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pA materialet (22). Substansen (-erna)
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kropp eller en polysackarid, med hdg
affinitet f&r biologiska celler i
materialet och/eller en aminhaltig
f8rening, vilken f8rm&r h&mma cell-
tillvdxt i ett komplexmedium (22)
och/eller en bindningskomposition,
vilken har affinitet f8r Atminstone

en biologisk tillvdxtfaktor i cellerna.
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Menetelmd nesteen k#sittidvin pakatun tuotteen sis#dlt#mien
mikro-organismien kasvun s#itelemiseksi ja pakkausmate-
riaali

Td4md keksintd koskee menetelm## monimutkaisen eli
monia aineosia sis#ltdvén vdliaineen muodossa olevan, nes-
teen kdsittdvén pakatun tuotteen sisidltidmien mikro-orga-
nismien kaswvun sddtelemiseksi, jossa menetelmissid tuote
saatetaan kosketukseen pakkausmateriaalin pinnassa olevan,
Olennaisilta osiltaan liukenemattoman, immobilisoidun,
kasvua ehk#isevin aktiivisuuden omaavan aineen kanssa,
Jolla aineella on sellainen koostumus, ettd se on aktiivi-
nen mainitun pakatun tuotteen suhteen. Keksintd koskee
mybs pakkausmateriaalia, jonka pinnalla pakkausmateriaali,
jonka pinnalla on k3yt#nndllisesti katsoen liukenematon,
immobilisoitu, kasvua ehk#isevi aine, jotta saataisiin
kosketus kompleksisen vdliaineen muodossa olevaan, nesteen
kdsittdvisn tuotteeseen, mainitun aineen ollessa yhdistel-
md, joka on aktiivinen tuotteeseen ndhden estden tuottees-
sa olevien mikro-organismien kaswvu.

Tausta

Esimerkit mikro-organismien haitallisesta vaikutuk-
sesta teollisuudessa, terveydenhoidossa, henkil®kohtaises-
€a hygieniassa samoin kuin maataloudessa ovat lukuisia.

Elintarvikkeiden pilaantuminen on normaalisti seu-
rausta mikro-organismien, joko bakteerien tai sienten tai
molempien, vaikutuksesta elintarvikkeen aineosiin. Alalla
tapahtuneista kehitysaskeleista mainittakoon maidon isku-
kuumennuskisittely (UHT-k#sittely), jolla voidaan saada
aikaan tuote, jonka sdilyvyys on muutamia kuukausia ilman
kylm8sdilytystd. Tam4 menetelms perustuu kuitenkin k#sit-
telyyn pastdrointilémpétilaa korkeammissa ladmpbdtiloissa
(yli 130 °C) ja johtaa kdsitellyn maidon organoleptisten
ominaisuuksien merkitt#viin muutoksiin. Monet kuluttajat
valittavat UHT-k#sitellyn maidon olevan "keitetyn" makuis-
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ta. He valittavat myds korkeahkoissa ldmpttiloissa kési-
teltyjen hedelmémehujen olevan vdhemm#n tuoreen makuisia.

Suurin osa pakattujen tuotteiden pilaantumisista
johtuu kuitenkin l&mptk#sittelyn j&lkeen tuotteisiin tul-
leista mikro-organismeista.

Elintarviketuotteita k#sitelldsdn nykyisin sarjassa
vaiheita raaka-aineiden korjuusta niiden pakkaamisen tai
kdsittelyyn tuotteiksi. Elintarviketeollisuuden hygienia-
taso on alhainen monissa maissa. Siksi saattaa olla edul-
lista sijoittaa jirjestelm8 mikro-organismien kasvun esta-
miseksi useaan k#sittelyketjun pisteeseen valmiiden tuot-
teiden korkean laadun takaamiseksi.

Olisi toivottavaa kehitt#4 yleinen menetelmd mik-
ro-organismien kasvun ja/tai metabolian s#didtelemiseksi
raaka-aineessa, k#sittelyn aikana ja pakatuissa elintar-
vikkeissa. Tdllaisen menetelmsn toivottavia piirteitd oli-
sivat vaiheiden lis#imisen v#dlttdminen, niin ettei muuteta
olennaisesti elintarvikkeen luonnetta, ja se, ettd sddte-
lymenetelmédstd tehdd#n elintarvikkeen pakkausmateriaalin
aktiivinen ominaisuus.

On tunnettua, ettd tietyt proteiinit voivat sitoa
mikro-organismeja, kuten bakteereja.

Kansainvilisessd hakemusjulkaisussa W082/04264 esi-
tetddn esimerkiksi menetelm# mikro-organismeja koskevien
biokemiallisten tietojen m##rittémiseksi nopeasti, jossa
menetelmdssid ne sidotaan adsorboivalle aineelle, tavalli-
sesti geelin muodossa olevalle kantajalle, joka on varus-
tettu mikro-organismeja vastaavilla vasta-aineilla, Jja
lis#tidsn ravintoalustaa solumetabolian k#ynnistdmiseksi.
T4at4d menetelmdsd voidaan k#yttdd myds solumetaboliaan vai-
kuttavien biokemiallisten aineiden, esimerkiksi vitamii-
nien ja antibioottien, pitoisuuden m#drittamiseen.

Erd8nd toisena esimerkkind mainittakoon Halina
Lisin ja Nathan Sharonin artikkeli "Lectins as Molecules
and Tools", Ann. Rev. Biochem. 55 (1986) 35 - 67, jossa
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kuvataan yksityiskohtaisesti lektiinien sitoutumisominai-
suuksia.

Kummassakaan julkaisussa ei kuitenkaan esitetd kau-
pallisesti k#yttdkelpoista menetelmés, joka olisi sovel-
lettavissa elintarvikkeessa olevien mikro-organismien
poistoon tai ehk#isyyn.

On my®s tunnettua, etti tietyt proteiinit voivat
tuhota mikro-organismeja, kuten iti&ita.

Esimerkiksi nisiinin kdyttdd mikrobisidisena lisi-
aineena k&sitellyissi elintarvikkeissa kuvataan K. C.
Eapenin et al. julkaisussa, The Journal of the Association
of Food Scientists & Technologists, India, 20, nro 5,
syys-lokakuu 1983, 231 - 240.

Tdllaisen lisdaineen kdyttd kdsitellyiss8 elintar-
vikkeissa on k#ymissid kuitenkin yh8 kiistanalaisemmaksi,
ja valmistajat valttdvat tidllaista kdyttdd, kun se on koh-
tuudella mahdollista.

Useilla immobilisoiduilla kvaternaarisilla ammo-
niumsuoloilla on my8s osoitettu olevan mikro-organismien
vastainen vaikutus, ja erityisesti 3-trimetoksisilyylipro-
pyylioktadekyylidimetyyliammoniumkloridia kdytetdsdn laa-
jasti tekstiiliteollisuudessa. Endo et al. [Applied and
Environmental Microbiology, maaliskuu 1987, 2050 - 2055]
ovat osoittaneet ensimmiists kertaa, ettd polystyreenikui-
tuun kovalenttisesti sidotulla tertiaarisella metyyliamii-
nilla (TAF) on mikrobien vastainen vaikutus puskuriliuok-
Sessa. Tdmdn tertiaarista amiinia sis#lt#vin kuidun vaiku-
tustapaan n#yttsis liittyvén mikrobisolujen sitoutuminen
kuidun pintaan, mit#4 seuraa tertiaaristen amiiniryhmien Jja
solujen vdlinen vuorovaikutus, joka saa aikaan tuntematto-
malla mekanismilla tapahtuvan solukalvon vaurioitumisen ja
lopulta solun hajoamisen.

Vaikka Endon et al. alkuperdinen havainto, ett# TAF
on mikrobien vastainen, viittaa siihen, ett# muut immobi-
lisoitua tertiaarista amiinia sis#lt#vdt pinnat saattavat
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olla mikrobien vastaisia yksinkertaisessa suolaliuoksessa,
se ei osoita, ettd tdllainen mikrobien vastainen pinta
olisi aktiivinen myds monimutkaisessa véliaineessa, kuten
maidossa tai hedelmémehussa. Niinpd esimerkiksi immobili-
soitujen kvaternaaristen ammoniumsuolojen mikrobien vas-
tainen aktiivisuus, joka on sangen korkea vedessd tai yk-
sinkertaisissa suolaliuoksissa, salpautuu tai heikentyy
erilaisten monia aineosia sis#dltdvien vdliaineiden vaiku-
tuksesta. Termeilld "monimutkainen vé#liaine" ja "monia
aineosia sis#dltdvi vdliaine" tarkoitetaan tdssd kdytettynd
mitd tahansa v#dliainetta, jolla on kyky edistdd mikro-or-
ganismien kasvua, ja t#llaisella véliaineella on seuraavat
ominaisuudet: hiili- ja typpil&hteet, joita on ldsna kas-
vua varten, eivdt ole yksinomaan yksinkertaisia hiilihyd-
raatteja ja aminohappoja vaan yhdisteseos, jossa yhdisteet
ovat esimerkiksi hiilihydraatteja, polysakkarideja, pro-
teiineja, peptideja, lipidej&, orgaanisia happoja, vita-
miineja ja kotekij®it#d, jotka ovat l&snd runsasravintoisi-
na miirittelemidttdmind koostumuksina, esimerkiksi kasvien
ja eldinten tuottamina nesteind, kasvi- ja eldinkudosuut-
teina ja kudoshydrolysaatteina, tai per#disin sellaisista.

On myds tunnettua, ett#d vaihtoehtona mikro-organis-
mien inaktivoimiselle 1l&mm®$l1l# tai muulla tavanomaisella
k4sittelylld niiden inhibitio ja/tai inaktivointi voidaan
saada aikaan rajoittamalla vilttdmatttmien kasvutekijbiden
saantia. valttidméttémis kasvutekijditsd voivat olla esimer-
kiksi hivenaineet, vitamiinit, orgaaniset hapot, sokerit
tai kaasut (esimerkiksi happi). Mitk# ndistd tekijoOista
ovat vialttamattémis, riippuu mikro-organismin tyypista.

Er3ds tekiji, jota useimmat, elleivdt kaikki, mikro-
organismit tarvitsevat ympdristdstd, on alkuaine rauta.
Rautaa tarvitaan kotekij#n3d monissa entsyymijérjestelmis-
sd, joita solut kdyttaviét metaboliaprosseissa, ja se on
ehdottoman valttiémdtdntd useimmille mikrobien ribonukleo-
tidireduktaaseille.
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US-patenttijulkaisuissa 4 530 963 Ja 4 585 559
(DeVoe et al.) esitet#din menetelmd mikrobien kasvun esti-
miseksi rauta(III):a sis#ltidviasss nestemdisessd vidliai-
neessa saattamalla v#liaine kosketukseen liukenemattomaan
kantajaan kovalenttisesti sidotun sideroforin kanssa.
DeVoe et al. esitt#vit sellaisten sideroforien kuin defer-
rioksamiini B:n k#yttos, Jotka eivdt ole kiytdnndssi te-
hokkaita mikrobien kasvun estdmisesss, silla kiytetyills
sideroforeilla on sellainen kineettinen vaihtonopeus rau-
dan suhteen, joka johtaa sitoutuneen raudan myShempddn
vapautumiseen sideroforista kisitelt&dviin vdliaineeseen.

Nesteissd, joiden pH on alhainen, Ja pelkist#vissi
ymp8ristdissid, kuten hedelmémehuissa, rauta on 1lisiksi
ldhes kokonaan ferromuodossa [rauta(II):na].

Keksinnén kuvaus

Keksinntn kohteena on menetelm# monimutkaisen eli
monia aineosia sis&ltidvin vidliaineen muodossa olevan, nes-
teen kdsittdvidn pakatun tuotteen sisdltémien mikro-orga-
nismien kaswvun sddtelemiseksi, jossa menetelméssd tuote
saatetaan kosketukseen pakkausmateriaalin pinnassa olevan,
Olennaisilta osiltaan liukenemattoman, immobilisoidun,
kasvua ehk#isevidn aktiivisuuden omaavan aineen kanssa,
jolla aineella on sellainen koostumus, ett8 se on aktii-
vinen mainitun pakatun tuotteen suhteen.

Keksinndn mukaiselle menetelm#lle on tunnusomaista,
ettd valitaan kasvua ehk#disevin aktiivisuuden omaavaksi
aineeksi aine, joka ei ole entsyymi, ja jonka aktiivisuus
el oleellisesti esty pakatun tuotteen jonkun komponentin
vaikutuksesta, ja ettd aktiivisuutta edistetddn aikaansaa-
malla suhteellinen liike pakatun tuotteen ja aktiivisen
aineen vdlills.

Keksinnén kohteena on myOs pakkausmateriaali, jonka
pinnalla on k3yt#nn®bllisesti katsoen liukenematon, immobi-
lisoitu, kasvua ehk#isevi aine, jotta saataisiin kosketus
kompleksisen vidliaineen muodossa olevaan, nesteen k#sitti-
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v3in tuotteeseen, mainitun aineen ollessa yhdistelms, joka
on aktiivinen tuotteeseen ndhden estden tuotteessa olevien
mikro-organismien kaswvu.

Keksinntn mukaiselle pakkausmateriaalille on tun-
nusomaista, ettd kasvua ehkiisevdn vaikutuksen omaavan ai-
neen, joka el ole entsyymi, aktiivisuus ei oleellisesti
esty jonkin tuotteessa olevan komponentin vuoksi.

Sen ansiosta, ettid aktiiviset aineet, joita on yksi
tai useampia, immobilosoidaan pakkausmateriaalin pintaan,
niitid ei ole olennaisia m&drid materiaalissa eikd niita
my®skidn tule olennaisia méidri8 materiaalin lisdaineeksi.

Aktiiviset aineet, joita on yksi tai useampia, voi-
vat toimia mikro-organismien s#&4telij®ind, inhiboijina,
tuhoajina ja/tai poistajina materiaaleissa, erityisesti
monia aineosia sis3ltdvissid vidliaineissa, kuten nestemdi-
sissd tai kiinteissd elintarvikkeissa.

Aktiivinen aine tai kukin niistd on edullisesti
epdorgaaninen tai orgaaninen koostumus, joka pintaan si-
dottuna s#ilyttd3 affiniteetin mikro-organismien suhteen
ja siten sitoo ja/tai hdvitt#d mikro-organismeja.

Mainitut aktiiviset aineet, joita on yksi tai use-
ampia, ovat sitovia aineita, joilla on sitoutumisaffini-
teetti mainitussa toisessa materiaalissa olevien mikro-
organismien suhteen ja jotka siten sitovat ja/tai havit-
t4vdt mikro-organismeja, tai aineita, joilla on sitoutu-
misaffiniteetti mikro-organismien v&hint&dn yhden biolo-
gisen kasvutekij#n suhteen ja jotka sitten rajoittavat
mainittujen yhden tai useamman kasvutekij@n tarjollaoloa.

Mainitulla sitovalla aineella on edullisesti suuri
sitoutumisaffiniteetti mikro-organismien tai mahdollisesti
niiden yhden tai useamman kasvutekijan suhteen, mutta al-
hainen sitoutumisaffiniteetti materiaalissa olevien muiden
koostumusten suhteen.

Tapauksissa, joissa mainitulla sitovalla aineella
on sitoutumisaffiniteetti mikro-organismien suhteen, aine
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voi olla sitova polymeeri, esimerkiksi lektiini, vasta-
aine tai polysakkaridi. Sitovalla polymeerillis on edulli-
sesti spesifinen affiniteetti glykokonjugaatin tai poly-
sakkaridin suhteen, ja se on regeneroitavissa pesemdlls
kilpailevalla sokerilla. Mikro-organismit voivat olla bak-
teereja tai sienii.

Mainitut aineet, joita on yksi tai useampia, voivat
sisdltdsd amiinipitoisen yhdisteen muodossa olevaa ainetta,
Jolla on kyky vahingoittaa riittadvisti mainitussa mate-
riaalissa olevia mikro-organismeja niiden kasvun estémi-
seksi. Yhdisteelld voi olla sitoutumisaffiniteetti mikro-
organismien suhteen, ja se voi olla tertiaarinen amiini
tai kvaternaarinen ammoniumsuola. Yhdiste voi erityisesti
sisdltss dimetyyliaminopropyyli-, dimetyyliaminobutyyli-
tai dietyyliaminopropyyliryhman.

Tapauksissa, joissa sitovalla aineella on sitoutu-
misaffiniteetti mainittujen yhden tai useamman kasvuteki-
j&n suhteen, sitovalla koostumuksella on riittavd sitoutu-
misvakio ja kineettinen stabiilius mainittujen yhden tai
useamman kasvutekij&n sitomisen suhteen, niin ettid koos-
tumus pystyy menestyksellisesti kilpailemaan mikro-orga-
nismien kanssa yhdestd tai useammasta kasvutekijésti.
Koostumuksella voi olla affiniteetti v&hint&in yhden kas-
vutekijéihin kuuluvan hivenaineen, esimerkiksi rau-
ta(IIl):n tai rauta(II):n suhteen. Rauta(III):n ollessa
kyseessd koostumus voi olla deferriferrikromi A, jonka
sitoutumisvakio rauta(III):n suhteen on v&hints4an 103%°
l.mol™? ja jolla on kyky muodostaa rauta(III):n kanssa ki-
neettisesti stabiili kompleksi, joka stabiilius on védhin-
tddn kymmenkertainen ferrioksamiini B -kompleksiin n&h-
den. Rauta(II):n ollessa kyseessd koostumus voi olla pyri-
miini.

Aktiiviset aineet voivat olla omilla vyShykkeill&sn
mainituissa pintaosissa tai, jossa aineet ovat kesken#in
yhteensopivia, ne voivat olla mainitulla pintaosilla yh-
teensekoitettuina.
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Pakkausmateriaali voi olla verkon tai sdilidn muo-
dossa.

Edellsd esitetyn periaatteen erdissd erityissovel-
lutuksessa on sellaisia pintoja s#ilytys- tai jakelusdi-
1i8n sis#114, jotka on pd#llystetty yhdelld tai useammalla
aktiivisella aineella. Aktiivisia aineita voidaan immobi-
lisoida monille erilaisille pinnoille, mukaan luettuina
polymeerihartsit tai kopolymeerit, kuten polystyreeni,
polyeteeni, polypropeeni, polyamidit, polystyreeniaktyyli-
nitriili tms., pahvi, joka voi sisdlt#d tai olla sisdlta-
matts polymeeris, ja lasi. Tyypilliset elintarvikesdilidt
ovat polymeeri# tai polymeerilld, kuten polyeteenilld,
pidllystettyd metallia tai pahvia. Pahviset elintarvike-
s4i11idt pdsdllystetddn tal kylliéstetddn tyypillisesti poly-
meerilld, kuten polyeteenillé.

Hyvd kontakti nestemdisen materiaalin ja yhden tai
useamman aktiivisen aineen v#l1illd saadaan aikaan neste-
mdisen materiaalin ja yhdelld tail useammalla aktiivisella
aineella p##llystetyn pinnan liikkuessa suhteessa toisiin-
sa jakelus#ili®ss#d t&mén normaalin kdsittelyn seurauksena.
vaihtoehtoisesti aktiivinen aine tai kukin niistd sidotaan
sdilidstd erillaésdn olevan vdlineen, jolla saadaan aikaan
l1sheinen kosketus nestem#isen tuotteen kanssa, pintaan.

Jotta keksint® olisi selvidsti ymmidrrettdvissada jJa
helposti toteutettavissa, seuraavassa kuvataan sen kolmea
suoritusmuotoa viitaten kaikkien yhteydessd liitteend ole-
vaan kaavamaiseen kuvioon, joka esittdi nestemdisen elin-
tarvikkeen pakkaamiseen k#dytettdvén muovilla piddllystetyn
pahvisdilidn pystyleikkausta.

S4ili® 8 on US-patenttijulkaisussa 4 211 357 esi-
tettysd tyyppi#, mutta sen sisdpinnoille 10, 12, 14 ja 16
on sidottu yhtd tai useampaa aktiivista ainetta. Useiden
aktiivisten aineiden ollessa kyseessd ndmd voidaan joko
sitoa omille pintavy®hykkeilleen (jotka voivat sekoittua)
tai ne voidaan sekoittaa yhteen (jos ne ovat yhteensopi-
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via) ja sitoa seos pinnoille. Yht#a tai useampaa ainetta
voidaan sitoa my8s s#ili®én 8 pohjan sis8pintaan (ei kuvas-
sa). Sdilibssd 8 on yl#dsauma 18, joka sulkee katon 20,
jolloin muodostuu avoin tila 21 ja nestemdinen elintarvike
22 suojataan ulkopuolella olevalta atmosfaSrilta. Sdilidn
8 sisdpintoihin 10, 12, 14 ja 16 sidotut aineet, joita on
yksi tai useampia, vaikuttavat nestemiiseen elintarvik-
keeseen 22. Er#4ssi toisessa esimerkiss# vain katon 20
sisdpinnat 10 ja 12 p##llystet#din vyhdelld tai useammalla
aineella, mutta n#m& sis#pinnat 10 Ja 12 joutuvat koske-
tukseen nesteméisen tuotteen 22 kanssa s#4ili®n 8 normaalin
kdsittelyn seurauksena tai 1liikuttamalla s#ilisdts 8 ja
nestemdistd tuotetta 22 kontrolloidusti tai sdilyttdmalls
tai kuljettamalla s#ilidtd 8 alassuin kddnnettynd.

Suoritusmuoto I (esimerkit 1 - 9)

Tdta suoritusmuotoa kuvataan viitaten erityisesti
bakteerien immobilisointiin elintarvikkeista, kuten mai-
dosta ja hedelmdpohjaisista juomista, hedelmdjuomat ja
nektarit mukaan luettuina. On kuitenkin ymmdrrettdvd, ettd
tatd suoritusmuotoa voidaan k#ytt#4 yleisesti bakteerien
immobilisointiin kaasumaisista, nestemdisist# Jja kiinteis-
td faaseista.

Tdssd suoritusmuodossa k#dytetdsn matriksia, johon
yksi tai useampia spesifisesti sitovia polymeerejd on si-
dottu joko kovalenttisesti tai passiivisesti. Esimerkkei-
hin t#llaisista matriksesta kuuluvat polymeerit, Kkuten
polyeteeni tai polystyreeni, 1lasi Ja selluloosapohjaiset
koostumukset, joihin sitova polymeeri on sidottu passiivi-
sesti adsorboimalla tai kovalenttisesti sitomalla. Sito-
valla polymeerilld p#dllystetyt pinnat voidaan saattaa
kosketukseen nestemiisen tuotteen, kuten maidon, kanssa
joko kdytt#m#lls in-line-patruunaa tai muuta kosketusta
edistdvdd jérjestelméd siirtovaiheen aikana tai osana lo-
pullista pakkausmateriaalia. T&m&n tehtivin3 on poistaa
kontaminoivat bakteerit adsorboimalla tai kompleksoimalla
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ne kiinte#didn faasiin, jolloin lopullisena seurauksena on
pakatun tuotteen s#ilymisajan piteneminen ja/tai ep#dtoi-
vottavien organismien eliminointi.

Jos lopullinen pakkausmateriaali on jakelus#ilid$ 8,
hyvd kontakti nestemdisen tuotteen 22 ja matriksiin sido-
tun sitovan polymeerin v#l1illd saadaan aikaan tuotteen 22
ja s#ilidssd olevien sitovalla polymeerilld pddllystet-
tyjen pintojen 10, 12, 14, 16 liikkumisella suhteessa toi-
siinsa, joka on seurausta s#ili®n normaalista kdsittelys-
td. Sitova polymeeri sidotaan vaihtoehtoisesti nestemdista
tuotetta 1liikuttavan ja sekoittavan erillisen v&lineen
pintaan. Bakteerien erotus saadaan aikaan, kun vdline
poistetaan tai nestemdinen tuote 22 kaadetaan pois s&i-
lidstd 8, jolloin bakteerit j#dvédt kiinni tyhjennetyn sdi-
1idn sisipintaan 10, 12, 14, 16.

Sitovia polymeerejd ovat sellaiset polymeerit Kkuin
lektiinit, polysakkaridit ja vasta-aineet. Sitoutumisen
vdlitt4dj4nd on spesifinen vuorovaikutus bakteerisolun pin-
nalla esilld olevan jonkin molekyylin ja sitovan polymee-
rin valillaA.

Sitovien polymeerien immobilisointi kiinte##n alus-
taan voi olla luonteeltaan joko kovalenttista tai ei-kova-
lenttista. T&m#n vuorovaikutuksen t#érkeénd ominaispiir-
teend on se, ettd sitovat polymeerit pysyvadt tiukasti si-
toutuneina eiv#tki vapaudu bakteeriensitomisvaiheiden ai-
kana. Sitovien polymeerien kovalenttinen sitominen voidaan
toteuttaa monin eri menetelmin, jotka ovat alalla hyvin
tunnettuja.

Vaihtoehtona kovalenttiselle immobilisoinnille voi
olla joissakin olosuhteissa edullista kiinnittdd sitovat
polymeerit ei-kovalenttisesti materiaalin kanssa kosketuk-
seen tulevaan pintaan hydrofobisen vuorovaikutuksen kaut-
ta. Sitovan polymeerin vesiliuosta inkuboidaan kosketuk-
sessa materiaalin kanssa kosketukseen tulevan pinnan kans-
sa, johon proteiini on m8ira sitoa. T&m& johtaa ajasta,
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léampdtilasta ja pitoisuudesta riippuvaan sitovasta poly-
meeristd koostuvan molekyylikerroksen muodostumiseen hyd-
rofobiselle materiaalin kanssa kosketukseen tulevalle pin-
nalle passiivisen adsorption kautta.

Lasnd olevista mikro-organismeista sek# kdytt&para-
metreista riippuen erotusprosessi voi olla joko selektii-
vinen, jolloin poistetaan jokin tietty ep#toivottava mik-
ro-organismilaji, tai epdselektiivinen siin8 mielessH,
ettd useimmat tai kaikki kontaminoivat mikro-organismit
poistuvat.

Tama suoritusmuodon yhteydess# testatuille sitovil-
la polymeereilld on suuri bakteeriensitomiskapasiteetti
joko spesifisesti tietyn tyyppisten bakteerien suhteen tai
epdspesifisesti muutamien tyyppien suhteen. Sitovina poly-
meereind kdytettdvien lektiinien ollessa kyseess# sitou-
tuminen pys#htyy ja prosessi k##ntyy p#invastaiseen suun-
taan lisdttdessd kilpailevia sokeriliuoksia, ja siksi si-
tovalla polymeerilld p##llystetyt pinnat voidaan "pesti"

puhtaiksi t&l14 tavalla.

Sdi11i6n 8 sisdpintoihin sidottu sitova polymeeri
sitoo ja immobilisoi nestem#isessd tuotteessa 22 olevia
mikro-organismeja. Haluttaessa voidaan s#ilién 8 joihinkin
tai kaikkiin sis#pintoihin sitoa my®s aktiivista ainetta,
joka salpaa mikro-organismin metaboliaa.

Suoritusmuotoa 1 valaisevat seuraavat keksintdi
rajoittamattomat esimerkit 1 - 9:

Esimerkki 1

Tutkittiin olosuhteita, joissa sitovia polymeerejé&
kiinnitet#3n passiivisella adsorptiolla materiaalin kanssa

kosketukseen joutuviin pintoihin. Hyvi# tuloksia saatiin
aikaan muutamilla polymeereilla, esimerkiksi Dolichos
biflorus ja Vicia villosa -lajeista saatavilla lektiineil-
14. Muilla lektiineill#d, mukaan luettuna konkanavaliini A,
saatiin samanlaisia tuloksia, mik3 viittaa siihen, etti
tdmé& on lektiineille yhteinen ominaispiirre. My8s immu-
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noglobuliinimolekyyleilld on samankaltaisia ominaisuuksia.

Lektiinit leimattiin radioaktiivisesti ja niisti
valmistettiin varastoliuokset puskuriin. Ndistid valmistet-
tiin sitten laimennussarja ja asetettiin annoksia pisteik-
si joko polystyreeni- tai polyeteenipinnalle ja inkuboi-
tiin 1 tunti l&mpdtilassa 37 °C, minkd jdlkeen tehtiin
pesu puskurilla. Ndissd tutkimuksissa kdytetty polyeteeni-
pinta oli tavallista maitottlkkimateriaalia, joka koostui
polyeteenilevyllsd pddllystetystd pahvista.

Tulokset osoittivat, ettd sitoutuminen l&heni kyl-
l4styspistettd tiheyden ollessa 5 - 10 ng/mm?’ tutkitusta
lektiinistd8 riippuen. Tdstd piddtellen lektiinit sitoutuvat
hydrofobisiin muovipintoihin ja sitoutumisen yl#rajan m#i-
rdsd hydratoituneiden molekyylien pakkautumistiheys pinnal-
la.

Esimerkki 2

Kun sitovia polymeerejd adsorboitiin passiivisesti

polymeeripintaan (katso esimerkki 1) ja saatettiin pinta
sitten kosketukseen suspension kanssa, joka sis#lsi pes-
tyjd ihmisen punasoluja puskurissa, tapahtui punasolujen
sitoutumista immobilisoituun proteiiniin.

Kun polymeerejd oli inkuboitu 30 min punasolujen
kanssa, k#sitellyn polymeerin pinnalla n#kyi mikroskoopil-
la tarkasteltaessa yhtendinen solumatto useimpien tutkit-
tujen polymeerien yhteydessi.

Hyvid8 tuloksia saavutettiin erilaisilla sitovilla
polymeereills, mukaan luettuna Dolichos biflorus -lektiini
ja Vicia villosa -lektiini.

Esimerkki 3

Tutkittiin kaupan olevasta pastdroidusta maidosta

eristettyjen kolmen tyypillisen maitoa pilaavan bakteerin
kykyd sitoutua erilaisiin polymeeripinnalle passiivisesti
adsorboituihin sitoviin polymeereihin. N#iden kolmen or-
ganismin todettiin alalla hyvin tunnetuin luokitusmenetel-
min olevan Bacillus brevis, Enterobacter sp. ja Pseudomo-
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nas sp. Sitovia polymeerejd adsorboitiin passiivisesti
polymeeripintaan edellisessi esimerkeissi kuvatulla taval-
la. Bakteereja suspendoitiin fosfaattipuskuroituun fysio-
logiseen suolaliuokseen ja n#it# kolmea organismia sisil-
tdvisd suspensioita saatettiin sitten kosketukseen k#sitel-
tyjen polymeeripintojen kanssa. Bakteerien sitoutuminen
arvioitiin mikroskoopin avulla tarkastelemalla. T4mi#n tut-
kimuksen tulokset osoittivat, ettd muutamat sitovat poly-
meerit, kuten Dolichos biflorus, Vicia villosa, Limulus
polyphemus ja Solanum tuberosun -lektiinit, sitoivat te-
hokkaasti n#iden erilaisten mikrobiluokkien tyypillisia
lajeja.

Esimerkki 4

Bacillus sp. -soluja suspendoitiin tiheydeksi 100
CFU/ml (pes&kkeenmuodostusyksikk®d/ml) tris-puskuroituun
fysiologiseen suolaliuokseen ja inkuboitiin polymeerimat-
riksin kanssa, johon oli kytketty kovalenttisesti sitovia
polymeerejé. Madritettiin vapaiden bakteerien lukum#irs
suspensiossa tutkimalla mikroskoopin alla supernatantti-
ndyte (matriksin laskeutumisen jdlkeen). T#114 menetelm#l-
14 osoitettiin immobilisoitujen polymeerien kyky sitoa Jja
siten poistaa kontamimoivia mikrobeja ja todettiin baktee-
risolujen affiniteetti sitovalla polymeerilli paddllystet-
tyjen matriksien suhteen koeolosuhteissa. Havaittiin, etti
bakteerien poistoteho oli t#114 menetelm&lli kdytettdessa
esimerkiksi Dolichos biflorus -lektiini# joissakin tapauk-
sissa ldhes 100 %.

Esimerkki 5

Pure-Pak, Inc., Walled Lake, MI, USA, luovutti
erddn Saccharomyces -kannan. T#&m# kanta oli alunperin

eristetty karpalomehusta ja sen oli havaittu kasvavan eri-
laisissa hedelm#mehuissa ja pilaavan niiti.

Soluja kasvatettiin joko omenamehussa, joka oli
steriloitu suodattamalla, tai synteettisessd alustassa,
Jjonka toimitti Difco.
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Saatiin kasvatusolosuhteista riippumatta samanlai-
sia tuloksia.

Dolichos Dbiflorus -lektiinin toimitti Sigma
Chemical Co., ja se immobilisoitiin joko absorboimalla
passiivisesti polystyreenipintaan tai kytkem#llad syano-
geenibromidin avulla agaroosihelmiin.

Kun Saccharomyces-solut saatettiin kosketukseen
immobilisoitua lektiinid sisdltdvin pinnan kanssa, niiden
havaittiin sitoutuvan nopeasti ja tiukasti pintaan.

Havaittiin esimerkiksi, ettd& vdhintdin 90 % suspen-
siossa olevista soluista sitoutuli 1 - 2 tunnissa liukene-
mattomiin agaroosihelmiin, joilla o0l1l1i immobilisoitua
Dolichos biflorus -lektiinid.

Tdm8 sitoutuminen 0li hyvin stabiilia, eikd merkit-
sevdd irtoamista tapahtunut 24 tunnin aikana. Tdl1l8 taval-
la sidotut solut oli helppo poistaa mehusta joko antamalla
helmien laskeutua ja dekantoimalla supernatantti tai joh-
tamalla mehu suurihuokoisen suodattimen, kuten lasivillan,
lapi.

Esimerkki 6

Solanum tuberosum -lektiini sidottiin polystyree-

nistd valmistettuun petrimaljaan passiivisesti adsorboi-
malla ja malja saatettiin kosketukseen maidon kanssa, jo-
hon oli lis&tty tiheydeksi 10° solua/ml joko Bacillus bre-
vusta tai Pseudomonas fluorescensi. Kun maljoja oli inku-
boitu 30 min, ne huuhdottiin ja tutkittiin optisella mik-
roskoopilla. Kummassakin tapauksessa havaittiin bakteerien
sitoutumista lektiinilld p#8dllystettyyn pintaan, mutta
sitoutumispinta-alan havaittiin olevan olennaisesti pie-
nempi kuin alueen, jonka havaittiin peittyneen rakkuloil-
la, jotka identifioitiin maitorasvapallosiksi. T&m#d koe
osoittaa, ettd tdlla lektiinilld, jolla on kyky sitoa mai-
toa pilaavia bakteereja, on myds kyky sitoa maitorasvapal-
losten kalvojen pintakomponentteja ja tédmd viimeksi mai-
nittu aktiivisuus johtaa menetelm&n tehon heikkenemiseen.
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T&md tehon heikkeneminen sulkee pois t#m#n lektiinin kay-
t6n maidossa.

Esimerkki 7

Tehtiin tutkimus liukenemattomalla alustamatriksil-
la olevan sitovan polymeerin optimaalisen tiheyden m#iarit-
tadmiseksi. CnBr:lla aktivoituihin agaroosihelmiin kytket-
tiin vaihtelevia m#3ri3 lektiinii kd3ytt8en pitoisuuksia
1l - 50 mg/ml ja annettiin helmien olla kosketuksessa solu-

jen kanssa tunnin ajan. Sitoutumistehokkuus m#&ritettiin
mittaamalla liuosfaasiin j##neiden vapaiden solujen luku-
madrd. Havaittiin, ettd solujen sitoutuminen oli tehok-
kaimmillaan lektiinikuormituksen helmills ollessa 15 -
30 mg/ml. Sitoutumisaste oli n#iss# olosuhteissa yli
95 %. Lisd#sitoutumista ei havaittu kuormituksen kasvaessa
arvoon 50 mg/ml. Merkitt#v# sitoutumisen v#heneminen ha-
vaittiin lektiinikuormituksten ollessa alle 10 mg/ml.
Esimerkki 8
(T&m8 esimerkki voidaan katsoa kuuluvaksi myds suo-

ritusmuodon II piiriin.)

Saccharomyces cerevisiaen sitoutuminen tertiaari-
siin amiineihin osoitettiin kahdella menetelm&ll&. Ensim-
mdisessd menetelmidssd tdytettiin pylvddt (90 x 6 mm) IRA-
68- ja IRA-94-helmill¥. Pylviat tasapainotettiin Ringersin
liuoksella (vahvuus 1/4). 1 ml Ringersin liuokseen valmis-
tettua S. cerevisiae -solususpensiota (10° solua/ml) lai-
tettiin pylvddseen ja eluoitiin Ringerin liuoksella. Elu-
aattifraktioille (1 ml) tehtiin laskenta bakteerilasken-
takammiossa ja laskettiin eluoituneiden solujan lukumdiri.
45 % soluista pid&ttyi sek# IRA-68- etts ISA-94-pylvas-
seen. Toisessa menetelméssd, joka suunniteltiin osoit-
tamaan suoraan sitoutuminen liuoksessa, IRA-68-helmet ta-
sapainotettiin Ringersin liuoksessa Ja laitettiin 250 mg
helmis 10 ml:n koeputkeen. 2 ml Ringersin luokseen valmis-
tettua S. cerevisiae -solususpensiota siirrettiin putkeen.
Koeputkea inkuboitiin pystysuorassa asennossa huoneen 1&4m-
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pbtilassa 2 tuntia, mitattiin pH (5,4) ja dekantoitiin
supernatantti. Lisdttiin kahdesti steriilid Ringersin
liuvosta sitoutumattomien solujen pesemiseksi pois. S.
cerevisiae -solujen sitoutuminen IRA-68-helmiin osoitet-
tiin mikroskooppitutkimuksella.

Esimerkki 9

Tutkittiin erilaisten mikro-organismien sitoutumis-
ta muihin valittuihin proteiineihin. Kytkettiin lysotsyy-
mid, fibronektiinid@ ja naudan seerumialbumiinia (BSA) ko-
valenttisesti CNBr:1la aktivoituihin agaroosihelmiin.

Voimakas sitoutuminen (peitto yli 80 %) lystosyymin
osoitettiin Pseudomonas fluorescens TP2:n, Streptococcusx
lactisin, Streptococcus thermophilusin ja Staphylococcus
xylosusin kohdalla, kun taas vegetatiiviset Bacillus
subtilis -solut sitoutuivat vahdisemmdssd mdidrin. Saccha-
romyces cerevisiaen, Escherichia colin, Sernatia marces-
censin ja B. subtlis -itididen kohdalla ei havaittu ollen-
kaan sitoutumista.

Suoritusmuoto II (esimerkit (i) - (xi))

Tdtd suoritusmuotoa kuvataan viitaten erityisesti
mikrobien kasvun estd@miseen monia aineosia sisdltidvid vi-
liaineita edustavissa elintarvikkeissa, kuten maidossa ja
hedelmdpohjaisissa juomissa, mukaan luettuina hedelmdjuo-
mat ja -nektarit.

Tdssd suoritusmuodossa kdytetddn matriksia, johon
on liitetty joko kovalenttisesti tai passiivisesti yhtd
tal useampaa amiinipitoista yhdistettd, jotka estdvét mik-
robien kasvua monia aineosia sisdltdvissd vdliaineissa.
Esimerkkeihin t#éllaisista matrikseista kuuluvat polymee-
rit, kuten polyeteeni tai polystyreeni, metalli, lasi ja
selluloosapohjaiset koostumukset, joihin yhdiste on sidot-
tu joko passiivisesti adsorboimalla tai kovalenttisesti
sitomalla. P&adllystetty pinta voidaan saattaa kosketukseen
elintarviketuotteen, esimerkiksi nestem#disen tuotteen,
kuten maidon, kanssa joko in line -patruunana tai muuna
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kosketusta edistidvini jarjestelménd siirtovaiheen aikana
tai osana lopullista pakkausmateriaalia. Té&mdn tarkoituk-
sena on kontaminoivien bakteerien tuhoaminen.

Tassd suoritusmuodossa k#ytettidvat amiinipitoiset
yhdisteet ovat tertiaarisia amiineja, osittain hapetettuja
tertiaarisia amiineja tai kvaternaarisia ammoniumsuoloja,
erityisesti sellaisia, joilla on kyky estdi mikrobien kas-
vua monia aineosia sis#ltdvisss vdliaineissa. Ensinmainit-
tuun ryhm#sn kuuluvia tyypillisid soveltuvia amiinipitoi-
sia yhdisteitsd ovat yhdisteet, joilla on kaava

(CHZ)xH
0
(polymeeri A) - C-N—(CHZ)n-N

(CHz)xH

jossa n on 1 - 6, erityisesti 1, 2, 3, 4 tai 6, ja x on
1 - 18, erityisesti 1, 2, 4 tai 18. Yhdiste, jolla on kaa-
va I, jossa non 3 ja x on 1, on aktiivinen Saccharomyces
Cerevisiaeta vastaan, ja yhdisteet, joilla on kaava 1I,
Jossa n on 2 ja x on 1 tai jossa n on 3 ja x on 2, ovat
aktiivisia E. colia vastaan.

Toista ryhm#4 edustavat yhdisteet, joita muodoste-
taan hapettamalla osittain polystyreeniin kytkettyj4 ter-
tiaarisia amiineja. Er#s esimerkki tdllaisista yhdisteists
ovat yhdisteet, joita muodostetaan kdsittelemdlls styree-
ni-divinyylibentseenikopolymeeriin (polysytreeniin) kyt-
kettyna.dimetyylimetyyliamiinia vetyperoksidilla. Yleisem-
min ilmaistuna yhdisteryhmsi, josta voidaan tehdd tehokas
kdsittelemsllsd vetyperoksidilla tai vastaavalla hapetti-
mella, voi edustaa kaava
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C—_-q\,

(polymeeri g) — o
(CHy), -H
\\YCHz)x -H

N4ill4 yhdisteilld on tyypillisesti alhainen mik-
robien vastainen aktiivisuus, tai sitd ei ole ollenkaan,
monia aineosia sis#dltdvidssd vdliaineessa ennen hapetusta.
Ennen tétd keksinttd tertiaarisilla amiineilla ja kvater-
naarisilla ammoniumsuoloilla on ilmoitettu olevan mikro-
bien vastainen vaikutus puskuriliuoksissa tal vedessa.
Ennen tdtd keksintdd el ole kuitenkaan kuvattu amiinipi-
toisia yhdisteitd, joilla on merkittdvad mikrobien vastai-
nen vaikutus monia aineosia sisdltdvissd vdliaineissa.

Amiinipitoinen yhdiste on tém#n suoritusmuodon mu-
kaisesti kd&dyttdkelpoinen, kun se estdd bakteerien tai
sienten kasvua monia aineosia sisdltdvidssd vdliaineessa
seuraavassa testissid. Lis&tdsn bakteerisoluja (10' - 10°
solua/ml pastdroituun maitoon ja inkuboidaan 120 - 192
tuntia ladmpdtilassa 11 °C. Amiinipitoinen yhdiste lis&taan
maitoon immobilisoidussa muodossa helmilld tai maidolle
tarkoitetun sdilidn sisdpinnalla ennen inkubointia. Kun
maitoa on inkuboitu v&hintd48n 24 tuntia amiinipitoisen
yhdisteen lisddmisen jdlkeen, siitd8 testataan bakteerien
ldsndolo laimentamalla ja tekemélld maljalaskenta. Baktee-
ripitoisuutta alle 10° solua/ml pidetd#n hyvdksyttév&ns.
Tédémd koe voidaan tehdd my®ds hedelm@mehussa, kuten appel-
siinimehussa, omenamehussa tms. Kokeessa kdytettdvdt mik-
ro-organismit voivat olla bakteereja, hiivoja tai homeita.
Amiinipitoinen yhdiste sidotaan kovalenttisesti polymeeri-
runkoon sidoksella, kuten amidi- tai fenyleenisidoksella.
Immobilisoidun amiinipitoisen yhdisteen pitoisuus on
yleensd 0,3 - 16 pekve.cm™?. Ylim##rdinen amiinipitoinen
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yhdiste voidaan poistaa pesem#lls lyhyen inkubointijakson
jdlkeen. Immobilisoidun amiinipitoisen yhdisteen pitoisuus
on riittdvd aikaansaamaan mikro-organismin esto suurin
piirtein kokonaan k#siteltdvissd nesteessi.

Ldsn& olevista mikro-organismeista ja kdyttbpara-
metreista riippuen inhibitioprosessi on Jjoko selektiivi-
nen, johonkin tiettyyn ep#&toivottavaan mikro-organismila-
jiin kohdistuva, tai ep#selektiivinen siini mielessd, ettld
useimmat tai kaikki kontaminoivat mikro-organismit tulevat
inhiboiduiksi. T&m# voitaisiin toteuttaa bakteerit Jjoko
siirtoprosessilinjassa olevan komponentin avulla tail itse
nestesdilidssd olevalla komponentilla.

Sdilidn 8 sis#dpinnan p#idllysteeni oleva amiinipi-
toinen yhdiste toimii mikro-organismien sitojana ja niiden
kasvun est#jidni nesteessi.

Suoritusmuotoa II valaisevat seuraavat keksintdd
rajoittamattomat esimerkit (i) - (xi).

Esimerkki (i)

Amiinipitoisen pinnan mikrobien vastainen aktiivi-
Suus osoitettiin lis&#3m#ll4 100 mg "Amberlite" IRA-68-hel-
mid, erd nro 66F-0148 (toimittajana Sigma Chemical Co.,
St. Louis, Mo., USA) 50 mM Tris-puskuriin, pH 7,5 (2 ml),
Joka oli inokuloitu elintarvikkeita pilaavilla mikro-or-
ganismeilla, kuten Pseudomonas fluorescensilla, Escheric-
hia colilla tai Bacillus brevisilla (10° solua/ml), koe-
putkissa. N&m# helmet edustavat polyakryyliamidipintoja,
Jotka sisdltdvat polymeerin amidityppiatomeihin kytkettyn4
N,N-dimetyyliaminopropyyliryhmi4. Putkia sekoitettiin 1&m-
pbtilassa 22 °C ja j&ljells olevat eldvit solut mitattiin
maljalaskennalla. El#vien Bacillus brevis -solujen 1luku-
mddrd oli vdhentynyt yli yhdellsd kertaluvulla ja Pseudo-
monas fluorescens ja Escherichia coli ~solujen lukum#&ri

yli nelj&lls kertaluvulla kahdessa tunnissa tertiaarisen
pinnan l&sni ollessa.
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Esimerkki (ii)

Erddn toisen amiinipinnan mikrobien vastainen ak-
tiivisuus osoitettiin lis&&m#lld 100 mg "Amberlite" IRA-
94-helmid, erd nro 123F-0163 (toimittaja mainittu Sigma
Chemical Co.) koeputkissa 2 ml:aan 50 mM Tris-puskuria (pH

7,5), Jjoka oli inokuloitu Pseudomonas fluorescensilla,
Escherichia colilla tai Saccharomyces cerevisiaella (10°
solua/ml). Helmen pinta edustaa pintoja, jotka sisdltdvit
4 mekv/g osittain hapetettua dimetyyliamiinia kytkettyna
styreeni-divinyylibentseenikopolymeeriin. Putkia sekoitet-
tiin l&mpdtilassa 22 °C ja mitattiin jdljelld olevat eld-
vdt solut maljalaskennalla. Eldvien solujen lukum8drd oli
laskenut tertiaarisen pinnan l8sn8 ollessa kahdessa tun-
nissa yli neljdn kertaluvun verran kaikkien kolmen tutki-
tun organismin ollessa kyseess3.

Esimerkki (iii)

TOlkkil, joka siséltédd mikrobien vastaisesti vaikut-
tavan pinnan, pidentdisi past6éroidun hedelmémehun sdily-

'misaikaa estdmidlli ldsnd olevan mikrobiflooran kasvua.

Tédmdn osoittamiseksi 1lisdttiin 100 mg dimetyyliamino-
propyylipolyakryyliamidihelmia (IRA-68) koeputkeen, joka
sisdlsi 2 ml steriilid omenamehua. Putket inokuloitiin
Saccharomyces cerevisiae -viljelm&lli solutiheyteen 10°/ml
ja inkuboitiin lémpdttilassa 11 °C. Tertiaarista amiinia
sisdltdvén pinnan 1l8sndolo rajoitti sekd kasvunopeutta
ettd solujen kokonaismddrds. Tutkittavien n8ytteiden or-
ganoleptinen arviointi seitsemdn vuorokauden kuluttua
osoitti, ettd vertailundytteet olivat pilaantuneet, kun
taas amiinipitoisen pinnan sisdltdvdt ndytteet eivat ol-
leet. Tdmd esimerkki valaisee testid, jota kaytetdidn témin
suoritusmuodon mukaisten vaikuttavien amiinipitoisten yh-
disteiden identifioinnissa.

Esimerkki (iv)

Tamd esimerkki valaisee tertiaarista amiinia sisdl-

tdvdd pintaa, jolla on vdhdinen vaikutus Saccharomyces
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cerevisiaen kasvun estidjin8 esimerkissid (iii) kuvatuissa
olosuhteissa. 100 mg "Dowex" WGR-2-helmi3, erid nro 83F-
0120 (toimittaja mainittu Sigma Chemical Co.) lis#ttiin
omenamehuun (2 ml), joka oli inokuloitu S. cerevisiaella
solutiheyteen 103/ml, Ja sekoitettiin ldmpdtilassa 11 °C.
Némd helmet edustavat pintoja, jotka sis#ltdvit styreeni-
divinyylibentseenikopolymeeriin kytketty4 dimetyylimetyy-
liamiinia. Kasvua seurattiin maljalaskennalla; vain pieni
ero eldvien solujen lukum#drdssd havaittiin amiinipinnan
sisdltédvien putkien ja vertailuputkien v&l1illi 6 vuorokau-
den aikana. Samanlaisissa kokeissa, jotka tehtiin pusku-
roiduissa suolaliuoksissa monia aineosia sis#ltévien vili-
aineiden sijasta, WGR-2-helmill3 osoitettiin olevan mik-
robien vastaisia ominaisuuksia yht#dpitdvisti Endon et al.
havaintojen kanssa, ja siten osoitettiin, ett# yksinker-
taisissa vdliaineissa havaittava mikrobien vastainen ak-
tiivisuus ei korreloi t#&llaisen aktiivisuuden kanssa monia
aineosia sisdltdvissd vdliaineissa.

Esimerkki (v)

Sen osoittamiseksi, ettd dimetyyliaminopropyyli-

polyakryyliamidipinta on tehokas past&roidun maidon s#ily-
misajan pident&jdnd, toistettiin esimerkin (iii) mukainen
koe kdytt&m#lls rasvatonta kuivamaitoa monia aineosia si-
sdltdvénd vdliaineena, "Amberlite" IRA-68-helmis amiinipi-
toisena pintana ja Pseudomonas fluorescensia testiorganis-
mina. Amiinipinnan l&sn#olo v#hensi merkitt#visti Pseudo-
monas fluorescensin kasvunopeutta tdssd vdliaineessa.

Esimerkki (vi)

Tamd esimerkki osoittaa erd#n toisen amiinia sis#l-
tdavdan pinnan kdyttdkelpoisuuden mikrobien kasvun kontrol-

loijana monia aineosia sis#ltdvidssi viliaineessa. 100 mg
"Amberlite A-21" -helmi#, jotka koostuivat styreeni-di-
vinyylibentseenikopolymeeriin kytketystd osittain hapete-
tusta dimetyylimetyyliamiinista, lis#dttiin steriiliin ome-
namehuun (2 ml). N&iden helmien osittainen hapetus saa-
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tiin aikaan k#sittelemdlld ne ennalta vetyperoksidilla.
Putket inokuloitiin Saccharomyces cerevisiae -viljelm#lli
siten, ettd solutiheydeksi tuli 10? - 10°/ml, ja inkuboi-
tiin l&mp&dtilassa 6, 11 tai 25 °C. Ndiden pintojen l#sni-
olo v3hensi dramaattisesti solujen kasvua kaikissa tapauk-
sissa. Lisdksi mehun pilaantumisen havaittiin viivastyvin
suuresti vertailundytteisiin verrattuna.

Esimerkki (wvii)

Tdmd esimerkki osoittaa, ettd immobilisoitu kvater-
naarinen ammoniumyhdiste, joka tunnetaan aktiivisena mik-
robien vastaisena pintana, on epdaktiivinen monia aineosia
sis8ltévdn vdliaineen ldsnd ollessa. Valmistettiin 3-tri-
metoksisilyylipropyylioktadekyylidimetyyliammonium-
kloridiliuos (US-patenttijulkaisu 4 259 103, Sylgard) 1li-
sd8mdlls tdtd ainetta veteen ja pddllystettiin sen avulla
viljelyputken sisdpinta. Putkiin lisdttiin joko yksinker-
taista puskuriliuvosta tai steriilid omenamehua ja nami
vdliaineet inokuloitiin sitten S. cerevisiaella, jota 1li-
sdttiin 10° solua/ml puskurin ollessa kyseess4d ja 10° so-
lua/ml omenamehun tapauksessa. Ndytteitd inkuboitiin ldm-
pbtilassa 11 °C. Otettiin ndytteitd eri aikoina inokuloin-
nin jdlkeen ja md&ritettiin eldvdt pes#dkkeenmuodostus-
vyksikdt maljalaskennalla. Sienten vastaisen aktiivisuuden

osoltti hiivasolujen nopea kuoleminen (8 tunnissa) pusku-
riliuoksessa. Té&md havainto sopi yhteen aiempien tietojen
kanssa. Solujen elinkyvyn heikkenemistd ei sen sijaan ha-
vaittu omenamehundytteissd ja vertailundyteisiin n&hden
kasvu oli normaalia 5 vrk:n ajan. Td4m& osoitti, ettd témén
aineen mikrobien vastainen aktiivisuus h#dvisi monia aine-
osia sisdltdvissd vidliaineessa.

Esimerkki (wviii)

Amiinipitoisen pinnan sienten vastainen aktiivisuus
osoitettiin hiivaelatusalustassa (Bacto Malt Extract
Broth, Difco). Koeputkiin laitettiin 250 mg "Amberlite"
IRA-68- ja IRA-94-helmid ja lisdttiin kuhunkin putkeen
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5 ml kasvualustaa, joka sis#lsi 103solua/m1 Saccharomyces
cerevisiaeta. Helmi# sis#ltdvisss putkissa ja vertailuput-
kessa esiintyvdd kasvua mitattiin maljalaskennalla 6 vrk:n
ajan. S. cerevisiae -solujen lukumdirid oli saavuttanut
6 vrk:n kuluttua vertailundytteiss#d arvon 10° solua/ml, kun
taas ORA-68- ja IRA-94-putkissa el havaittu mit##n kasvua.
Solujen lukumddrdt ndissd putkissa olivat alle 10° solua 6
vrk:n inkuboinnin j#lkeen.

Esimerkki (ix)

Saccharomyces cerevisiaen sitoutuminen tertiaari-
siin amiineihin osoitettiin kahdella menetelm#ll&. Ensim-
médisessd menetelmdssd pylvd&t (90 x 6 mm) téytettiin
"Amberlite" IRA-68- ja IRA-94-helmilld. Pylv##t tasapai-
notettiin Ringersin liuoksella (1/4 vahvuudesta). Pylvddl-
le laitettiin 1 ml Ringersin 1liuokseen valmistettua S.
cerevisiae -solususpensiota (10° solua/ml) ja eluoitiin
Ringersin liuoksella. Eluaattifraktioille (1 ml) tehtiin
laskenta bakteerilaskentakammiossa ja laskettiin eluoitu-
neiden bakteereiden lukum#srd. Soluista jdi 45 % eluoitu-
matta sekd IRA-68- ettd4 IRA-94-pylvidissd kiytettdessi
Ringersin liuosta. Toisessa menetelmissi, joka suunnitel-

tiin sitoutumisen osoittamiseen suoraan liuoksessa, IRA-
68-helmet tasapainotettiin Ringersin liuoksessa ja laitet-
tiin 250 mg helmid 10 ml:n koeputkeen. Putkeen siirrostet-
tiin 2 ml S. cerevisiae -suspensiota Ringersin liuoksessa.
Koeputkea inkuboitiin pystyasennossa huoneen lampdtilassa
2 tuntia, mitattiin pH (5,4) ja dekantoitiin supernatant-
ti. Lis#ttiin kahdesti steriili# Ringersin liuosta sitou-
tumattomien solujen pesemiseksi pois. S. cerevisiaen si-
toutuminen IRA-68-helmiin osoitettiin mikroskooppisesti
tutkimalla.

Esimerkki (x)

Sen osoittamiseksi, ettd amiinipitoisten pintojen

Saccharomyces cerevisiaeta inhiboiva vaikutus kohdistuu
solukalvoon, S. cerevisiae -solut suspendoitiin puskuriin
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(10° solua/ml), joka sisidlsi 5 % sakkaroosia yhdessi
"Amberlite" IRA-68:n (50 mg/ml) kanssa tai ilman siti.
Otettiin ndytteitd ja mddritettiin niiden siirrostustehok-
kuus alustalla, joka sisdlsi 0,01 % natriumdodekyylisul-
faattia (SDS). SDS on pinta-aktiivinen aine, ja silli on
kyky hajottaa biologisia kalvoja. Kédytetty SDS-pitoisuus
(0,01 %) on kuitenkin pienempi, kuin S. cerevisiaen suh-
teen tappava pitoisuus. Kun solut olivat olleet 70 tuntia
IRA-68:n vaikutuksen alaisina, niiden siirrostustehokkuus
0,01 % SDS:48 sisdltavdlla alustalla oli 80 % pienempi
kuin alustalla, joka ei sisdltdnyt SDS:344. Niytteissd,
Joita ei kdsitelty IRA-68:1la, ei havaittu eroja siirros-
tustehokkuudessa, mikd8 osoittaa, ettd4 IRA-68-kdsittely
herkisti S. cerevisiae -solut SDS:n kalvoja hajottavalle
vaikutukselle tamdn normaalisti ei-tappavan pitoisuuden
vallitessa.

Esimerkki (xi)

Lisatodisteita siitd, ettd IRA-68:n vaikutus hei-
kent88 Saccharomyces cerevisiaen kalvojen yhtendisyyttd,
saatiin vdrjddmdlld solut Trypan Blue -vdrjdysaineella.
Trypan Blue -vdrjdys osoittaa eukaryoottisolujen elinky-
kyisyyden varinhylkimismekanismilla. Solut, joiden solu-
kalvo on ehjd, eivat pddstd vidrid sisddnsd eivdtkd siten
vdrjdydy. Kuolleet tail vaurioituneet solut, joiden kalvo
on ldpdisevd, pddstévdt virin sisd8nsd ja viarjaytyviat si-
nisiksi. S. cerevisiae -solut suspendoitiin puskuriin (10°
solua/ml), joka sisdlsi 5 % sakkaroosia yhdessd IRA-68:n
kanssa (50 mg/ml) tai ilman sitd. Kun IRA-68 oli vaikut-
tanut ndytteeseen 120 tuntia, yli 80 % S. cerevisiae -so-
luista varjdytyili sinisiksi, kun taas vain 2 - 3 % vertai-
lusoluista, joita ei ollut k#sitelty IRA-68:1la, viarjdy-
tyi.

Suoritusmuoto III

T&td suoritusmuotoa kuvataan tdssd viitaten erityi-
sestl raudan sitomiseen elintarvikkeista, kuten maidosta
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ja hedelmd#pohjaisista juomista, mukaan luettuina hedelmi-
Jjuomat ja -nektarit. On kuitenkin ymmarrettdvi, ettd tami
suoritusmuoto on kdyttdkelpoinen raudan sitomiseen neste-
méisestd faaseista yleisesti.

Edullisesti k#dytet#sn matriksia, Jjohon rautaa si-
tova koostumus on sidottu joko kovalenttisesti tai ei-ko-
valenttisesti. Esimerkkeihin t4llaisista matrikseista kuu-
luvat polymeerit, kuten polyeteeni tai polystyreeni, lasi
ja selluloosapohjaiset koostumukset, joihin rautaa sitova
koostumus on sidottu passiivisesti adsorboimalla tai ko-
valenttisesti sitomalla. Rautaa sitovalla koostumuksella
pdadllystetty pinta voidaan saattaa kosketukseen elintar-
viketuotteen, esimerkiksi nestem#isen tuotteen, kuten he-
delmémehun, kanssa joko kdytté&mdlls in line -patruunaa tai
muuta kontaktia edistdv## jdrjestelm#s siirtovaiheen ai-
kana, tai pinta voi olla osana pakkausmateriaalia. T&mi
poistaa rautaa, joka edistii mikro-organismien kasvua,
kelatoimalla se kiinte#in faasiin, jolloin lopputuloksena
on pakatun tuotteen s#ilymisajan piteneminen ja/tai ep&-
toivottavien tai patogeenisten organismien kasvun v#hen-
taminen tai estdminen.

Hyvd kontakti sd4ili®ssd 8 olevan nestemiisen tuot-
teen ja s#ilidssd olevaan matriksiin sidotun rautaa sito-
van koostumuksen vdl1illd saadaan aikaan nesteen 22 Jja séi-
1lidssd olevan sitovan pinnan liikkumisella suhteessa toi-
siinsa. Rautaa sitova koostumus voidaan vaihtoehtoisesti
sitoa erillisen 1liikkuvan ja nestetuotetta sekoittavan
vdlineen pintaan. Sidotun raudan erotus saadaan aikaan,
kun véline poistetaan tai nestemiinen materiaali kaadetaan
pois s#ilibstd, jolloin rauta ja8 sidotuksi tyhjennetyn
s8ilidn sisdpintaan.

Soveltuviin rautaa sitoviin koostumuksiin kuuluvat
deferriferrikromi A, dipyridyyli, pyrimiini tai niiden
seokset.

Rautaa sitovan koostumuksen immobilisointi kiin-
teddn alustaan voi olla luonteeltaan joko kovalenttista



10

15

20

25

30

35

98879

26

tal ei-kovalenttista. Td&m#n vuorovaikutuksen térke#&n&d omi-
naispiirteeni on, ett#d alustaan immobilisoidun koostumuk-
sen tulisi pysyd tiukasti sitoutuneena eikd sitd saisi
vapautua raudansitomisvaiheen aikana. Rautaa sitovan koos-
tumuksen kovalenttinen sitominen voidaan toteuttaa monin
erilaisin menetelmin, jotka ovat alalla hyvin tunnettuja.
Joissakin tapauksissa saattaa olla toivottavaa sisdllyttaa
yhdistelmdin kytkentdryhmid tai vdlihaaroja antamaan rau-
taa sitovalle koostumukselle jonkin verran lis## liikku-
misvapautta ja/tai parantamaan kontaktia nestemdisen ma-
teriaalin kanssa. N&m# voidaan tuoda mukaan immobilisoin-
tivaiheen aikana.

Vaihtoehtona kovalenttiselle immobilisoinnille voi
joissakin olosuhteissa olla toivottavaa sitoa rautaa si-
tova koostumus ei-kovalenttisesti materiaalin kanssa kos-
ketukseen tulevaan pintaan hydrofobisen vuorovaikutuksen
kautta. Rautaa sitovan koostumuksen vesiliuosta inkuboi-
daan kosketuksessa Kkontaktipinnan kanssa, johon rautaa
sitova koostumus on mddrd sitoa.

Materiaalin kanssa kosketukseen tuleviin pintoihin
t4114 tavalla sidotut rautaa sitovat koostumukset ovat
stabiileja, ja valmistettuja substraatteja voidaan sdilyt-
td4 joko puskurilioksessa tai kuivattuina aktiivisuuden
hdvisdmidttd. Immobilisoidun rautaa sitovan Kkoostumuksen
pitoisuus on riittdvi saamaan aikaan kdsitellyssd nestees-
s4 tai kiintedss3 aineessa olevien mikro-organismien olen-
nainen inhibitio.

Kun rautaa sis#lti#vit vdlineet saatetaan kosketuk-
seen liukenemattoman matriksin kanssa, joka sisdltdd rau-
taa sitovaa koostumusta substraattiin kytkettynd, rauta
voidaan muuttaa kvantitatiivisesti vapaasta sidottuun muo-
toon, jossa se ei endd ole saatavilla mikrobien kasvua
varten. T&m3 kvantitatiivinen muuttuminen tapahtuu niin
kauan, kun liukenemattomassa matriksissa on ylim#drin si-
tomiskapasiteettia vapaaseen rautaan n#hden eikd rauta
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kompleksoidu saavuttamattomissa olevaan muotoon, kuten
helmiksi.

Raudan muuttumisesta 1liukenemattomaan muotoon on
seurauksena, ettd vapaan raudan pitoisuus alenee merkit-
tavdsti mikrobien kasvun tarvitseman alarajan alapuolella.
Niinpd kontaminoivien mikro-organismien kasvu v#liainees-
sa, joka on kosketuksessa rautaa sitovan matriksin kanssa,
vdhenee verrattuna tilanteeseen, jossa v#liainetta ei saa-
teta kosketukseen t#dllaisen pinnan kanssa, ja s#dilyvyys
paranee vastaavasti. N#iss8 olosuhteissa ainoat tavat,
joilla mikro-organismit pystyvdt voittamaan inhibition, on
rautaa sitovan matriksin hajoaminen tai rautaa sitovien
aineiden (sideroforien) muodostuminen, joilla on suurempi
sitoutumisvakio kuin matriksilla. N#4iss#kin tapauksissa
havaitaan olennainen viive ennen kasvun alkamista. T&m#
pdtee erityisesti viimeksi mainittuun tapaukseen liukene-
mattomien kompleksien kineettisen stabiiliuden ansiosta.

S81116n 8 sisdpintoihin sidottu rautaa sitova koos-
tumus sitoo ja immobilisoi rautaa nestem#isestd elintar-
vikkeesta 22. Sitovaa proteiinia ja/tai ainetta, joka es-
t&8 mikro-organismin metaboliaa, voidaan haluttaessa lisd-
ta s8ilidn 8 joihinkin tai kaikkiin sisdpintoihin. Biosi-
dinen aine voi olla hajottava entsyymi.

Suoritusmuotoa valaisevat seuraavat esimerkit I -
VI.

Esimerkki I

Tdmd esimerkki valaisee rautaa sitovan koostumuksen
immobilisointia lasihelmille.

Ferrikromi A puhdistettiin suoraan Ustilago sphero-~

gena -vdliaineesta uudelleenkiteytyksell.

Tadm#d rautaa kelatoiva aine sidottiin kovalenttises-
ti lasiin raudalla kylldstetyssd8 muodossa, mika suojaa
raudansitomiskohtia.

40 mg uudelleenkiteytetty4 ferrikromi A:ta liuo-~
tettiin asetoniin (40 ml), joka sis#lsi 0,4 ml pyridiini4.
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T&hdn lisdttiin sitten 40 mg tosyylikloridia ja reaktio-
seoksen annettiin sekoittua huoneen ldmpdtilassa tunnin
ajan. Tdssd vaiheessa seokseen lis#dttiin 2 g aminopropyy-
lisdddeltyjd huokoslasihelmid ja reaktion annettiin edetd
vield 4 tuntia. Vdriltdsdn punaisen ferrikromi A:n havait-
tiin t#&116in liittyneen suurelta osin lasihelmiin. Reak-
tioseos suodatettiin ja pestiin kahdesti asetonilla, kah-
desti vedelld ja lopuksi vield kahdestl asetonilla. Orans-
sinpunaisten helmien annettiin kuivua.

Esimerkki II

Esimerkin I mukaisella menettelylld valmistetun

immobilisoidun ferrikromi A -tuotteen arvioimiseksi eli-
minoitiin epédspesifinen tausta sitoutumattoman raudan
kanssa esiintyvdn reaktiivisuuden suhteen t&mdn esimerkin
mukaisella menettelylld.

Ferrikromi A -lasihelmilld olevat reagoimattomat
primaariset aminoryhm#t suojattiin saattamalla ne reagoi-
maan etikkahappoanhydridin kanssa. 2 g ferrikromi A -lasi-
helmid suspendoitiin seokseen, Jjoka sisdlsi suhteessa
100:1 asetonia ja pyridiinid (10 ml). T&hd&n seokseen li-
sdttiin 2,73 ml etikkahappoanhydridid ja reaktioseosta
inkuboitiin v&hint&d&n 1 tunti. Helmet pestiin asetonilla,
kahdesti vedelld ja vield kahdesti asetonilla. Derivati-
soidut helmet kuivattiin alipaineessa.

Esimerkki III

Tamd8 esimerkki valaisee menetelmi#d sidottua rautaa
sisdltévdn rautaa sitovan koostumuksen regeneroimiseksi.

Sitoutunut rauta poistettiin immobilisoidusta fer-
rikromi A:sta suspendoimalla 1 g ferrikromi A -lasihelmid
veteen (5 ml) ja lis#&8m#lla 0,25 ml 1 M KSCN-liuosta ja
5 mg natriumditioniittia. Reaktioseoksen annettiin seist&
vdhintddn tunnin ajan, jona aikana v3rin havaittiin h&-
vidv3dn lasihelmistd. Helmet, joista oli poistettu rauta,
(deferriferrikromi A -helmet) pestiin sitten kahdesti ve-
della ja kahdesti asetonilla. Sitten deferriferrikromi A
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-helmet kuivattiin ja steriloitiin k#sittelem#lli
80-%:isella etanolilla.

Esimerkki 1IV

Tam& esimerkki valaisee bakteerien kasvun estidmisti
tdmén suoritusmuodon mukaisella menetelm&llA.

Psykotrooppinen Pseudomonas fluorescens -kanta
eristettiin pilaantuneesta maidosta. 10° CFU n&it4 soluja
lisdttiin 5 ml:n annoksiin alustaa, joka sis#lsi 6 g
Na,HPO,:a, 3 g KH,PO,:a, 0,5 g NaCl:a, 1 g NH,Cl:a, 2 g glu-
koosia 0,002 mol/1 MgsSO, ja 0,0001 mol/l CaCl,:a. Alustan
rautapitoisuuden m#sritettiin olevan 1,2 pmol/l. Samaan
aikaan helmien 1lis##misen kanssa joihinkin ndytteisiin
lisdttiin 10 mg DFFA-derivatisoituja lasihelmi# Jja joihin-
kin etikkahappoanhydridilli suojattuja aminopropyylilasi-
helmid. Niytteitd inkuboitiin lampbdtilassa 11 °C ja kasvu
arvioitiin m&i&ritt&m#lls CFU/ml-arvo maljalaskennalla eri
aikoina. Tulokset osoittivat, ettd immobilisoidun rautaa
kelatoivan aineen lis##minen esti merkitt#visti bakteeri-
solujen kasvua. Ndiss# ndytteissd tapahtui lopulta kasvua
pidentyneen viiveen j#lkeen.

Esimerkki v

Tam8 esimerkki valaisee sit#d, ettei deferrioksamii-
ni B sovellu rautaa sitovaksi koostumukseksi keksinn&n

mukaisen menetelmdn yhteydessi.

Deferrioksamiini B (Desferal™, Ciba-Geigy) kytket-
tiin agaroosihelmiin, jotka oli muunnettu CNBr:1lla alalla
tunnetulla tavalla. Kovalenttinen sitoutuminen tapahtui
Desferalin primaarisen aminoryhm#n ja agaroosihelmien vi-
11118, ja rautaa kelatoiva aine s#ilytti raudansitomisky-
kynsd mddritettynd edellisissi esimerkeissi kuvattujen
kanssa analogisin kokein. Tehtiin muuten samanlainen kas-
vatustutkimus kuin esimerkiss# IV yksityiskohtaisesti ku-
vattu, mutta lisdttiin vastaava miiri Desferal-agaroosia
DFFA-lasihelmien sijasta. Kasvun estymistd ei havaittu
edes lisdttdessd olennainen ylim#4rd rautaa sitovaa mat-
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riksia saatavilla olevaan rautamddrddn ndhden; niinpa bak-
teereilla oli kyky ottaa vastaan Desferal -agaroosiin si-
dottua rautaa joko suoran tai epdsuoran kilpailun kautta.

Esimerkki VI

(Tdmd esimerkki voitaisiin katsoa myds suoritusmu-
odon II piiriin kuuluvaksi.)

Tdmd esimerkki valaisee sitd, miten kasvualustassa

olevat tertiaariset amiinit estdvdt Saccharomyces-hiivan
kasvulle vdlttamdttOmien komponenttien saannin.

IRA-94:48 ja IRA-68:n (Rohm & Haas) inkuboitiin mo-
nia aineosia sis3ltdvén alustan kanssa, joka sis#dlsi muu-
tamia kasvutekijdyhdistelmid; alusta sis#dlsi seuraavia

aineosia.

Typpil&hde

Ammoniumsul faatti 3,5 g/1

Hiililahde

Sakkaroosi 5,0 g/1

Vitamiinit

Yhdistelm8 1 Biotiini 2,0 pg/1
Kalsiumpantotenaatti 400,0 pg/1
Foolihappo 2,0 pg/1

Yhdistelmd 2 Isositoli 2000,0 npg/1
Niasiini 400,0 pg/1
p-aminobentsoehappo 200,0 pg/1

Yhdistelmd 3 Pyridoksiini HC1l 400,0 pg/1
Riboflaviini 200,0 pg/1
Tiamiini HC1 400,0 npg/1

Hivenaineet

Yhdistelmd 4 Boorihappo 500,0 npg/1
Kuparisulfaatti 40,0 ug/1
Kaliumjodidi 100,0 ug/1

Yhdistelmd8 5 Mangaanisulfaatti 400,0 pg/1
Natriummolybdaatti 200,0 pg/1
Sinkkisulfaatti 400,0 pg/1

Rautakloridi 200,0 npg/1
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Suolat
Yksieméksinen kaliumfosfaatti 1,0 g/1
Magnesiumsulfaatti 0,5 g/1
Natriumkloridi 0,1 g/1
Kalsiumkloridi 0,1 g/1

Kun alusta oli ollut 48 tuntia kosketuksessa IRA-
68:n tai IRA-94:n kanssa, k#sitelty alusta inokuloitiin
Saccharomyces-soluilla. IRA-94-helmills kdsitelty alusta
el edistdnyt kasvua, kun taas IRA-68-helmilli kdsitellyssi
alustassa esiintyi k#sittelemdtt®bmin alustan kanssa ver-
tailukelpoista kasvua. IRA-94:114 k#sitelty alusta ei
edistdnyt Saccharomyces-solujen kasvua, kun kaikki ravin-
toaineyhdistelmdt lis#ttiin takaisin samanaikaisesti.

Tdll4 menetelmdlld on seuraavat edut:

A) Aktiiviset aineet on helppo sitoa matriksiin
Joko passiivisesti tai aktiivisesti (kovalenttisesti) ke-
miallisella k#sittelyllA.

B) Matriksi voi olla polymeeri#, lasia, ruostuma-
tonta terdstid jne.

C) Kaytetddn pelkdstdsn myrkyttémis, elintarvikkei-
den kanssa yhteensopivia materiaaleja.

D) Aktiivisten aineiden ja matriksimateriaalien
siirtyminen késittelt#dvdin materiaaliin on mit#tsnti.

E) Elintarvikkeen organoleptiset ja ravitsemuksel-
liset ominaisuudet s#ilyvit ennallaan.

F) Saadaan aikaan aktiivisia, affiniteettiin perus-
tuvia solujen ja kasvutekijdiden poistojirjestelmis, Jjotka
jattdvdt muut rakenneosat koskemattomiksi Ja vahingoittu-
mattomiksi.

G) J&8rjestelmdt perustuvat biologisiin ilmidihin.

H) On kdytettdvissd spesifinen ja epdspesifinen
affiniteetti suoritusmuotojen I ja II yhteydess# kuvatulla
tavalla.

I) Aktiivisten aineiden regenerointi on mahdollista
suoritusmuotojen I ja III yhteydessi.
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J) Tarjotaan kdyttédn aktiivisia mikrobiologisia
sdltelyjidrjestelmid mikrobiologisen tilanteen stabiloimi-
seksi s4dilididen taytdn jidlkeen.

Teollinen kdaytttkelpoisuus

Keksinnén mukaiset suoritusmuodot ovat kédyttbdkel-
poisia teollisuuden eri aloilla, erityisesti pakkausalal-
la.
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Patenttivaatimukset

l. Menetelmd monimutkaisen eli monia aineosia si-
sdltdvan véliaineen muodossa olevan, nesteen k#sittivin
pakatun tuotteen (22) sis#ltimien mikro-organismien kasvun
sddtelemiseksi, jossa menetelmissi tuote (22) saatetaan
kosketukseen pakkausmateriaalin (8) pinnassa (10, 12, 14,
16) olevan, olennaisilta osiltaan liukenemattoman, immobi-
lisoidun, kasvua ehk#isevdn aktiivisuuden omaavan aineen
kanssa, jolla aineella on sellainen koostumus, ettd se on
aktiivinen mainitun pakatun tuotteen (22) suhteen, t u n-
nettu siitd, ettd valitaan kasvua ehkdisevidn aktiivi-
suuden omaavaksi aineeksi aine, joka ei ole entsyymi, ja
jonka aktiivisuus ei oleellisesti esty pakatun tuotteen
(22) jonkun komponentin vaikutuksesta, Ja ettd aktiivi-
suutta edistetdin aikaansaamalla suhteellinen liike paka-
tun tuotteen (22) ja aktiivisen aineen vdlilli.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm#, t u n-
nettu siitd, ettd aktiivinen aine valitaan ryhmastad,
Jjoka kdsittdd lektiinit, polysakkaridit, vasta-aineet,
metallia kelatoivat yhdisteet ja amiinin sis#lt#vit yhdis-
teet.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd aktiivinen aine on sitova
aine, jolla on korkea sitomisaffiniteetti pakatun tuotteen
(22) tiettyjen komponenttien suhteen ja joka siten sitoo
nditd8 komponentteja, mutta v#&h&inen sitomisaffiniteetti
tuotteessa (22) olevien muiden komponenttien suhteen, jot-
ka muut komponentit siten eivit est# mainittujen tiettyjen
komponenttien sitoutumista.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelm#, t u n-
nettu siitd, ettd mainitut tietyt komponentit ovat
tuotteen sisdltémdt mikro-organismit.

5. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen mukai-
nen menetelmd, t unne t tu siit4, ettd aktiivinen
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aine kdsittdd amiinin sisdltédvéin yhdisteen, joka amiini on
mainitussa tuotteessa (22) oleville mikro-organismeille
saatavissa ja kykenee aiheuttamaan niille riittdvésti va-
hinkoa niiden kasvun est@miseksi tuotteessa (22).

6. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen mukai-
nen menetelmd, t unnet tu siitd, ettd aktiivinen
aine kdsittdd sitovan yhdistelmdn muodossa olevan sitovan
aineen, jolla yhdistelmdlld on affiniteetti vd@hintaan yh-
delle sellaiselle hivenainemetallille, joka toimii tuot-
teessa (22) olevien mikro-organismien biologisena kasvute-
kijdnd, ja jolla yhdistelmdlld on sellainen sitoutumisva-
kio ja kineettinen stabiilisuus, ettd8 tapahtuu riittavi
hivenainemetallin (metallien) sitoutuminen ja ettd se si-
ten menestyksellisesti kilpailee mikro-organismien kanssa
ja piddttaa sitoutuneen hivenainemetallin (sitoutuneet
hivenaineimetallit), ja siten rajoittaa hivenainemetallin
(metallien) saatavuutta mikro-organismeille.

7. Pakkausmateriaali (8), jonka pinnalla (10, 12,
14, 16) on kidytdnnbllisesti katsoen liukenematon, immobi-
lisoitu, kasvua ehkdisevd aine, jotta saataisiin kosketus
kompleksisen vidliaineen muodossa olevaan, nesteen kiasitta-
v348n tuotteeseen (22), mainitun aineen ollessa yhdistelmd,
joka on aktiivinen tuotteeseen (22) ndhden estden tuot-
teessa (22) olevien mikro-organismien kasvu, tunnet -
t u siitd, ettd kasvua ehkdisevdn vaikutuksen omaavan ai-
neen, joka ei ole entsyymi, aktiivisuus el oleellisesti
esty jonkin tuotteessa (22) olevan komponentin vuoksi.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen pakkausmateriaa-
li, tunnettu siitd, ettd aktiivinen aine on valit-
tu ryhmidstd, joka kdsittdd lektiinit, polysakkaridit, vas-
ta-aineet, metallia kelatoivat yhdisteet ja amiinin sis&l-
tdvat yhdisteet.

9. Patenttivaatimuksen 7 tai 8 mukainen pakkausma-
teriaali, tunnettu siitd, ettd aktiivinen aine
kdsittdd amiinin sisdltdvdn yhdisteen, jossa amiini on
mainitussa tuotteessa (22) oleville mikro-organismeille
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saatavilla ja kykenee aiheuttamaan niille riittavisti va-
hinkoa niiden kasvun est#miseksi tuotteessa (22).

10. Patenttivaatimuksen 7, 8 tai 9 mukainen pak-
kausmateriaali (8), tunne t tu siiti, ettd aktiivi-
nen aine kdsittdd sitovan yhdistelm#n muodossa olevan si-
tovan aineen, jolla yhdistelm#lld on affiniteetti v#hin-
taan yhdelle sellaiselle hivenainemetallille, joka toimii
biologisena kasvutekij#ni, ja jolla yhdistelm#llid on sel-
lainen sitoutumisvakio ja sellainen kineettinen stabiili-
suus mainitun metallin (mainittujen metallien) sitomisek-
si, joka on riittdvd, jotta sitova yhdistelm# pystyisi
tehokkaasti kilpailemaan mainitusta metallista (mainituis-
ta metalleista) mikro-organismien kanssa ja pidatt&miin
metallin (metallit) t&ten rajoittaen t#m#n (n#iden) saata-
vuutta mikro-organismeille.

11. Patenttivaatimuksen 7, 8, 9 tai 10 mukainen
pakkausmateriaali, tunne t t u siit4, ettd sen pin-
nassa mybs on biosidinen aine, joka soveltuu mikro-orga-
nismien inaktivoimiseksi.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen pakkausmate-
riaali, t unnet tu siitd, ettd biosidinen aine on
hajottava entsyymi.
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Patentkrav

1. Fdrfarande fdr reglering av mikroorganismtill-
védxt 1 en f6rpackad produkt (22) i form av ett komplext,
dvs manga komponenter innehdllande medium och omfattande
en vidtska, 1 vilket fdrfarande produkten (22) bringas i
kontakt med en praktiskt taget ol6slig, immobiliserad,
tillvéxt férhindrande substans pa en yta (10, 12, 14, 16)
av ett fdrpackningsmaterial (8), vilken substans har en
sddan sammans#ttning, att den uppvisar en aktivitet visavi
den ndmnda fdrpackade produkten (22), k& nneteck-
nat dirav, att sdsom substans med tillvéxt férhindran-
de aktivitet vdljes en substans som inte dr ett enzym, och
vars aktivitet inte v#sentligt inhiberas av nédgon 1 den
fbrpackade produkten (22) ingdende komponent, och att ak-
tiviteten beframjas genom att dstadkomma en relativ rérel-
se mellan den fd&rpackade produkten (22) och den aktiva
substansen.

2. Fbrfarande enligt patentkrav 1, k 8§ nn e -
tecknat dirav, att den aktiva substansen vdljs ur
en grupp omfattande lektiner, polysackarider, motkroppar,
metall kelaterande fdreningar och amin innehdllande f&re-
ningar.

3. F6rfarande enligt patentkrav 1 eller 2, k 8 n -
netecknat ddrav, att den aktiva substansen d8r en
bindande substans med hg bindningsaffinitet till s&rskil-
da komponenter 1 den fdrpackade produkten (22) och salunda
binder dessa komponenter, men med en lag bindningsaffini-
tet till andra komponenter i produkten (22), vilka andra
komponenter sdalunda inte fdérhindrar bindning av n&mnda
sdrskilda komponenter.

4. F4brfarande enligt patentkrav 3, k d n n e -
tecknat dirav, att ndmnda sdrskilda komponenter &r
i produkten befintliga mikroorganismer.

5. Fé6rfarande enligt nagot av fdregdende patent-
krav, k a nnetecknat ddrav, att den aktiva
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substansen omfattar en amin innehdllande fbrening, vilken
amin dr disponibel f6r i n#mnda produkt (22) befintliga
mikroorganismer och kapabel att d&stadkomma dessa tillrick-
lig skada f6r att fdrhindra deras tillvidxt i produkten
(22).

6. Fdrfarande enligt ndgot av fdregdende patent-
krav, kd8nnetecknat ddrav, att den aktiva
substansen omfattar en bindande substans i form av en
bindande komposition med affinitet f6r Atminstone en sadan
sparémnesmetall, som utgdr en biologisk tillv#xtfaktor f&r
mikroorganismerna i produkten (22), vilken komposition har
en sddan bindningskonstant och en sddan kinetisk stabili-
tet, att en tillridcklig bindning av spardmnesmetall (me-
taller) &ger rum, och att den sdlunda framgdngsrikt kon-
kurrerar ut mikroorganismerna och kvarhdller den bundna
spardmnesmetallen (de bundna spardmnesmetallerna), och
sdlunda inskridnker spArimnesmetallens (metallernas) till-
gdnglighet f6r mikroorganismerna.

7. Fdrpackningsmaterial (8), pd vars yta (10, 12,
14, 16) finns en praktiskt taget oldslig, immobiliserad,
tillvéxt foérhindrande substans, f&6r att Astadkomma kontakt
med en produkt (22) i form av ett komplext medium och om-
fattande en vatska, varvid nidmnda substans 4r en samman-
sdttning, som uppvisar aktivitet visavi ndmnda produkt
(22) och férhindrar mikroorganismtillvixt i produkten
(22), k8annetecknat ddrav, att den aktiva
substansens, vilken har en tillvéxtférhindrande verkan och
vilken inte 4r ett enzym, aktivitet inte vdsentligt inhi-
beras av ndgon av de i produkten (22) ingdende komponen-
terna.

8. Forpackningsmaterial enligt patentkrav 7, k 4 n-
netecknat ddrav, att den aktiva substansen ir
utvald ur en grupp omfattande lektiner, polysacrider, mot-
kroppar, metall kelaterande f®reningar och amin innehal-
lande fdreningar.
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9. F4rpackningsmaterial enligt patentkrav 7 eller
8, kdannetecknat dirav, att den aktiva substan-
sen omfattar en en amin innehdllande fdrening, vilken amin
4r disponibel f6r i ndmnda produkt (22) befintliga mikro-
organismer och kapabel att &stadkomma dessa tillr#cklig
skada f6r att fé6rhindra deras tillvaxt i produkten (22).

10. Férpackningsmaterial enligt patentkrav 7, 8
eller 9, k annetecknat darav, att den aktiva
substansen omfattar en bindande substans i form av en
bindande komposition med affinitet fOr dtminstone en sadan
sparamnesmetall som utgdr en biologisk tillv&xtfaktor,
vilken komposition har en sadan bindningskonstant och en
saddan kinetisk stabilitet f6r bindning av ndmnda metall
(metaller) som dr tillrdcklig for att den bindande kompo-
sitionen framgdngsrikt konkurrerar ut mikrorganismerna och
kvarhaller metallen (metallerna), varvid salunda dennas
(dessas) tillgdnglighet fOr mikroorganismerna inskrénks.

11. Férpackningsmaterial enligt patentkrav 7, 8, 9
eller 10, k annetecknat dirav, att pd dess yta
dven finns ett biocida medel lampligt f&6r inaktivering av
mikroorganismer.

12. F6rpackningsmaterial enligt patentkrav 11,
k4d4nnetecknat dirav, att det biocida medlet &r
en lytisk enzym.
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