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MENETELMA ELINTARVIKEKAYTTOON TARKOITETUN TEOLLISESTI
IDATETTAVAN SIEMENMATERIAALIN KASITTELEMISEKSI

Keksinto koskee menetelmaa elintarvikekayttoon
tarkoitetun teollisesti idatettavan siemenmateriaalin
kasittelemiseksi.

Idatysprosessilla tarkoitetaan tassa yhteydes-
sa yleisesti menetelmavaiheita, jotka tarvitaan idate-
tyn tuotteen valmistamiseksi lahtien varastokuivasta
siemenesta. Esimerkiksi panimo- ja tislaamoteollisuu-
dessa idatysprosessia, so. mallastusprosessia, kayte-
taan oluen tai muiden alkoholijuomien tarkean raaka-ai-
neen, viljamaltaan, kuten ohramaltaan, ruismaltaan tai
minka tahansa maltaan tuottamiseksi. Idatysprosessia
kaytetdan lisaksi erilaisten kaupallisten itutuottei-
den, esim. pavunitujen tai minka tahansa ihmisen ravin-
tona kaytettavien itujen tuottamiseksi.

Idatysprosessit suoritetaan yleensa ei-asep-
tisissa olosuhteissa. Kasiteltavissa siemenissa esiin-
tyy mikrobeja, jotka ovat perdisin kasvuymparistosta
tai varastoinnista. Idatysprosessin olosuhteet ovat
yleensa edullisia siemenessa esiintyville mikrobeille,
jotka tavallisesti lisaantyvat prosessin aikana. Mikro-
bit voivat vaikuttaa haitallisesti idatettyyn tuottee-
seen tai tuotteesta mahdollisesti valmistettavaan lop-
putuotteeseen, mutta niilla voi olla myos hyodyllista
vaikutusta idatettavaan tuotteeseen.

Oluen valmistuksen paavaiheet ovat mallastus,
vierteen valmistus, paa- ja varastokayminen seka jal-
kikasittely. Mallastuksen tarkoituksena on tuottaa
jyvassa entsyymeja, jotka maskayksessa hajottavat vil-
jan endospermin aineet vierteeseen liukenevaan muotoon.
Esimerkiksi ohrajyvien mallastusprosessiin kuuluu tun-
netusti kolme vaihetta, liotus, idatys ja kuivaus. Puh-
distetut ja seulotut ohrajyvat liotetaan vedessa kunnes
haluttu kosteus on saavutettu, esim. suuruusluokkaa n.
43 - 44%. Osa liotuksesta voidaan suorittaa ns. kui-
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valiotuksena. Ohra saa itaa hallituissa olosuhteissa ja
itanyt ohra kuivataan kuumassa ilmavirrassa, Kkunnes
itaminen on loppunut. Kuivauksen paatteeksi maltaista
poistetaan juuri-idut. Mallastuksen vaiheiden saato
perustuu lampotilan, ilman virtauksen ja kosteuden
saatamiseen.

Maltaan laatuun vaikuttaa mallastustekniikan
ja -olosuhteiden 1lisaksi mallasviljan mikrobifloora,
joka vaihtelee merkittavasti mm. viljalajikkeen, saa-
olosuhteiden, kasvupaikan, kasvukauden pituuden ja
varastointiolosuhteiden mukaan.

Mallastuksessa yleisimmin kaytetty viljalaiji
on ohra. Ohran luonnollinen mikrobifloora voidaan ryh-
mitella pelto- ja varastosieniin, bakteereihin ja hii-
voihin. Ohran yleisimmat peltosienisuvut ovat Fusarium,
Alternaria, Cladosporium, Cephalosporium, Epicoccum ja
Helminthosporium. Homesienien esiintyminen on erilaista
eri maissa ja eri vuosina. Kosteat saaolosuhteet viljan
kasvu- ja etenkin korjuuaikana suosivat Fusarium-homeen
kasvua. Sateisina kasvukausina Fusarium-kontaminaatio
voi olla hyvin voimakas. Eras viljan yleisimmista bak-
teerilajeista on Enterobacter agglomerans. Muista bak-
teereista mainittakoon Escherichia coli seka Pseudomo-
nas—, Micrococcus- ja Bacillus-suvun bakteerit seka
maitohappobakteerit. Bakteerien m3ird ohrassa on n. 10°
- 108 pmy/g (pesdkkeitd muodostavia yksikoitd/g).

Ohran sisaltamat homeet ja bakteerit lisaan-—
tyvat mallastuksen aikana ja huippupitoisuudet saavu-
tetaan yleensa idatysvaiheen aikana. Voimakkaimmin
lisaantyvat talloin etenkin Fusarium-homeet ja maito-
happobakteerit. Myos hiivat lisaantyvat mallastuksen
aikana. Kuivausvaiheessa home-, hiiva- ja bakteeripi-
toisuudet taas yleensa laskevat. Osalla ohrassa esiin-
tyvista mikrobeista on hyodyllinen vaikutus mallastusta
ja maltaasta valmistettua tuotetta esim. olutta ajatel-
len. On arvioitu, etta joistakin maltaan entsyymeista
jopa 40 — 50 % on mikrobiperaisia. Osalla mikrobeista
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on vastaavasti epaedullinen vaikutus ohraan ja/tai

maltaisiin.

Epaedullisista mikrobeista mainittakoon Fusa-

rium-homeet, joiden on todettu aiheuttavan muita homei-
ta useammin erityisen haitallista oluen ylikuohuntaa
(gushing-ilmio), jolloin homeiden tuottamat peptidit
ovat alkioina kaasukuplille, jotka purkautuvat olutpul-
losta voimakkaana kuohuna. Kun mallastetuista jyvista
yli 50 % on Fusarium-homeilla kontaminoituneita, yli-
kuohumisriski lisaantyy selvasti.

Edelleen, ohran sisaltamien gram-negatiivisten

bakteerien, kuten Leuconostoc-, Pseudomonas— ja Flavo-

bacterium-sukuihin kuuluvien lajien on todettu hidasta-
van maskin suodattavuutta vierteen suodatuksen yhtey-
dessa. Ohrassa esiintyvat erilaiset mikrobit voivat ai-
kaansaada myos muita epaedullisia vaikutuksia, esim.
alentaa itavyyttda, aiheuttaa makuvirheita tai epaedul-
lisia muutoksia vierteen ja oluen analyysiarvoissa.

Mallasohran laatuvaatimukset voidaan maari-
tella vuosittain vahvistetuissa viljelysopimus— ja han-
kintaehdoissa. Homeet ovat usein laatuvaatimuksissa
mainittu mikrobiryhma. Useat mallastamot ovat lisaksi
asettaneet tietyille homeille ylarajan. Jos Fusarium-
homeilla kontaminoitujen jyvien osuus on yli 65 % tai
Aspergillus- ja Penicillium-homeiden vastaava osuus on
yli 50 %, voidaan ohra luokitella huonolaatuiseksi tai
jopa mallastukseen kelpaamattomaksi.

Homeiden aiheuttamaa ylikuohumista on pyritty
ehkaisemaan kayttamalla hyvalaatuista ohraa tai sekoit-
tamalla ohra-, mallas- tai oluteria. Sateisina vuosina
lahes koko ohrasato saattaa olla huonolaatuista, jol-
loin hyvalaatuisen ohran saaminen voi olla mahdotonta.
Myos mikrobisidisia kemikaaleja on kokeiltu homeiden
maaran vahentamiseksi, mutta mitaan turvallista, ylei-
sesti hyvaksyttya kemikaalia ei ole kyetty loytamaan.

Myos idatysprosessi ravinnoksi tarkoitettujen
itujen tuottamiseksi tarjoaa edulliset olosuhteet esim.
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homeiden ja bakteerien lisdantymiselle. Tallaiset itu-
tuotteet pilaantuvat nopeasti. Edelleen siementen ida-
tyksen yhteydessa voi lisdantya esim. ruokamyrkytyksia
aiheuttavia elintarvikepatogeeneja, kuten Salmonella-,
Yersinia- ja/tai Listeria-bakteereita.

Esilla olevan keksinnon tarkoituksena on pois-
taa edella mainitut epakohdat.

Erityisesti keksinnon tarkoituksena on tuoda
esiin menetelmd, jolla mikrobiflooran maaraa ja laatua
voidaan saadella hallitusti idatysprosessin aikana vai-
kuttamatta kuitenkaan epaedullisesti idatetyn tuotteen
tai tuotteesta mahdollisesti valmistetun lopputuotteen
laatuun.

Keksinnolle tunnusomaisten seikkojen osalta
viitataan patenttivaatimuksiin.

Keksinto perustuu tutkimuksiin, joiden yhtey-
dessi on yllattden havaittu, etta maitohappobakteereja
voidaan kayttaa idatettavan tuotteen laadun parantami-
seen. Keksinnén mukaisen valmisteen sisaltamat ja/tai
tuottamat aineet, so. mikrobisidiset aineet, estavat
idatysprosessin vhteydessa esiintyvien haitallisten
mikrobien kasvua.

Maitohappobakteerien kaytto elintarvike- ja
rehuteollisuudessa on hyvin tunnettua. Ne tuottavat
fermentointiolosuhteissa tuotteiden koostumukseen ja
makuun vaikuttavia, mutta myos tuotteita pilaavien pa-
togeenisten mikrobien kasvua estavia yhdisteita. Mai-
tohappobakteereja on kaytetty yleisesti maitotuotteis-
sa, lihatuotteissa, vihannesten fermentoinnissa Jja
leipomotuotteissa seka rehun sailonnassa.

Maitohappobakteeri- tai maitohappolisaysta on
kaytetty eraan mallastyypin, ns. Sauermalz'in, valmis-—
tuksessa. Lisays suoritetaan maltaaseen kuivausvaihees-
sa ennen maskaysta tai maskayksen aikana. Lisayksen
tarkoituksena on ainoastaan aikaansaada vierteen pH:n
alentuminen ja siten vaikuttaa maskaysprosessin kulkuun
ja valmiin oluen laatuun. Maitohappobakteereja ei ole
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kuitenkaan aiemmin kaytetty keksinnon mukaisesti esta-
maan ei-toivottua mikrobien kasvua idatysprosessin
yhteydessa.

Keksinnon mukainen valmiste voidaan lisata
idatettavaan tuotteeseen missa tahansa idatysprosessin
vaiheessa.

Eraassa erityisen edullisessa sovellutuksessa
maitohappobakteerivalmistetta tai maitohappobakteerin
tuottamaa valmistetta, jolla on mikrobien kasvua esta-
vaa vaikutusta, lisataan viljamateriaaliin kuten ohran-
jyviin mallastusprosessin aikana. Lisatty valmiste
rajoittaa homeiden, erityisesti haitallisten Fusarium-
homeiden, ja bakteerien kasvua, jonka seurauksena esim.
Fusarium-homeesta johtuva oluen ylikuohuntariski piene-
nee. Valmiste ei kuitenkaan vaikuta oleellisesti hyoty-
mikrobiston toimintaan saadun maltaan tai siita val-
mistetun oluen laatua ajatellen. Lisatylla valmisteella
ei ole myoskaan havaittu haitallisia vaikutuksia mal-
taan laatuun eika sen ole havaittu sisaltavan tai tuot-
tavan maltaan tai oluen kannalta haitallisia yhdistei-
ta.

Mallastusprosessissa maitohappobakteerival—-
miste tai maitohappobakteerin tuottama valmiste voidaan
lisata ohranjyviin ennen liotusta, liotusvaiheessa tai
idatysvaiheessa. Lisays suoritetaan edullisesti liotus-
tai idatysvaiheessa. Mallastusprosessi voidaan suorit-
taa muilta osin sinansa tunnetulla tavalla. Haluttaessa
mallastettavaan ohraan voidaan lisata esim. ravinteita
tai olosuhteita voidaan saataa, esim. lisata maitohap-
poa, maitohappobakteerien kasvuolosuhteiden optimoimi-
seksi.

Keksinnossa voidaan kayttaa mita tahansa
yleisesti saatavaa maitohappobakteeria, jolla on mik-
robien kasvua estavaa vaikutusta. Kayttokelpoisista
maitohappobakteerisuvuista mainittakoon Lactococcus-,
Leuconostoc-, Pediococcus- ja Lactobacillus-suvut.
Edullisina lajeina mainittakoon Lactococcus lactis,
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Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus damnosus, Pe-

diococcus parvulus, Pediococcus pentosaceus, Lactoba-
cillus curvatus ja Lactobacillus plantarum tai naiden
seokset, joista erityisen edullisia ovat Lactobacillus

plantarum ja Pediococcus pentosaceus tai naiden seok-
set. Myos geneettisesti muunneltujen maitohappobaktee-

rien kaytto on mahdollista.

Maitohappobakteerivalmiste voi koostua kasvu-
liuoksesta soluineen, soluista tai konsentroidusta kas-
vuliuoksesta soluineen. Maitohappobakteerien tuottama
valmiste voi koostua soluvapaasta kasvuliuoksesta, kon-
sentroidusta kasvuliuoksesta, fraktioidusta kasvuliuok-
sesta tai kokonaan tai osittain puhdistetusta mikro-
bisidisesta tuotteesta.

Eraan erityisen edullisen sovellutuksen mukaan
kasittely suoritetaan konsentroidulla tai fraktioidulla
kasvuliuoksella, joka voi olla soluvapaa tai sisaltaa
soluja. Konsentrointi voidaan suorittaa esim. lyofili-
soimalla tai haihduttamalla. Kasvuliuos konsentroidaan
esim. 2 — 20 - 40-kertaiseksi.

Fraktiointi, so. mikrobisidisten tuotteiden
puhdistus, voidaan suorittaa sinansa tunnettuun tapaan,
esim. kromatografisten menetelmien avulla tai ultrasuo-
dattamalla.

Keksinnon mukaisessa menetelmassa siemenmate-
riaaliin lisattavan, maitohappobakteeria sisaltavan
valmisteen tai maitohappobakteerin tuottaman valmisteen
mikrobien kasvua estava aktiivisuus vastaa esim. kasvu-
liuosmaaraa n. 10 — 10 000 ml/kg kasiteltavaa siemenma-—
teriaalia, sopivasti 30 - 7000 ml/kg kasiteltavaa sie-
menmateriaalia, esim. 40 — 5000 ml/kg kasiteltavaa sie-
menmateriaalia. Kasvuliuoksien valmistusta on kuvattu
esimerkkiosassa. On huomioitava, etta valmisteen aktii-
visuus on maaritelty tassa hakemuksessa kaytettyjen
kasvuliuosten avulla. Alan ammattilaiselle on selvaa,
ettda keksinnon mukaisia valmisteita, joilla on vastaa-
vanlainen mikrobien kasvua estava aktiivisuus, voidaan
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tuottaa myos muita kasvuliuoksia ja/tai -menetelmia
kayttaen.

Keksinnon mukaisesti valmiste sisaltaa mikro-
bisidisia yhdisteita tai valmiste tuottaa mikrobisidi-
sid yhdisteita idatysprosessin aikana. Kaytettaessa
soluvalmistetta solujen kasvua voidaan tarvittaessa
edistaa esim. saatamalla olosuhteita idatysprosessin
aikana tai lisaamalla ravinteita. Valmiste voi myos
kiihdyttaa idatettavassa materiaalissa esiintyvien
muiden maitohappobakteerien kasvua.

Koska maitohappobakteereiden kaytto elintar-
vikkeissa on sallittua ja yleisesti hyvaksyttya, myos
maitohappobakteerikasvatuksesta saatu valmiste on tur-
vallista kayttaa. Maitohappobakteerit kuuluvat
tavallisesti idatettavien siemenien, kuten ohranjyvien,
luonnolliseen mikrobiflooraan. Siten keksinnon mukainen
menetelma on mahdollisimman luonnonmukainen. Maitohap-
pobakteerikantana voidaan my6s kayttaa siemenissa
luonnostaan esiintyvaa kantaa.

Keksinnon ansiosta esim. mallastuksessa voi-
daan vahentaa Fusarium-kontaminaatioista aiheutuvia
haittoja kuten oluen ylikuohuntariskia.

Keksinnon mukaisen menetelmdn on lisaksi yl-
lattaen havaittu parantavan suodattuvuutta oluen val-
mistusprosessissa. Taman on todettu johtuvan siita,
etta keksinnon mukainen valmiste rajoittaa myos mallas-—
tuksessa esiintyvien haitallisten, maskin suodattuvuut-
ta hidastavien, esim. Leuconostoc-, Pseudomonas- ja
Flavobacterium-sukuihin kuuluvien lajien maaraa.

Eraan toisen edullisen sovellutuksen mukai-
sesti maitohappobakteerivalmistetta tai maitohappobak-
teerin tuottamaa valmistetta lisataan siemenmateriaa-
liin tuotettaessa ravintona kaytettavia ituja.

Esilla olevan keksinnon ansiosta haitallisten
mikrobien kasvua voidaan rajoittaa idatysprosessin yh-
teydessd. Keksinto mahdollistaa ensimmaista kertaa
biologisten keinojen kayton idatettavassa siemenessa
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esiintyvien haitallisten mikrobien kasvun estamiseksi
teollisen idatysprosessin aikana.

Keksinnon mukainen menetelma parantaa yleen-—
sikin idiatysprosessin yleista hygieniatasoa.

Seuraavassa keksintéa havainnollistetaan so-
vellutusesimerkein, jotka on tarkoitettu ainoastaan
havainnollistamaan keksintoa rajoittamatta sita naihin.
Keksinnon mukaista kasittelya voidaan soveltaa myos
muunlaisiin idatysprosesseihin.

Kuva 1 esittaa kuvaajaa maitohappobakteerin
kasvuliuoksessa olevasta mikrobisidisesta aktiivisuu-
desta turbidometrisella menetelmalla maaritettyna.
Testiorganismin E.agglomerans E-396 normaali kasvukayra
ja tuottokantojen L. plantarum E-76 ja P. pentosaceus
E-390 kasvuliuosten estovaikutus testiorganismin kas-

vuun.
Kuvassa 2 on esitetty mallastusten eri vaihei-
siin 1lisattyjen P.__pentosaceus E-390-kasvuliuosten

vaikutus mallastuksen kokonaisbakteeripitoisuuksiin.
Kuvassa 3 on esitetty mallastusten eri vai-
heisiin lisattyjen P. pentosaceus E-390-solujen vaiku-
tus mallastuksen kokonaisbakteeripitoisuuksiin.
Kuvassa 4 on esitetty kokonaisbakteeripitoi-
suudet koemallastusten eri vaiheissa lisattaessa P.
pentosaceus E-390 ja L. plantarum E-76 kasvuliuoksia
tai konsentroituja kasvuliuoksia ohran likoveteen.
Kuvassa 5 on esitetty kokonaisbakteeripitoi-
suudet koemallastusten eri vaiheissa lisattaessa P.
pentosaceus E-390 ja L. plantarum E-76 kasvuliuoksia
tai konsentroituja ja fraktioituja kasvuliuoksia ohran
likoveteen.
Kuvassa 6 on esitetty mallastukseen lisattyjen
maitohappobakteeriviljelmien vaikutus maskin suodattu-
vuuteen (Tepral-suodatus).

Esimerkki 1: ERI MAITOHAPPOBAKTEERIKANTOJEN MIKROBISI-
DINEN VAIKUTUS MALLASTUKSESSA ESIINTYVIIN MIKROBEIHIN
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Kokeessa tutkittiin eri maitohappobakteeri-
kantojen tuottamien valmisteiden mikrobisidista vaiku-
tusta mallastuksessa esiintyviin mikrobeihin. Valmis-
teina kaytettiin steriilisuodatettua kasvuliuosta.

1. Tuottokannat:

Tuottokantoina kaytettiin maitohappobakteeri-

kantoja:
Lactobacillus lactis
ssp. lactis VTT-E-90414 (E-414)
ssp. diacitilactis VTT-E-90423 (E-423)
Leuconostoc mesenteroides
ssp. mesenteroides VTT-E-90389 (E-389)
ssp. mesenteroides VTT-E-90415 (E-415)
ssp. mesenteroides VTT-E-90466 (E-466)
Pediococcus damnosus VTT-E-76065 (E-65)
Pediococcus parvulus VTT-E-88315 (E-315)
Pediococcus pentosaceus VTT-E-76067 (E-67)
Pediococcus pentosaceus VTT-E-76068 (E-68)
Pediococcus pentosaceus VTT-E-88317 (E-317)
Pediococcus pentosaceus VTT-E-90390 (E-390)
(DSM talletus)
Lactobacillus curvatus VTT-E-903391 (E-391)
Lactobacillus plantarum VTT-E-78076 (E-76)
(DSM talletus)
Lactobacillus plantarum VTT-E-79098 (E-98)

Kannat saatiin VTT:n biotekniikan
laboratorion kantakokoelmasta.

2. Testikannat:

Testikantoina kaytettiin mallastuksessa
esiintyvia erilaisia haitallisia mikrobilajeja seka mm.
tuottokantoina kaytettyja maitohappobakteerikantoja.

Haitallisia homeita kokeessa edustivat oluen
ylikuohuntaa aiheuttavat Fusarium-homeet [Gibberella
avenacea (ent. Fusarium avenaceum) VTT-D-80141 (D-141)
ja VTT-D-80147 (D-147) seka Fusarium culmorum VTT-D-
80148 (D-148) ja VTT-D-80149 (D-149), VTT:n bioteknii-
kan laboratorion teollisuusmikrobikokoelma] seka yksi
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Aspergillus-laji.
Haitallisia gram-negatiivisia bakteereja edus-

tivat kaksi kantaa Enterobacter-suvusta sekd@ yksi laji
seki Flavobacterium— ettd Pseudomonas-suvuista.
Maitohappobakteerit koostuivat tuottokantoina

kaytettyjen kantojen lisdksi kannasta Lactococcus sp.
E-416.

3. Tuottokantojen kasvatus Jja steriilisuoda-
tetun kasvuliuoksen valmistus:

Maitohappobakteerit kasvatettiin MRS-liemessa
(MRS BROTH, Oxoid). Pediococcus-suvun kannat E-65, E-67

' ja E-68 kasvatettiin 25 °C:ssa aerobisesti Jja muut

tuottokannat 30 ©°C:ssa anaerobisesti kasvatusajan
vaihdellessa 2 - 5 vrk. Sitten solut sentrifugoitiin ja
supernatantti steriilisuodatettiin.

4. Testikantojen kasvatus:

Fusarium-homeiden kasvuliemestd tuotettiin
itidsuspensiot kasvattamalla homekantaa CMC-liuoksessa
(karboksimetyyliselluloosa) 25°C:ssa, 5 - 6 vrk ravis-—
teluviljelménd, rikkomalla itidmuodostelmat TWEEN-1i-
uoksessa, suodattamalla suspensio ja ottamalla saatu
suodos talteen.

Aspergillus-homeen itidsuspensio tuotettiin
suoraan PD-agarille (25 °C, 3 vrk) (Potato dextrose,
Difco).

Gram-negatiivisia bakteereita kasvatettiin
aerobisesti NB-liemessid (Nutrient broth, Difco) 1 vrk,
Enterobacter-kantaa 30 °C:ssa ja Flavobacterium- Jja-
Pseudomonas-kantoja 25 °C:ssa.

Maitohappobakteereita kasvatettiin kohdassa 3.

esitetyn mukaisesti.
5. Maitohappobakteerikantojen mikrobisidisen

vaikutuksen tutkiminen:
Mikrobisidinen aktiivisuus kasvuliuoksessa
maidritettiin kiekkomenetelmdlld tai turbidometrisesti.
5.1. Kiekkomenetelmd mikrobisidisen aktiivi-

suuden midrittamiseksi:
Steriilisuodatettua kasvuliuosta tai sen lai-
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mennosta pipetoitiin suodatinpaperikiekolle (halkaisija
12,7 mm) 100 pl. Kiekot asetettiin Plate Count-agar-
maljoille, joihin oli maljattu 0,3 ml testiorganismin
laimennusta, 1072. Niytteita kasvatettiin 24 h 30°C:ssa,
jonka jalkeen muodostuneen estorenkaan halkaisija il-
moitettiin millimetreina.

5.2. Turbidometrinen sameudenmittausmenetelma
mirobisidisen aktiivisuuden maarittamiseksi:

Menetelmassa kaytettiin automaattista turbi-
dometria (Bioscreen, Labsystems).

Nayte sisdlsi testiorganismia 10 til-% 3Jja
tuottokannan kasvatuksesta saatua steriilisuodatettua
valmistetta 10 til-% naytteen tilavuudesta laskettuna
seka kasvatusalustaa. Kontrolleissa kaytettiin sterii-
lisuodosvalmisteen tilalla steriilia vetta, jonka pH
oli saadetty maitohapolla samalle tasolle kuin sterii-
lisuodatetun valmisteen pH.

Kasvatusalustana kaytettin kunkin testikannan
tapauksessa samaa alustaa kuin testikannan kasvatuk-
sessa.

Fusarium-homeilla ja Aspergillus-kannalla kas-—
vatusolosuhteet olivat 5 vrk, 25 °C ja.voimakas ravis-
telu. Gram-negatiivisilla bakteereilla kasvatusolosuh-
teet olivat: Enterobacter-kanta 30 °C, muut 25 °C, 2
vrk ja ravistelu. Maitohappobakteereilla kasva-
tusolosuhteet olivat 3 vrk, 30 °C ja ravistelu.

Laitteisto maaritti naytteista absorbanssin
nakyvan valon aallonpituuksilla 420 - 580 nm. Kasva-
tuksen jalkeen voitiin muodostaa kunkin naytteen kas-
vukayra ja laskea kasvukayran pinta-ala.

Tuottokannan mikrobisidinen vaikutus testi-
kannan kasvuun ilmaistiin inhibitioprosenttina, joka
saatiin vertaamalla kontrollilla ja tuottokannan ste-
riilisuodatetulla valmisteella saatua kasvualan kokoa.

6. Eraiden maitohappobakteerien fungisidisen
vaikutuksen tutkiminen:

Kuuden maitohappobakteerikannan, E-76, E-98,

94875
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E-315, E-317, E-414 ja E-415, fungisidista vaikutusta
tutkittiin erikseen kaikkiin testikantoina kaytettyihin
Fusarium-homeisiin. Kokeessa tarkasteltiin visuaali-
sesti sameuden muodostumista homeviljelmissa, joihin
oli lisatty kustakin maitohappobakteerikasvatuksesta
saatua steriilisuodatettua valmistetta erilaisina,
taulukossa 3 maariteltyina laimennoksina.

Kontrolleissa kaytettiin kasvuliuoksen sijasta
steriloitua Milli-Q-vetta ja maitohapolla pH 3,6:ksi
saadettya Milli-Q-vetta.

Kasvatus suoritettiin koeputkikasvatuksena
CMC-liemessa, 25 °C:ssa, 5 vrk ajan. Tulokset luettiin
visuaalisesti.

7. Tulokset:

Taulukossa 1 ja 2 seka kuvassa 1 on esitetty
eri maitohappobakteerikannoille kiekkomenetelmalla ja
vast. turbidometrisella menetelmalla maaritetty mikro-
bisidinen aktiivisuus.

Taulukossa 3 on esitetty visuaalisesti maa-
ritetty fungisidinen aktiivisuus.

TAULUKKO 1. Maitohappobakteerikasvuliuosten mikro-—
bisidinen aktiivisuus kiekkomenetelmalla.

Maitohappo-|Solumaara |Kasvuliuos |Estorenkaan
pobakteeri [PMY/ml pH halkaisija, mm
E-76 3,2x108 3,70 19
E-98 1,2x108 3,72 17
E-315 1,6x108 3,90 16
| E-317 1,0x108 3,86 16
“ E-390 1,9x108 3,92 15

Testiorganismi E-396:n solumaara 4,0x107 PMY/ml; maljal-
la 1,2x10° PMY/ml

94875
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T.\Ut.UKKO 3. Maitchappubakicenen kasvulivoksen estovaikuius oluen ylikuohuntas atheuttavin Fusanum-sieniin, + sc¢lva kasvu,
- <l Xasvua
D-141 Maitchappo- KASVULIUOS
bakteenkanta laimennus
1:6 2:6 3:6 4:6 S:6 6:6
E-76 -~ + - - - .
E-98 + + - - - -
E-315 -~ + + - . R
E-317 + + - - - .
E414 + + + + - -
E-415 - + + - - .
kontroili +
pH-kontrolli +
D-147 Maitohappo- KASVULIUOS
bakteenikanta laimennus
1:6 2:6 3:6 4:6 5:6 6:6
E-76 + + - - - -
E-98 + + - - . -
E-315 + + + - - -
E-317 + + + - - -
E-414 + + + + - -
E415 + + + - - -
kontrolli
H-kontroili
D-148 Maitchappo- KASVULIUOS
bakteerikanta laimennus
1:6 2:6 3:6 4:6 5:6 6:6
E-76 + - - - - -
E-98 + + - - - -
. E-315 - + - - - -
l E-317 + + - - - -
E-414 + + 5 - . -
E-415 + + - - - -
: kontrolli +
i pH-kontrolli +
D 149 Maitohappo- KASVULIUOS
. bakteenkanta laimennus
1:6 2:6 3:6 4:6 5:6 6:6
E-76 + + - - - -
E-98 + + - - - -
E-315 - + + - - -
E-317 + + + - - -
Edl4d + + + . - -
E415 + + + - - -
kontrolhi +
oH-kontroili *
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Tuloksista nahdaan, etta mainitut maitohappo-
bakteerikannat estavat haitallisten Fusarium-homeiden
ja muiden mallastuksessa esiintyvien haitallisten mik-—
robien kasvua ollen vaikuttamatta oleellisesti hyoty-
mikrobeihin. Tulokset osoittavat maitohappobakteerien
kayttokelpoisuuden esilld olevan keksinnon mukaisessa

menetelmassa.

Esimerkki 2: ERAIDEN MAITOHAPPOBAKTEERIKANTOJEN MIKRO-
BISIDINEN VAIKUTUS ELINTARVIKEPATOGEENEIHIN JA ELINTAR-
VIKKEILLE HAITALLISIIN MIKROBEIHIN

Kokeessa tutkittiin Pediococcus pentosaceus

VTT-E-90390 (E-390)- ja Lactobacillus plantarum VTT-E-
78076 (E-76)- kannoilla tuotettujen valmisteiden mikro-

bisidista vaikutusta elintarvikepatogeeneihin ja elin-
tarvikkeille haitallisiin mikrobeihin. Testiorganis-
meina kaytettiin Bacillus-, Yersinia-, Listeria-, Pseu=
domonas—, Salmonella- ja Staphylococcus—sukuihin kuulu-

via kantoja.
Valmisteena kaytettiin maitohappobakteerien

steriloitua kasvuliuosta, joka valmistettiin esimerkis-
sa 1 esitetyn mukaisesti. Kaikkia muita testikantoja
kasvatettiin 16 — 18 h Iso-sensitest-liemessa (Oxoid),
paitsi Listeria-kantaa, jota kasvatettiin tryptoosifos-
faatti-liemessa. Kasvatuslampotila oli 30 °C, paitsi
Salmonella-, Listeria- ja Staphvlococcus-kannoille 37
°cC.

Mikrobisidinen aktiivisuus maaritettiin turbi-
dometrisella menetelmialld, joka on kuvattu esimerkissa
1. Koe-olosuhteet turbidometrisessa madrityksessa oli-
vat kasvualustan ja lampotilan suhteen edella esitetyn
mukaiset. Kasvatusaika oli 24 h, paitsi Bacillus- jJja
Yersinia-kannoille 48 h.

Tulokset on esitetty taulukossa 4, josta voi-
daan havaita, etta keksinnon mukainen maitohappobak-
teerivalmisteen lisays estaa elintarvikepatogeenien ja
elintarvikkeille haitallisten mikrobien kasvua.
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TAULUKKO 4. P. pentosaceus E-390:n ja L. plantarum E-76:n aiheuttama kasvun esto.

Tuottokannat E-350 E-76
Testiorganismit Kasvun pinta-alan pieneneminen (%)
Bacillus cereus 93 80
ATCC9139 *)
Yersinia enterolitica 85 54
ELI351 *)
Listeria monocytogenes 41 49
KTL4126 *)
Pseudomonas fluorescens 89 97
ELI97
Pseudomonas fragi 84 93
ATCC4973
Salmonella infantis 90 98
ELIS *)
Staphylococcus aureus 73 86
ELI200 *)

BN

*) Elintarvikkeessa esiintyvid patogeeneja

ATCC; American Type Culture Collection
ELI;  VTT, Elintarvikelaboratorio
KTL; Kansanterveysiaboratorio

94875
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Esimerkki 3: MAITOHAPPOBAKTEERIVALMISTEIDEN JA MAITO-
HAPPOBAKTEERIEN TUOTTAMIEN VALMISTEIDEN VAIKUTUS MAL-
LASTUKSEN MIKROBIFLOORAAN JA MALTAAN LAATUUN

1. Kaytetyt kannat:

Kokeessa kaytettiin Pediococcus pentosaceus
VTT-E-90390 (E-390)-maitohappobakteerikantaa.

Kasvuliuoksena kaytettiin MRS-lienta. Viljel-
mat olivat tuoreita, kahdesti nuorennettuja. Nuoren-
nuksissa bakteereita kasvatettiin 10 ml MRS-liemessa
anaerobisesti, lampotila 30 °C. Siirrostilavuus oli 1 %
kasvuliuoksen tilavuudesta.

2. Ohra:

Ohrana kaytettiin satovuoden 1990 Kymppi-oh-
raa, jonka Fusarium-homeilla kontaminoitujen jyvien
osuus oli 55 %.

3. Mallastusprosessi:

1000 g ohraerat upotettiin huuhtelua varten 12
°c vesihauteeseen 1 h ajaksi. Huuhteluvesi vaihdettiin
ensimmaiseksi likovedeksi, joka puolestaan vaihdettiin
5 h kuluttua toiseksi likovedeksi. Kuivaliko aloitet-
tiin tasta 16 h kuluttua. Kuivalion tarkoituksena oli
poistaa vesi jyvien pinnalta. Kuivaliko kesti 8 h. Ohra
saavutti likojen aikana 44 % kosteuden. Ohria ilmastet-
tiin koko liotuksen ajan.

Likoa seurasi idatys. Ohria idatettiin idatys-
kaapissa 6 vrk, 14 °C. Kosteuden pitamiseksi tasolla 44
$ ohraeria kostutettiin ja kaannettiin paivittain.
Saatu vihermallas kuivattiin 21 h lampotilaohjelmalla.
Kuivauksen alussa lampotila oli 50 °C 4,5 h ajan. Seu-
raavan 4,5 h aikana lampotila nostettiin 60 °C:een,
jossa sita pidettiin 4 h. Lampotilaa nostettiin edel-
leen tasaisesti 5 h aikana 85 °C:een asti, jossa sita
pidettiin loput 3 h. Maltaan loppukosteudeksi tuli n. 4
%. Lopuksi maltaista poistettiin juuri-idut mekaanises-
ti.

Kontrollikokeena kaytettiin mallastusta ilman

mitaan lisaysta.

94875
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4. Maitohappobakteerivalmiste ja maitohappo-
bakteerien tuottama valmiste:

Valmisteina kaytettiin kasvuliuoksesta ero-
tettuja maitohappobakteerisoluja ja mikrobisidisia
yhdisteita sisaltavia kasvuliuoksia yhdessa ja erik-
seen. Kasvuliuosta soluineen lisdttiin 120 ml/kg ohra
tai solut erotettiin 120 ml:sta kasvuliuosta. Erotus
suoritettiin kasvuliuoksesta sentrifugoimalla ja solut
suspendoitiin veteen. Kasvuliuosta lisattaessa liuos
kaytettiin sellaisenaan. Lisattavien valmisteiden so-
lumaara oli suuruusluokkaa n. 108 -10% pmy/ml.

5. Maitohappobakteerivalmisteliséykset:

Maitohappobakteerivalmisteliséykset suoritet-
tiin joko ohraan, I lion alkuun, I ja II lion alkuun
tai idatyksen alkuun.

6. Suoritetut analyysit:

Naytteita otettiin kustakin mallastusvaihees-
ta.

6.1. Homeet maaritettiin seuraavasti: Fusa-
rium-homeilla kontaminoitujen jyvien prosenttiosuus
maaritettiin Fusarium-homeille selektiivisella CZAPEK
IPRODION DICLORAL-agarilla (CzZID-agar) Jja kostealla
imupaperialustalla (IP, EBC-Analytica Microbiologica,
osa II, 1987). Fusarium-homeet tunnistettiin tyypil-
lisen pesake- ja itiomorfologian ja punaisen varin
perusteella.

Aspergillus- Jja Penicillium-homeet maaritet—
tiin selektiivisella mallassuola-agarilla (EBC-Analy-
tica Microbiologica, osa II, 1987). Muut yleisimmat
homesuvut maaritettiin kostealla imupaperialustalla.

6.2. Maitohappobakteerit maaritettiin MRS-aga-
rilla sekia lisattdvien viljelmien etta mallastusnayt-
teiden tapauksessa.

6.3. Kokonaisbakteeripitoisuudet maaritettiin
Plate Count —-agarilla (Difco).

6.4. Maltaan kemialliset ominaisuudet maari-
tettiin mallastuksen yhteydesta tunnetuilla menetel-
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milla (EBC-Analytica, 1987, 4.painos).

7. Tulokset:

Taulukossa 5 on esitetty Fusarium-homeiden
seka maitohappobakteerien pitoisuudet mallastuksen eri
vaiheissa lisattaessa E-390-kasvuliuosta.

Kuvissa 2 ja 3 on esitetty kokonaisbakteeri-
pitoisuudet mallastuksen eri vaiheissa E-390-kasvuli-
uoksille seka E-390-soluille.

Taulukossa 6 on esitetty mal-
lasanalyysitulokset, kun mallastukseen on lisatty E-
390-kasvuliuosta tai E-390- soluja.
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TAULUKKO S. Mallastuksen en vaiheisiin lisityn P. pentosaceus E-390 kasvuliuoksen vaikutus mallastuksen
Fusarium-sienipitoisuuteen ja maitohappobakteerien mairain.

Fusarium-homeet (kontaminoituneiden jyvien osuus, %)
Lisdysvaihe Ohra Liko Idatys Mallas
Kontrolli 55 72 96 25
120 mi kasvuliuosta ohraan 3 6 77 3
120 mi kasvuliuosta 1. likoon 55 62 98 14
120 mi kasvulivosta 1. +2. likoon 55 42 90 9
120 ml kasvuliuosta iditykseen 55 78 91 3

aitohappobakteerit (solutiheys, pmy/g)
Kontroili 6,0x10' 3,4x10° 2,2x10° 3,0x10°
120 mi kasvuliuosta ohraa 1,2x10° 1.1x10° 2.2x10* 1,8x10°
120 mi kasvuliuosta 1. likoon 6,0x10' 3,1x10° 2,8x10’ 1,4x10
120 mi kasvuliuosta 1. +2. likoon 6,0x10' 7,4x10 8,3x10’ 5,3x10
120 mi kasvuliuosta iditykseen 6,0x10' 1,5x10 2,7x10* 2,6x10%
L
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Saaduista tuloksista voidaan havaita, etta
keksinnon mukaiset kasittelyt vahentavat erityisesti

Fusarium-homemaaraa ja kokonaisbakteerimaaraa mallas-

tuksen eri vaiheissa.
Maitohappobakteerivalmisteen lisays ei vai-
kuttanut haitallisesti maltaan laatuun. Pain vastoin,
keksinnon mukainen kasittely paransi vierteesta saadun
maskin suodattuvuutta ja alensi maltaan B-glukaanipi-

toisuutta.

Esimerkki 4: MAITOHAPPOBAKTEERIEN TUOTTAMIEN VALMISTEI-

DEN VALMISTUS
1. Konsentroidun kasvuliuoksen valmistus:
Tuottokannat, Pediococcus pentosaceus VTT-E-
90390 (E-390) ja Lactobacillus plantarum VTT-E-78076

(E-76), kasvatettiin fermentorissa 15 1 tilavuudessa.
Siirrostetilavuus oli 6 % - 7 %, kasvatus tehtiin MRS-
alustassa, 30 °C:ssa, 2 vrk mikroaerofiilisissa olosuh-
teissa. Kasvuliuokset konsentroitiin 10- ja 20 kertai-
siksi lyofilisointi~ ja haihdutusmenetelmalla. Konsent-—
raattien mikrobisidinen aktiivisuus todettiin kiekko-
menetelmalla.

2. Puhdistetun, mikrobisidisia yhdisteita
sisaltavan liuoksen valmistus:

Maitohappobakteerin kasvuliuos puhdistettiin
geelikromatografisesti fraktioimalla molekyylikoon
mukaan. Kiekkomenetelmalla ja turbidometrisesti mikro-
bisidisesti aktiivisiksi todetut fraktiot kerattiin ja
ajettiin uudelleen geelipylvaan lapi.

Esimerkki 5: MAITOHAPPOBAKTEERIVALMISTEIDEN JA MAITO-
HAPPOBAKTEERIN TUOTTAMIEN VALMISTEIDEN VAIKUTUS MAL-
LASTUKSEN MIKROBIFLOORAAN JA MALTAAN LAATUUN

1. Kaytetyt kannat ja kannoista tuotetut val-

misteet:
Kaytettiin bakteerikantoja:

Lactobacillus plantarum VTT-E-78076 (E-76)

oo R INREN]
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Pediococcus pentosaceus VTT-E-90390 (E-390)

Kannat saatiin VTT:n biotekniikan laboratorion
kantakokoelmasta.

Valmisteet tehtiin esimerkissa 1, kohdassa 3.,
esimerkissa 3, kohdassa 1. ja 4. ja esimerkissa 4, koh-
dissa 1 ja 2, esitetyn mukaisesti.

2. Ohra:

Kaytetty ohra oli satovuoden 1991 Kymppi-oh-
raa.

3. Mallastusprosessi:

Mallastus suoritettiin esimerkissa 3 esitetyn
mukaisesti, mutta idatysvaihe kesti 8 vrk. Maltaan
loppukosteudeksi tuli alle 5 %.

4. Mallastus:

Suoritettiin kaksi koemallastusta. Kontrolli-
kokeena kaytettiin mallastusta ilman lisayksia.

4.1. Ensimmainen mallastus:

Koemallastuksessa valmisteina kaytettiin 10-
kertaiseksi konsentroituja kasvuliuoksia ilman soluja
ja kasittelematonta kasvuliuosta soluineen. Valmistetta
lisattiin I lion alussa tai I ja II lion alussa. Mal-
lastuskokeet 1 — 8, suoritettiin seuraavasti:

Koe nro 1: Kontrolli Kymppi-ohra 1991;

Koe nro 2: I ja II lion alussa lisataan 120 ml E-76
kasvuliuosta soluineen;

Koe nro 3: I lion alussa lisataan 120 ml 10-kertaiseksi
konsentroitua E-76 kasvuliuosta;

Koe nro 4: I ja II lion alussa lisataan 120 ml 10-ker-
taiseksi konsentroitua E-76 kasvuliuosta;

Koe nro 5: I ja II lion alussa lisataan 120 ml E-390
kasvuliuosta soluineen;

Koe nro 6: I lion alussa lisataan 120 ml 10-kertaiseksi
konsentroitua E-390 kasvuliuosta

Koe nro 7: I ja II lion alussa lisataan 120 ml 10-ker-—
taiseksi konsentroitua E-390 kasvuliuosta;

Koe nro 8: I ja II lion alussa lisataan 60 ml E-76
kasvuliuosta soluineen ja 60 ml E-390 kasvuliuosta

94875
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soluineen.

4.2. Toinen mallastus:

Koemallastuksessa valmisteena kaytettiin 20-
kertaiseksi konsentroituja kasvuliuoksia ilman soluja,
puhdistettuja mikrobisidisia fraktioita ilman soluja ja
kasittelematonta Kkasvuliuosta soluineen. Likoveden
pH:ta saadettiin. Valmistetta lisattiin I ja II lion
alussa. Mallastuskokeet 9 - 16 suoritettiin seuraavas-
ti:

Koe nro 9: Kontrolli Kymppi-ohra 1991;

Koe nro 10: I ja II lion alussa lisataan 120 ml vetta,
pH 3,8;

Koe nro 11: I ja II lion alussa lisataan 120 ml E-76
kasvuliuosta soluineen;

Koe nro 12: I ja II lion alussa lisataan 120 ml E-76
fraktioitua konsentraattia, pH 3,8;

Koe nro 13: I ja II lion alussa lisataan 120 ml 20-
kertaiseksi konsentroitua E-76 kasvuliuosta;

Koe nro 14: I ja II lion alussa lisataan 120 ml E-390
kasvuliuosta soluineen;

Koe nro 15: I ja II lion alussa lisataan 120 ml E-390
fraktioitua konsentraattia, pH 3,8;

Koe nro 16: I ja II lion alussa lisataan 120 ml 20-
kertaiseksi konsentroitua E-390 kasvuliuosta.

5. Suoritetut analyysit:

Naytteita otettiin kustakin mallastusvaihees-
ta.

Homeet, maitohappobakteerit, kokonaisbakteeri-
pitoisuudet seka maltaan fysikaaliset ja kemialliset
laatuominaisuudet maaritettiin esimerkissa 3 esitetyn
mukaisesti.

6. Tulokset:

Kuvissa 4 ja 5 on esitetty kokonaisbakteeripi-
toisuudet mallastuksen eri vaiheissa kaytettaessa mai-
tohappobakteerien kasvuliuoksia soluineen tai konsent-
roituja tai fraktioituja kasvuliuoksia ilman soluja

likovesissa.
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Taulukoissa 7, 8, 9 ja 10 on esitetty Fusa-—
rium-homeiden ja muiden homeiden seka maitohappobak-
teerien pitoisuudet mallastuksen eri vaiheissa molem-

missa mallastuksissa.
Taulukoissa 11 ja 12 on esitetty mallasanalyy-

situlokset molemmista mallastuksista.
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TAULUKKO 8. Mallastuksen maitohappobakteeripitoisuus (PMY/g) lisittiessa
P. pentosaceus E-390 ja L. plantarum E-76 valmisteita ohran likoveteen.

Naiytteiden numerointi esimerkissa 5.

27

Niyte Liotus [ditys Mallas
1 5.5x10° 3.3x10° 2.5x10%
2 7.3x10° 1,2x10’ 5.5x10°
3 1.4x10° 4,4x10° 1.1x10°
4 3.2x10° 1,4x10* 9.5x10?
5 1.3x10 7.5x10° 2.6x10°
6 4,8x10° 5.0x10° 4,0x10*
7 7.3x10° 2.4x10¢ 2.6x10°
8 1.2x107 1.4x107 2.3x10°

Ohran maitohappobakteeripitoisuus 7,5x10° PMY/g.
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TAULUKKO 10. Mallastuksen maitohappobakteeripitoisuus (PMY/g) lisittiessd P. pentosaceus E-390 ja L.
plantarum E-76 valmisteita ohran likoveteen. Niytteiden numerointi esimerkissa 5.

———
Niyte Liotus Idatys Mallas
9 8.0x10° 4.2x10° 8.0x10°
10 8.0x10% 5.0x10° 5.6x10
11 2.7x10’ 2.1x10’ 8.5x10°
12 2.2x10° 3.4x10° 2.5x10°
13 1.2x10° 1.4x10’ 2.3x10°
14 4.1x10’ 3.5x10’ 1.1x10*
15 4.8x10° 4.8x10° 3.9x10°
16 3.5x10% 1 2.1x10° _ 1,7x10°

Ohran maitohappobakteeripitoisuus 7,5x10° PMY/g.



30

94875

sty 19¢ Tiy y 09¢ 09¢ ozy 234 N ISEEUBYN|-g |
pLI 24 961 6L1 8C1 syl 81 8Ll an iseejAuie-o
89 29 99 L9 8¢ £9 9 19 % SANSIUAITOUIOH
9L LL SL (7) €L €L L bL % sAAstaufjuayio iy
Sl Of!l osi 8¢Si 6€1 ssi 91 ¥S1 178w ddfioutwr eedep
LS9 78 969 019 9L SoL 659 8L I/dw nueeyn|d-g
8S'1 6S°1 8s'l SS'l LS'1 65"l LSl 69'l dd INASORSIA
66'S L6'S 98°S 98°S 98°S 98'S 88°S £6'S Hd uaapalp
ozl/sLT 06/SST 9L/097 89/097 €L/SST 6S/0LT $9/S97 98/09C unuyw aynol ‘uauiuinyepong
TSISIE 6b/0TE 99/S1€ LYI0ZE ov/S1E 8P/SIE ¥r/0TE SP/I0ZE un/ju oyue! ‘uaunwnyepons
sey sexIy seyany seqsny sy seay seyIIy seyxsy SREYNIY UAAUAIA
o1 e o1 2[|e D IE ET ol e I E ulw [ENTTEIIER TN
'y 6'S L'y €'y 6'v XZ 8'c (A % 0J3-an()
1'LL 8'pL v'oL LL T'sL ‘oL LL 8'9L ey % aynos ‘sanstondann __
'8 L'08 I8 (AT 08 9'08 8°08 I8 ey % oynel ‘snnsiopdaynny __
6'¢ 6'€ 9'¢ L'e L'c 33 9'¢ 9'¢ % SIS0y
8 L 9 3 3 3 [4 I

JAEN

1skAjeuy

"G ESSIYIAWISI NUIOSSWING USPINAEN "URNIRE| UBR)|BW STINYIBA UapIR)SIWfRA 9/ -5 uinipiuvyd T el 0gg-7 snaovsojuad g ualnesyy uadjaao] ueQ "1 OXNNINY.L



31

94875

80€ e 1L€ 82 (712 S9¢ SLE $9¢ ~n iseeueyn|d-¢f |
] st 8pl (7} €2l 191 (77] 191 an 1seejAwe-0
v is 89 LS [13 9L 99 £9 % sansiuaeFouioy] |
iL SL 8 vL 8 98 S8 S8 % shAsruliuayfop
ozl 6¢l 6b1 Ll 871 6b1 Syl 6b1 13w ddfjoutwe eedep
9LS £9p I8¢ 719 £S5 L6E (%73 (2% I/ nueeyn|d-g
sl 6b'l 6b'1 Sl €Sl 1'1 §9‘l ¥S'l d M3NISOYSIA
66'S 86'S $6'S v6'S L6'S 66'S S0‘9 $0'9 Hd uaauaip
T1/s9T 0Z1/50¢ 89/S87 0zl/sye 0z1/592 1/092 9L/0LT 0Z1/062 Uy w aynos ‘uauiuin)jepong
ov/0T€ Ob/0EE 6V/SIE $S/0Z€ wisie vp/0ZE LY/SIE ov/0ZE un/u oynel ‘usunumjepong
seysny seysny sexsny eIy sey sy sy seIy SNEPHLY URBUIIA
ol aje ED EG ol e o1 3¢ ol 3y 01 3j|e o1 2|ie urw uaMuIMI013)0§
v's S'y v'e 89 L L'e 97 1'T % 013-3In)
1°sL 9'9L 9'LL SEL £'eL v'LL 6'LL b'8L ey Y% aynos ‘sansiojidaing)
08 1'i8 18 £08 s08 (AT $'08 c'08 oy % oynel ‘snnstiopdainn
9'¢ S'E 3 8¢ X3 9'¢ 9'¢ 3 % ETR
9l St vl £l 4] i ol 6 skAjeuy
AAEN
'S ¥SSHUISWISS HUIOIBWNG USPIAYAEN “unnjee| UBE)|BW SNINYIEA UIPIAISIEA 9/ -] wmswuvyd ] 8l 06¢-q snaovsoad

d udfAnesi] uaaaAoNI| UeIyO ‘71 ONANTINV.L




10

15

20

25

32

Ssaaduista tuloksista voidaan havaita, etta
keksinnon mukaiset kasittelyt vahentavat erityisesti
Fusarium-homemaaraa ja kokonaisbakteerimaaraa mallas-—
tuksen eri vaiheissa. Edelleen voidaan havaita, etta
kasvuliuosten lisaksi erityisesti konsentroidut ja
fraktioidut kasvuliuokset omaavat edullisen vaikutuksen
esim. Fusarium-homeisiin nahden.

Mallasanalyyseista voidaan paatella, etta
kantojen E-76 ja E-390 kasvuliuoslisaykset vaikuttivat
maltaasta tehdyn vierteen suodattavuutta parantavasti,
myos B-glukaanipitoisuudet ovat vastaavissa maltaissa
pienempia kuin kontrollimaltaassa.

ESIMERKKI 6: MALLASTUKSEEN LISATTYJEN MAITOHAPPOBAK-

TEERIEN TUOTTAMIEN VALMISTEIDEN VAIKUTUS MASKIN SUODAT-
TUVUUTEEN

Kuvassa 6 on kuvattu eri maitohappobakteeri-
kannoista saaduilla valmisteilla suoritetun keksinnon
mukaisen kasittelyn (120 ml Kkasvatusliuos/kg ohra)
vaikutusta kasitellysta maltaasta tuotetun maskin suo-
dattuvuuteen.

Kokeessa kaytettiin esimerkissa 1 mainittuja
kantoja: E-390, E-416, E-98, E-317, E-390, E-76 ja E-
315. Koe suoritettiin Tepral-suodatusmenetelmaa kaytta-
en (BIOS. 19, 1988, Grandclerc, J. et al., "Simplifica-
tion de la methode de filtration du brassin tepral
description de la méthode'", s. 88-92).

Tuloksista voidaan havaita, etta keksinnon

mukainen kasittely parantaa maskin suodattavuutta.

94875
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PATENTTIVAATIMUKSET

1. Menetelmd elinfarvikekéyttﬁén tarkoitetun,
teollisesti id&dtettdvdn siemenmateriaalin kdsittelemi-
seksi, tunnettu siitd, ettd siemenmateriaaliin
lisdtddn iddtysprosessin yhteydessa maitohappobakteeri-
valmistetta tai maitohappobakteerien tuottamaa valmis-
tetta, jolla on mikrobien kasvua estdvdd vaikutusta
idatysprosessin aikana.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd maitohappobakteeri kuuluu
Lactococcus-, Leuconostoc-, Pediococcus- tai Lactoba-

cillus-sukuun.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd maitohappobaktee-
rivalmiste tai maitohappobakteerin tuottama valmiste on
saatu Lactococcus lactis-, Leuconostoc mesenteroides-,
Pediococcus damnosus-, Pediococcus parvulus-, Pediococ-

cus pentosaceus-, Lactobacillus curvatus- tai Lacto-

bacillus plantarum-lajista tai ndiden seoksesta, edul-
lisesti Lactobacillus plantarum- tai Pediococcus pen-
tosaceus-lajista tai ndiden seoksesta.

4, Jonkin patenttivaatimuksista 1-3 mukainen
menetelmd, tunnettu siitd, ettd ohranjyviin

lisdtdin mallastusprosessin yhteydessd maitohappobak-
teerivalmistetta tai maitohappobakteerien tuottamaa
valmistetta, jolla on Fusarium-homeiden kasvua estdvaa
vaikutusta.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd maitohappobakteerivalmiste
tai maitohappobakteerin tuottama valmiste lisdtdédn
liotus- tai idd@tysvaiheessa.

6. Jonkin patenttivaatimuksista 1-5 mukainen
menetelmd, tunnettu siitd, ettd maitohappo-
bakteerivalmistetta tai maitohappobakteerin tuottamaa
valmistetta lis#dtddn ravinnoksi tarkoitetuiksi iduiksi

tuotettavaan siemenmateriaaliin.
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PATENTKRAV

1. Férfarande fdr behandlig av f0r livsme-
delsanvidndning avsett, industriellt grobart frdmate-
rial, kdadnnet é c knat ddrav, att till frdma-
terialet tillsdtts i samband med groningsprocessen ett
mjdlksyrebakteriepreparat eller ett av mjolksyrebakte-
rier producerat preparat, vilket har en mikrobers till-
vdxt foérhindrande aktivitet under groningsprocessen.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kan -
netecknat ddrav, att mjdlksyrebakterien hér
till Lactococcus-, Leuconostoc-, Pediococcus- eller
Lactobacillus- sl&kten.

3. Fdrfarande enligt patentkrav 1 eller 2,
k d&nnetecknat dirav, att mjolksyrebakterie-

preparatet eller det av mjdlksyrebakterier producerade
preparatet har erhallits fran Lactococcus lactis-,
Leuconostoc mesenteroides-, Pediococcus damnosus-,

Pediococcus parvulus-, Pediococcus pentosaceus-, Lacto-
bacillus curvatus- eller Lactobacillus plantarum- arten
eller av en blandning av dessa, férdelaktigt Lactoba-
cillus plantarum- eller Pediococcus pentosaceus- arten

eller en blandning av dessa.

4. Férfarande enligt nagot av patentkraven 1 -
3, kinnetecknat didrav, att till korn av
korn tillsdtts i samband med médltningsprocessen ett
mjdlksyrebakteriepreparat eller ett preperet producerat
av mjdlksyrebakterier, vilket har Fusarum-mogels till-
vidxt fdrhindrande aktivitet.

5. Fdrfarande enligt patentkrav 4, k@dn -
netecknat dirav, att mjolksyrebakterieprepara-
tet eller det av mjdlksyrebakterier producerade prepa-
ratet sdtts till i blétldggnings- eller groningsskedet.

6. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1 -
5, kdnnetecknat didrav, att mjolksyrebakte-
riepreparatet eller det av mjdlksyrebakterierna produ-
cerade preparatet tillsdtts i fromaterial som skall
producera groddar avsedda som fd&da.
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Mallastusvaihe
Kontrolli 120 miohra 120ml 1. liko 120ml1.ja2.liko 120 mliditys
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Mallastusvaihe

Kontrolli Ohra 1.liko 1.ja2.liko Iditys
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Solutiheys pmy/g
LOGN 9

5 1 |
OHRA LIKO IDATYS MALLAS
Mallastusvaihe
9. Konrtrolli 10. E76 kl+solut 1&2. 11. E76 10xkons. 1. liko 12. E76 10xkons. 1&2.
—— —— —— .

13. E390 kl.+solut 1&2 14. E390 10xkons. 1. liko 15. E390 10xkons. 1&2. 16. E76 ja E390 1&2.
— D —tr— —— —
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LOGN 9

L] lllllll

.....................................................................................

LR L) rlllll

LI lIllllI

..........................................................................................

LI | Illl"l

OHRA LIKO IDATYS MALLAS
Mallastusvaihe

17. Kontrolli 18. HZOpH 3.8 1&2  19. E76 ki+solut 1&2. 20. E76 frakt 1&2.
i —— —e e

21. E76 20xkons. 1&2. 22. E390) kl&solut 1&2. 23, E390 frake 1&2. 24. E390 20xkons. 1&2.
—— —a —— —_—
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Massa
(g) hyva -— [/ —= keskinkertainen

400

300

—= huono
200
100
]
30 -
Aika (min)
Kontrolli
Kontrolli

120 ml E-390-kasvuliuosta iditykseen
120 ml E-390 kasvuliuosta 1. ja 2. likoon
120 ml E-416-kasvuliuosta 1. ja 2. likoon
120 ml E-76-kasvuliuosta iditykseen

120 ml E-98-kasvuliuosta iddtykseen

120 ml E-315-kasvulivosta iddtykseen
120 ml E-317-kasvuliuosta iddtykseen

TEREQIMOOW>
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