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Tiivistelm& - Sammandrag

Keksinndn kohteena on menetelmd
juoman ylikuohuntatekijan madrittamisek-
si, Jjossa menetelmdssd hydrofobiinin
maddrad madritetdan juoman raaka-aineesta
ja/tai juomasta. Hydrofobiini malrite-
tdan immunologisesti hydrofobiinianti-
geenin ja vasta-aineen valiselld immuno-
logisella reaktiolla.

Uppfinningen avser ett férfa-
rande f&r bestamning av en drycks o&ver-
skumningsfaktor, vid vilket forfarande
hydrofobin halten i dryckens ramaterial
och/eller i drycken bestams. Hydrofobin
bestdms immunologiskt genom den immuno-
logiska reaktionen mellan hydrofobinan-
tigenen och antikroppen.
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MENETELMA JUOMAN YLIKUOHUNTATEKIJAN MAARITTAMISEKSI

Keksinndén kohteena on patenttivaatimuksen 1
johdanto-osassa maadritelty menetelma juoman ylikuohun-
tatekijé&n madrittamiseksi.

Kaytettdessa oluen valmistuksessa homeilla
saastunutta ohraa saattaa tuotettava olut olla altis
ylikuohunnalle. Ylikuohunta on ilmié, jossa olut kuo-
huu liiallisesti, esim. olut saattaa sydksya ulos pul-
losta pulloa avattaessa. Pahimpia ylikuohunnan aiheut-
tajia ovat Fusarium-homeet, mutta esimerkiksi myds Al-
tenaria-, Aspergillus-, Nigrospora-, Penicillium- ja
Stemphylium-sukuihin kuuluvilla homeilla esiintyy yli-
kuohunta-aktiivisuutta. Homeiden tuottamia ylikuohun-
tatekijdéitd on tutkittu vuosikymmenien ajan, mutta
niitd ei ole pystytty tarkasti osoittamaan ja karakte-
risoimaan. Ylikuohuntatekijdéiden on todettu olevan
peptidejad tai ainakin peptidejd sisaltédvia yhdisteita.
Niiden on lisdksi todettu olevan hydrofobisia ja luon-
teeltaan happamia. Useimpien homeiden ylikuohuntateki-
jat sisaltavat varsin runsaasti kysteiinia. Viimeai-
kaiset tutkimukset ovat antaneet viitteitd siit&, ettéa
ylikuohuntatekij&t olisivat konsentroituneet ohran
kuorikerrokseen.

Talla hetkelld oluen ylikuohuntataipumus tes-
tataan maarittadm&lld ohraeran Fusarium-homeilla saas-
tuneiden jyvien osuus. Ohraerd hylatadan, jos saastu-
neiden jyvien osuus ylitt&a sallitun raja-arvon. Mene-
telmd on tydlads ja hidas eikd se ole kvantitatiivinen.
Menetelmidn suurin heikkous on siina, ettei sill& pys-
tytd mddrittdmdadn ylikuohunnan todellista aiheuttajaa,
ylikuohuntatekijd&. Nain ollen tulokset voivat johtaa
vadriin johtopaatdksiin.

Keksinndn tarkoituksena on poistaa edella
mainitut epakohdat.

Erityisesti keksinndn tarkoituksena on tuoda
esiin luotettava ja laadunvalvontaan soveltuva mene-

telmd& juomien, erityisesti oluen ylikuohuntataipumuk-

>
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sen madrittamiseksi juomien raaka-aineista. Erityises-
ti menetelmdn tarkoituksena on maarittaa oluen todel-
lisen ylikuohuntatekijan maara viljasta.

Keksinnén mukaiselle menetelmdlle on tunnus-
omaista se, mit& on esitetty patenttivaatimuksessa 1.

Keksintd perustuu suoritettuun tutkimustyd-
hén, jossa tutkittiin oluen ylikuohunnan aiheuttajia
ja jossa havaittiin, ettd homeiden tuottamat hydrofo-
biset proteiinit, hydrofobiinit, ovat oluen ylikuohun-
tatekijdita.

Hydrofobiinit ovat pienid homeiden tuottamia
hydrofobisia proteiineja, jotka sisaltavat yleensa
esim. 100 + 25 aminohappoa. Hydrofobiineja on tahan
mennessa eristetty useista homeista ja syodtavista sie-
nistd. Tunnusomaista hydrofobiineille ovat niiden 8
kysteiinitahdettd, jotka ovat sijoittuneet proteiiniin
tietyn kaavan mukaisesti. Hydrofobiineja eSiintyy ho-
meiden myseelin ja itididen pinnalla sekd@ erittyneena
kasvualustassa. Hydrofobiinit valittavat homerihmasto-
jen kiinnittymistad kasvualustaan ja toisiinsa seka
muodostavat ilmarihmaston ja itididen pinnalle vetty-
miseltd suojaavan kerroksen. Hydrofobiinien on todettu
keridantyvan faasien rajapintaan, esimerkiksi kasvuliu-
oksessa ilmakuplien pinnalle, jolloin ne muodostavat
rajapinnalle amfipaattisia kalvoja. Kalvonmuodostusky-
kynsd ansiosta hydrofobiinit muuttavat aineiden pinta-
ominaisuuksia hydrofobisesta hydrofiiliseksi ja pain
vastoin. Niiden kyky alentaa vesiliucksen pintajanni-
tystd on samaa luokkaa kuin erdilld synteettisilla de-
tergenteilld. Hydrofobiineja on kuvattu mm. seuraavis-
sa artikkeleissa Wessels, J.G.H., Hydrofobins: Pro-
teins that Change the Nature of the Fungal Surface,
Advances in Microbial Physiology, vol. 38, 1997 Acade-
mic Press Limited, s. 1-45 ja Wessels, J.G.H., Fungal
hydrofobins: proteins that function at an interface,
Trends in Plant Science, vol. 1, s. 9-15. Hydrofobii-
nit stabiloivat kuplia aiheuttaen kasvuliuoksen kuohu-
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mista. Nyt homeista eristetyn hydrofobiinin on todettu
aiheuttavan oluen ylikuohuntaa.

Keksinndén mukaisesti hydrofobiinin m&arad juo-
man raaka-aineesta ja/tai juomasta, erityisesti wvil-
jasta, kuten ohrasta, maltaasta ja/tai oluesta voidaan
madrittdd millad tahansa hydrofobiinin madritykseen so-
veltuvalla menetelmalla.

Erdassd edullisessa sovellutuksessa hydrofo-
biini mddritetaan immunologisesti hydrofobiiniantigee-
nin ja vasta-aineen valiselld immunologisella reak-
tioclla. Immunologinen menetelmd voi olla immunoradio-
metrinen, -entsymetrinen, -fluorometrinen tai -lumino-
metrinen menetelmd. Maarityksessad tarvittavat hydrofo-
biiniproteiineille spesifiset vasta-aineet valmiste-
taan tavanomaisilla vasta-aineiden valmistusmenetel-
milla.

Hydrofobiiniproteiineja voidaan eristaa yli-
kuohunta-aktiivisuutta omaavista  homekannoista ja
etenkin Fusarium-kannoista. Kayttdkelpoisia kantoja
ovat esim. Gibberella avenacea (E.avenaceum),
F.culmorum, F.poae, Gibberella zeae (F.graminearum),
Nigrospora sp. ja T.reesei. Hydrofobiineja voidaan
eristadd homemyseelistd ja/tai kasvuliuoksista tavan-

omaisin menetelmin esim. wuuttamalla, kuplittamalla
ja/tai kylmdkuivaamalla.

Hydrofobiini wvoidaan eristdd myseelista kol-
mivaiheisella uuttomenetelmadlld ja/tai kasvuliuoksesta
kuplittamalla liuosta, jolloin hydrofobiini rikastuu
syntyvdan vaahtoon, ja/tai pakastamalla kasvuliuos,
jolloin hydrofobiini sakkautuu ja se voidaan erottaa
fuugaamalla liuoksen sulatuksen jélkeen.

Menetelmdn erddssd edullisessa sovellutukses-
sa hydrofobiinin maAritt&miseksi k&ytetd&n ELISA
(Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) -menetelmi3id. Mene-
telman entsyymireaktiossa syntyvd vari tai fluoresens-
si osoittaa hydrofobiinin olemassaolon ja madré&n. ELI-

SA-menetelmda, vasta-aineiden valmistusta ja puhdis-
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tusta, siind kaytettavid entsyymeja, konjugaatteja ja
substraatteja on kuvattu mm. seuraavassa artikkelissa
Vaag, P., Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) in
the Beverage Industries: Principles and Practice, Ana-
lysis of Non-Alcoholic Beverages (Modern Methods of
Plant Analysis, new series vol 8), Eds. Liskens, H.H.
ja Jackson, J.F., Springer-Verlag, Berlin 1988, s. 1-
29.

Menetelmdssi voidaan kayttaad myds muita vas-
taavia immunologisia menetelmid&, kuten EBStrALISA
(Enzyme Biotin Streptavidin Linked ImmunoSorbent As-
say) -menetelmdd. EBStrALISA-menetelmaa on kuvattu mm.
artikkelissa Vaag, P., Immunological detection of
Fusarium in barley and malt, Proc. Eur. Brew. Conv.
Lisbon 1991, s. 553-560.

Menetelmdn erd&ssa toisessa edullisessa so-
vellutuksessa hydrofobiini mé&aritetd&n immunokromato-
grafisesti kayttden immunokromatografiaan perustuvaa
testiliuskaa. Menetelmdn immunologisessa reaktiossa
syntyvd vari osoittaa hydrofobiinin olemassaoclon ja
maaran.

Kaytettavad testiliuska voi kasittaa esim.
kromatografisen membraanin, jossa on liikkuvia leima-
partikkeleita ja kaksi paikallaan pysyvdd hydrofobii-
nin vasta-ainealuetta. Nayte absorboidaan testiliuskan
membraaniin, jossa reagoi leiman kanssa ja kulkeutuu
membraanin vasta-ainealueille. Jos nayte sisaltaa hyd-
rofobiinia vasta-ainealueille muodostuu immunologises-
sa reaktiossa syntyvat varilliset testi- ja kontrolli-
viivat. Mikali nayte ei sisdlla hydrofobiinia muodos-
tuu ainoastaan kontrolliviiva.

Keksinndn ansiosta teollisuuden laadunvalvon-
nassa kaytdssia oleva puolikvantitatiivinen, Fusarium-
sienen osoittamiseen perustuva detektiomenetelmd voi-
daan korvata uudella luotettavalla tésmamenetelmdlla
madritettiessad viljasta primddrinen ylikuohuntatekija.
Valitsemalla kaytettadvid vilja, erityisesti ohra uuden
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menetelmdn avulla voidaan turhien ja kalliiksi osoit-
tautuneiden varotoimenpiteiden tarvetta vahentda eri-
tyisesti riskivuosina, jolloin viljan laatu on huonoa
ja ylikuohuntaa esiintyy runsaasti viljasta tuotetussa
oluessa.

Edelleen uusi immunologinen detektiomenetelm&
tarjoaa aiempaa nopeamman ja yksinkertaisemman ja si-
ten halvemman menetelman ohran ylikuohuntataipumuksen
middrittamiseksi.

Seuraavassa keksintda kuvataan yksityiskoh-
taisemmin oheisissa esimerkeissé.

Esimerkki 1. Hydrofobiinien eristys ja osoit-
taminen

Hydrofobiinia eristettiin ylikuochunta-
aktiviteettia omaavista homekannoista: Gibberella ave-
nacea (F.avenaceum) (VTT-D-80141), F.culmorum (VTT-D-
80148), F.poae (VITT-D-82182), Gibberella zeae
(F.graminearum) (VTT-D-95470), Nigrospora sp. (VIT-D-
79122) ja T.reesei (VIT-D-74075).

Homeita kasvatettiin kolmella erilaisella

alustalla, agarilla, kasvuliuoksessa ja ohrassa. Hyd-
rofobiini eristettiin kolmivaiheisella uuttomenetel-
malla seka kasvuliuosta kuplittamalla. Naytteen sisal-
tamien proteiinien molekyylijakauma selvitettiin gee-
lielektroforeesilla. T.reesei-kannan tuottama hydrofo-
biini on kooltaan noin 7,5 kDa. Nigrospora sp.-kannan

(myseeliuutto) ja F.poae-kannan (kasvuliuoksen kupli-
tus) tuottamat hydrofobiinit olivat kooltaan- samaa
suuruusluokkaa. Gibberella zeae-kannan myseelistd uu-
tettu hydrofobiini oli kooltaan noin 20 kDa.
Hydrofobiinien osoittamiseen naytteesta kay-
tettiin immunologista ELISA-testid. Testissd kaytettéa-
va vasta-aine valmistettiin kaytt&malla seuraavaa im-
munisointiprotokollaa. Kani immunisoitiin puhdistetul-
la T.reesei-homeen tuottamalla hydrofobiinilla, jota
sekoitettiin Freund'n adjuvanttiin. Pistoksia annet-
tiin 4 kertaa kolmen kuukauden aikana. Tiitterin ke-
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hittymistd seurattiin madrittamalld kaksi kertaa veren
vasta-ainepitoisuus ELISA-menetelmalla. Immunisointi-
jakson loputtua kanin veri kerattiin talteen ja veres-
ta erotettiin seerumi. Seerumin reaktiivisuus testat-
tiin maarittamialld se seerumilaimennos, joka vield an-
taa vasteen ELISA-menetelmdssad. Laimennos oli vyli
1/100 000.

Testissa hydrofobiininaytetta pipetoitiin
mikrotiitterilevyn kuoppiin, jolloin naytteen proteii-
nit kiinnittyivat kuoppien seindmiin. Seuraavaksi 1i-
satty hydofobiinivasta-aine tunnisti seindmistd& hydro-
fobiiniproteiinin ja kiinnittyi siihen. Taman jalkeen
lisatty konjugaatti kiinnittyi vuorostaan vasta-
aineeseen. Konjugaatti sisdlsi entsyymin, joka muutti
kuoppiin pipetoidun substraatin varilliseksi. Sub-
straatin vAarin voimakkuus oli suoraan verrannollinen
naytteen hydrofobiinipitoisuuteen.

Korkeimmat vasteet saatiin F.poaen, Nigrospo-
ra sp.:n ja T.reesein hydrofobiinindytteista.

Esimerkki 2. Hyvdrofobiinin mddritvs ohranavt-

Leesta

Ohraa kontaminoitiin esimerkin 1 Fusarium-
kannoilla ja T.reesei-kannalla kaksi viikkoa. Ohrauute
valmistettiin sekoittamalla 50 g ohraa/100 ml vettd 1
min ajan. Ohra-vesiseosta fuugattiin 15 min nopeudella
4000 g. Supernatanttiuute otettiin talteen ja uutteen
sisaltamd hydrofobiini md&ritettiin suoralla ELISA-
menetelm&dlla kayttden T.reesein hydrofobiinia wvastaan
valmistettua vasta-ainetta.

Mikrotiitterilevyille pipetoitiin 150
pl/kuoppa ohrauutelaimennosta 1/10 ja 1/100. Laimen-
nokset tehtiin natriumfosfaattipuskuriin (10 mM natri-
umfosfaattia pH 7,3, 150 mM natriumkloridia = PBS-
liuos) . Levyn annettiin olla ydn yli jaakaapissa. Seu-
raavana paivana levylle pipetoitiin 100 pl/kuoppa PBS-
liuosta, jossa oli 0,1 % naudan seerumin albumiinia ja
0,05 % Tween 20 -liuosta (=BSA/PBS-liuos). Levyn an-
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nettiin olla yli ydén kylmé&ssa, minka jalkeen se pes-
tiin PBS-liuoksella, johon oli lisatty 0,01 % Tween 20
-liuvuosta (PBST-liuos). Hydrofobiinivasta-aineesta teh-
tiin laimennos 1/100 BSA/PBS-1liuokseen. Vasta-
ainelaimennosta pipetoitiin 1levylle 100 pl/kuoppa ja
levyad inkuboitiin 2 h +37 °C:ssa. Levy pestiin PBST-
liuoksella. Seuraavaksi 1levylle pipetoitiin 100
ul/kuoppa konjugaattia: vuohen anti-kani IgG alkaali-
nen fosfataasi, laimennos 1/1000 BSA/PBS-liuokseen.
Levyd inkubointiin 2 h +37 °C:ssa ja pestiin PBST-
liuoksella. Viimeiseksi levylle pipetoitiin 100
pl/kuoppa substraattia: 1 tabletti p-nitrofenyyli-
fosfaattia/5 ml dietyleeniamiini+MgCl,; -puskuria. Le-
vya inkuboitiin ravistelijassa 30 min huoneenlampodti-
lassa. Absorbanssi mitattiin 405 nm aallonpituudella
Multiscan-fotometrilld. Varin intensiteetti on suoraan
verrannollinen naytteen sisaltamdn hydrofobiinin maa-
radn. Ohrauutenaytteiden absorbanssit on esitetty tau-

lukossa 1.

Taulukko 1.

Nayte Naytelaimennos
1/10 1/100

Kontrolli 0,551 0,388

VIT-D-80141 |1,823 1,360

VIT-D-80148 |0,452 0,374

VTT-D-82182 |1,088 0,898

VTT-D-95470 [0,664 0,634

VTT-D-74075 |0,863 1,914

Korkeimmat hydrofobiinipitoisuudet maaritet-
tiin homekannoilla Gibberella avenacea, F.poae Jja

T.reesei kontaminoiduista ohrandytteista.

Menetelmd@ soveltuu hyvin myds mallasndytteil-
le.

Esimerkki 3. Oluen vlikuohuntakokeet

Oluen ylikuohuntakoe suoritettiin lisaamalla
olutpulloon 0,5 - 1 ml hydrofobiinindytett&. Pulloa
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ravisteltiin 3 vuorokautta huoneenlammdéssd, jonka jal-
keen se avattiin ja ylikuohuvan oluen md&ra méaritet-
tiin pullon painonmuutoksesta.

T.reesein (myseeliuutto) ja F.poaen (kasvu-
liuoksen kuplitus) hydrofobiininadytteet aiheuttivat
erityisen voimakasta ylikuohuntaa. Edellinen nlyte ai-
heutti jopa yli 50 % ja jadlkimm&inen 30 - 45 % ylikuo-
huntaa. Nigrospora sp.:n (myseeliuutto) hydrofobiini-
nayte aiheutti toistuvaa 1 - 10 % ylikuohuntaa. Myds
muiden tutkittujen homeiden hydrofobiinindytteet aihe-
uttivat oluen ylikuohuntaa vaihtelevasti.

Tehtyjen kokeiden perusteella hydrofobiini-
proteiinit aiheuttavat oluen ylikuohuntaa.

Keksintdd ei rajata pelkastaan edelld esitet-
tyjd sovellutusesimerkkeja koskevaksi, ~vaan monet
muunnokset ovat mahdollisia pysyttdessa patenttivaati-
musten madritteleman keksinnéllisen ajatuksen puit-

teissa.
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PATENTTIVAATIMUKSET

1. Menetelmd@ juoman ylikuohuntatekij&n maa-
rittdmiseksi, tunnettu siitd, ettd hydrofobiinin
maara madritetd&n juoman raaka-aineesta ja/tai juomas-
ta.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm3,
tunnettu siita, ettd mddritetddn ylikuohuntatekiji
oluessa siten, ettd hydrofobiinin mi&rad madritetdan
viljasta, maltaasta ja/tai oluesta.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd hydrofobiini miairite-
taan immunologisesti hydrofobiiniantigeenin ja vasta-
aineen valiselld immunologisella reaktiolla.

4. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 3 mukainen
menetelmd, tunnettu siitd, ettd hydrofobiini maa-
ritetaan ELISA-menetelmalls, EBStrALISA-menetelmalla

ja/tai immunokromatografisesti.
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PATENTKRAV

1. Forfarande f£fér bestamning av en drycks

dverskumningsfaktor, kdnnetecknat darav, att

'hydrofobin halten i dryckens ramaterial och/eller i

drycken bestams.

2. Férfarande enligt patentkrav 1, kan -
netecknat darav, att oOverskumningsfaktorn f£ér
51 bestams si, att hydrofobin halten i saden, malten
och/eller i &let bestams.

3. Foérfarande enligt patentkrav 1 eller 2,
kiAannetecknat darav, att hydrofobin bestams
immunologiskt genom den immunologiska reaktionen mel-
lan hydrofobinantigenen och antikroppen.

4. Fd&rfarande enligt négot av patentkraven 1
-3, kdnnetecknat darav, att halten hydrofo-
bin bestams med ELISA-f&rfarandet, EBStrALISA-fdérfa-

randet och/eller immunokromatografiskt.

A
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