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Tahan oppaaseen on koottu havainnollinen ja kdytanndnlaheinen menetelma hiivojen ja ho-
meiden pesakemaaran madrittdmiseen silloin kun kadytossa ei ole laboratoriotiloja. PetriFilm -
kasvatusalustat ovat kayttovalmiita kuivia alustoja, joten kasvatusalustojen valmistamiseen ei
tarvita laitteita. Tulosten avulla voidaan parantaa mikrobiologista laatua seka kehittaa toimin-
tatapoja ja prosesseja. Menetelman kayttoonotto vaatii harjaantumista varsinkin silloin kun ei
ole aiempaa kokemusta laboratoriotydskentelysta ja/tai mikrobiologisista menetelmista. Hii-
vat ja homeet kasvavat samalla kasvatusalustalla ja niiden erottaminen voi olla haastavaa.
Homepesakkeet voivat olla hyvin suuria ja peittaa alleen pienempia hiivapesakkeita. Varsinkin
alussa on suositeltavaa, ettd rinnakkainen ndyte tutkitaan laboratoriossa, jotta varmistutaan
siita etta tulokset ovat luotettavia. Naytemateriaalien hiiva- ja homemaarien valilla on myos
eroja, ja jokaiselle tutkittavalle materiaalille olisi selvitettdva normaalitasot.

Hiivojen ja homeiden viliely -opas on syntynyt Laatusormenjalki arktiselle luonnonraaka-
aineelle (Arctic FingerPrint) — EAKR -hankkeen tuotoksena. Rahoitus hankkeelle on saatu Eu-
roopan aluekehitysrahoituksesta (EAKR) Kestavaa kasvua ja tyota 2014-2020. ArcticFinger-
Print -hankkeen toisessa oppaassa, Laatua ja laadunhallintaa luonnontuotealalle, on kerrottu
tarkemmin villiyrttien mikrobiologiasta ja hygieniariskeista seka luonnontuotteiden laatuun ja
laadunhallintaan liittyvista asioista. (Kunnas ym. 2020)

Asiasanat: hiivat, home, yrtit, luonnonkasvit, luonnontuoteala, laatu, laadunhallinta
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1. Johdanto

Tama ohje on tarkoitettu yrityksille avuksi villiyrttien hiiva- ja homemaarien arviointiin raaka-
aineesta, prosessoinnin aikana sekd lopputuotteesta. Tuloksista nahdaan milla tasolla mikro-
bimaarat ovat ja ne auttavat yritysta parantamaan tuotteiden mikrobiologista laatua, proses-
sin laatua ja kehittamaan toimintaa. Tulosten trendiseurannan avulla todetaan korjaavien
toimenpiteiden tehokkuus.

Elintarvikkeissa hiivat ja homeet kuvaavat naytteen yleista hygieenista laatua ja tuotteen saily-
vyyttd. Mikrobimaarat riippuvat tutkittavista naytteista ja niiden kasittelystda. Mitd enemman
naytteita analysoidaan, seka viljelya etta tulosten lukemista, sitd paremmin niiden tekemiseen
harjaantuu. On suositeltavaa, ettda opetteluvaiheessa samoista tuotteista, jotka on analysoitu
tassa kuvatulla menetelmalld, lahetetadn naytteet laboratorioon tutkittavaksi, jotta nahdaan
ovatko tulokset suuruusluokaltaan samanlaisia. Viimeistaan siind vaiheessa kun tuotetta ol-
laan viemassa markkinoille, ndytteet on lahetettava laboratorioon analysoitavaksi.

Homeet kasvavat rihmastoina ja ne lisaantyvat rihmaston kappaleiden ja itididen avulla. Itiot
levidvat helposti ilmavirran mukana. Homeet kayttavat ravinnokseen puuta, paperia ja kaikkia
elintarvikkeita. Koska ilman happi on ehdoton edellytys homeiden kasvulle, homeet kasvavat
elintarvikkeiden pinnoilla. Eréat homeet tuottavat lisaksi aineenvaihdunnassaan homemyrkky-
ja eli mykotoksiineja. Homesolut viihtyvat parhaiten +20—+45 °Cissa ja seka homeet ettd nii-
den itiot tuhoutuvat +70-+80 °C:ssa. Homeet pystyvat kasvamaan kuivien elintarvikkeiden
pinnalla, esimerkiksi leivissa, kuivatuissa hedelmissa ja pahkindissa, suola- ja sokeriliuosten
pinnalla seka happamissa elintarvikkeissa, kuten hedelma- ja marjamehuissa seka hilloissa,
silla niiden suotuisin kasvualue on pH 3-5.

Hiivat ovat yksisoluisia, joskus epamaardisind soluryhmittymina esiintyvia mikrobeja, jotka
lisddntyvat padasiassa kuroutumalla mutta myos kahtia jakautumalla. Lisaantyakseen ne tar-
vitsevat sokereita, ja sen vuoksi sokeripitoiset mehut, hillot ja marjat ovatkin tyypillisia hiivo-
jen kasvualustoja. Hiivat tarvitsevat happea, mutta ne pystyvat toimimaan myds hapettomas-
sa, anaerobisessa ymparistossa. Hiivojen optimilampdtila on +20-+35 celsiusastetta, ja yli
+45 celsiusasteessa hiivasolut tuhoutuvat. Lisaantymiselle paras pH-arvo on pH 5, mutta ne
pystyvat lisadantymaan myos pH-alueella 3-8. Hiivat tarvitsevat enemman kosteutta kuin ho-
meet. (Ruokavirasto 2019).
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2. Menetelman periaate

2.1. Petrifilm™

Nestemaista naytettd pipetoidaan petrifilmille 1 ml. Naytteen sisaltdma vesi kostuttaa petri-
filmilla olevat ravintoaineet ja aikaansaa mikrobeille sopivan kasvuympariston. Nayte levite-
taan koko kasvualustalle pakkauksen mukana tulevan muovikiekon avulla.

Hiivat ja homeet kasvatetaan yleensa samalla kasvatusalustalla. Hiivojen ja homeiden maarit-
tdmiseen on saatavilla kahta petrifilmialustaa, joissa on eroja pesakkeiden varin ja kasvatus-
ajan- ja lampotilan suhteen. Suomessa petrifilmeja myy Labema Oy. Ensimmaista tilausta teh-
dessasi varmista, etta petrifilmien mukana on myds muovinen levitin. Ohjeita ja esitteitd on
3M Suomi internet-sivustolla (3M Suomi) ja niita voi pyytaa Labema Oy:sta. (Labema).

3M Petrifilm™ Yeast and Mold (YM) Count Plate on valmis kasvatusalusta hiivojen ja homei-
den pesakemadritysta varten. Se sisaltaa kylmaan veteen liukenevaa, geeliytyvaa ravintoalus-
taa (Sabourad-ravinteet), johon lisdtty vari-indikaattoria fosfataasientsyymille seka bakteerien
kasvua estavid antibiootteja (kloramfenikoli ja oksitetrasykliini). (3M 2020)

Petrifilm™ Rapid Yeast and Mold (RYM) Count Plate eroaa edelld mainitusta lyhyemman kas-
vatusajan (2-2,5 vrk), pesdkkeiden varin sekda korkeamman kasvatuslampotilan (25-28 °C)
suhteen. Ellei kasvatuslampdtilaa ole mahdollista saada riittdvan korkeaksi, on suositeltavaa
kayttaa ensin mainittua petrifilmi-alustaa. (3M 2018)

Lisatietoja ja tilaukset: Labema Oy, Elimaenkatu 9 B, 00510 Helsinki, puh. 09-274 6740,
s-posti: labema@labema.fi

Kuvassa 1 nakyy ero laboratoriossa petrimaljalla DRBC-agarilla ja samasta ndytteesta petrifil-
milld kasvatettujen hiivojen ja homeiden ulkonadn valilla. Naytteessa kasvoi paaasiassa ho-
meita.

a) b)

M v 333407 M 3334

Kuva 1. Vasemmalla hiivat ja homeet petrimaljalla DRBC — agarilla ja oikealla petrifilmilla kas-
vatetut hiivat ja homeet.
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Avaamaton foliopakkaus sailytetddn jadkaapissa tai pakastimessa alle 8 °C:ssa. Ennen kayttda
avaamattomien pussien on annettava lammetd huoneenlampdisiksi juuri ennen avaamista ja
kayttda. Petrifilmit ovat herkkid kosteudelle, Iammaélle ja valolle. Ali kayta alustoja jos huo-
maat varimuutoksia tai jos alustojen paivaysmerkinta on mennyt vanhaksi.

Kayttamattomat alustat sailytetddan omassa pakkauksessaan tiiviisti teipilla suljetussa pussissa.
Jadkaappisailytys altistaa alustat kosteudelle, joten sailytd avattu petrifilmipussi joko kuivassa
huoneenlammossa (alle 21 °C:ssa enintaan kuukauden) tai pakastimessa jos laboratoriossa on
yli 25 °C ja/tai sielld on kostea ilma (yli 50 %, poikkeuksena ilmastoidut tilat).

Pakastimessa petrifilmit asetetaan tiiviiseen rasiaan, josta niitd otetaan kerralla tarvittava maa-
ra ja rasia laitetaan heti takaisin pakastimeen. Pakastimessa ei saa olla automaattista sulatus-
toimintoa, koska se altistaa petrifilmit toistuvasti kosteudelle.

2.2.

Tarvikkeet

Analyysia varten tarvitaan seuraavat reagenssit ja tarvikkeet:

1.
2.

o v

Kasidesinfiointiainetta, tarvittaessa kertakdyttohansikkaat

Laimennosliuoksena kaytetdan suolaliuosta, jonka voi valmistaa itse tai ostaa valmiina
apteekista. Apteekissa myydaan 0,5 litran pullossa 0,9 % huuhteluun tarkoitettua
suolaliuosta n. 3,10 €/pullo. Liitteessa 1 on suolaliuoksen valmistusohje.

Litran muovipulloja, punnitusastia, lusikoita, sakset, desimitta. Desinfioi kuumalla
vedella.

Voipaperia ndytteen punnitsemiseen ellei kaytettavissa ole punnitusastiaa.

Vaaka, oltava riittava tarkkuus, vahintaan 0,1 g.

Kertakayttopipetteja, 1 ml. Saatavilla steriilind tai steriloimattomana esim. VWR:lta.
Pakkauksissa 500 kpl pipetteja. Steriloimattomiakin voi kayttaa koska niissa
todennakdisesti ei ole hiivoja tai homeita. Jokaisen viljelyn yhteydessa kuitenkin on
syyta varmistaa kontrollilla laimennosliuosten ja vélineiden puhtaus.

Petrifilmeja ja niille levitin. Huom! Perinteisten Hiiva- ja home Petrifilmien levittimet
ovat paketeissa (C6407 ja C6417 3M™ Petriflm™ Yeast and Mould Count Plates).
Nopean RYM-alustan kanssa (C6475 ja C6477 3M™ Petrifilm™ Rapid Yeast and Mould
Count Plates) on levitin ostettava erikseen (levitin C6425).
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3. Naytteen viljely

Kasvindytteet voivat olla tuoreita, kuivattuja tai jauheita. Naytetyypista riippuen niiden hiiva-
ja homemaarissa voi olla huomattavia eroja. Analyysiin punnittava ndytemaara voi vaihdella,
mutta on tarkeda ettda ndyte on edustava ja riittavan suuri. On myo6s huomioitava, etta lai-
mennosliuoksen tehokas sekoittaminen edellyttad, ettda pullossa on riittavasti tyhjaa tilaa. Lit-
ran pullossa sekoittuminen varmistetaan kun se on puolillaan laimennosliuosta. Mita korke-
ampi hiiva ja/tai homemaara sitd enemman nadytettd on laimennettava, jotta tulokset voidaan
lukea luotettavasti petrifilmilta. Esimerkiksi kuusenkerkadn hiiva- ja homemaarat ovat pienem-
pia kuin nokkosella. Nayte laimennetaan laimennosliuoksella suhteessa 1 osa ndytetta ja 9
osaa laimennosliuosta. Jatkolaimennos (laimennossarja) tehddan ottamalla tasta laimennok-
sesta nayte, johon lisdtadan samassa suhteessa kuin edella laimennosliuosta. Nain saadun lai-
mennoksen kokonaistilavuudesta tai -painosta on siis yksi kymmenesosa joko naytetta tai
edellistd laimennosta. Nain jatketaan kunnes on saavutettu riittdvan laimea liuos. Taulukossa
1 on kuvattu naytteen laimennossarja.

Tuotteen ja raaka-aineen laatuvaatimuksissa voidaan maarittaa hyvaksyttava homepesakkei-
den raja-arvo. Esimerkiksi aiempien tulosten perusteella ndytteessa arvioidaan olevan noin
10 000 homepesakettd grammassa. Jos pesakemaara petrifilmilld ylittdad 150, tulokset eivat
ole endd luotettavia. Naytteesta valmistetaan laimennossarja, joka mahdollistaa selkeiden
pesakkeiden kasvamisen ja niiden laskemisen. Homepesakkeet kasvavat tyypillisesti suuriko-
koisina ja selvimmat tulokset saadaan kun pesdkkeitd on vahan. Kannattaa tehda viljely use-
ammasta perakkaisestd laimennoksesta erityisesti silloin kun ei viela tiedetd kuinka suuria
pesakemaarat voivat olla.

Taulukko 1. Laimennossarjan tekeminen naytteelle, jossa arvioidaan olevan noin 10 000 ho-
mepesaketta grammassa. Tulokset lasketaan ottamalla huomioon laimennosten maara. Ks.
tulosten laskeminen. Pmy tarkoittaa pesakkeitd muodostavaa yksikkda.

Naytteessa 10 000 pmy/g homepesakkeita 0-laimennos = 10 000 pmy/g

Punnitaan 1 g ndytetta + 9 g laimennosliuos- | 1.laimennos =1 000 pmy/g
ta

Punnitaan tai pipetoidaan 1 g/ml ndytetta 1. | 2. laimennos = 100 pmy/g - riittdva laimen-

laimennoksesta + 9 ml laimennosliuosta nos, pesakkeiden laskeminen voi kuitenkin
olla hankalaa.

Punnitaan tai pipetoidaan 1 g/ml 2. laimen- 3. laimennos = 10 pmy/g -> riittava laimen-

noksesta + 9 ml laimennosliuosta nos

3.1. Punnitseminen ja laimentaminen

Ota petrifilmit huoneenlamp&6n 30 min ennen kuin aloitat tekemaan viljelyn (Kuva 2). Varaa
riittavasti tilaa tyOskentelya varten sellaisesta huoneesta, jossa on mahdollisimman puhtaat
olosuhteet ja josta nadytteisiin ei padse ymparistosta hiivoja tai homeita. Pyyhi poyta esim.
kasien desinfiointiaineella ja aina tarvittaessa.
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Laita nayte lai-
mennospulloon

e,

Sekoita hyvin { |

Lisaa laimennos-
vesi

Kuva 2. Naytteen punnitseminen ja laimentaminen.

Ndyte punnitaan joko suoraan laimennospulloon tai jos se on hankalaa, avosuiseen astiaan
tai puhtaalle voipaperille tai vastaavalle, josta se siirretdan laimennospulloon. Lisataan lai-
mennosliuosta siten ettd 1 osaan nadytetta lisatdan 9 osaa laimennosliuosta punnitsemalla.
Laimennos sekoitetaan hyvin kaantamalld pulloa yl6salaisin rauhallisin liikkein 25 kertaa. Esi-
merkiksi tuoretta ndytettd voidaan punnita enemman kuin kuivattua jauhetta. Kun kaytetaan
litran pulloja, sekoittaminen onnistuu parhaiten, kun naytetta punnitaan 50 g ja laimennos-
liuosta 450 g. Laimennoksessa on siis 50 g naytetta 500 g:ssa eli 1:10 laimennos.

Jatka laimentamista punnitsemalla ensimmaisestd laimennospullosta tyhjadan muovipulloon
yksi osa valmista laimennosta ja lisaa siihen 9 osaa laimennosliuosta. Litran pulloon tehtavas-
sa laimennoksessa punnitaan jalleen 50 g valmista laimennosta ja lisatdaan 450 g laimennos-
liuosta, jolloin saadaan 1:100 laimennos eli alkuperdista naytetta on silloin 5 g 500 g:ssa. Se-
koita kuten edella. Tarvittaessa voit tehda vield kolmannen laimennoksen vastaavasti ottamal-
la toisesta laimennoksesta 1 osa laimennosta ja lisda 9 osaa laimennosliuosta, jolloin saadaan
1:1000 laimennos.

Vastaavalla tavalla, jos kyseessa on kuivattu ja jauhettu ndyte, niin naytetta voidaan punnita
vahemman, esimerkiksi 10 g, jolloin lisdtdan 90 g laimennosliuosta. Laimennospullo voi silloin
olla vastaavasti pienempi, mutta kuitenkin niin, ettd tehokas sekoittaminen onnistuu. Laimen-
nossarja tehdaan vastaavasti kuten edella.
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3.2. Viljely petrifilmille

Viljely petrifilmille tapahtuu seuraavien vaiheiden kautta (Kuva 4):

1. Varaa laimennosta kohti yksi tai kaksi petrifilmia ja aseta petrifilmit tasaiselle pinnalle
vaakatasoon.

2. Merkitse kynalla petrifilmin yla- tai alareunaan laimennos, naytteen nimi ja
paivamaara.

3. Nosta paallyskalvoa ja annostele pipetillda kohtisuoraan 1 ml ndytesuspensiota
pohjakalvon keskelle.

Pudota paallyskalvo alas naytteen paalle ilmakuplia valttaen.

5. Aseta muovikiekko kaddensijasta kiinni pitden alustan keskelle. Paina kiekkoa
hellavaraisesti keskeltd, jotta nayte leviaa tasaisesti. Levita nayte petrifilmin koko
kasvatus-alueelle, ennen kuin geeli muodostuu. Al3 liikuta tai veda kiekkoa kalvoa
pitkin.

6. Poista kiekko ja anna petrifilmin seista hairi6tta vahintdaan minuutin ajan, jotta geeli
saa muodostua rauhassa.

Samalla tavalla pipetoi kustakin laimennosvesipullosta ndyte yhdelle tai kahdelle petrifilmille.
Kontrollindytteellda varmistetaan puhtaus, niin ettd puhdasta laimennosliuosta pipetoidaan
vastaavasti 1 ml kertakayttopipetilla. Nain varmistetaan mahdolliset kontaminaatiot tyosken-
telyssa, valineissa tai laimennosliuoksessa.

Huom! Kertakayttopipetteja (Kuva 3) voi saastaa tekemalld ensimmaiseksi viljelyn laimeim-
masta liuoksesta ja seuraavaksi samalla pipetilla edeltdvasta laimennoksesta. Ennen kuin otat
ndytteen petrifilmille, huuhdo kuitenkin pipetti vahvemmalla laimennoksella, jotta nayte ei
laimenisi. Naytteiden valilla pipetti on vaihdettava.

A

—

-

Kuva 3. Esimerkki kertakadyttopipetista.

3.3. Hiivojen ja homeiden kasvatus

Kun olet viljellyt kaikki ndytteet, laita ne vaakatasossa kiiltdva pinta eli kirkas puoli ylospain
enintaan 20 kappaletta paallekkain lampokaappiin tai pahvi- tai styroxlaatikkoon, jos kasvatat
huoneenlammadssa. Tarkista huoneen lampdtila ettéd se on riittavan korkea koko kasvatuksen
ajan, 20-25 °C 3-5 vrk tavallisella petrifilmilla (YM) tai 25-28 °C 2-2,5 vrk pika-alustalla (RYM).

3.3.1. 3M Petrifilm™ Yeast and Mold (YM) Count Plate

YM petrifilmeja kasvatetaan 3-5 vrk huoneenlammossa eli 20-25 asteessa. Jotkut home-
pesakkeet voivat levita voimakkaasti, joten tarkista ja laske 3 vrk kuluttua pesakkeet ja tarvit-
taessa kayta tata tulosta arviona jos 5 vrk jalkeen pesakkeita ei pysty erottelemaan.

10
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3.3.2. 3M Petrifilm™, Rapid Yeast and Mold (RYM) Count Plate

RYM - petrifilmeja kasvatetaan 25 tai 28 asteessa vahintaan 48-60 tuntia (2-2,5 vrk). Jos pe-
sakkeet ovat viela pienia tai epaselvia kasvatusajan jalkeen, niin jatka kasvatusta viela 12 tun-
tia. Joissain elintarvikkeissa kasvu ja pesakkeiden ulkondkd on selvempaa 28 asteessa. Jotkut
elintarvikkeet sisaltavat entsyymeja, jotka voivat aiheuttaa petrifilmin varjaytymisen, vaikka
siind ei kasvaisikaan pesakkeita.

Pipetoi kohtisuo-
raan petrifilmille

Ota pipetilla lai-
mennosliuosta

Paina muovikiekolla

ja odota minuutti

Kasvatus max. 20 kpl pinoissa
kirkas puoli ylospain

Kuva 4. Laimennosten viljely petrifilmille ja kasvatus.

11



Luonnonvara- ja biotalouden tutkimus 97/2020

4. Tulosten laskeminen

4.1. Pesdkkeiden tunnistaminen

Tassa ohjeessa keskitytadan homepesakkeiden laskemiseen vaikka samalla alustalla kasvaakin
hiivoja (Taulukot 2, 3 ja 4). Homepesakkeiden ulkondkoéodn vaikuttaa mm. ndyte, homelaji ja
pesakkeiden lukumaara. Jos petrifilmilld on runsaasti homepesakkeitd, ne ovat pienempid
kooltaan kuin sellaisilla petrifilmeilld, joissa on vahan pesdkkeitd. Jos on tarvetta homeiden
tunnistamiseen, siihen voi pyytaa apua ldhimmasta elintarvike- tai ymparistdlaboratoriosta.
Pesakkeiden laskemisessa noudatetaan Ruokaviraston toimintaohjetta LAB 703/1 Mikrobio-
logisten tulosten laskeminen.

Petrifilmin kalvoa ei nosteta kun pesakkeitd lasketaan. Jos on kuitenkin epavarmaa, onko ky-
seessa hiiva vai home, sen voi tarkistaa nostamalla kalvoa. Kasvatusalusta voi kuitenkin rik-
koontua nostamisessa, mika voi hairitd tulosten laskemista. Pesakkeiden laskemisessa voi
kayttaa apuna suurennuslasia. Jos pesdkkeiden erottamisessa on vaikeuksia, petrifilmien kas-
vattamista voi jatkaa puoli vuorokautta (RYM) ja laskea sen jalkeen. Ellei pesakkeista olla viela
varmoja ovatko ne homeita, niin kasvatusta voi jatkaa seuraavaan paivaan. Petrifilmeja voi
sdilyttaa jadkaapissa ja ne voi laskea uudelleen seuraavana paivana ja vield uudelleen my6-
hemmin, mutta korkeintaan kolmen vuorokauden kuluttua. Petrifilmit voi valokuvata, jolloin
tuloksia voi verrata seuraaviin naytteisiin.

Joskus homepesdkkeet ovat voineet levita niin, ettd ne peittavat muita pesakkeitd. Tama han-
kaloittaa laskemista. Jos pesake peittdd alle neljdsosan petrifilmistd, voidaan laskea pesakkeet
puolikkaasta ja kertoa kahdella. Jos pesake on kooltaan suurempi kuin neljasosa, ei pesakkei-
ta lasketa. Tulokseksi ilmoitetaan “levinneita pesakkeitd”. Hiiva- ja homepesakkeet tunniste-
taan seuraavien yhden tai useamman piirteen perusteella.
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Taulukko 2. Hiivan ja homeen erottaminen YM- ja RYM-petrifilmi-alustalla.

HIIVA

HOME

Pienet pesdkkeet

Suuret pesdkkeet

Selvarajaiset pesdakkeet, voi olla koholla

Pesdkkeissa epatasaiset reunat

Vaaleanpunaruskea tai sinivihrea vari

Vaihteleva vari (sininen, musta, vihrea...)

Korkeat, kolmiulotteiset pesakkeet

Littedt pesdkkeet

Pesakkeissa tasainen vari, ei tummaa keskikohtaa

Pesdkkeissd tumma tai erivarinen keskus

YM-petrifilmi:

Kuva 5. Hiivapesakkeita 43 kpl.

YM-petrifilmi:

Kuva 6. Homepesakkeita 29 kpl.

RYM-petrifilmi:
4% .
. ' L]
- e 3
a @
w
-
st @ xS
. - - -‘
- . -
- » .
.
» * .
. .
Fignare 1 .

Kuva 7. Hiivapesakkeitd 44 kpl.

RYM-petrifilmi:

Kuva 8. Homepesakkeita 12 kpl.
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Taulukko 3. RYM - petrifilmilla kasvatusaika ja lampdtila voivat vaikuttaa pesakkeiden ko-
koon ja ulkonakdon.

Hiivapesakkeiden erot kun kasvatuslampoétila on 25 tai 28 astetta, 48 tai 60 tuntia. Kun kasvatuslampo-
tila on 25 astetta, niin 12 tuntia pidempi kasvatusaika suurentaa pesakkeiden kokoa. Korkeammassa
kasvatuslampotilassa pesdkkeet kasvavat nopeammin.

Yeast: 48 hours Yeast: 60 hours

25°C : } Y A ’

Kuva 9. Hiivat ja homeet RYM-petrifilmilla 25 tai 28 asteessa 2 tai 2,5 vrk kasvatuksen jalkeen.

Mold: 48 hours** Mold: 60 hours

= \ .
25°C _ i }

. : ¢
28°C : ’

Kuva 10. Vastaavasti homepesdkkeet ovat kasvaneet nopeammin 28 asteessa. Pienet ilmakup-
lat kalvon alla eivat esta luotettavaa tulosta.
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Taulukko 4. Hiivojen ja homeiden kasvu YM-hiiva ja homealustalla. Kuvat: 3M Petrifilm Yeast

and Mold Count Plate. Interpretation guide.

]

Kuva 11. Kokonaismaara 20, josta hiivoja 16 ja
homeita 4.

|2

Kuva 12. Kokonaismaara 0. (Kontrollindy-
te)

N -

Kuva 13. Laimentamisen vaikutus pesake-
maariin.

Kuvassa on samasta naytteesta tehty viljely.
Vasemmalla (6a) homepesakkeitd on niin pal-
jon, etta niita ei pysty laskemaan. Pesdkkeet
ovat pienid, vaaleita eika niitd pysty erottele-
maan. Kasvu on niin tiheda etta pesidkkeiden
tyypillinen kasvu on estynyt. Oikealla (6b)
suuremmassa laimennoksessa pesakkeita on
alle 150 kpl ja ne voidaan helpommin laskea.
Taman vuoksi suositellaan, ettd naytteista,
joissa epailladn olevan runsaasti homeita,
tehdadn lisalaimennoksia.
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‘ -
.
» -
. " Kun pesdkkeitd onyli 150 kpl, arvioi pesake-
- maara. Arvioi keskimadarainen pesdakemdara
. .'. - nelidsentilld ja kerro se 30:113, jolloin saat ko-
s i konaispesdkemaaran koko petrifilmilla. Tulos

ilmoitetaan tassa tapauksessa. Kokonais-
pesakemadra (arvio, hiivat ja homeet) 500 kpl,
hiivat (arvio) 480 kpl ja homeet (arvio) 21 kpl.

Kuva 14. Tiheasti kasvaneiden pesdkkeiden
laskeminen.
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4.2. Pesdkkeiden laskeminen

Petrifilmit voidaan laskea tavallisella pesakelaskurilla tai muulla valaistulla suurennuslasilla
(Taulukko 5). Ali laske vaahdon patoamia pesakkeitd, koska ne eivat ole elatusaineen selektii-
visen vaikutuksen piirissd. Ala laske mydskdan mahdollisesti esiintyviad kuplia. Alustoilla, jotka
sisaltavat enemman kuin 150 pesaketta, pesakeluku voidaan arvioida laskemalla pesakkeiden
maara kahdessa tai useammassa edustavassa nelidsentin kokoisessa ruudussa ja maarittamal-
|& keskimaardinen pesakeluku ruutua kohti. Kun kerrot keskimaardisen luvun kasvualueella
olevien ruutujen kokonaismaaralla, saat koko alustan arvioidun pesakeluvun.

Taulukko 5. Pesidkkeiden laskeminen.

Homepesakkeet ovat tihedsti ja osittain peitta-
vat toisensa. Laskemista voidaan helpottaa
jakamalla petrifilmi sektoreihin. Tassa esimer-
kissa noin neljannes petrifilmistd on laskettu,
kerrottu tulos neljalla, jolloin saadaan arvio
pesdkemaddrastd. Tassa sektorissa pesdkkeitd
on 16 kpl.

%
o.& .
._. | w

5

Kuva 15. Tihedsti kasvaneiden pesdkkeiden
laskeminen.

Kun pesakkeita on hyvin paljon, geelin vari tummenee. Niissa voi olla paljon pienia, epaselvia
pesakkeita ja/tai paljon kaasukuplia. Talldin tulos on liian suuri laskettavaksi (ylikasvua). Mikali
tarkka tulos tarvitaan, on tehtdava suurempi laimennos. Jos petrifilmissa ei erotu pesakkeita,
mutta alusta on muuttunut siniseksi, niin nosta kalvoa ja katso erottuuko siina valkoisia pistei-
ta, jotka voivat olla hiivapesakkeita. [Imoita tulos ylikasvuna. Huomioi kuitenkin, etta joidenkin
elintarvikkeiden sisaltamat entsyymit saattavat muuttaa varia.

Ellei alustoja voida laskea 1 tunnin sisalld kasvatuksen paattymisen jalkeen, ne voidaan sailyt-
tad pakastimessa tiiviissa rasiassa -15 °C:n lampdtilassa my6hempaa laskentaa varten enin-
taan viikon

Naytteet voidaan viljella laimennoksista yhdelle tai kahdelle rinnakkaiselle petrifilmille. Kah-
den petrifilmin kadyttaminen ei ole valttamatdnta, mutta se parantaa tulosten luotettavuutta.
Tulosten laskemisessa kadytetdan painotettua keskiarvoa, jossa huomioidaan perakkaisista
laimennoksista ja rinnakkaisista petrifilmeista saatu tulos.
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Laskettaessa pesakkeitéd kahdesta perakkaisesta laimennoksesta kahdelta rinnakkaiselta petri-
filmiltd painotetun keskiarvon kaava on seuraava:

N= C1+C2+C3+C4
(2x1ml+2x0,1ml) xd

N on pesakemaara pmy/g tai pmy/ml (pmy = pesakkeitda muodostavaa yksikkoa)
C1-C4 ovat petrifilmeillda kasvaneiden pesakkeiden lukumaaria

Viivan alla d on ensimmainen (pienempi) laskentaan kaytetty laimennos
Esimerkiksi:

Naytetta on punnittu 50 g ja siihen on lisatty 450 g laimennosliuosta, jolloin on saatu 1:10
laimennos. Tasta on jatkettu seuraava laimennos, jolloin on punnittu 50 g ensimmaisesta lai-
mennoksesta ja lisatty 450 g laimennosliuosta, jolloin on saatu 1:100 laimennos. Viliely on
tehty kahdelle rinnakkaiselle petrifiimille pipetoimalla 1 ml laimennosliuosta. Pesakkeitda on
ollut ensimmaisessa laimennoksessa 45 ja 50 kpl, toisessa 3, ja 5 kpl.

N=@45+50+3+5)/[2xTml+2x0,1Tml)x 0,1 =468 kpl/g Tulos pydristetadan 470 kpl/g.

4.3. Esimerkkeja

Esim. 1. Tuorepakastetussa nokkosessa on ollut 1:100 eli (-2) laimennoksessa vahemman ho-
meita ja tulokset ovat olleet selvemmin luettavissa. YM-petrifilmi.

7+3 =10/ 0,02 = 500 pmy/g
2x1ml)x0,01

ot |®

Kuva 16. Tuorepakastetun nokkosen homepesakkeita.
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Esim. 2. Tuorepakastetuissa ruusujuuren juurissa on ollut 1:100 eli (-2) laimennoksessa va-
hemman homeita. YM-petrifilmi

4+4 =8/ 0,02 = 400 pmy/g
(2x1ml)x0,01

Kuva 17. Tuorepakastetun ruusujuuren homepesakkeita.

Esim. 3. Tuorepakastettu nokkonen, RYM-petrifilmi. Tehty laimennokset 1:100 (-2) ja 1:1000 (-
3). Tulokset on laskettu (-3) laimennoksesta koska (-2) laimennoksesta pesdkkeiden laskemi-
nen olisi ollut hankalaa.

Kuva 18. Tuorepakastetun nokkosen homepesakkeita.

Petrifilmilla oli yli puolelle pinta-alalle levinneitda pesdkkeitd, joten tulos olisi pitanyt hylata.
Tassa on kuitenkin arvioitu pesakemaara laskemalla pesdkkeet neljannekseltd ja kerrottu nel-
jalla. Pesakkeiden tunnistamista ja laskemista helpotti valokuvan ottaminen ja suurentaminen
tietokoneen naytolla, jolloin homepesdkkeen tumma keskusta erottui.

Pesakemaaraksi arvioitiin:

(4 x7)+(4x10) =68/0,002 =34 000 pmy/g
(2 x1 ml)x 0,001
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Esim. 4. Nokkosjauhe, RYM-petrifilmi. Tehty laimennokset 1:100 (-2) ja 1:1000 (-3). Tulokset
on laskettu (-3) laimennoksesta koska (-2) laimennoksesta pesakkeiden laskeminen olisi ollut
hankalaa.

14 + 10 =24/ 0,002 =12 000 pmy/g
(2 x1 ml)x 0,001

Kuva 19. Nokkosjauheen homepesakkeita.
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5. Viitteet

3M Suomi. 3M Petrifilm -kasvualustat — ndytealustat (englanniksi, 3M Petrifilm Sample plates).
Saatavissa:

https://multimedia.3m.com/mws/media/7775610/3m-petrifilm-plates-sample-plates.pdf

3M 2018. Nopea hiivojen ja homeiden kasvatusalusta. Tuoteseloste. Saatavissa:
https://multimedia.3m.com/mws/media/8998620/3m-petrifilm-rapid-yeast-and-
mold-count-plate-instructions-to-use.pdf

3M 2020. Hiivojen ja homeiden kasvatusalusta. Tuoteseloste 6407/6417/6445. Saatavissa:
https://multimedia.3m.com/mws/media/6978830/3m-petrifilm-yeast-and-mold-
count-plate-product-instructions.pdf

3M Yeast and Mold Count Plate. Interpretation guide. Saatavissa:
https://multimedia.3m.com/mws/media/2362510/interpretation-guide-3m-petrifilm-
yeast-and-mold-count-plate.pdf

3M Rapid Yeast and Mold Count Plate. Interpretation guide. Saatavissa:
https://multimedia.3m.com/mws/media/17164110/3m-petrifilm-rapid-yeast-mold-
count-interpretation-guide.pdf

Kunnas, S., Liimatainen, L., Maki, M., Pihlava, J.-M. & Hietaniemi, V. 2020. Laatua ja laadunhal-
lintaa luonnontuotealalle. Luonnonvara- ja biotalouden tutkimus 96/2020. Luonnonva-
rakeskus. Helsinki. 48 s. http://urn.fi/URN:ISBN:978-952-380-111-0

Labema n.d. Kayttdohjeet — 3M™ Petrifilm™ tuotteet.

Ruokavirasto 2019. Ruokavirasto 2019. Mikrobiologisten tulosten laskeminen. Toimintaohje
LAB 703/1. Saatavissa:
https://www.ruokavirasto.fi/globalassets/laboratoriopalvelut/vertailulaboratoriotoimint
a/ohjeita-laboratorioille/lab_703_mikrobiologistent_tulostenllaskeminen.pdf
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Liite 1. Laimennosliuoksen valmistus

Tarvikkeet:

Jozo joditon suola
Pullotettu kaupan lahdevesi (vesijohtovedessa voi olla klooria)
Kahden litran kattila

Laimennosliuoksen valmistusta varten tehdaan ensin litra perusliuosta, joka sisaltada 8,5 %
suolaa. Tasta laimentamalla saadaan 10 litraa laimennosliuosta. Punnitse joditonta Jozo-
suolaa 85 g. Jodi voi estaa mikrobien kasvua, joten on varmempaa kayttaa joditonta. Lisaa
kaupan lahdevetta niin, etta kokonaispaino on kilo. Keitd kiehumispisteeseen ja anna jaahtya.

Laimennosliuos valmistetaan perusliuoksesta laimentamalla 1:10. Tee muovipulloon merkki
litran kohdalle. Ota desilitra perusliuosta ja lisda litran merkkiin asti (900 ml) pullotettua vetta.
Sekoita hyvin. Saadaan litra laimennosliuosta, jossa on 0,85 % suolaa. Vastaavasti voidaan
valmistaa puoli litraa laimennosliuosta.
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