

Haluan kiittdd aistinvaraisen tutkimuksen koulutettuun raatiin osallistuneita ithmisié tyopa-
noksestanne sekd aistin osuuden ohjaajaani Antti Knaapilaa kurssien myo6td saamistani val-
miuksista kéyttdd aistinvaraista menetelméa tutkimuksessani. Kiitos Per Saris siitd, ettd osaat
tartuttaa meihin opiskelijoihin Pelle Pelottoman asenteen, ettd jokaisessa ideassa voi poikia
jotain suurta. Kiitos myds Hanna Koivulalle asiantuntevasta ohjauksesta ja siité, ettd ovesi
ovat olleet aina avoinna kysymyksilleni.

Suurin kiitos kuuluu kuitenkin perheelleni ja aviopuolisolleni Tonille. Neljd ditiyslomaa
opintojen aikana eivét olleet helpoin vaihtoehto, mutta polku, jonka valitsisin yha uudelleen.
Eliel, Linnea, Amos ja Linus annatte merkityksen eldmééni ja toivon, ettd voin osoittaa teille,
ettd Suomessa my0ds nainen voi saada kaiken; perheen, korkeakoulutuksen ja uran. Olette
palauttaneet motivaationi, kun se on ollut kadoksissa ja antaneet syyn jaksaa vaikeidenkin
kurssien lépi. Kiitos teille.

Helsingissd maaliskuussa 2020

Anna Liljeroos
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1 JOHDANTO

Olut on yhté vanha kuin sivistys, toteaa brittildinen olutasiantuntija Michael Jackson (1998)
klassikkoteoksessaan Suuri olutkirja. Ei siis ole ihme, ettd olut pitdd edelleen kolmanneksi
suosituimman juoman paikkaa maailmassa kahvin ja teen jilkeen ja on alkoholijuomista
kaikkein suosituin (Rodhouse ja Carbonero, 2017). Olutta on valmistettu kenties jo kymme-
nentuhatta vuotta sitten ja sen nauttimisesta on 16ydetty todisteita Mesopotamiasta 4000 eKr.

(Kunze 1999).

Viime vuosisatoina oluen tieteellisen historian suurimpiin virstanpylvdisiin kuuluu se, kun
vuonna 1860 Louis Pasteur todisti fermentoinnin tapahtuvan mikrobien avulla. 1800-luvun
tutkijat osoittivat my0s hiivan olevan yksisoluinen eldvi organismi ja vuonna 1861 keksitty
pastorointi vauhditti fermentoinnin avulla valmistettujen elintarvikkeiden ymmartdmista
(Josephsen ja Jespersen 2004). Oluen kehityksen edistysaskelia ovat myds steriilitekniikoi-
den ja puhtaiden hiivaviljelmien kehittiminen viime vuosisadan alussa. 1970-luvun lopulla
opittiin muuntelemaan hiivan genomia ja sen ansiosta biotekniset sovellukset ottivat harp-

pauksen, kun hiivoja voitiin muokata kohdennetusti (Jantti ym. 2018).

Hiiva on yksi oluen tirkeimmisté raaka-aineista, joihin kuuluu sen lisdksi mallas, humala ja
vesi. Tuo pddasiassa vain neljan raaka-aineen juoma on yksinkertaisuudessaan edullinen val-
mistaa mutta muokattavuutensa ansiosta loputtoman monimuotoinen. Oluelta halutaan eri-
laisia makuja ja tuoksuja, joihin voidaan vaikuttaa myos valmistuksessa kiytetylld hiivalla
(Barth 2013). Mallasjuomat valmistetaan kdymisprosessin eli fermentoinnin avulla. Fermen-
toinnista vastaavia mikro-organismeja ovat hiivat, homeet ja bakteerit (Barth 2013). Mal-
taina kdytetddn useimmiten ohraa tai vehnié, mutta my0s riisié tai maissia voidaan kédyttaa

(Kaukinen ym. 1995).

On kuitenkin vélid, mitd hiivaa oluen valmistuksessa kdytetadn, silld hiivojen kirjo on erit-
tdin laaja (Dujon 2006). Taksonomisen luokitelun mukaan hiivat ovat yksisoluisia sienid,
kun taas homeiksi kutsutaan sienid, joilla on nopeaa rihmastokasvua (Jantti 2018). Sienet ja
eldimet taas eroavat kasveista siten, ettd ne ovat toisvaraisia elioitd eikd niilla ole kasvien
kykya valmistaa auringonvalosta energiaa. Pitkdn yhteisen kehityslinjan vuoksi etenkin yk-
sisoluisista elidistd on vaikea erottaa kumpaan ryhméén ne tulisi sijoittaa. Sienet kuitenkin
eroavat eldimistd puuttuvan sisdisen ruoansulatuksen vuoksi. Sienet erittdvit kasvualus-

taansa entsyymejd, jotta pilkotut ravintoaineet imeytyvét sienisolujen sisélle.



Taksonomiassa hiivat jaetaan sukuun, lajiin ja kantaan, joista viimeiselldkin on merkitysta.
Timonen (2018) kertoo, ettd geneettiset erot esimerkiksi Yarrowia lipolytican ja leivinhiivan
vélill4 ovat yhté suuria kuin erot ihmisen ja vaippaeldimiin kuuluvan hyyteloméiisen ja l4pi-
kuultavan meritupen kanssa. Myds Saccharomyces-hiivojen ydinryhmin lajit eroavat ge-
neettisesti yhtd paljon kuin vaikkapa kana ja ithminen. Leivinhiivana tunnettu Saccharomy-
ces cerevisiae on yksi vanhimmista kohotukseen kidytetyistd hiivoista ja leivonnassa se tuo
esimerkiksi leipddn pehmedn ja kuohkean rakenteen sokerien hajotusprosessissa syntyvian

hiilidioksidin ansiosta (Kurtzman ym. 2011).

S. cerevisiae on yleisin hiiva, jota kdytetiddn leivdn, viinin, oluen ja juuston fermentointiin
(Josephsen ja Jespersen 2004). Oluen valmistuksessa S. cerevisiaen suosio johtuu sen ky-
vystd kdyda nopeasti huoneenldmmdssi, tuottaa fermentoinnissa kuusihiilisistd sokereista
korkea etanolisaanto sekd miellyttivid aromeja (Josephsen ja Jespersen 2004). Hiivoista S.
cerevisiaen elinkierto tunnetaan parhaiten ja tiedetdéin, ettd yhdessd 50 gramman tuorehiiva-

palassa on yhteensd 500 miljardia hiivasolua (Jantti ym. 2018).

Hiiva aineenvaihdunnan reaktiotuotteena syntyy kuluttajien arvostama alkoholi, kun hiivat
kayttdvat ravinnoksi liuoksen sokereita (Barth 2013). Fermentoinnin kemiallinen reaktio,

jossa ldhtosokerina toimii glukoosi, noudattaa oheisen mukaista kaavaa.

CsH1206 (glukoosi) — 2CH3CH2OH (etanoli) + 2CO> + energia
(Barth 2013).

Fermentaatioreaktio ei itsessdén tarvitse happea, mutta oluenpanossa alussa hapetetaan vier-
rettd, koska hapen ldsndollessa respiraatio on mahdollinen ja tuottaa paljon enemmin ener-
giaa kuin fermentaatio, mikd mahdollistaa nopeamman kasvun. Néin saadaan nopeasti riit-
tavésti hiivasoluja priméarifermentaation (Barth 2013). Kdyminen voidaan jakaa padkaymi-
seen ja jilkikdymiseen, joka tapahtuu pullotuksen jélkeen. Pddkdyminen alkaa kun hiiva
lisdtdén vierteeseen. Alkoholikdymisessd hiiva kéyttdd vierteen kdymiskelpoiset sokerit hii-
lidioksidiksi ja etanoliksi seki pienissd mdérin korkeammiksi alkoholeiksi, orgaanisiksi ha-
poiksi ja estereiksi. Hiiva tuottaa my0s flavoriin vaikuttavia aromiaineita, joista muun mu-

assa estereilld on merkitystd makuun ja aromiin (Kunze 1999).



Hiivoista ja bakteereissa osalla on ihmisten terveyteen vaikuttava ominaisuus. Néitd kutsus-
taan probiooteiksi, mika tarkoittaa, ettd ne ovat “eldvid mikro-organismeja, jotka riittdvésti
médrin nautittuna antavat isdnnélleen terveyshyddyn” (FAO/WHO 2006). Useimmat probi-
ootit ovat maitohappobakteereja, bifidobakteereja ja hiivoja (Patel ja Walker 2004). Naisté
tyypillisimmat on esitelty Taulukossa 1. Bacillus -bakteereista B. coagulans ja B. subtilis
muodostavat itiditd ja niitd hyddynnetéédn rehuissa (Stanton ym. 2003). Probioottien on tar-
koituksena on laskea tuotantoeldinten infektioiden maarid (Cutting 2011). Rehun lisdksi B.
subtiliksella on tirked roolin japanilaisen perinneruoan natto valmistusprosessissa. Ruoka

valmistetaan hapattamalla soijapapuja B. subtiliksen avulla (Stanton ym. 2003).

Taulukko 1. Probiootteja 16ytyy laktobasilleista, bifidobakteereista, pallomaisista kokeista, hiivoista ja Bacil-

lus -bakteereista joista B. coagulans ja B. subtilis muodostavat iti6itd (Cutting 2011, Stanton ym. 2003, Patel

ja Walker 2004).

Laktobasillit Bifidobakteerit Muita

L. acidophilus B. adolescentis Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
L. plantarum B. bifidum Lactococcus lactis ssp. lactis

L. casei subspecies rhamnosus B. longum Lactococcus lactis s ssp. cremoris

L. brevis B. infantis Enterococcus faecium

L. delbreuckii ssp. bulgaricus B. breve Leuconostoc mesenteroides ssp. dextrani-

cum
Propionibacterium freudenreichii
Pediococcus acidilactici
Saccharomyces boulardii
Bacillus coagulans

Bacillus subtilis

Probioottien nauttimisella on useita terveysvaikutuksia ihmisille kuten positiivinen vaikutus
suoliston mikrobitasapainoon ja ruoat, joissa on probiootteja, voidaan luokitella funktionaa-
lisiksi elintarvikkeiksi (Prado ym. 2008). Yksi keholle hyddyllinen sieni on leivinhiivan su-
kulainen Saccharomyces cerevisiae alalaji boulardii. Vaikka S. boulardiita on tutkittu koh-

talaisesti, sen terveysvaikutuksista on ristiriitaista tietoa (Rijkers ym. 2011).

S. boulardiin kantaa CNCM [-745 myydaén lddkkeend. Suomessa vain yhdelld valmistajalla
on ladkelupa tuotenimelld Precosa (valmistaja Biocodex Oy). Yksi kapseli Precosaa siséltda
250 mg kylmékuivattua Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 kantaa. S. boulardii -val-

misteita on kdytetty Clostridium- tai antibioottiripulin oireen helpottamiseen, Clostridium-
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tai antibiootti-ripulin estimiseen ab-kuurin aikana, Clostridium-ripulin uusiutumisen estoon

ja turistiripulin hoitoon (Flatley ym. 2015).

Precosan kiytossd on kuitenkin ilmennyt ongelmia ja se on valmistajan mukaan kielletty
potilailta, joilla on keskuslaskimokatetri tai he ovat kriittisesti sairaita tai immuunipuutteisia
(Fimea 2018). Precosan kiyttdd rajoitettiin ja varoituksia lisattiin kun vuonna 2017 selvitet-
tiin tapauksia, joissa potilailla oli veriviljelyssd kasvanut Saccharomyces, ja jotka olivat ve-
riviljelyé edeltdvisti saaneet S. boulardii -1adkevalmistetta (Karonen ym. 2018). Fimea pyysi
lisdtietoja keskus- ja yliopistosairaaloista ja sai kevdin 2017 aikana kaikkiaan 11 ilmoitusta
Saccharomyces -viljelypositiivisista fungemioista vaikeasti sairailla tai immuunipuutteisilla
potilailla, jotka olivat saaneet S. boulardii -ladkevalmistetta. Fungemia on johtanut useissa

tapauksissa septiseen sokkiin ja potilaan kuolemaan (Karonen ym. 2018).

Edellisestd huolimatta, elintarviketeollisuudessa probioottisten maitohappobakteerien ja hii-
vojen kiyttdd on sovellettu oluen liséksi esimerkiksi suklaaseen (Possemiers ym. 2010). Tie-
toisuus ruoan vaikutuksesta terveyteen on lisddntynyt ja sen myotéd kiinnostus probiootteja
siséltdvadn ruokaa kohtaan on kasvanut (Patel ja Walker 2004). Japanissa standardina pro-
bioottituotteelle pidetédn sitd, ettd tuote sisiltdd enemmén kuin 1x107 elavéa Bifidobacteria
per gramma tai millilitra tuotetta (Ishibashi ja Shimamur 1993). Terveysvaikutteisten elin-
tarvikkeiden markkinoiminen terveyttd edistdvind on kuitenkin vaikeaa. Rijkersin ym.
(2011) kuvaavat sitd ongelmaksi todetun tieteen ja lainsdddannon vililld. Probiootin mééri-
telméd itsessddn kertoo, ettd riittdvésti nautittuna se parantaa ihmisen terveyttd, mutta lain-
sdaddnnon mukaan elintarvikkeesta ei saa esittdd lddkkeellisid vaittamia (EY N:o

1924/2006).

Oluen aistittavaa profiilia voidaan muokata raaka-aineilla, kuten hiivoilla. Hiivojen yhdisté-
minen on mahdollista ja ndin voidaan saada seké hyvit tekniset ettd aistinvaraiset ominai-
suudet. Hiivojen yhdistdmisté ja toimintaa oluessa on tutkittu Nathanail ja Gibsonin tutki-
musryhmassd mutta tutkimus keskittyi Saccharomyces pastorianus -hiivaan ja sen kykyyn
fermentoida maltotriooseja (Nathanail ym. 2016). Dordevic ym. (2016) ovat tutkineet ter-

veysvaikutteisten tuotteiden lisdémistd olueen lisdamaélld sithen lddkekasveja ja yrttiuutteita.

S. boulardiin kdytostd oluen valmistuksessa ei 16ydy vield paljon julkaisuja. Idea ei kuiten-

kaan ole tdysin tuntematon, silld olutharrastajien kotisivuilla ja blogeissa on muutamia mai-
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nintoja olutkokeiluista S. boulardiilla mutta yhtédn tieteellistd julkaisua ei 10ydy oluesta ai-
noastaan S. boulardiilla valmistettuna. Capecen ym. (2018) mielenkiintoisessa tutkimuk-
sessa kiytettiin hiivahybridid, S. cerevisiaen ja S. boulardiin yhdistelmdi startterina ja tut-
kimuksen tuloksena oli, ettd S. boulardii sdilyi oluen valmistuksessa elinkelpoisena eikd S.
boulardiilla ollut negatiivisia vaikutuksia oluen makuun. Tutkimuksessa tuotetta pidettiin

potentiaalisena ldhteend probiooteille mutta todettiin ettd lisdtutkimusta tarvitaan vielé.

Lisdksi Suomessa tuotiin markkinoille helmikuussa 2018 tuusulalaisen Cool Head Brew:n
panemaa “Gut to be good” olutta, joka oli pantu S. boulardiilla ja Lactobacillus rhamnosus
GG:114, ollen maailman ensimmaéinen tuplaprobioottiolut. Tuote kehitettiin ensin Helsingin
yliopistolla ja panimossa siihen liséttiin S. cerevisiae US-SAFALE 04 (suullinen tiedonanto,
Per Saris ja Olli Mikkonen). S. boulardiita sisiltivéda olutta on kehitetty my0ds Espanjassa,
jossa sille on myonnetty patentti. Kaakkois-Espanjalaisen Murcian yliopiston hakema pa-
tentti (patenttinumero ES2583178) S. boulardiilla valmistetulle oluelle on voimassa vain

Espanjassa (OEPM 2020).

Kiihlen ryhmé oli eristinyt S. boulardii- hiivakannan ldnsiafrikkalaisesta durraoluesta,
mutta tutkimus koski hiivojen tarttuvuutta suoliston pintaan (van der Aa Kiihle ym. 2005).
Oluen valmistuksesta syntyvien hiivasivuvirtojen hyddyntdmistd probiootteina on tutkittu
hiljattain Argentiinassa (Sampaolesi ym. 2019). S. boulardiin hyddyntdminen on heréttanyt
kiinnostusta kuitenkin my0s muissa elintarvikkeissa ja Swiecan ym. (2019) kokeessa sitd
lisattiin linsseihin ja adsukipapuihin, jotta niiden versoissa olisi probioottihiivaa. Tutkimuk-
sen tuloksena oli, ettd hiiva pystyi selviytymién kasvissa ja sitd pidettiin potentiaalisena ter-
veysruokana. Elintarvikesovelluksia, joissa hiivaa voidaan hyddyntdi on paljon, mutta eri-

tyisesti puhuttaessa oluesta avautuu valtavat mahdollisuudet.

S. boulardiin terveyshyodyistd on tuhansia tieteellisid julkaisuja. Ladkealan turvallisuus- ja
kehittdmiskeskus Fimea on hyvéksynyt S. boulardii —hiivaan perustuvan Precosan lddkeval-
misteeksi. Funktionaalisena elintarvikkeena olut on ideaali pohja, silld juoma on edullinen
valmistaa mutta muokattavuutensa ansiosta loputtoman monimuotoinen. Oluelta halutaan
erilaisia makuja ja tuoksuja (Barth 2013). Oluen aistiprofiilin monimuotoisuuden lisdksi ha-
lutaan terveyttd edistidvid ainesosia ja sitéd, ettd juoma sopii omiin arvoihin. Tiedostava ku-
luttaminen ja terveyden huomioiminen nikyy trendind myos panimoteollisuuden tuotekehi-

tyksessé.
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Tutkielman tavoitteena oli selvittdd eroaako Saccharomyces boulardii -hiivalla valmistettu
olut samalla reseptilld, mutta perinteiselld oluthiivalla Saccharomyces cerevisiaella valmis-
tetusta oluesta, kdyttden aistinvaraisen tutkimuksen kuvailevaa menetelmaé. Tutkimuksessa
selvitettiin olutndytteiden keskeisimpien ominaisuuksien aistiprofiili, sekd suurimmat tuot-
teita erottelevat tekijat. Referenssind toimi samankaltaisilla raaka-aineilla valmistettu kau-
pallinen olut. Aistinvaraisen tutkimuksen lisdksi haluttiin selvittdd probioottihiivalla valmis-

tetun oluen teknologia ja mikrobiologisia ominaisuuksia.

Tutkimuskysymyksii olivat:

— Eroaako probioottihiivalla valmistettu olut perinteisestd oluesta aistinva-
raisilta ominaisuuksiltaan?

— Séilyyko hiiva elinkelpoisena oluessa ensimmadisten kuukausien aikana?

— Miten kdymisldmpétila ja kdytetty hiiva vaikuttavat oluen aistiprofiiliin,

tuotteen alkoholipitoisuuteen, happamuuteen (pH) seké vériin?
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2 KOKEELLINEN TUTKIMUS

Aistinvarainen tutkimus suoritettiin koulutetulla raadilla yleistd kuvailevaa analyysia kéyt-
tden. Koeasetelmassa oli viisi eri ndytettd, joista kolme oli valmistettu S. cerevisiae hiivalla
ja kaksi S. boulardii hiivalla. Toinen muuttuja hiivojen lisdksi oli 1dmpdétila. Kolme ndyt-
teistd oli kdynyt 20 asteen ldmpotilassa ja kaksi 37 asteen ldmpdotilassa. Aistitittavia ominai-
suuksia (haju, ulkondkd, rakenne, maku) tutkittiin kuvailevalla analyysilld ja tuloksista teh-
tiin graafinen tihtikuvio, jonka avulla voidaan havainnollistaa oliko nédytteiden vilill tilas-

tollisesti merkittidvai eroa eri ominaisuuksissa.

Mikrobiologisissa mittauksissa tutkittiin S. boulardii hiivalla valmistetun oluen probiootti-
pitoisuus ja hiivan médrdn muutos ajan kuluessa. Maljaukset tehtiin yhden, kahden ja kol-
men kuukauden kohdalla valmistuksesta. Teknologisista ominaisuuksista mitattiin alkoholi-

pitoisuus, pH ja véri.

2.1 Materiaalit ja menetelmiit

Tutkimuksen olutndytteistd neljd olutndytettd valmistettiin itse ja viidenneksi ostettiin suo-
sittu kaupallinen olut, jota on saatavilla kansainvilisilld markkinoilla. Valitun kaupallisen
oluen oli tarkoitus tuoda vertailukohtaa kaupallisista tuotteista ja olut valittiin vastaamaan
raaka-aineiltaan ja valmistustekniikaltaan itsevalmistettuja néytteitd, jotta se kuvastaisi itse-
valmistetun oluen mahdollista kaupallista potentiaalia samassa tuotekategoriassa. Tutkimus-
menetelmaksi valittiin aistinvarainen tutkimus koulutetulla raadilla, silld se kertoo néytteita
erottelevista tekijoistd, ulkonddn, hajun, maun ja suutuntuman mukaan. Tédssd tutkimuksessa
ei vield keskitytty tuotteen miellyttavyyteen, silld oli tarkedd saada tietoa tuotteen perusomi-

naisuuksista, jotta reseptid voisi kehittéd siitd eteenpdin.

2.1.1 Tutkimuksen kulku, olutniytteiden valmistus

Olutnéytteind oli itse tehty vehndolut, jota valmistettiin kahdella eri hiivalla, S. cerevi-
sieaella ja S. boulardiilla seké perinteinen kaupallinen vehniolut (Weihenstephaner, Hefe
Weissbier, parasta ennen 19.12.2018). Olutnédyteet on havainnollistettu Kuvassa 1. Maltaina
oli 3 kg vehnémaltaita ja 3 kg Pilsner-ohramallasta. Olut valmistettiin tunnin keitto-ohjel-
malla. Olutta laitettiin kdyméain kahteen eri lampdétilaan (20 °C ja 37 °C). Tutkimuksessa

kaytetty olut valmistettiin Helsingin yliopistolla 12.2.2018. Néytteistd ”C37” eli perinteisella
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S. cerevisiaella, lampimissi kdynyt ndyte jétettiin pois aistinvaraisesta arvioinnista, silld se
el tayttidnyt aistinvaraisen tutkimuksen laatuvaatimuksia. Naytteestd tehtiin kuitenkin muut

teknologiset mittaukset eli alkoholipitoisuus, pH ja véri.

[T Kasvatus huoneenlammossa
Kasvatus lampimassa

(37°C) (20°C)
Saccharqmyces Sac[fhalrmz)_/_ces Saccharomyces Kaupallinen olut,
cerevisiae oulardii @i Saccharomyces boulardii Sacchar(_}myces
"C37" "B37" "CRT" "BRT" cerevisiae
"WEI"

Kuva 1. Kaavio néytteistd, joista ei-kaupalliset valmistettiin itse. Samankaltainen suodattamaton vehnéolut
Weihenstephaner Hefe Weissbier "WEI” ostettiin referenssiksi. Kaaviossa nékyy tuotteista tuloksissa kaytetyt
lyhenteet.

Olut humaloitiin kevyesti, silld tutkimuksessa ei haluttu arvioida katkeron méérad, huma-
loinnista tulevaa sdvyaé tai sité, ettd humalan katkerot hallitsisivat makua. Tarkoitus oli, ettd
kevyen humaloinnin ansioista oluen perusraaka-aineet: mallas, humala, hiiva ja vesi tulevat
kaikki tasapainoisesti esiin. Vierteeseen liséttiin 20 g molempia humalia Humlegérdens eko-
lager (Magnum pellets, pussikoko 100 g, 11,0 % Alfasyra, Tyskland 2016. Parasta ennen
30.6 2019. Pussinumero 410606) sekd Humala First Gold (Luomu, UK, pelletti, pussikoko
250 g. Parasta ennen 13.6.2019). Lopullinen saanti olutta oli erédstd yksi 24,5 litraa ja erésté

kaksi 21,7 litraa.

Olutpohja valmistettiin kahdessa eri astiassa oluen valmistuskaluston koon vuoksi mutta lo-
puksi erét yksi ja kaksi sekoitettiin. Témén jalkeen ne jaettiin uudelleen kahteen astiaan, jotta
vierrepohja oli kaikissa néytteissd homogeeninen. Kun keitto loppui, olutta kisiteltiin huo-
lehtien antiseptisistd toimintatavoista. Vierreastiaan lisdttiin villihiivojen kasvua estimédin
15 ml Star San HB desinfiointiainetta (Five Star Chemicals & Supply Inc. Parasta ennen 27.
6.2022. Belgium.).

Kun hiiva liséttiin, vierteen ldmpdétila oli 17,8°C, huoneenldampdétilan ollessa 20,3°C. Precosa
(kylmékuivattu S. boulardii CNCM 1-745) oli liotettu kasvuliemeen. Kasvulientd lisittiin
250 ml. Perinteinen oluthiiva (S. cerevisiae US-SAFALE 04), oli myds kasvuliemessi ja
kasvulientd lisdttiin sama 250 ml, vierteen ollessa 17,8°C ja huoneenldmpdtilan ollessa

22,4°C. Huoneenldmmdssé fermentoitavat ndytteet jatettiin valmistushuoneeseen kdyméén.
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Lampimidssd fermentoitavat ndytteet ldmmitettiin 37 asteeseen ennen hiivan lisddmisti ja
vietiin sen jilkeen lampohuoneeseen. Pullotus tehtiin ruskeisiin lasipulloihin ja pullot sul-
jettiin kruunukorkeilla. Fermentointiajat on nihtdvilld Kuvassa 2. Pullotuksen jdlkeen néyt-

teet séilytettiin jddkaapissa (4 °C).

1. Fermentointi 2. Fermentointi
12.2.-16.2. 16.2.-23.2.
Oluen /37 °C Pullossa /37 °C
fermentointiajat,
Panopiivi 12.2.2018 1. Fermentointi 2. Fermentointi
12.2.-2.3. 2.3.-23.3.
/20 °C Pullossa /20 °C

Kuva 2. Oluen valmistuspéivé ja niytteiden fermentointiajat. Pullotus tehtiin tummiin pulloihin ja ne suljettiin
kruunukorkeilla.

2.1.2 Raadin rekrytointi ja eettiset niikokohdat

Aistinvaraista tutkimusta varten rekrytoitiin raati, jonka tavoitteeksi asetettiin kaksitoista
osallistujaa. Raati (n = 9) saatiin kokoon mainostamalla tutkimusta alan opiskelijoille (raadin
rekrytointilomake, Liite 1) ja ilmoittautumiset kerédttiin e-lomakkeella. Raatilaisten ikédja-
kauma oli 21-33 vuotta ja heistéd seitsemédn oli yliopiston opiskelijoita, yksi henkilokuntaa
ja yksi muu henkild. Kaikki raatilaiset olivat taustatietolomakkeen (Liite 2) mukaan osallis-
tuneet joskus aikaisemmin aistinvaraiseen tutkimukseen. Viisi raatilaista oli osallistunut
sekd koulutetun raadin tutkimukseen ettd kuluttajatutkimukseen. Yksi raatilainen oli osallis-
tunut vain koulutetun raadin tutkimukseen ja kolme oli osallistunut aiemmin vain kuluttaja-
tutkimukseen. Raatilaisten ei tarvinut olla tottuneita oluen kéyttdjid mutta seitsemén heisté

nautti olutta kuukausittain.

Kysyttdessd kuinka usein valitset vehndoluen nauttiessasi olutta, kolme vastasi usein, viisi
vastasi joskus ja yksi vastasi harvoin. Rekrytointilomakkeen mukaan osallistuvilta ei edel-
lytetty aiempaa kokemusta aistinvaraisesta arvioinnista, vaan ainoastaan tdysi-ikdisyytta ja
sitoutumista koulutuksiin ja arviointitilaisuuksiin. Tutkimuksen suostumuslomakkeessa
(Liite 3) muistutettiin, ettd arvioitavana on mietoja alkoholijuomia, jotka voivat vaikuttaa
kykyyn ajaa autoa, operoida tyokoneita tai suorittaa tarkkuutta vaativia tehtdvid. Olutndyt-

teitd el missddn kokeen vaiheessa tarvinnut nielli.
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Aistivaraisen tutkimuksen toteutuksessa huomioitiin ihmiskokeita kasittelevit eettiset oh-
jeet. Tulokset késiteltiin luottamuksellisesti niin, ettd osallistuneet koehenkildt olivat testissa
ja tuloksissa koenumeroilla edustettuina, silld on tirkedd, ettd yksittdisen koehenkilon tulok-
sia ei voida tunnistaa (Miettinen ja Tuorila 2016). Osallistujia pyydettiin tdyttimain suostu-
muskaavake ja heitd informoitiin my06s tutkimusessa kéytettévien elintarvikkeiden allergee-

neistd: vehnd, gluteeni ja hiiva.

Tieteen kentdssd aistinvarainen tutkimus asettuu ei-lddketieteellisen ihmistutkimuksen
alaan, jolloin sitd ei sdétele laki (Laki ladketieteellisestd tutkimuksesta n:o 488/1999). Tama
selittyy silld, ettd aistinvaraisen tutkimuksen kohteena on usein terveet ihmiset ja normaalit
elintarvikkeet eikd tutkimusasetelma ole niin monimutkainen kuin ladketieteellisissa tutki-
muksissa voi olla (Miettinen ja Tuorila, 2016). Lainsddddnnon puutteesta huolimatta tutki-
muksessa noudettiin hyvin tieteellisen kidytdnnon periaatteita (engl. good scientific prac-

tice).

2.1.3 Aistinvaraiset arvioinnit, koulutettu raati, yleinen kuvaileva menetelmé

Kuvailevaa analyysid varten ndytteitd sdilytettiin tarvittava mddrd aistilaboratorion jaa-
kaapissa. Raadin koulutuksissa néytteitd arvioitiin laseista ja varsinaisissa arvioinneissa
néytteet kaadettiin kirkkaisiin muoviastioihin. Néytteet kaadettiin vasta kun arvioijat olivat
valmiina, jolloin nédyte pysyi kylména tarjoiluun asti. Raadin koulutuksissa suun neutraloin-

tia varten oli tarjolla maissinaksuja seki vesilasi kuten Kuvassa 3 esitetdén.
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Kuva 3. Tarjotin menossa raadin koulutustilaisuuteen. Taustalla pullot joista olutniytteet kaadettiin. Naytteet
olivat satunnaistettu, eikd néytteistd kerrottu raatilaisille ennakkotietoa. Pahvimuki oli niytteiden sylkemisti
varten ja vesilasi sekd maissinaksut suun neutralointia varten.

Koulutuskertoja jirjestettiin kolme ja kaikki raatilaiset osallistuivat kahteen koulutukseen.
Kolmas koulutustilaisuus oli vaihtoehtoinen tilaisuus muutamalle henkil6lle, jotka eivit ol-
leet aikataulusyistd paédsset toiseen koulutustilaisuuteen. Koulutustilaisuuksiin oli varattu 1,5

tuntia aikaa. Raadin kouluttajana toimi tutkimuksen tekija.

Ensimmadiselld koulutuskerralla raatilaiset saivat eteensd kolme erilaista olutnéytettd ja hei-
dén tehtdviniin oli tutustua néytteisiin ensin katselemalla, haistamalla ja sitten maistamalla.
Raatilaisia pyydettiin kuvailemaan sanastonluontilomakkeelle (Liite 4) ndytteiden ulkona-
kod, hajua (aromia), suutuntumaa ja makua/flavoria mahdollisimman monella sanalla. Raa-
tymysti kuvaavia sanoja, kuten "hyva” tai “epamiellyttdva”. Usein toistuvista sanoista koot-
tiin yhteisen keskustelun perusteella kahdeksan térkeintd tuotteita kuvailevaa ja erottelevaa

sanaa, joiden merkityksen kaikki ymmaérsivit samalla tavalla.

Toisessa koulutustilaisuudessa raatilaiset asettivat ndille sanoille arviointiasteikon ja ankku-
rit. Raati pédtyi péistd ankuroituun jana-asteikkoon (0-10). Jokainen ominaisuus skaalattiin
asteikolle, niin ettd tuotteiden erot tulisivat esille eli voimakkuus arvioitiin suhteessa toisiin

néytteisiin. Raati oli koulutusten aikana hyvin keskusteleva ja tunnelma koulutuksissa pysyi
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padosin yksimielisend. Arviointeja varten nédytteet satunnaistettiin (Kuva 4). Naytteiden sa-

tunnaistus ja arviointi suoritettiin aistilaboratoriossa FIZZ-ohjelmalla, versio 2.51 (Biosys-

temes, Couternon, France).

xo

NATTE [ 099 2 =53¢ y=17% v- 5%

Kuva 4. Néytteiden satunnaistaminen arviointitilaisuutta varten Viikin aistilaboratoriossa EE-talossa. Olut
kaadettiin astioihin kylména kun arvioija oli tullut paikalle.

Raati valitsi arvioitavaksi kahdeksan tuotteita erottelevaa ominaisuutta. Lopulliseen arvioin-
neissa kéytettdvadn sanastoon ei valittu paéllekkdisid tai toistensa vastakohtaa tarkoittavia

sanoja. Huomioitavaa oli, ettd raati pddtyi ominaisuuteen “makeus” hajuna.
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Kuva 5. Néytteet tarjottimella menossa arviointikoppiin. Tarjottimella oli satunnaistetut olutnéytteet seké ve-
silasi. Arviointikopeissa oli allas ja vesipiste, jonne néytteet pystyi sylkeméén.

Arviointiin valittu sanasto ja ominaisuuksien luokittelu ulkondk6d, hajua, suutuntumaa ja

makua kuvaaviin sanoihin on esitetty Taulukossa 2. Arvioitavat ominaisuudet asetettiin jir-

jestykseen, jota kdytettiin arvioinneissa sen mukaan, ettd ulkoniko ja haju arvioitiin ennen

kuin néytteitd maistettiin. Naytteet tarjoiltiin ldpindkyvistd muoviastioista (Kuva 5). Arvi-

ointitilaisuuteen raatilaiset saivat tulla sovitussa aikaikkunassa oman aikataulunsa mukaan.

Raatilaisia pyydettiin varaamaan arviointiin 30 minuuttia aikaa.

Taulukko 2. Neljd ominaisuutta kuvasivat olutnéytteiden flavoria, kaksi ulkonidkéd, yksi suutuntumaa ja yksi
hajua. Vaahtoutuvuus arvioitiin pyorayttiméalld ndyteastiaa kevyesti.

Ominaisuuden luokittelu

Arvioitava ominaisuus

Ulkonékoa kuvaava sana
Ulkonékoa kuvaava sana
Hajua kuvaava sana
Suutuntumaa kuvaava sana
Flavoria kuvaava sana
Flavoria kuvaava sana
Flavoria kuvaava sana

Jalkimakua kuvaava sana

Vaahtoutuvuus
Sameus
Makeus
Hiilihappoisuus
Tunkkaisuus
Hiivaisuus
Happamuus

Jalkimaun voimakkuus
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2.1.4 Mikrobiologiset mittaukset

Mikrobiologiset mittaukset tehtiin mikrobiologian osaston tiloissa Biokeskuksessa. Néyt-
teitd séilytettiin fermentoinnin jélkeen kylmdhuoneessa, jonka ldmp6tila oli 4 °C. Naytteistéd
valmistettiin laimennossarja, jossa Ringer-liuosta oli 4,5 ml ja ndytettd 0,5 ml. Hiivan kasvua
seuraavat maljaukset tehtiin ainostaan S. boulardii naytteistd (RT ja 37), silld kiinnostuksen
kohteena oli juuri probioottihiivan sédilyvyys oluessa. Maljauksia tehtiin kolme rinnakkaista
vahvuuksista (10, 1077, 10'®), tulosten luottavuuden parantamiseksi sekéd virhemarginaalin
pienentdmiseksi esimerkiksi pipetointivirheen vuoksi. Siirrostuksia mallasagar-maljoille oli
yhdeksidn molemmista ndytteistd (BRT ja B37). Maljaukset tehtiin 1, 2 ja 3 kuukauden koh-
dalla oluen valmistuksesta. Inkubointi tapahtui huoneenldmmossé (20 °C). Pesdkkeitd muo-

dostavat yksikot laskettiin aina kolmentena inkubointipdivéna.

2.1.5 Teknologiset mittaukset

Teknologisista ominaisuuksista mitattiin alkoholipitoisuus, pH ja viri. Alkoholipitoisuus
mitattiin kdyttden korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa, HPLC (engl. High Perfor-
mance Liquid Chromatography). Mittaus tehtiin tdysin automatisoidulla Hewlett Packard
HP1047A laitteella. Olutnédyteet suodatettiin ja laimennettiin 1:1, 5 mM rikkihapolla
(H2S04). Kromatogrammipiikeisté luettiin etanolimééra ja kerrottiin kahdella laimennoksen
vuoksi. Samasta ajosta voitiin lukea myds maltoosin méairé, joka osoittautui tuloksissa mie-

lenkiintoiseksi vaikka sokereiden méairai ei kokonaisuudessa ollut tarkoitus tutkia.

pH mitattiin Mettler-Toledo Seven Easy laitteella (KEMBI 13728 HU 2009). Mittaus suori-
tettiin samoista néytteistd, joista tehtiin varisdvyn médritys Tikkurilan Symphony OPUS II
vériviuhkaa apuna kdyttden. Véri arvioitiin valkoista taustaa vasten laboratoriohuoneessa

hyvéssé valaistuksessa.

2.1.6 Tulosten Kiisittely

Tuloksista laadituista taulukoista ja kuvaajista voidaan arvioida onko niytteiden teknologi-
silla ominaisuuksilla ollut yhtdldisyyttd aistiprofiliista 16ytyviin eroihin tai samankaltaisuuk-
siin. Olutndytteiden aistinvaraisia eroja tarkasteltiin kdyttdmalld varianssianalyysid (one-
way ANOVA) ja tuloksista piirrettiin graafinen tdhtikuvio. Tukeyn testilld havainnollistet-

tiin, mitkd néytteet olivat samankaltaisia toisiinsa ndhden.
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2.2 Tulokset

2.2.1 Aistinvarainen arviointi

Koulutetun raadin arvioinneista (n =9 ja 2 toistoa eli 18 arviointia) selviéé, etti tilastollisesti
merkittdvad eroa ndytteiden vililld oli kolmella ominaisuudella: vaahtoutumisella, hiilihap-
poisuudella sekd tunkkaisuudella (Kuva 7). Mielenkiintoista on myds se, ettd kaupallinen
olut Weihenstephner ja S. boulardii 37 olivat hyvin samankaltaisia. Molemmat néytteet oli-
vat vaahtoavia sekd kuplivia, ja niistd pystyi suutuntumalla aistimaan hiilihappoisuuden.
Huoneenldmmossd kédyneet ndytteet BRT ja CRT olivat muuten samankaltaisia mutta “1as-
sdhtdneeksi” kuvattu BRT ei ollut yhtd hiilihappoinen kuin CRT. Huomioitavaa on, ettd
vaikka kyse kéytetyn hiivan erojen tutkimisesta, ei aistiprofiilissa tullut tilastollisesti mer-

kittdvaa eroa hiivaisuuden maussa niytteiden valilla.

Vaahtoutuminen***
10

9

8
Jalkimaun voimakkuus Sameus

Happamuus { Makeus (hajuna)

N\

Hiivaisuus Hiilihappoisuus ***

Tunkkaisuus ***
——Boulardii 37 ——Boulardii RT Cerevisiae RT ——Weihenstephaner

Kuva 7. Ominaisuuksien merkittdvyys (*: phav < 0,05; **: phav < 0,01; ***: phav < 0,001). Tilastollisesti
merkittdvad eroa ndytteiden vililld oli vaahtoutumisessa, hiilihappoisuudessa seki tunkkaisuudessa.

Yksisuuntaisen ANOVAN ja Tukeyn testin mukaan niytteet voidaan kategorisoida luokkiin,
joissa eri luokkien keskiarvot eroavat tilastollisesti. Kuvassa 8 nidhdédn, ettd B37 ja WEI
ovat merKkitty kirjaimella b, joten ne eivét eroa tilastollisesti toisistaan. Kirjaimella a merkityt

nédytteet BRT ja CRT eivit myoskiédn eronneet tilastollisesti toisistaan.
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VAAHTOUTUMINEN
10 b a a b
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0
B37 BRT CRT WEI

mB37 mBRT =CRT mWEI

Kuva 8. Vaahtoutumisessa oli eroja a ja b -kategoriaan luokitelluiden niytteiden vélilla. B37 ja WEI olivat
vaahtoavia mutta BRT ja CRT eivét vaahdonneet. Néytteiden lyhenteet: B37=S. boulardii valmistuslampotila
37 °C, BRT=S. boulardii valmistuslampétila huoneenldampd, CRT= S. cerevisiae valmistuslampétila huoneen-
lampd, WEI= Weihenstephaner.

Hiilihappoisuutta arvioitiin suutuntumana ja BRT, joka ei kuplinut lainkaan avatessa eiké
ollut vaahtoinen, ei ollut mydskéén hiilihappoinen. Sen sijaan CRT kategorisoitui ndytteiden
vilille (Kuva 9). B37 ja WEI arvioitiin selkedsti hiilihappoisiksi. Huomattavaa on, etti kun
kaupallinen WEI olutpullo avattiin se sihahti ja kuohui kaadettaessa lasiin. Néytteen B37
kohdalla tormattiin tekniseen ongelmaan. Olut kuohui voimakkaasti pulloa aukaistaessa,
jopa niin ettd nestettd meni hukkaan huomattavan suuri mééra. Myos nédytteen alkoholipitoi-
suus oli jadnyt hyvin matalaksi. HPLC tuloksista, jotka tehtiin alkoholipitoisuuden mééri-
tystd varten, oli luettavissa korkea maltoosipitoisuus, joten olueen oli jainyt paljon sokeria
ja sinne oli kehittynyt paljon hiilidioksidia. Pulloa avattaessa hiilidioksidi vapautui ja ai-

heutti oluen voimakkaan kuohumisen.



22

HIILIHAPPOISUUS
b a ab b

7
6
5
4
3
2
1
0
B37 BRT CRT WEI

mB37 mBRT =CRT mWEI

Kuva 9. Naytteet WEI ja B37 olivat suutuntumaltaan hiilihappoisia kun taas BRT ei ollut. Nédyte CRT muistutti
sekd hiilihappoisia néytteitd kuin néytettd BRT, joka ei ollut hiilihappoinen. Néytteiden lyhenteet: B37= S.
boulardii valmistuslampétila 37 °C, BRT=S. boulardii valmistuslampétila huoneenlampd, CRT= S. cerevisiae
valmistuslampétila huoneenlampd, WEI= Weihenstephaner.

Tilastollisesti merkittdvad eroa oli my0s tunkkaisuudessa, jota 10ytyi eniten ndytteistd joissa
oli korkein alkoholipitoisuus. Maultaan tunkkaisimmat néytteet BRT ja CRT (Kuvassa 10)
olivat mydskin viriltddn tummempia kuin WEI ja B37. Tunkkaiset ndytteet olivat my0s sa-

moja, joissa oli tilastollisesti vain vdhén hiilihappoisuutta.

TUNKKAISUUS
g a b b ab
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Kuva 10. Tunkkaisuus oli havaittavissa huoneenldmmdossa kéyneissi néytteissdé BRT, CRT ja WEI. Lampi-
méssd kdynyt B37 niyte ei ollut yhtd tunkkainen. Kaupallinen olut ei eronnut tilastollisesti kummastakaan
ryhmésti. Néytteiden lyhenteet: B37= S. boulardii valmistuslampoétila 37 °C, BRT= S. boulardii valmistus-
lampotila huoneenldmpd, CRT= S. cerevisiae valmistuslimpdtila huoneenldmpd, WEI= Weihenstephaner.
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2.2.2 Mikrobiologiset mittaukset

Pesdkkeitd muodostavia yksikkojd 16ytyi molemmista S. boulardii ndytteistd koko kolmen
kuukauden tutkimusajan. Pienimmilldankin pmy/ml maéra oli 1,53 x 107 (Taulukko 5). Pro-
bioottisen ominaisuuden rajana pidetdan Ishibashi ja Shimamurin (1993) mukaan 107 pitoi-
suutta ja se toteutui kaikissa naytteissd. Hiivan méérd oli suurempi ensimmaéisen kuukauden
kohdalla 1dampimassa kdyneessa ndytteessd B37 ja toisen ja kolmannen kuukauden kohdalla

huoneenldammossé kdyneissd BRT niytteissd (Kuva 11).

pmy/ml
400
150 293
300 T
250
3
g
£ 200
= 150
53,3 54,6
253
100 [ 153 16
50 [
L H L
BRT 1 BRT 2 BRT 3 B371 B372 B373

Aika kuukausissa

Kuva 11. Saccharomyces boulardiin siilyminen oluessa ajan funktiona. Naytteiden lyhenteet: BRT= S.
boulardii valmistusldmpétila huoneenlampd, B37= S. boulardii valmistuslampétila 37 °C.

Taulukko 5. Pesikkeitd muodostavien yksikdiden méaérd millilitrassa nestettd (pmy/ml).

Niayte’/kk BRT 1kk  BRT 2kk BRT 3kk  B37 1kk B372kk B373kk
Pmy/ml  2,53x107  2,93x10%® 5,33x107  5,46x107 1,53x107 1,60x107

2.2.3 Teknologiset mittaukset

Néytteiden erot happamuudessa olivat pienid. Happamimpia olivat ldmpimédssd kdyneet

nédytteet S37 ja B37 (Kuva 12). Néytteiden ldmpotilat mittaushetkelld olivat 17,318,5 °C.



24

pH
6
4,77
5 >
I 4,54 439
4,15 4,14
4
Z 3
2
1
0 L
C37 CRT B37 BRT WEI

mC37 wCRT mB37 mBRT mWEI

Kuva 12. Oluiden pH. Néaytteiden ldmpdétila oli 17,318,5 °C mittaushetkelld. Néytteiden lyhenteet: C37=S.
cerevisiae valmistuslampdétila 37 °C, CRT= S. cerevisiae valmistuslamotila huoneenlampd, B37= S. boulardii
valmistuslampétila 37 °C, BRT= S. boulardii valmistuslampétila huoneenldmpd, WEI= Weihenstephaner

Virisdvyn médritys tehtiin sen vuoksi, ettd silld saattaisi olla yhteyttd ndytteiden aistinvarai-
siin ominaisuuksiin, joissa kuvattiin ulkonékod vaahtoutumisen ja sameuden nédkokulmasta.
Mielenkiintoista onkin, ettd sameudessa ei ollut eroa mutta maun puolesta tunkkaisen ma-
kuisiksi arvioidut ndytteet BRT ja CRT olivat mydskin vérisdvyiltddn tummempia, miké on
havaittavissa Kuvassa 13. Kaupallinen olut WEI oli vaaleimman keltainen ja sitd muistutti

eniten B37. Naytteiden vérisdvyt Tikkurilan Opus II vériviuhkalla ovat Taulukossa 6.

Kuva 13. Olutniytteet vasemmalta: BRT, B37, CRT, C37 ja WEIL Weihenstephaner oli vaaleimman keltainen
ja sitd muistutti eniten B37. Huoneenlammdssa kédyneet ndytteet BRT ja CRT olivat tummempia kuin lampi-
mésséd kdyneet itsevalmistetut néyteet. Aistinvaraisessa tutkimuksessa ei ollut eroa sameudessa mutta samat
BRT ja CRT arvioitiin maultaan tunkkaisiksi.
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Taulukko 6. Néytteiden vérisdvy Tikkurilan Symphony Opus II vériviuhkalla.
US 37 USRT B37 B RT WEI

Opus 1I K398 L398 J395 K396 L397

Naytteiden alkoholipitoisuudessa oli paljon vaihtelua (Kuva 14). Vahvin oli CRT 6,16 al-
koholiprosentilla ja sen jdlkeen tulivat hyvin tasaisesti S37 ja WEI, joissa oli 5,3-5,4 pro-

senttia alkoholia. Miedoimmaksi jdi B37, jossa oli alkoholia ainoastaan 3,13%.

ALK. VOL.%
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C37 CRT B37 BRT WEI

mC37 wCRT =mB37 mBRT mWEI

Kuva 14. Alkoholipitoisuudessa oli paljon vaihtelua. Ladmpiméssé kdynyt B37, ei kdyttanyt fermentoinnissa
maltoosia, joten sen alkoholipitoisuus jdi matalimmaksi. Kaupallinen WEI ja C37 olivat hyvin ldhell4 toisiaan
alkoholipitoisuudessa. Naytteiden lyhenteet: C37=S. cerevisiae valmistuslampdtila 37 °C, CRT=S. cerevisiae
valmistusldmoétila huoneenldmpo, B37= S. boulardii valmistusldmpétila 37 °C, BRT= S. boulardii valmistus-
lampdtila huoneenlampd, WEI= Weihenstephaner

3 POHDINTA

Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittii, ettid eroaako probioottihiivalla valmistettu olut pe-
rinteisestd oluesta aistinvaraisilta ominaisuuksiltaan. Tutkimustulosten valossa yksi valmis-
tetuista néytteistd, lampimassd kdynyt S. boulardii 37 -néyte ei eronnut tilastollisesti lain-
kaan kaupallisesta oluesta. Néyte oli samantyyppinen kaikilta ominaisuuksiltaan, joita kou-
lutettu raati arvioi. Mikdli ajatellaan, ettd valittu kaupallinen olut on ideaalinen tuote, silld se
on jo suosittu kuluttajien keskuudessa niin tutkimustuloksia voi pitdd hyvin merkittdvina
vakuuttamaan myds probioottihiivalla valmistetun oluen kaupallista potentiaalia. Huomat-
tavaa on myos se, ettd probioottihiivan kéytto verrattuna perinteiseen oluthiivaan ei aiheut-

tanut hiivaisuuden maun voimakkuudessa tilastollisesti merkittivaa eroa. Tuloksista voidaan
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kuitenkin paitelld, ettd kdymisldmpdotilalla oli vaikutusta oluen aistiprofiiliin, joten valmis-

tuprosessi on erittdin tdrkedssd asemassa.

Aistinvaraisen tutkimuksen raatilaiset olivat kaikki kokeneita, silld jokaisella henkil6l1ld oli
ailempaa kokemusta aistinvaraisesta arvioinnista vaikka sitd ei edellytetty rekrytointivai-
heessa. Taustatietolomakkeen mukaan myds kaikki raatilaiset tunsivat oluen ja nauttivat siti
usein tai joskus (yksi muutaman kerran vuodessa). Raati paisi helposti yksimielisyyteen tér-
keimmistd ndytteitd erottelevista tekijoistd ja ndytteiden skaalaus asteikolle tuli heiltd luon-
nollisesti yhteisen pohdinnan péétteeksi. Jokainen raatilainen osallistui kahteen koulutuk-
seen ja kaikkiin arviointeihin. Koulutusten tdsméillisyyden vuoksi voidaan ajatella etté raati

oli mahdollisimman luotettava ja toistamiskykyinen.

Toisena tutkimuksen osa-alueena oli probioottihiivan sdilyvyyden tutkiminen oluessa. Mik-
robiologilla mittauksilla todennettiin, miten S. boulardii kayttiytyy oluessa ja sdilyyko se
siind kuluttajille saakka. Tutkimus tdydentda kriittisesti puuttuvaa tietoa, silld ainoastaan S.
boulardiilla valmistetusta oluesta ei 16ytynyt lainkaan julkaisuja. Capecen ym. (2018) tutki-
muksessa kaytettiin kahta hiivaa, S. cerevisiaen ja S. boulardiin yhdistelmai startterina eika
S. boulardiilla ollut negatiivisia vaikutuksia oluen makuun, mutta kyseessa oli hiivojen yh-

distelm4, joten tutkimus ei kerro ainoastaan S. boulardiista oluthiivana.

Hiivan médiré oli ensimmdisen kuukauden kohdalla suurin B37 nidytteissd mutta toisen ja
kolmannen kuukauden kohdalla sitd oli enemmén huoneenldmmdssé kdyneissd BRT néyt-
teissd. Huomattavaa on, ettd BRT ndytteen tulokset toisen kuukauden kohdalla poikkesivat
huomattavasti muista, joten on mahdollista ettd niiden maljauksissa on kdynyt pipetointi- tai
laskuvirhe. Mahdollista on tietysti myds erot ndytteiden vililld tai se, ettd hiiva on toisen
kuukauden kohdalla onnistunut hajottamaan suuren méérdn sokeria ravinnoksi ja padssyt
lisadntymadn. Kaymislampotilén ja fermentointiaikojen jatkotutkimuksen tarve on ilmeinen,

jotta S. boulardii hiivan optimikdymisldmpdtilasta saadaan lisdi tietoa.

Kolmantena tutkimusalueena oli S. boulardii oluen teknologisista ominaisuuksista alkoho-
lipitoisuus, pH ja viri, verrattuna perinteiselld oluthiivalla valmistettuun olueen. Alkoholi-
pitoisuuksissa oli suuria eroja ja S. boulardiin kyky fermentoida jai molemmissa lampdti-
loissa S. cerevisiaeta matalammaksi, etenkin korkeammassa fermentointildmpdtilassa, jossa
ndytteisiin tuli kaikista vihiten alkoholia. Osoittautui, ettd S. boulardii ei kyennyt fermen-

toimaan maltoosia 37 celsiusasteessa, miké selittdd B37 olueen alhaisen alkoholiprosentin.
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Korkea maltoosipitoisuus kdvi ilmi HPLC-mittausten tuloksista, vaikka tutkimuksessa ei ol-
lut tarkoitus keskittyd oluen sokeripitoisuuteen. Korkealla jadnndssokerilla ja matalalla al-
koholipitoisuudella on kuitenkin ilmeinen yhteys, joten fermentointiaikojen vaikutuksesta
tarvittaisiin edelleen lisd4 tietoa. Tekniseksi ongelmaksi muodostui myds B37 ndytteen voi-
makas kuohunta, jonka vuoksi oluesta kuohui suuri méaéré hévikkiin, vaikka pulloja kisitel-
tiin varoen. Mahdolliseksi syyksi kuohuntaan on se, ettd olueen oli syntynyt paljon hiilidi-
oksidia, kun hiiva ei ollut pystynyt hyodyntiméan maltoosia 37 °C kidymisprosessissa, mutta

kyllékin, kun olut siirrettiin viileimpéaan.

pH-arvoissa oli vain pienid eroja, eivitkd ne heijastuneet aistinvaraiseen tutkimukseen,
jossa arvioitiin nédytteiden hapanta makua. Kaikki olutndytteet jdivét selkeédsti véhemmén
happamiksi kuin esimerksi virvoitusjuomat, joiden pH-arvo vaihtelevat 2,6-4,0 vililla
(Montanari ym. 2019). Huoneenlammossé kdyneitd néytteitd, kaytetystd hiivasta huolimatta,
yhdisti tunkkainen maku ja kaupallista olutta lukuunottamatta tumma viri. Aistiprofiilissa
tuotteiden vililla ei ollut eroa sameudessa mutta maun puolesta tunkkaisen makuisiksi arvi-
oidut néytteet BRT ja CRT olivat my6skin vérisdvyiltddn tummempia, mika kertoo siitd ettd
tummalla vérisdvylld ja tunkkaisuudella todettiin yhteys. Yleisesti tummia oluita pidetédn
raskaampina kuin kirkkaampia oluita, joten kyse voi olla opitun yhteyden ja tottumuksen

mahdollisuudesta.

Oluen hyllyikd on noin kuudesta yhdeksédén kuukautta, riippuen olutlajista ja humaloinnista
(Stewart 2016). Tutkittavaksi valikoitui vehnéolut, silld se on usein suodattamaton ja olisi
sen ansiosta hyvé pohja oluelle, johon hiiva halutaan jéttd4. Probioottisen ominaisuuden ra-
jana pidetdan Ishibashi ja Shimamurin (1993) mukaan 107 pitoisuutta ja se toteutui kaikissa
nédytteissd. Tutkimuksen tulokset ovat mielenkiintoinen alku probioottisen oluen kehittdmi-

selle, joka voi tulevaisuudessa olla kulutetuimpia funktionaalisia elintarvikkeitamme.

Huoneenldmmossd fermentoidun BRT nédytteen tulokset toisen kuukauden kohdalla poikke-
sivat merkittivisti muista tuloksista joten niiden luotettavuus voidaan kyseenalaistaa. Ky-
seessd saattoi olla pipentointi- tai laskuvirhe. Juomilla, joissa on alkoholia yli 1.2 %, ei saa
olla terveys- tai ravitsemusviitettd (EY N:o 1984/2006). Olisiko alkoholiton probioottinen

olut vaihtoehto alkoholiselle probioottioluelle?
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4 PAATELMAT

Tutkimuksen tuloksena saatiin tieto siitd, ettd S. boulardiilla valmistettu ja 37 asteessa fer-
mentoitu olut kdyttdytyi aistinvaraisessa tutkimuksessa hyvin kaupallisen oluen tavoin ker-
too sen potentiaalista. Naytteistd B37 ei eronnut tilastollisesti referenssioluesta ja siind oli
viimeisenkin kuukauden kohdalla jdljelld probioottista hiivaa. Olut oli mydskin kirkas ja
vaalean virinen kuten kaupallinen olut seki sithen muodostui kestdva vaahto. Kysymykseksi
jad olueen jddnyt matala alkoholipitoisuus ja fermentointildmpdtilojen tutkiminen. Jatkotut-
kimuksen tarpeena on tutkia ensisijaisesti probioottihiivalla valmistetun oluen kdymispro-
sessin ldmpdotilojen vaikutus olueen. Kidymisaikoja muokkaamalla voisi tutkia, mikd on S.
boulardiille oluen kuohunnan seka aistinvaraisten ominaisuuksien kannalta ideaalisin pro-
sessi. Toisaalta juomilla, joissa on alkoholia yli 1.2 % ei saa olla terveys- tai ravitsemusvéi-

tettd, joten alkoholittoman S. boulardii -oluen reseptin jatkokehitystd ei kannata unohtaa.

Probioottihiivalla valmistetusta oluesta tarvitaan vield paljon lisdd tutkimustietoa. Ensisijai-
sesti olisi hyvd tdydentdi tietoa siitd, missd ldmpdotilassa S. boulardii fermentoi ja sen jilkeen
voisi kartoittaa kuluttajien kiinnostusta tuotteeseen. S. boulardii oluella voisi tehdi aistinva-
raisin menetelmin myds kuluttajatutkimuksen ja hyvéksyttivyyskyselyn. Miellyttavyystut-
kimus eri resepteistd voisi tuoda myds ensiarvoisen tdrkedd tietoa tuottesta ennen kaupallis-

tamista.
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Liite 1. Raadin rekrytointilomake

Etsitaian osallistujia oluen aistinvaraiseen tutkimukseen!
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Tervetuloa mukaan aistinvaraiseen oluttutkimukseen, joka jérjestetddn 13.3.-21.3.2018 Hel-
singin yliopiston Viikin kampuksella, aistinvaraisen tutkimuksen laboratoriossa EE-talon
toisessa kerroksessa (Agnes Sjobergin katu 2). Tutkimus tulee olemaan osa maisterintutkiel-
maani.

Tutkimus on koulutetun raadin suorittama arviointi. Raatiin mahtuu 12 jidsenti ja jdsenten
tulee olla tdysi-ikdisid. Tutkimukseen osallistuminen edellyttda sitoutumista kolmeen raadin
koulutuskertaan seké kahteen arviointiin. Sinulla ei tarvitse olla aikaisempaa kokemusta ais-
tinvaraisesta arvioinnista. Osallistumisesta saat tuotepalkinnon sekd FOOD-116 kurssilai-
silla on lisdpistemahdollisuus (5 lisépistettd).

Koulutus

1. Koulutus ti 13.3 kello 10.15-11.45
2. Koulutus to 15.3 kello 10.15-11.45
3. Koulutus ma 19.3 kello 10.15-11.45

Arvioinnit

1. Arviointi ti 20.3 kello11-13 vililld (kesto noin 30 minuuttia)
2. Arviointi ke 21.3 kello 11-13 vililla (kesto noin 30 minuuttia)

Koulutuskerrat kestdvit reilun tunnin verran ja yhteen arviointiin kannattaa varata aikaa noin
30 minuuttia. Huomioithan, etti arvioitavana on pienid méérid mietoja alkoholijuomia, jotka
voivat vaikuttaa kykyyn ajaa autoa, operoida tydkoneita tai suorittaa tarkkuutta vaativia teh-
tavid. Olutnéytteitd ei valttimatta tarvitse nielld. Tuotteet voivat sisdltdd vehnéé ja gluteenia.

Ilmoittaudu mukaan e-lomakkeella:
https://elomake.helsinki.fi/lomakkeet/87112/lomake.html
Kaikissa kysymyksissé voit olla yhteydessi osoitteeseen: anna.liljeroos@helsinki.fi

Anna Liljeroos
Elintarviketieteiden kandidaatti
050 5533 444
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Liite 2. Suostumuslomake aistinvaraiseen tutkimukseen

Elintarvike- ja ympéristotieteiden laitos
PL 66 (Agnes Sjobergin katu 2)
00014 Helsingin yliopisto

KOEHENKILON SUOSTUMUS OSALLISTUA AISTINVARAISEEN TUTKIMUKSEEN

Aistinvarainen tutkimus - yleiset periaatteet

Elintarvikkeiden aistinvaraisella tutkimuksella kerétaén tietoa elintarvikkeiden ominaisuuksista tai
vastaajien suhtautumisesta niihin. Tietoa kerdtdin aistien avulla: katsomalla, tunnustelemalla,
haistamalla ja maistamalla elintarvikendytteitd tai niiden aineosia. Kokeen alussa kerromme
tutkimuksen tarkoituksen koehenkildille siten kuin on mahdollista olematta johdatteleva. Kokeen
jélkeen jérjestimme palautetilaisuuden, jossa kerrotaan tavoitteista ja tuloksista. Jos koehenkild ei
péése palautetilaisuuteen, hidn voi pyytéd tietoja sdhkopostitse tai kirjeitse. Laboratoriossamme
arvioitavat elintarvikkeet ja niiden aineosat tayttavét elintarvikelainsddddnnon vaatimukset.
Kaikkea tutkittavilta kerdttyé aineistoa késitelldin ehdottoman luottamuksellisesti.

Suostumuksen yleisperiaate

Talla suostumuksella koehenkild lupautuu noudattamaan kokeessa annettuja ohjeita
mahdollisimman tarkkaan. Koehenkil6lld on oikeus kieltdytya kokeesta. Koehenkil5lla on oikeus
keskeyttda osallistumisensa seuraamuksitta ja syytd ilmoittamatta. Keskeyttdmista ei tarvitse
perustella eikd keskeyttdminen vaikuta keskeyttéjén kohteluun. Keskeyttaneen koehenkildn tietoja
ei kéytetd tutkimusaineiston analyyseissa.

Tietoja tutkimuksesta, johon koehenkilo suostuu allekirjoittaessaan tiimén suostumuksen

Tutkimuksen nimi: Oluen aistinvarainen analyysi koulutetulla raadilla,
maisterintutkielma Anna Liljeroos

Aikavili, jolla kokeet tehddén: 13.3.-21.3.2018

Naéytteiden laatu ja mééra: olut, 5 néytettd (ndytteet siséltivét alkoholia)
Naytteiden nieleminen: Ei

Koekertojen (sessioiden) médra: 5

Mabhdollisesti allergiaa tai yliherkkyytté aiheuttavat aineosat: gluteeni, hiiva, vehné
Tutkimuksen vastuullinen tutkija: Yliopistonlehtori Antti Knaapila

Vastuullisen tutkijan yhteystiedot: antti.knaapila@helsinki.fi, puh. 050 316 5908

Suostumus

Olen saanut riittévét tiedot téstd tutkimuksesta ja olen ymmértényt tiedon ja suostun toimimaan
koehenkiloni téssé tutkimuksessa. Olen ilmoittanut ruoka-aineallergiani.
Olen tédysi-ikdinen [J

Helsingissé . 201

Sadhkopostiosoite: Puhelin:

Ruoka-aineallergiani:

Allekirjoitus Nimenselvennos
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Liite 3. Koulutetun raadin taustatietolomake

Taustatietolomake

Ole hyva ja rastita vaihtoehto.

Sukupuoli  Nainen ( ) Mies ( ) Muu () En halua vastata ()
Ika -vuotta En halua kertoa ()

Olen opiskelija ( ) Yliopiston henkilokuntaa ( ) Muu ( )

Kuinka usein nautit olutta?

() Viikoittain tai useammin
() Kuukausittain

() Muutaman kerran vuodessa
() Vuosittain tai harvemmin

Kuinka usein valitset vehndoluen nauttiessasi olutta?

() Usein

() Joskus

( ) Harvoin
() En koskaan

Oletko aikaisemmin osallistunut aistinvaraiseen tutkimukseen? Kuluttajatutkimus tai kou-
lutettu raati.

() Kylld molempiin
() Kylla vain toiseen. Kumpaan?
() En ole aikaisemmin osallistunut aistinvaraiseen tutkimukseen

Téssé voit antaa sanallista palautetta koskien néytteitd tai tutkimuksen jirjestamista ja kul-
kua. Jitd ndytenumero jos haluat antaa palautetta koskien jotain yksittdistd ndytetta.

Kiitos osallistumisestasi ja palautteestasi!
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Liite 4. Sanastonluontilomake kuvailevaan analyysiin

Ominaisuuksien kuvailu (kuvaileva analyysi)

Arvioijan nimi: Paivamaara:

Tarkastele annettuja ndytteitd katselemalla, haistamalla, tunnustelemalla sormin/lusikallaja suussa ja
maistamalla. Kuvaile ndytteiden ulkonikd3, hajua (aromia), rakennetta/suutuntumaaja
makua/flavoria (tdssa jarjestyksessd) mahdollisimman monellasanalla. Pyri kiinnittdmaan huomiota
néytteissd esiintyviin eroihin. Samojen ominaisuuksien ei tarvitse |6yty3 eri naytteista. Ala kiyta

mnon

mieltymystd kuvaavia sanoja (esimerkiksi “hyva”, “maukas” tai ”epamiellyttava”).

Nayte: Nayte: Nayte:
Ulkonako: Ulkonako: Ulkondké:
Haju (ortonasaali): Haju (ortonasaali): Haju (ortonasaali):
Rakenne ja suutuntuma: Rakenne ja suutuntuma: Rakenne ja suutuntuma:
Maku/flavori: Maku/flavori: Maku/flavori:
Muuta huomioitavaa: Muuta huomioitavaa: Muuta huomioitavaa:




Liite 5. HPLC-ajon tulokset niytteisti
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7 Ethanol_Hans Report
ins) Project Nacce__l:lap%
SAMPLE INFORMATION
Sarrple Name: 12 Acquired By: \itamins
Sarrple Type: Unknown Date Acquired: 4/12/2018 1:47:34 AMEEST
Vial: 78 Acq. Method Set: Hapso PDARI
Injection #: 1 Date Processed: 4/12/2018 11:39:23 AMEEST
Injection Volume: 20.00ul Processing Method: ETHANOL2018
Run Time: 26.0 Minutes Channel Name: SATIN
Sanple Set Name: Hans Hapso 20180227 Proc. Chnl. Descr.:
Auto-Scaled Chromatogram
|
1
400.00+ [ <
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| = @ o ) [\
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0.00] - K%Tﬁff’_ﬁi
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 20 2400 26.00
Mnutes
Processed Channel:
Peak Name f.etemic.’” Aea  Height Amount Units
ime (mmin)
1 7.052 3952894 265626
2 | cellobiose 7617 128448 10045 0235 3
3 | galacturonate 8433
4 | gucose 8758 220308 13231 0417 3
5 | xylose 9187 70900 3259 0283 3
6 10482 188611 8171
7 | gycerol 12292 482170 21434 0876 3
8 | acetate 13.630
9 15218 62560 2231
10| methanadl 16.892
11| ethanol 19.371 6184432 166598 24.737 3

Report Method: Ethanol_Hans

Printed 11:56:21 AVl Eué/12/2018

Page: 10of1
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Ethano Hans Report

3
'n:) Drr\llnrf l\]gng;_Haan
SAMPLE INFORMATION
Sarple Name: 13 Acquired By: \itamins
Sanple Type: Unknown Date Acquired: 4/12/2018 2:14:34 AMEEST
Vial: 79 Acq. Method Set: Hapso PDARI
Injection # 1 Date Processed: 4/12/2018 11:42:19 AMEEST
Injection Volume: 20.00 ul Processing Method: ETHANOL2018
Run Time: 26.0 Minutes Channel Name: SATIN
Sanple Set Name: Hans Hapso 20180227 Proc. Chnl. Descr.:
Auto-Scaled Chromatogram
w0000 |
1 ‘\ o
] | @
1 I 2
300,001 ‘ ‘\ 5
4 c
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] | ki
E 1 ‘ | o /k
i 8 g R
NG, N [
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] \‘ ) % 55 E N “ \
| \ o o o '] | \
1 ) \ % + ~ J \
0.00- - JAN TWﬁ\*ii%\
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 20 2400 26.00
Mnutes
Processed Channel:
Peak Narre TR.e‘e"ﬂ‘.’" Aea  Height Amount Units
ime (min)
1| cellobiose 7620 76366 5514 0159 3
2| galacturonate 8433
3| ducose 8.783 243758 12187 0450 3
4| xylose 9184 74069 4007 0287 3
5| gycerol 12293 470536 19581 0.857 3
5| acetate 13.630
7 15211 36181 1637
8 | methanol 16.892
9| ethanol 19.361 7731597 207752 30.823 3

Report Method:

: Ethanol_Hans

Printed 11:56:21 AVl Eu#/12/2018

Page: 10of 1
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W Ethano Hans Report
'n:) Drr\llnrf l\]gng;_Haan
SAMPLE INFORMATION
Sarple Name: 14 Acquired By: \itamins
Sanple Type: Unknown Date Acquired: 4/12/2018 2:41:35 AMEEST
Vial: 80 Acq. Method Set: Hapso PDARI
Injection #: 1 Date Processed: 4/12/2018 11:43:56 AV IEEST
Injection Volume: 20.00 ul Processing Method: ETHANOL2018
Run Time: 26.0 Minutes Channel Name: SATIN
Sanple Set Name: Hans Hapso 20180227 Proc. Chnl. Descr.:
Auto-Scaled Chromatogram
&
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200 "400 "600 "800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600
Mnutes
Processed Channel:
Peak Narre T&’te““‘.’" Aea  Height Arount Units
ime (min)
1 7.052 4383778 294520
2 | cellobiose 7.654 10650268 593788 15.522 3
3 | galacturonate 8433
4 | ducose 8751 146660 10408 0.311 3
5 | xylose 9.201 80216 4756 0295 3
6 10469 217789 10847
7 | dycerol 12280 367418 16735 0685 3
8 | acetate 13.630
9 15.224 70177 2434
10| methanol 16.892
11| ethanol 19.386 3869770 105375 15.630 3

Report Method: Ethanol_Hans

Printed 11:56:22 AVl Eu#/12/2018

Page: 10of 1



Ethano Hans Report
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3
'n:) Drr\llnrf l\]gng;_Haan
SAMPLE INFORMATION
Sarple Name: 15 Acquired By: \itamins
Sanple Type: Unknown Date Acquired: 4/12/2018 3:08:38 AMEEST
Vial: 81 Acq. Method Set: Hapso PDARI
Injection #: 1 Date Processed: 4/23/2018 12:36:49 PMEEST
Injection Volume: 20.00 ul Processing Method: ETHANOL2018
Run Time: 26.0 Minutes Channel Name: SATIN
Sanple Set Name: Hans Hapso 20180227 Proc. Chnl. Descr.:
Auto-Scaled Chromatogram
c’\
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0.004 t - N %5 A JANIYA ,THQi\R
"200 "400 "600 "800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600
Mnutes
Processed Channel:
Peak Narre T&’te““‘.’" Aea  Height Amount Units
ime (min)
1 | cellobiose 7.641 1463485 80923 2174 3
2 | galacturonate 8433
3 | ducose 8.867 818758 25929 1.277 3
4 | xylose 9457
5 10456 30450 1668
6 10920 118904 5188
7 11.87€ 80018 5261
8 | dycerol 12284 409577 15780 0.7%6 3
9 | acetate 13605 34681 1372 0150 gL
10 15200 32420 1475
11| methanol 16.781 405838 15843 4615 gL
12| ethanol 19.368 6626680 178796 26.476 3
Report Method: Ethanol_Hans Printed 12:37:03 PM Eu#/23/2018 Page: 10of 1



