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Menetelmd kasviperdisten aineiden valmistamiseksi

Esilla oleva keksintd koskee menetelmaa kasviperaisten

aineiden valmistamiseksi viljelemdlld "in vitro".

Monilla kasviperdisilli aineilla on tietty taloudellinen
arvo sellaisilla teollisuudenaloilla kuten ladketeollisuus
(laadkeaineiden aktiiviset aineet), kosmetiikkateollisuus
(hajuvedet) Jja elintarviketeollisuus (maku- ja lisdaineet).
Kyseessa olevat aineet valmistetaan yleens& uuttamalla
kerityistd tai viljellyista kasveista. Talld menetelmdlla
on kuitenkin monia haittapuolia, esimerkiksi kun kasvipe-
raisen lahtdaineen varastoja on tadydennettava (kausiluon-

teisuus, stabiilius, laatu, jne.).

Monia korvaavia menetelmid naiden haittapuolien valttami-
seksi on tutkittu. Yksi niistd on "in vitro" -menetelma
satoisien lajien ei-erilaistuneiden kudosten tai solujen
viljelemiseksi. T&h&n liittyen viitataan japanilaiseen
patenttiin JP 57-39778, joka koskee haavasolukkojen vilje-
lya sekoitettavassa nestevaliaineessa, joka sisaltda sellu-
loosaa aktiivisten aineiden uuttamiseksi siita parafiinidél-
jyn ja/tai rasvojen avulla; ja Bisson et al:n artikkeliin
(Journal of Medicinal Plant Research, 1983, 47, 164), joka
koskee eteeristen 8ljyjen uuttamista kamomillan ei-erilais-
tuneita soluja sisiltavésta viljelmasta lis&&m&lla ravinto-
aineeseen rasvafaasitippoja, johon &ljyt keridantyvat. Koska
niissid menetelmissa kuitenkin kaytetaan ei-erilaistuneita
soluja, rajoittuu niiden kayttd tarkasti mdariteltyjen

tuotteiden valmistukseen.

Esilla olevan keksinnén tavoitteena on yhdistaa erilaistu-

neen jarjestelmin edut ja "in vitro" -viljelyn edut.

Taman tavoitteen saavuttamiseksi keksinndnmukainen menetel-
mi on tunnettu siita, ettd kasvinosa istutetaan viljelyai-

neeseen ja pidet&an niukassa hapessa upottamalla o6ljyker-
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rokseen, ja tuotetut kasvisperdiset aineet uutetaan &ljys-
ta.

Valmistettavat aineet uutetaan parhaiten kasvinosasta,
viljelyaineesta ja/tai 6ljystd. T&hdn tarkoitukseen voidaan
kayttda tavanomaisia uuttomenetelmid. Menetelmdn suurin etu
liittyy kasvinosien "in vitro" -viljelyyn, jotka tuottavat
haluttuja aineita, ja niiden yllapitoon ja n&diden aineiden

pitkdn aikaa kestavaan valmistukseen niista.

Hapen niukkuuden yllapitéamiseksi kaytettdava &ljy saattaa
aiheuttaa joidenkin valtettavien haihtuvien aineiden havia-

misen ja kyseessd olevien aineiden uuton.

Yksi esilla olevan keksinndén eduista on, ettd sen avulla
aineita voidaan valmistaa jatkuvalla ja toistuvalla taval-
la. Keksinndén toinen etu on, ettd sen avulla kasvinosista
valmistettavien aineiden valmistusvaihetta voidaan yllapi-
tdd huomattavasti kauemmin kuin tavanomainen "in situ"-
kasvivalmistus kestdd. Keksinndn etuna on edelleen se, ettd
sen avulla kasvinosa sailyttdd tietyt laadulliset ominai-
suutensa, joka on harvinaista ei-erilaistuneissa soluvil-

jelmissé, joissa voidaan valmistaa toissijaisia aineita.

Talla tavoin kasvinosat eivat pilaannu ja sailyvat useita
kuukausia ja sen lisdksi niiden kudoksiin, viljelyaineeseen
ja hapen niukkuuden aiheuttavaan 6ljyyn kerdantyy jatkuvas-
ti sellaisia aineita kuten eteerisi& &ljyja, jotka ovat
luonteeltaan samanlaisia tai samantapaisia kuin ne, joita

valmistuu tavanomaisissa kasviuuttomenetelmissa.

Keksinndénmukainen menetelmd koskee kasvinosien yllapitoa,
eikd kudosten kasvua ja/tai lisd&ntymistd, vaikka ndité
saattaakin rajoitetussa mdarin esiintya tietyissa tapauk-

sissa.
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Sopivia kriteereja kasvinosan eloonjaamisen arvioimiseksi
ovat
- ulkondkdkriteereina:

* pigmentin muodostuminen istutukseen

* kloroosin tai ruskettumisen esiintyminen (hapettumi-

nen) ,

- morfologisina kriteereina:
* kukkiminen

* haavasolukoiden ja/tai juurien muodostuminen.

Niitd kriteereitd arvioidaan eri tavoin, nimittdin:
- visuaalisesti
- biokemiallisin kokein (vérjayskoe, jne.), joiden avulla

kasvinosan elinkykyisyys voidaan arvioida.

Viljeltavéat kasvinosat voivat olla mink&laisia tahansa ja
niita voidaan viljellad osina tai kokonaisina. Ne voivat
olla esimerkiksi juurten, lehtien tai varsien osia tai jopa

kukkanuppuja tai auenneita kukkia.

Kasvit tai kasvinosat voivat olla perédisin mista tahansa
lahteestd, toisin sanoen saatu

- joko viljeltyjen tai kerattyjen kasvien sadonkorjuusta,
jolloin menetelmassa voidaan kayttdid perinteistd kasvien
tuottoa, jota parannetaan pidentamalléd haluttujen aineiden
biosynteesia ja valmistusvaihetta,

- tai muodostamalla soluviljelmistéd, missa tapauksessa

menetelmd on tdysin riippumaton perinteisestd viljelysta.

Kasvit tai kasvinosat voidaan puhdistaa ennen niiden istut-
tamista viljelyaineeseen haitallisten mikro-organismien
poistamiseksi. Kasvit tai kasvielimet voidaan puhdistaa
upottamalla muutamaksi minuutiksi puhdistusliuokseen,
esimerkiksi Javelin veteen, elohopeadikloridiin, kalsium-

tai natriumhypokloriittiin tai muuhun tavanomaiseen puhdis-
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tusaineeseen, tai muulla kemiallisella tai fysikaalisella

tavalla (réntgensidteet, 7y-sdateet, jne.).

Viljelyaineen tulee sis8ltd& kaikkia niitd ravintoaineita,
joita kasvinosa tarvitsee selviytydkseen valmistusvaihees-
ta. Tama ravintoaine voi olla puolijihmedssd muodossa
(vesipitoinen geloosi) tai vaihtoehtoisesti sekoitettavan
nesteen muodossa kasvinosien viljelyn yksinkertaistamisek-
si. Jalkimmdisessd tapauksessa viljely saattaa kasittaa
ainoastaan puhdistettujen osien upottamisen ravintoainee-
seen, jonka jélkeen se peitetdan 6ljykalvolla ettei pinnal-

la pddse tapahtumaan muutoksia.

Viljelyainetta voidaan uusia siten, ettd kasvinosalla on
aina kéytettdvissdan niitd aineita, joita se tarvitsee
jadadakseen eloon ja ettd siihen sekoittuneet yhdisteet
(antagonistiset ja/tai halutut) poistuvat. Viljelyaineen

uusiminen voi olla jatkuvaa tai puolijatkuvaa.

Samalla tavoin viljelyainetta voidaan muuntaa lisdamialla
kasvunsddtelyaineita ja/tai lisd&mdlls aineita, jotka
edistévat haluttujen metaboliittien muodostumista (esias-

teiden lis&&minen).

Viljelyaine on parhaiten sellaista tyyppid, jota kaytetdan
yleisesti kudosten "in vitro"-viljelyssd, esimerkiksi
Gamborgin vdliainetta, Hellerin valiainetta tai jopa
Murashigen ja Skoogin vdliaineita, joiden koostumukset on
esitetty jdljempand taulukossa I. Esilli olevassa keksin-

néssa edullisin viljelyaine on Gamborgin valiaine.

Kasvinosan peittamiseen kdytetylla 61jylld voi olla kaksi
tarkoitusta, nimittdin:

- se toimii ennen kaikkea s&dildéntdaineena varmistaen, ettd
hapen niukkuus pysyy ylla ja

- se voi toimia pidatys-/uuttpaineena haluttuja lipofiili-

sia aineita varten.
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d1ljyn valinta riippuu tietyista kriteereista, kuten:

- sen kyvystd aikaansaada hapen niukkuutta, eli kyvysta
olla paastamattd yhtdan ulkopuolista happea kasvinosaan,
tai siirt&a hyvin vahan ulkopuolista happea kasvinosaan ja
sen viljelyaineeseen,

- sen kyvysta liuottaa haluttuja aineita,

- sen myrkyttémyydestda suhteessa kasvinosiin.

Koska on suositeltavaa uusia 6ljy médrdajoin - silla se
saattaa haluttuja aineita uutettaessa tyydyttya - neste-
miistd hapen niukkuutta aikaansaavaa valiainetta on helpom-
pi kdsitelld kuin kiintedaa véliainetta, joskin kiinteddkin
valiainetta voidaan kayttaa. O0ljya voidaan vaihtaa jatku-
vasti tai puolijatkuvasti. Sopivia dljyja ovat mineraali-
dljyt, orgaaniset tai kasviperaiset 6ljyt, synteettiset
51yt ja kaikki muut sellaiset 6ljyt, jotka voivat toimia
siiléntiaineena. Esilla olevan keksinndén mukaan edullisin
6ljy on parafiinidljy. d1jystd voidaan poistaa kaasu ja se
voidaan steriloida ennen kayttd. Kaasu voidaan poistaa
sijoittamalla 61jy tyhjiddn, jolloin siiné olevat kaasut

pakenevat ja vaihtoehtoisesti korvataan typella.

Klorofyllin heikentymisen estdmiseksi - mika voisi vaikut-
taa huonontavasti kasvinosan eloonjdamiseen - himmeaa
valaistusta, noin 0-400 luksin luokkaa, voidaan kayttaa
sovellettaessa keksinndnmukaista menetelmdd. Viljelylampo-
tila voi vaihdella v&alilla 18°C - 35°C ja on parhaiten
25°C:n luokkaa.

Keksinnédnmukainen menetelmd kasviperdisten aineiden valmis-
tamiseksi voidaan toteuttaa katkonaisesti, puolijatkuvasti

tai jatkuvasti.

Keksint®a on kuvattu yksityiskohtaisemmin seuraavissa
esimerkeissa. Esimerkit A, B ja C liittyvat padasiassa

yllapitoon ja sen arvioinnissa kaytettdviin kriteereihin.
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Ennen esimerkkeji esitetdan seuraava taulukko, jossa on

kuvattu kaytettdvén viljelyaineen koostumus.

Taulukko I:
Kaytettyjen valiaineiden koostumukset (pH = 5,8)

Murashigen Gamborgin Hellerin
ja Skoogin véliaine valiaine

valiaineet

mg/1 mg/1 mg/1
Sakkaroosi 20000 20000 20000
Agar-agar (valiaineet) 8000 8000 8000
késitelty geloosilla)
Makroelementit
NH4 NO3 1650 - -
CaCl,.H,0 440 150 75
MgS0,7H,0 370 250 250
KC1 - - 750
KNO3 1900 2500 -
KH,PO, 170 - -
NaNO, - - 600
NaH,PO, .H,0 - - 125
Mikroelementit
AlCl,.6H,0 - - 0,05
COC12.6H2O 0,025 0,025 -
CuSO4.5H2O 0,025 0,025 -
FeC13.6HzO - - 1,0
FeSO4.7H20 27,8 27,8 27,8
Na, -EDTA 37,3 37,3 37,3
MnSO4.4H20 22,3 10,0 0,1
NiCl,.6H,0 - - 0,03
K1l 0,83 0,75 0,01
NazMoO4.2H20 0,25 0,25 -
Zns0, . 7H,0 8,6 2,0 1,0

H,BO, 6,2 3,0 1,0
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Murashigen Gamborgin Hellerin
ja Skoogin véaliaine valiaine

valiaineet

mg/1 mg/1 mg/1
Vitamiinit
Kalsiumpantotenaatti - - 1
Mesoinositoli 100 100 100
Nikotiinihappo 10,5 1 1
Pyridoksiini (vit. B,) 0,5 1 1
Tiamiini (vit. B:) 0,1 10 1
Biotiini - - 0,1

ESIMERKKI A

Fenkolinvarsien osia puhdistettiin upottamalla muutamaksi
minuutiksi kalsiumhypokloriittiliuokseen ja huuhtomalla
huolellisesti steriilissid tislatussa vedessa. Sen jalkeen
nima osat istutettiin Gamborgin valiaineeseen, joka oli
jahmetetty lis&amalla agar-agaria. Sen jalkeen ne sijoitet-
tiin niukkaan happeen lis&&mélla steriloitua parafiinidéljya
ja jatettiin seisomaan 25°C:een, himme&dssa valaistuksessa
(200 luksia). Fenkolinvarsien varinmuodostuksen kehitty-
mistd niukassa hapessa verrattuna samanlaisiin varsiin,
jotka sijoitettiin samaan ravintoaineeseen, mutta lisaamat-

tid 6ljya, seurattiin 18 viikon ajan.

Kuuden viikon kuluttua kaikki niukassa hapessa olleet
varret olivat edelleen vihreitd eikd niissd ollut merkkia-
kaan kloroosista, kun taas kaikissa vertailuvarsissa oli
havaittavissa alkavaa kloroosia. 30 %:iin vertailuvarsista
oli vaikuttanut hapettuminen tai té&ydellinen kloroosi 8
viikon kuluttua, kun puolestaan niukassa hapessa olevista
varsista vain 10 %:ssa oli havaittavissa alkavaa kloroosia
saman ajanjakson kuluttua, ja vain 20 %:ssa 12 viikon
kuluttua. 16 viikon kuluttua 90 % vertailuvarsista oli
kokonaan hapettunut verrattuna 40 %:iin niukassa hapessa
olleista varsista, joista loput olivat edelleen vihreita.

18 viikon kuluttua 100 % vertailuvarsista oli tdysin hapet-
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tunut, kun puolestaan vain 50 % niukassa hapessa olevista
varsista oli tdysin hapettunut ja lopuissa 50 %:ssa esiin-
tyi vain alkavaa kloroosia. Lopulta, 16 viikon kuluttua
vksik&&n vertailuvarsista ei enda ollut taysin vihred, kun
puolestaan 50 % niukassa hapessa olleista varsista oli

edelleen tdysin vihreita 16 viikon jalkeen.

ESIMERKKI B

Tuberoosan kukkanuppuja kerattiin kolmessa eri kehitysvai-

heessa, nimittéin:

vaihe I: terid 1-1,5 cm pitkd - vihredt terdlehdet
vaihe II: terid® 2 cm pitkd - terdlehdet alkaneet muuttua
valkoisiksi

vaihe III: teri® 3 cm pitkda - valkoiset teralehdet

Ne puhdistetaan ja istutetaan Gamborgin valiaineeseen, jota
on késitelty geloosilla. Sen jalkeen nuput sijoitetaan
niukkaan happeen lis&&milléd parafiinidljya. Vertailunuppui-
hin ei lis&td 6ljya. Kaikki jatetdan himmedan valoon

(200 luksia), 25°C:een lampdtilaan.

N&iden kukkanuppujen hapettumisen kehittyminen ajan funk-

tiona rekister®id&an mielivaltaisesti asteikolla 0 - 7,
jossa
0 = hapettumisen aiheuttamia l&ikkia ei ole 1 = hapettumi-

nen alkanut terdlehtien paista korkeintaan 10 %:ssa

terdlehdista

2 = hapettuminen alkanut teradlehtien péistd yli 10 %:ssa
teralehdista

3 = puolet terdlehtien pinta-alasta on hapettunut korkein-

taan 10 %:1la teralehdista

4 = puolet terdlehtien pinta-alasta on hapettunut yli
10 %$:11la terdlehdista

5 = puolet terdlehtien pinta-alasta on hapettunut yli
50 %:1la teralehdista



10

15

20

25

30

35

95283

9
6 = kukka on hapettunut huomattavissa madrin (80 %)
7 = kukka on hapettunut kokonaan.

Huomautettakoon, ettd antioksidanttien lisdaminen para-
fiinidljyyn ei vadhennd hapettumisen muodostumista merkitta-

vasti.

Sellaisen &ljyn kayttd, josta kaasu oli poistettu el anta-
nut oleellisesti erilaisia tuloksia kuin 6ljy, josta kaasua
ei oltu poistettu. Sen sijaan niukkaan happeen sijoitettu-

jen nuppujen ja vertailunuppujen v&lilld oli selva ero.

Seuraavissa taulukoissa on esitetty hapettumisasteen kehit-

tyminen ajan funktiona:

Vaiheessa I olevat nuput:

Aika (pdivind) 2 5 7 10 13 17 18 24 28
Vertailu 0 0 1 7
Oljy o 0 0

Kaasuton &6ljy 0 0 0 3

Tastd voidaan nahdi, ettid vertailunuput olivat hapettuneet
taysin 24 paivan kuluttua, kun taas niukassa hapessa olevat

s&ilyivat yli 4 viikkoa.

Vaiheessa II olevat nuput:

Aika (paivind) 2 S 7 10 13 17 18 24 28
Vertailu 0 0 2
0ljy o 0 0 1

0 0 0

Kaasuton 6ljy

Vertailunuput olivat 17 pédivan kuluttua hapettuneet, kun
puolestaan niukassa hapessa olleet nuput olivat hapettuneet

vain hieman ‘4 viikon kuluttusa,.
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Vaiheessa III olevat nuput:

Aika (pdivind) 2 5 7 10 13 17 18 24 28
Vertailu 2 5 7 7

013y o 0 1

Kaasuton 6ljy 0 1 1 4

Vertailunuput olivat hapettuneet 7 paivan kuluttua, kun
51jyssd olevia nuppuja voitiin puolestaan sailyttaa jopa 28

padivaa ennen kuin ne hapettuivat kokonaan.

ESIMERKKI C

Useita kasvinosia steriloitiin, istutettiin Gamborgin
valiaineeseen, jota oli kasitelty geloosilla, sijoitettiin
sen jalkeen niukkaan happeen parafiiniéljykerroksen alle ja
jatettiin seisomaan 25°C:een, himmedidn valoon (200 luksia).
Kasvit olivat maustekasveja (I), hajustekasveja (II) ja
sellaisia kasveja, jotka eivat tuota aromia, mutta tuotta-
vat haihtumattomia aineita, joilla on arvonsa ladkeaineissa

tai kosmeettisissa tuotteissa (III).

Niiden kokeiden tulokset on esitetty seuraavassa taulukos-

sa:
Mahdollinen
sdilyvyys niukassa
Laji Osat hapessa
I * Ocimum basilicum lehdet 10 - 12 viikkoa
* Verbena triphylia lehdet 3 - 4 viikkoa
II * Pelargonium capitatum lehdet 8 - 10 viikkoa
* Pogostemon patchouli lehdet 8 - 10 viikkoa
III * Ferula galbanum juuret 10 - 12 viikkoa
haavasolukkojen
esiintymista

* Gingko biloba lehdet 14 - 16 viikkoa
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Istutetusta kasvi- tai kasvinosatyypistéd riippumatta saily-
minen niukassa hapessa on mahdollista jopa kuukauden ajan

ja voidaan yll4pit&d jopa nelja kuukautta.

ESIMERKKT 1

Mintun lehti#, jotka oli puhdistettu ja sen jalkeen istu-
tettu Gamborgin véaliaineeseen, sijoitettiin niukkaan hap-
peen parafiinidéljykerroksen alle 25°C:ssa. Aromaattisten
yhdisteiden muodostumista sdilymisvaiheen aikana seurattiin
5 viikon ajan. Mintun lehdet jaettiin kolmeen ryhméan ja

alistettiin erilaisille koeolosuhteille:

ryhmd A: voimakas valo (2000 luksia)
ryhmd B: heikko valo (200 luksia)
ryhmada C: voimakas valo (2000 luksia) ja lisdtty terpeenin

esiastetta.

dljyssa olevaa eteeriselle 6ljylle ominaista yhdistetta,
nimittain karvonia, seurattiin erityisesti. Oljya uusittiin
sianndllisesti 35 paivdn ajan kaikissa kolmessa ryhmdssa ja
kvantitatiivinen analyysi suoritettiin densitometrisesti
ohutkerroskromatografialla kerdtyssd &éljyssa olevan karvo-
nimiasran maarittelemiseksi. Tulokset vahvistettiin kaasu-
faasikromatografialla. Alla olevassa taulukossa on esitetty
51jyyn kerddntyneen karvonin madra kolmessa ryhméssa 5 vii-
kon jakson aikana. Karvonin mddra on annettu mikrogrammoina

grammaa tuoretta istutettua lehtimateriaalia kohti.

Aika (pdivina) 1 2 3 4 7 14 21 28 35
Ryhma A 20 60 10 240 10 170 120 240 110
Ryhma B 110 60 10 20 20 20 20 140 110
Ryhma C 620 60 80 10 170 170 260 340 170

Huippu karvonin muodostumisessa voidaan havaita kinetiikan

alussa, jonka jalkeen muodostuminen vaheni ja sen jalkeen
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jatkui ja uusi kerdantymishuippu muodostui 28 paivan koh-
dalla.

Seuraavassa taulukossa on esitetty karvonin muodostumisen

lis&sntyminen 35 paivan ajanjaksolla (ug/g tuoretta materi-

aalia) .

I I1 ITT IV
Ryhma A 690 980 635 925
Ryhma B 690 510 600 520
Ryhma& C 690 1880 820 2010
I: alkuperdinen karvonimddra istutetussa lehdessa

II: &ljyyn 35 pdivan aikana keraantynyt karvoni
III: jaljelle j3&neissd kudoksissa oleva lopullinen kar-
vonimaara

IV: karvonin liséys 35 pdivén aikana (II + III - I).

Nama luvut osoittavat selvadsti karvonin synteesin jatkumi -
sen tietyn ajanjakson kuluessa pikemmin kuin yksinkertaise-
na kiinte&a aine/neste uuttotapahtumana; kokonaistuotanto-
maari voi olla kolminkertainen verrattuna alkuperdisessa

istutuksessa olevaan maaraan.

ESIMERKKI 2

Esimerkin A mukaisia fenkolinvarsia viljeltiin in vitro
parafiinidljylla peitettyna Gamborgin valiaineessa, jota
oli kasitelty geloosilla. P-allyl anisolin - joka on etee-
riselle 6ljylle ominainen yhdiste - synteesid seurattiin

sdilymisvaiheessa 2 kuukauden ajan.

Fenkolinvarret jaettiin kolmeen ryhmdan, jotka alistettiin

erilaisille koeolosuhteille:

Ryhma A: tavallista Gamborgin valiainetta
sakkaroosia: 20 g 171

valaistus: 200 luksia
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Ryhmd B: tavallista Gamborgin védliainetta + kasvunsdately-
ainetta
sakkaroosia: 20 g 171
valaistus: 200 luksia

Ryhmd C: 1/10 Gamborgin valiainetta
sakkaroosi: 10 g 171

valaistus: 200 luksia

Parafiini®ljya uusittiin s&&nndllisesti 1, 3, 5 ja 7 viikon
jélkeen ja analysoitiin sen jalkeen kvantitatiivisesti ja
kvalitatiivisesti kaasufaasikromatografialla. P-allyl
anisolin lasndolo 8ljyssd ja useiden muiden aromaattisten

yhdisteiden esiintyminen kirjattiin.

Seuraavassa taulukossa on esitetty 6ljyyn keraantyneen
p-allyl anisolin m3&rd (pug/g tuoretta istutettua lehtimate-

riaalia) ajan funktiona:

Aika (paivina) 7 21 35 49 I IT ITI Iv

Ryhma 2 222 42 122 jalkia 333 386 35 88

Ryhma B 400 48 42 jalkia 333 490 30 187

Ryhma C 291 94 52 136 333 573 106 346

I: alkuperdinen p-allyl anisolin pitoisuus istutetussa
varressa

II: o6ljyyn kerdantynyt p-allyl anisoli

III: jaljelle j&&neissd kudoksissa oleva lopullinen p-allyl
anisolin méara

IV: p-allyl anisolin lisdé&ntyminen 7 viikon aikana (II +
III - I)

Kokonaistuotanto voi olla kaksinkertainen istutukseen

verrattuna (ryhma C).
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd kasviperadisten aineiden valmistamiseksi vilje-
lemalld "in vitro", tunne t tu siitd, ettd kasvinosa
istutetaan viljelyaineeseen ja pidetddn niukassa hapessa
upottamalla &ljykerrokseen, ja tuotetut kasvisperdiset

aineet uutetaan &ljysta.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, t unne¢t -
t u siita, ettd kasvinosa on kokonainen juuri, lehti,

kukka tai kukkanuppu tai osa siita.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unmnet -
t u siita, ettd &ljy on mineraali®ljy tai orgaaninen 61y,

kasviperdinen tai synteettinen S8ljy.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelm&, t unne¢t -

t u siitd, ettd 6ljy on parafiinidljy.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmda, t unne¢t -
t u siitd, ettd kasvinosan pideté&én niukassa hapessa, him-
meissa valossa valilla 0 - 400 luksia ja lampdtilassa
v4lilla 18 - 35°C.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne¢t -
t u siita, etti esiasteita ja/tai kasvunsddtelyaineita

lisdt&&n viljelyaineeseen.
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Patentkrav

1. Fdorfarande for framstallning av vaxtbaserade amnen genom
kultivering "in vitro", k ann e t e cknat darav,
att vaxtdelen inplanteras i kultiveringsmediet och halles
under knapp syre genom nedsankning i ett oljeskikt, och de

producerade viaxtbaserade amnen extraheras ur oljan.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k &nneteck -
n at darav, att vaxtdelen ar hela roten, bladet, blomman

eller blomknoppen eller en del darav.

3. Forfarande enligt patentkravet 1, kdanneteck -
n a t darav, att oljan ar mineralolja eller organisk olja,

en vegetabilisk eller syntetisk olja.

o

Forfarande enligt patentkravet 3, Kk Anneteck-

n a t darav, att oljan ar paraffinolja.

5. Forfarande enligt patentkravet 1, k Aanneteck-
n a t darav, att vaxtdelen halles i knapp syre, dampat
ljus mellan 0 - 400 lux och vid en temperatur av mellan
18 - 35°C.

6. Foérfarande enligt patentkravet 1, k 4anneteck -
nat darav, att fdorstadier och/eller tillvaxt reglerande

amnen tillsatts kultiveringsmediet.
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