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IImastonmuutoksen ja maapallon véeston kasvun seurauksena etsitadan vaihtoehtoisia
tapoja tuottaa polttoaineita, kemikaaleja ja ravintoaineita ilman fossiilisia polttoaineita.
Vaihtoehdoksi esitetddn uusiutuvia tapoja tuottaa biopolttoaineita ja kemikaaleja, joiden
tuotannossa mikrobit hyodyntéavat esimerkiksi orgaanista jatetta ja teollisuuden
sivuvirtoja.

On olemassa mikrobeja, jotka ovat heterotrofisia eli toisenvaraisia seka autotrofisia eli
omavaraisia. Heterotrofiset mikrobit eivat pysty itse tuottamaan energiaansa, vaan
hankkivat energiansa pilkkomalla ravintoaineita. Omavaraiset mikrobit voivat tuottaa
energiansa itse esimerkiksi fotosynteesilla. Fotosynteesissa mikrobi tuottaa
hiilidioksidista ja vedestd valon energiaa hyddyntéen energiaa sisaltavia
hiilihydraatteja.

Luonnossa fotomiksotrofiaan pystyvat eliét hyddyntavat energiantuotannossaan
fotosynteesia ja sokeriaineenvaihduntaa samanaikaisesti. Fotomiksotrofisia organismeja
ovat esimerkiksi osa syanobakteerieista ja mikrolevista. Naiden elididen
aineenvaihdunta voidaan valjastaa haluttujen yhdisteiden tuotantoon, joten eliot
muuntautuvat eléviksi solutehtaiksi. Tdman tutkielman tarkoituksena on

perehtya fotomiksotrofiaan, sen avulla tuotettaviin tuotteisiin, sen haasteisiin ja

etuihin seka keinoihin, joilla fotomiksotrofista tuotantotapaa voidaan tehostaa. Lisaksi
tutkielmassa verrataan fotomiksotrofista tuotantotapaa muihin tuotantotapoihin.

Fotomiksotrofian avulla voidaan tuottaa useita erilaisia yhdisteitd. Naita ovat
esimerkiksi biopolttoaineet, kuten 2,3-butaanidioli, isopropanoli, isobutanoli ja etyleeni.
Muita tuotettavia orgaanisia yhdisteita ovat esimerkiksi poly-3-hydroksibutyraatti

ja sukkinaatti sek& ravintolisat (SCP), triasyyliglyseroli, ja rasvahapot (EPAja DHA).

Fotomiksotrofista biotuotantoa voidaan tehostaa elididen geneettiselld muokkauksella
tai ympaéristdolosuhteita muuttamalla. Elididen genomista voidaan poistaa tiettyja
geenejé tai vaihtoehtoisesti ylituottaa haluttua proteiinia. Synteettisen biologian avulla
néihin elidihin voidaan rakentaa uusia aineenvaihduntareittejd, joita nailla elioilla ei
luonnostaan ole. Geneettinen muokkaus vaatii kehittyneitd tyokaluja ja on tarkedssa
roolissa, kun puhutaan syanobakteereiden ja mikrolevien fotomiksotrofisen tuotannon
tehostamisesta. Ympadristdolosuhteita voidaan tehostaa esimerkiksi pH:ta muuttamalla
ja kayttamaélla lisahiilil&hteitd, jonavoi toimia esimerkiksi ksyloosi.

Jotta fotomiksotrofiaa saataisiin sovellettua teollisessa tuotannossa, vaatii se vield lisa
tutkimusta ja kehitysta. Fotomiksotrofisella biotuotannolla on potentiaalia seka
ravinnon- etta energiantuotantoon. Lisaksi on mahdollista tuottaa yhdisteitd, joiden
markkina-arvo on suuri ja joita voidaan tuottaa kestdvammin kuin nykyisell&dén
teollisuudessa.

Asiasanat: fotomiksotrofia, fotosynteesi, eldva solutehdas, kestava biotuotanto
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1 Johdanto

Ilmastonmuutos on kasvattanut kiinnostusta uusiutuvia polttoaineita kohtaan. Téhén on
vaikuttanut myos fossiilisten polttoaineiden ehtyminen. Ilmastonmuutoksen torjunta
asettaa tavoitteita padstd eroon energiatuotannon ja litkenteen fossiilisista polttoaineista.
Kiinnostuksen kohteina ovat toisen sukupolven biopolttoaineet, jotka hyddyntéavit
orgaanista jdtettd ja teollisuuden sekd maatalouden sivuvirtoja, kuten lantaa.
Biopolttoaineiden tuotanto on teknisesti ja taloudellisesti jirkevaa, jos ne ovat hinnaltaan

kilpailukykyisié fossiilisten polttoaineiden kanssa. (Rutila 2020.)

Kolmannen ja neljannen sukupolven biopolttoaineita voidaan valmistaa levilld. Ne ovat
herittdneet paljon huomiota, koska niiden késittely on suhteellisen yksinkertaista. Lisdksi
ne sitovat paljon hiilidioksidia. Levid voidaan viljelld jdte- ja merivedessd, sekd
tuottamattomilla kuivilla ja syrjéisilld viljelyalueilla, jolloin ne eivét kilpaile peltomaalla
tai makean veden ympdristdssa viljeltivien ravintokasvien kanssa. (Abdullah ja muut

2019.)

Fotosynteesistd povataan yhté ratkaisua ilmastonmuutokseen. Siind solu tuottaa energiaa
hiilidioksidista ja vedestd hyodyntden valon energiaa. Fotosynteesissd auringon
sateilyenergiaa muutetaan kemialliseksi energiaksi. Sokeriaineenvaihdunnassa solu
pilkkoo  sokeria pienemmiksi molekyyleiksi, jolloin muodostuu  energiaa

adenosiinitrifosfaatti-molekyylin (ATP) muodossa ja hiilidioksidia sekéd vetta.

Fotomiksotrofiassa solu voi tuottaa molekyylejd hyddyntiden sekd fotosynteesid ettd
sokeriaineenvaithduntaa. Fotomiksotrofinen kasvu tarjoaa yliméaérdisid energian ja hiilen
ldhteitd mahdollistaen solujen kasvun ja kemiallisen tuotannon sekd lyhytketjuisista
hiilivedyistd ettd hiilidioksidista. Fotoautotrofisissa olosuhteissa kasvu riippuu

yksinomaan valosta ja hiilidioksidista. (Song ja muut 2021.)

Luonnossa fotomiksotrofiset solut hyddyntédvit fotosynteesid ja sokeriaineenvaihduntaa
vuorotellen tai samanaikaisesti olosuhteista riippuen, eli elid voi olla
energiataloudellisesti yhté aikaa tai vuorotellen sekd autotrofi ettd heterotrofi (Solymosi
ja muut 2020). Autotrofit eivét tarvitse ulkopuolista energiaa, vaan saavat tehtyd oman
energiansa esimerkiksi auringon valoenergiaa tai muuta pelkistysvoimaa hyodyntien.

Heterotrofit taas ovat riippuvaisia ulkopuolisista energianldhteisti, joita ovat orgaaniset



ravintoaineet, kuten glukoosi, koskaheterotrofit eivit kykene tuottamaan orgaanisia

yhdisteitd epdorgaanisista aineista. (Solymosi ja muut 2020).

Fotomiksotrofiasta toivotaan ratkaisua hiilineutraaliin tuotantoon niin isossa kuin
pienemmaissdkin mittakaavassa. Isossa mittakaavassa voidaan tuottaa esimerkiksi
biopolttoaineita ja pienessd mittakaavassa ravintolisid. Hiilineutraaliuden lisdksi

fotomiksotrofia on fotosynteesin ansiosta hyva tapa sitoa hiilidioksidia ilmakehésta.

Fotomiksotrofiaan pystyvét erddt bakteerit ja levdt. Syanobakteerit hyodyntévit
valoenergiaa sitoen tehokkaasti hiilidioksidia biomassaksi, mikd  tekee niistd
kéyttokelpoisia iséntid 6ljypohjaisten tuotteiden biovaihtoehtojen tuottamiseen (Matson
ja Atsumi 2018). Syanobakteereissa fotomiksotrofista kasvua pidetddn lupaavana
strategiana saavuttaa sekd korkea solutiheys ettd tuotteen kertyminen (Song ja muut

2021).

Mikrolevit voivat edistdé elintarviketurvaa tuottamalla kestivésti proteiineja ja lipideja,
joita tarvitaan vastaamaan véestonkasvuun ja ympdristohaasteisiin. Mikrolevdt ovat
mikro-organismeja, jotka pystyvit kasvamaan kayttdmalld valoa, lannoitteita, sokereita,
hiilidioksidia ja jopa merivettd. Niilld on suuri potentiaali elintarvikkeiden, rehujen,
energian ja kemikaalien raaka-aineena. Tdlld hetkelld maailman mikrolevien markkinat

ovat noin 75 000 tonnia biomassaa. (Barbosa ja muut 2023.)

Tdmdn tutkielman tarkoitus on perehtyd syanobakteereiden ja mikrolevien
hyodyntdmiseen fotomiksotrofisissa tuotantomenetelmissd: sen mahdollisuuksiin ja
haasteisiin sekd lisdksi siithen, minkdlainen sen nykyinen tilanne on verrattuna

perinteiseen teollisuuteen.

2 Fotomiksotrofisissa mikrolevissa tuotetaan yhdisteita
monipuolisesti

Soluilla, jotka hyddyntavit fotomiksotrofista aineenvaihduntatapaa, voidaan tuottaa ison
mittakaavan tuotannolla kemikaaleja, kuten biopolttoaineita, sekd pienemmaissi
mittakaavassa olevia ravintolisid (Tan ja muut 2022). Ison mittakaavan tuotannossa
voidaan tuotannolla tuotetaan esimerkiksi biodieselid, jota tuotetaan vuosittain ldhes 9,5
miljardia litraa (Matson ja Atsumi 2018). Nykyiset tutkimukset osoittivat, ettd
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monenlaisia kemikaaleja, kuten alkoholeja, happoja ja alkaaneja, on tuotettu

onnistuneesti muunnetuilla syanobakteereilla.

2.1 Polttoaineet

2.1.2 2,3-butaanidioli

2,3-butaanidioli on tdrked polttoaineiden raaka-aine. Se on tirked l&htdaine myds
teollisille liuottimille ja erilaisille polymeereille, kuten kumille ja muoville. (Matson ja
Atsumi 2018.) Se on ihanteellinen kohdetuote, koska se on ominaisuuksiltaan suhteellisen
myrkyton ja haihtumaton. Sille on vuoteen 2030 mennessd ennustettu 300 miljoonan
dollarin markkinat (Gonzales ja muut 2023). Thanteellisen siitd tekee myds sen lyhyt ja
yksinkertainen biosynteesireitti pyruvaatista, joka on glykolyysin lopputuote. (Gonzales

ja muut 2023.)

2,3-butaanidiolia voidaan tuottaa syanobakteereilla (Matson ja Atsumi 2018). Sen
tuottaminen koostuu kolmivaiheisesta reitistd, jossa hiilidioksidia sidotaan 2,3-
butaanidioliksi (kuva 1). Ensimmdisessd vaiheessa pyruvaatti muunnetaan 2-
asetolaktaatiksi, joka edelleen muunnetaan asetolaktaattisyntaasin ja
asetolaktaattidekarboksylaasin avulla asetoiiniksi. Sekundaarisen
alkoholidehydrogenaasin avulla asetoiini pelkistyy 2,3-butaanidioliksi. (Matson ja

Atsumi 2018.)

o) O O 0 OH
HaC
o < OH OH OH
puryvaatti®»2-asetolaktaatti®asetoiini ® 2,3-butanidioli

Kuva 1. 2,3-butaanidiolin tuoton kolmivaiheinen reitti.

2.1.2 Isopropanoli

Isopropanolia voidaan kiyttdd suoraan bensiinin korvikkeena. Jotkin mikrobit tuottavat
isopropanolia luonnostaan, mutta eivét teollisesti merkityksellisissd maarin. (Matson ja
Atsumi 2018.) Sitd tuotetaan nelivaiheisella biosynteesreitilld (kuva 2). Ensin kaksi

asetyyli-CoA-molekyylid tiivistyy asetoasetyyli-CoA:ksi, jotka siirretddn asetaattiin, ja
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edelleen muodostuu asetoasetaattia. (Kusakabe ja muut 2013.) Asetoasetaatti
dekarboksyloityy asetoniksi, eli asetoasetaatista syntyy molekyyli, jossa on yksi
hiiliatomi vdhemméin. Sivutuotteena dekarboksyloinnista vapautuu hiilidioksidia.
Dehydrogenoinnin avulla asetoni muutetaan isopropanoliksi ja poistetaan molekyylistad

vetyatomeja. (Matson ja Atsumi 2018.)

#“ " ' )J\/U\u HSC/C\CHg

asetoasetyyli-

CoA mp asetoasetaatti mp asetoni wp isopropanoli
0

2 asetyyli-CoA =

Kuva 2. Isopropanolin nelivaiheinen biosynteesireitti.

2.1.3 Isobutanoli

Isobutanolin energiatiheys on suurempi kuin etanolin, mika tekee siitd ihanteellisen
biopolttoainekandidaatin. Sitd on tuotettu mikro-organismeissa riittdvdn suurina
saantoina, jotta se voisi olla mahdollinen kilpailija bensiinin kanssa. (Lamsen ja Atsumi
2012.) Isobutanolia voidaan tuottaa esimerkiksi viisivaiheisella synteesireitilld
syanobakteeri Synechococcus elongatus PCC 7942-soluissa (Atsumi ja muut 2009).
Ensimmadisesséd vaiheessa pyruvaatista tulee 2-asetolaktaattia, josta muodostuu edelleen
2,3-dihydroksi-isovaleraattia. 2,3-dihydroksi-isovaleraatista tulee 2-ketoisovaleraattia,
josta tehdéén isobutyyrialdehydi. [sobutyyrialdehydista muodostuu isobutanolia. (Atsumi
ja muut 2009.)

2.1.4 Etyleeni

Etyleenin kéyttokohteet vaihtelevat muovista polttoaineisiin (Desai ja muut 2016). Kasvit
tuottavat luontaisesti etyleenid metioniini-aminohaposta (Wang ja muut 2002). Se voi
kuitenkin korkeina pitoisuuksina vahingoittaa niiden kasvua. Etyleeni esimerkiksi
rajoittaa solujen pidentymistd. Tadmén takia kasvit eivit ole potentiaalisia etyleenin
tuotanto-organismeja. (Wheeler ja muut 1996.) Etyleenid voidaan tuottaa syanobakteeri
Synechocystis 6803 soluissa, jossa sen toteuttamiskelpoisin synteettinen reitti on
sitruunahappokierron (TCA-syklin) vélituotteen, 2-ketoglutaraatin, ja arginiinin

muuntaminen etyleeniksi (Ungerer ja muut 2012).



TCA-syklion soluissa tapahtuva prosessi, jossa molekyylin hiiliatomit hapettuvat
hiilidioksidiksi ja vedyt siirtyvdt elektroninsiirtdjdkoentsyymille. Téssd prosessissa

vapautuu energiaa. (Martinez-Reyes ja Chandel 2020.)

2.2 Kemikaalit

2.2.1 Poly-3-hydroksibutyraatti

Poly-3-hydroksibutyraatti on biohajoava polymeeri, josta saadaan vaihtoehto
Oljypohjaisille muoveille (G.-Q. Chen 2009). Poly-3-hydroksibutyraatin tuotannon
siirtdminen syanobakteereihin mahdollistaisi sen kaupallistamisen, silld se alentaisi
tuotantokustannuksia (Matson ja Atsumi 2018). Poly-3-hydroksibutyraatin tuotanto on
mahdollista kolmen entsymaattisen vaiheen biosynteesireitilld: kaksi asetyyli-CoA-
molekyylid kondensoituu asetoasetyyli-CoA:ksi, joka pelkistyy (3)-3-hydroksibutyryl-
CoA:ksi, joka edelleen kondensoituu poly-3-hydroksibutyraatiksi (Khetkorn ja muut
2016).

2.2.2 Sukkinaatti

Sukkinaatti on tirked teollisuuskemikaali, jota voidaan kdyttdd monenlaisten tuotteiden
tuottamiseen lddkkeistd biopolymeereihin (Treece ja muut 2023). Erityisesti
sukkinaattipohjaisilla biomuoveilla voidaan korvata useita jokapdiviisid tuotteita, mika
voi pienentdd hiilijalanjdlkedmme entisestdéin korvaamalla vaikeasti kierratettdvia
polymeeripohjaisia tuotteita. Sukkinaatin teolliseen tuotantoon on kéytetty useita
biopohjaisia alustoja, kuten heterotrofisia organismeja, jotka kykenevét suureen
luonnolliseen tuotantoon, kuten Mannheimia succiniciproducens tai perinteisiad
malliorganismeja, kuten Escherichia coli (Treece ja muut 2023).

Kuvassa 3 on esitelty sukkinaatin tuotantoreitti fotomiksotrofisella tuotantotavalla.
Treecen ja muiden (2023) tekemi tutkimus osoittaakin, ettd fotomiksotrofiaa voidaan

soveltaa syanobakteereiden sukkinaattituotannon tehostamiseen.
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Kuva 3. Fotomiksotrofisen sukkinaatin tuotantoreitti. (muokattu kuvasta Treece ja

muut, 2023).

2.3 Ravintolisét

2.3.1 Single-cell-protein (SCP)

Single-cell-protein (SCP) tarkoittaa korkean proteiinipitoisuuden omaavaa kuivattua
mikro-organismimassaa, joka koostuu esimerkiksi mikrolevistd. Mahdollisia eliditd
tuottaa niitd ovat mikrolevit, sienet, hiivat tai bakteerit. Elintarvikkeiden tuotanto,
mukaan lukien SCP:n, vaatii typpi- ja fosforilannoitteiden kiyttéd. (Barbosa ja muut

2023.)

Erityisesti mikroleviin perustuvan SCP:n osalta viimeaikainen kehitys on tarjonnut
mahdollisuuden parantaa tuottavuutta (Barbosa ja muut 2023). Uusia, kestdvid kantoja on
muokattu, kuten viherlevd Picochlorum spp. Tdmé kanta sietdd korkeita lampdétiloja ja
korkean intensiteetin valoa, silld on korkea kasvunopeus (kahdentumisaika alle 2 tuntia)
ja sen raportoitu proteiinipitoisuus on 40-55 %. (R. J. P. Barten ja muut 2020; R. Barten
ja muut 2022; Dahlin ja muut 2019; Weissman ja muut 2018; Rasheed ja muut 2022.)

2.3.2 Triasyyliglyseroli



Triasyyliglyseroli (TAG) on lipidi ja sen suurin l&hde on palmudljy, joka on johtanut
massiiviseen metsien hévittdmiseen. Triasyyliglyserolia kéytetiin muun muassa
biodieselissd, kosmetiikassa, henkilokohtaisessa hygieniassa ja elintarvikkeiden
ainesosissa. Fotomiksotrofisesti sitd voidaan tuottaa mikrolevissd (Barbosa ja muut

2023.)

2.3.3 Eikosapentaeenihappo (EPA) ja dokosaheksaeenihappo (DHA)

Eikosapentaeenihappo (EPA) ja dokosaheksaeenihappo (DHA) ovat omega-3
pitkdketjuisia monityydyttyméttomid rasvahappoja, joita voidaan tuottaa mikrolevissa.
Télla hetkelld kaladljy on tirkein kyseisten rasvahappojen lahde ihmisen ruokavaliossa.
Mikrolevissd omega-3 pitkéketjuisia monityydyttymittomid rasvahappoja tuotetaan
kasvun aikana ja ne kerddntyvit soluun, padasiassa plastidikalvoihin. (Barbosa ja muut

2023.)

3 Fotomiksotrofian edut verrattuna pelkkaan fotosynteesiin

biotuotannossa

Syanobakteerien fotomiksotrofista viljelya pidetddn lupaavana strategiana, jolla voidaan
saavuttaa sekd suuri solutiheys ettd tuotteiden kertyminen. Tdma on seurausta siité, ettd
syanobakteerit voivat saada hiilen ja energian lihteiti orgaanisesta aineesta

hiilidioksidin ja auringonvalon liséksi. (Yao ja muut 2022.)

Fotomiksotrofia yhdistdd autotrofisen ja heterotrofisen aineenvaihdunnan. Né&iden
molempien troofisten tilojen ldsndolo samassa kannassa voi saavuttaa korkeammat
solutiheydet tietylld valolla, voi lisdtd biomassan saantoa hiilelld, seké yli kaksinkertaista
tilavuudellista biomassan tuottavuutta. (Barbosa ja muut 2023; Abiusi ja muut 2020.) Dutt
ja Srivastava (2018) tekemdissd tutkimuksessa fotomiksotrofisesti kasvatettujen solujen

kasvunopeus oli suurempi verrattuna fotoautotrofisesti kasvatettuihin soluihin.

Syanobakteereilla on monia teollisesti merkittidvid etuja verrattuna kasveihin: nopeampi
kasvuvauhti, parempi soveltavuus geenitekniikkaan sekd korkeampi hiilidioksidin
kayttdaste (Field ja muut 1998). Suolaisen veden kannat vdhentdvdat makean veden

kulutusta, eivitka ne kilpaile viljelykasvien kanssa peltoalasta (Matson ja Atsumi 2018).
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Fotosynteettisen prokaryoottien miksotrofisen kasvatuksen huomattava etu on, etta silla
voidaan vilttdd pelkkad riippuvuus luonnollisesta auringonvalosta, silld fotosynteettinen
aktiivisuus on véhiisti tai puuttuu kokonaan, kun solutiheytté lisétién tai vallitsee pimeéd
jakso (Matson ja Atsumi 2018). Oksidatiivisen pentofosfaattireitin glykolyyttisten
vélituotteiden ja elintidrkeiden metaboliittien solusiséiset poolikoot olivat korkeampia
fotomiksotrofisissa olosuhteissa verrattuna autotrofisiin olosuhteisiin, miké viittaa siithen,
ettd pelkistetyn hiilen lisd&minen solukasvatukseen saattaa olla arvokasta kemikaalien

tuotannossa (Song ja muut 2021).

Hiilidioksidin ja orgaanisen hiilen yhteiskdytto tarjoaa lisdd rakennuspalikoita haluttujen
molekyylien muodostamiselle ja energiaa, jolloin fotomiksotrofinen aineenvaihdunta on
erityisen lupaavaa syanobakteerien tulevalle kaupallistamiselle. Tamad mahdollistaa
tehostetun fotomiksotrofisen tuotannon, suuremman solutiheyden ja mahdollistaa siten
tuotannon teollisessa mittakaavassa (Song ja muut 2021) (Saitoh ja muut 2017).
Huomioitavaa on, ettd fotomiksotrofinen tuotanto on nostanut tuotettavien yhdisteided
tiittereitd jopa viisinkertaiseksi perinteisiin autotrofisiin olosuhteisiin verrattuna (Matson
ja Atsumi 2018). Soveltaminen teollisuudessa on kuitenkin mahdollista vasta, kun
tuottavuutta on parannettu entisestddn. Mikrolevien biotuotteiden paletin laajentaminen
vaatii tehokkaita tydkaluja teollisesti merkittdvien kantojen geneettiseen manipulointiin

(kuva 4).
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Kuva 4. Tarkeimmét sovellukset ja erityiset haasteet mikrolevilld. (muokattu kuvasta

Barbosa ja muut, 2023).

4 Fotomiksotrofisten mikrolevien kasvatus biotuotannossa

Fotomiksotrofisia mikrolevid voidaan kasvattaa sekd bioreaktoreissa ettd
allaskasvatuksissa. Kummankin kasvatustavan etuna on se, ettei se vie tilaa

maataloudessa kaytettaviltd peltomailta.

4.1 Bioreaktorit

Bioreaktorit ovat séilioiti tai astioita, joissa kokonaiset solut tai entsyymit muokkaavat
raaka-aineita biokemiallisiksi tuotteiksi tai vihemman haitallisiksi sivutuotteiksi.
Teollisia bioreaktoreita voidaan kéyttdd panosreaktoreina tai jatkuvasti, aerobisesti tai
anaerobisesti ja puhtailla tai sekaviljelmilld. (Erickson 2009.) Bioreaktoreiden kdytdssa
on my0s haasteita. Tarkeimpid haasteita ovat valon tasainen jakautuminen, hapen
poisto, riittdvdn sekoituksen aikaansaaminen ja hiilidioksidin johtaminen systeemiin.
(Rutila 2020.) Bioreaktoreissa, jotka kéyttivit suljetttua jarjestelmad, voidaan saavuttaa
korkeampi tuottavuus ja ne ovat yleensd vastustuskykyisempid kontaminaatiolle tai

muille ympiéristovahingoilla (Lane 2022).

4.2 Allaskasvatus

Mikrolevéviljelyyn parhaiten soveltuva jdrjestely suuressa mittakaavassa on avoin
lammikkoviljely. Se on kuitenkin erittdin altis biologiselle saastumiselle. (Lam ja muut
2018.) Vaikka allaskasvatusjérjestelmédt on helppo rakentaa, ne ovat alttiita
valorajoituksille ja ympériston aiheuttamalle stressille, jotka haittaavat levdn kasvua
(Novoveska ja muut 2023). Jos avoviljelmisséd valmistetaan neljannen sukupolven
biopolttoaineita, niihin liittyy riskejd, jotka koskevat terveytti ja ymparistod (Abdullah
jamuut 2019).

5 Fotomiksotrofian haasteet
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Liséhiilildhteiden kustannukset fotomiksotrofisissa olosuhteissa on yksi ratkaisevista
tekijoisti, joka vaikuttaa sen taloudelliseen toteutettavuuteen. Hiilildhteitd on mahdollista
lisitd esimerkiksi kéyttamalld teollisuuden sivuvirtoja, joissa on mikroleville
kayttokelpoisia hiiliyhdisteitd. Kuitenkin ongelmana on se, etti monet kannat eivét
luontaisesti kykene hyddyntdméén sivuvirtoja, vaan kantoja on muokattava geneettisesti.
Ksyloosi on lignoselluloosan piddkomponentti ja luonnossa esiintyvd toiseksi runsain
sokeri glukoosin jdlkeen, minkd wvuoksi sitd on pidetty lupaavana uusiutuvana
luonnonvarana biopolttoaineiden ja kemikaalien tuotannossa. (Van Dyk ja Pletschke
2012a.) (Zhao ja muut 2020.) Yhdenkéddn syanobakteerikannan ei kuitenkaan tiedeti

luonnollisesti hyodyntidvén ksyloosia (Yao ja muut 2022).

Fotomiksotrofiset kasvusaannot ovat usein suurempia kuin fotoautotrofisten ja
heterotrofisten tuottojen summa (X. Chen ja muut 2016; Chojnacka ja Zielinska 2012;
Liang ja muut 2009). Tdmi osoittaa, ettd fotomiksotrofia on enemmén kuin pelkka
fotoautotrofian ja heterotrofian summa. Se on pikemminkin erilainen aineenvaihdunta.
Syanobakteerien  fotomiksotrofisen = aineenvaihdunnan  tutkiminen  vaikuttaa
merkitykselliseltd, koska sen kvantitatiivinen ymmadrrys on avain optimoituihin
solutehtaisiin (Schulze ja muut 2022.) Fotoautotrofiset tuotantonopeudet ja esimerkiksi
sukkinaatin saannot jddvit kuitenkin huomattavasti pienemmiksi kuin heterotrofisista

jarjestelmistd (Ahn ja muut 2016; Lee ja muut 2011).

6 Fotomiksotrofian tehokkuuden parantaminen

6.1 Perimidn muokkkaus geentiteknologian menetelmin

Organismeja voidaan muokata geneettisesti poistamalla tai lisidmalld niithin geeneja.
Niin organismeihin saadaan lisdttyd haluttuja ominaisuuksia tai poistettua epitoivottuja
ominaisuuksia. Esimerkiksi plasmidin siirrolla saadaan muokattua bakteerin DNA:ta
niin, ettd se alkaa tuottamaan haluttua lopputuotetta. Muokattujen fotomiksotrofisten
syanobakteerien systemaattinen analyysi molekyylitasolla on vélttimé&tontd, jotta timén
synteettisen strategian mahdollisuuksia parantaa biotuotantoa voidaan tutkia edelleen

(Tan ja muut 2022).
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Mikrolevilajeilla genominmuokkausmenetelmien kehittiminen on ddrimmaisen tarkeda,
mutta aikaa vievidd. Teollisesti merkittdvien mikrolevien geneettinen tydkalupakki usein
puuttuu verrattuna muihin mikrobeihin. Kehittynyt aineenvaihdunnan muokkaus vaatii
taydellisemmin molekyylityokalupaketin, joka sisdltdd useita eri vahvuisia transkription
promoottorielementtejd, mukaan lukien indusoituvat promoottorit, transkription
terminaattorit, valintamarkkerit, geneettiset kytkimet ja translaatioelementit, kuten

sisdiset ribosomien sitoutumiskohdat ja ribokytkimet. (Barbosa ja muut 2023.)

Kehittyva genetiikka yhdistettynd tehokkaaseen genotyypityk2seen ja vankkoihin
suuritehoisiin seulontamenetelmiin voivat auttaa méérittiméén geenitoimintoja ja
tunnistamaan geenejd, jotka ovat olennaisia halutun ominaisuuden kannalta (Siidfeld ja
muut 2021; Lu ja muut 2021; Osorio ja muut 2019; Dahlin ja muut 2019). Vaikka lupaus
tulevista geneettisistd seulontamenetlmisté on kiistaton, vain muutama mikrolevigeeni
on toistaiseksi yhdistetty fenotyyppiin satunnaisten mutageneesistrategioiden avulla.
Lisdksi useimmat néistd geeneistd odottavat perusteellista toiminnallista karakterisointia.

(Barbosa ja muut 2023.)

Geneettisesti mikrolevid voidaan muokata tehokkaammiksi esimerkiksi lisdamalld nithin
kuljetusproteiineja, joilla sokereita voidaan siirtdd sekd solun sisille ettd ulkopuolelle.
Jotta 2,3-butaanidiolin fotomiksotrofinen tuotanto olisi valojakson aikana mahdollista,
asennettiin  syanobakteeri Synechococcus elongatus PCC 7942:een glukoosin,
sakkaroosin ja ksyloosin sokerinsiirtimet. Tuottavuutta saatiin parannettua 1,8-
kertaiseksi, kun 2,3-butaanidiolin reitin geenin ilmentymistasoja optimoitiin muuttamalla

ribosomaalisten sitoutumiskohtien voimakkuutta. (McEwen ja muut 2016.)

Glukoosin muuntamiseksi asetyyli-CoA:ksi korkealla tehokkuudella suunniteltiin ei-
hapettava syklinen glykolyysireitti (NOG) syanobakteeri Synechocystis 6803:ssa, joka
voi hajottaa yhden glukoosin teoreettisesti enintddn kolmeksi asetyyli-CoA:ksi (Bogorad
ja muut 2013). Tamd NOG-reitti kdyttdd Bifidobacterium adolescentis-bakteerista
perdisin olevaa bifunktionaalista fosfoketolaadia, joka katalysoi fruktoosi-6-fosfaatin
muuttumista asetyylifosfaatiksi ja erytroosi-4-fosfaatiksi (Meile ja muut 2001; Song ja
muut 2021). Tassé tuotantostrategiassa syanobakteeriin siis tuotiin synteesireitti toisesta

organismista.

Poistamalla sytokromi(M)-geenikierrettiin prosessi, jossa fotomiksotrofinen kasvu johtaa

Q(A)(-) reoksidaation asteittaiseen estymiseen ja siten valoreaktio II:n toiminnan
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heikkenemiseen Synechocystis-solussa. Tdma prosessi viahentdd fotosynteesin inhibitiota
suurelta osin kasvun aikana. Delta sytokromi(M) -kanta eli kanta, josta cytM-geeni oli
poistettu, sdilyttiaktiivisen fotosynteesiin kasvettuaan kolme péivdd fotomiksotrofisissa
oloissa, mikd nékyi suurina fotosynteettisind O(2)- ja CO(2)-virtoina sekd PSI:n ja PSII:n
tehokkaina tuotoksina. Kaiken kaikkiaan tdmid johti korkeampaan kasvuvauhtiin

verrattuna villityyppiin. (Solymosi ja muut 2020.)

Sigmatekijd SigE:n inaktivointi Symechocystis 6803:ssa véhensi glykolyysiin,
oksidatiiviseen pentoosifosfaatti-reittiin ja glykogeenikataboliaan osallistuvien geenien
transkriptiotasoja (Osanai ja muut 2005). Nidin ollen SigE on sokerikatabolian

positiivinen séételija (Dong ja muut 2016; Osanai ja muut 2011).

6.2 Kasvatusolosuhteiden optimointi

Soluja voidaan kasvattaa biotuotannon tarpeisiin ympéristdssd, jonka olosuhteita voidaan
hallita. Esimerkiksi bioreaktoreissa kasvatettuna solujen olosuhteita voidaan sédéddelld
niiden tarpeiden mukaan mahdollistaen solujen optimaalisen kasvun ja niissd valon

maérad ja laatua, 1dmpdotilaa ja pH:ta voidaan muokata.

Etyleenin tuotannossa tuottavuutta saatiin lisdttyd, kun lisdhiililihteend kéytettiin
ksyloosia. Ksyloosi lisdd virtausta sitruunahappokierron ldpi (Yao ja muut 2022).
Ksyloosia on pidetty lupaavana uusiutuvana luonnonvarana biopolttoaineiden ja
kemikaalien tuotannossa sen runsaan luonnossa esiintymisen vuoksi (Van Dyk ja
Pletschke 2012; Zhao ja muut 2020). Ksyloosi on lignoselluloosan pddkomponentti.
Ksyloosin hyddyntdmiseksi syanobakteereissa on otettava kayttoon ksyloosispesifisid
kuljetusjérjestelmid koodaavia geenejd, kuten xy/E, joka on major facilitator superfamily
-kuljettaja, joka toimii suhteellisen matala-affiniteettisena ksyloosi/protonisymportterina
(Davis ja Henderson 1987; Jojima ja muut 2010). Lisdksi voidaan hyddyntaéd xy/FGH-
operonia, joka on ATP:t4 sitovaan transportteriperheeseen kuuluva korkea-affiniteettinen
ksyloosin kuljettajakompleksi, jotta saadaan aikaan ksyloosin kuljetus soluihin. (Yao ja
muut 2022). Kaikilla tdmén tyypppisilld kuljetusproteiineilla on ydinrakenne, joka
koostuu kahdesta transmembraanidomeenista, jotka tunnistavat substraatin ja helpottavat
translokaatiota, sekd kahdesta nukleotideja sitovasta domeenista ATP:n sitomistaenergian
tuottamiseksi (To ja muut 2020). Major facilitator superfamily-kuljettajat mahdollistavat
vélttdméttdmien ravintoaineiden ja ionien ottamisen, aineenvaihdunnan lopputuotteiden

ja haitallisten aineiden erittymisen seké solujen ja ympariston vilisen viestinndn. Ne ovat
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my0s energiaa tuottavien ja kuluttavien jérjestelmien olennaisia osatekijoitd. (Pao ja muut

1998.)

Treecen ja muiden (2023) tekeméssa tutkimuksessa Synechococcus elongatus PCC 7942
fotomiksotrofinen kanta kéyttaa kahta vastakkaissuuntaista protonisymportteria. Tehokas
glukoosin tuonti vaatii matalan tai neutraalin pH:n ja sukkinaattikuljettaja vaatii korkean
pH:n tuotteen viemiseksi ulos solusta. Niin ollen todettiin, ettd tehokkaaseen
sukkinaattituotantoon tarvitaan vaihteleva pH. Tulokset tarjoavat hyodyllisid ndkemyksid
siitd, onko mahdollista laajentaa fotomiksotrofisia tuotantoalustoja biotuotannon

skaalaamiseksi.

Muokattu Synechococcus elongatus 7942-kanta ei kyennyt tuottamaan isopropanolia
aerobisissa olosuhteissa jatkuvassa valoaltistuksessa. Kun kantaan liséttiin 90 mM (5,3
g/1) asetaattia, se pystyi tuottamaan 22 mg/l isopropanolia tuottavuuden ollessa 3 mg/l/h.
Asetaatin lisddmisen sijasta he luottivat kannan luonnolliseen taipumukseen kdynnistéa
glykolyyttinen reitti anaerobisissa, pimeissd olosuhteissa ja siten tuottaa asetaattia
varastoidusta glykogeenistd. (Stal ja Moezelaar 2006.) Anaerobisissa, pimeissd
olosuhteissa viljelmét tuottivat korkeamman maksimitiitterin, 27 mg/l (Hirokawa ja muut
2015). Asetaatin muuntuminen isopropanoliksi on kuitenkin suurinta aerobisissa valo-
olosuhteissa (Kusakabe ja muut 2013). Siten kasvatus ensin anaerobisissa, pimeissi
olosuhteissa takaa lisdéintyneen asetaattituotannon, minka jélkeen siirtyminen aerobisiin,
valoisiin  olosuhteisiin  mahdollistaa  tehokkaamman asetaatin  muuntamisen
isopropanoliksi. Tdméi ldhestymistapa yhdessd pH:n ja kasvuvaiheen optimoinnin

optimoinnin kanssa nosti titterit 6-kertaisiksi 146 mg/l:aan. (Matson ja Atsumi 2018.)

7 Fotomiksotrofinen tuotanto verrattuna muuhun teollisuuteen

Verrattuna bakteerien, sienten ja hiivojen yksisoluiseen proteiinituotantoon, joka perustuu
vetyyn tai sokeriin, mikrolevit ovat maankdyton kannalta tehokkaampia. Viimeisten 70
vuoden aikana mikrolevdt ovat useaan otteeseen herdttdneet huomiota lupaavina
ehdokkaina teolliseen hyddyntdmiseen elintarvikkeiden ja  biopolttoaineiden
valmistuksessa, koska niiden pinta-alatuottavuus on suuri verrattuna viljelykasveihin.

(Barbosa ja muut 2023.)
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Synechocystis sp. PCC 6803:n on mahdollista kasvaa ja tuottaa haluttuja yhdisteitd seka
fotoautotrofisissa ettd fotomiksotrofisissa olosuhteissa (Varman ja muut 2013).
Fotoautotrofisissa olosuhteissa isobutanolin tuotto oli 90 mg/l, mik& on vihemmain kuin
fotomiksotrofisissa olosuhteissa tuotettu madrd 114 mg/l. Etyleenid puolestaan saatiin
tuotettua 25 % enemmdn fotomiksotrofisissa olosuhteissa kuin fotoautotrofisissa

olosuhteissa. (Matson ja Atsumi 2018.)

SCP:n fototrofisen tuotannon haasteita ovat korkeat kustannukset, jotka liittyvit alhaisiin
biomassapitoisuuksiin ja alhaiseen tilavuustuottavuuteen. Kaasun poisto ja kerddminen
sekd viljelmén sekoittaminen tuovat lisdhaasteita kustannuksiin. SCP:n tuotanto
miksotrofisesti voi lisdtd biomassan saantoa. Miksotrofisessa tuotantotavassa
fotosynteesissd syntyvé happi kulutetaan tiysin soluhengityksen aikana ja orgaanisesta
substraatista vapautuva hiilidioksidi kéytetédn lahes kokonaan uudelleen samojen solujen
fotosynteettisessd aineenvaihdunnassa. Tasapainottamalla hiilen tarjonta autotrofisen
hapen tuotantonopeuden kanssa voidaan saavuttaa erityinen viljelystrategia,
happitasapainoinen miksotrofia. Tdméa hiilidioksidin ja hapen kierrdtys védhentdd
merkittivisti ndiden yhdisteiden ulkoisen syotdn ja vastaavasti kaasunpoiston tarvetta.
Koska hapen poistoa ja hiilidioksidin lisddmistd ei endd tarvita fotomiksotrofisessa
viljelyssé, fotobioreaktorin toiminnan energiatarve pieneni 40 % verrattuna fototrofiseen

viljelyyn. (Barbosa ja muut 2023.)

Mikrolevdt voivat kayttdd ravinteita 100-prosenttisesti, toisin kuin nykyisessd
maatalouskdytdnnossd, jossa ldhes 50 9% lannoitteen ravinteista péddtyy pinta- ja
pohjaveteen aiheuttaen saastumista ja rehevditymistd. (Pingali 2012.) Verrattuna
bakteerien, sienten ja hiivojen yksisoluiseen proteiinintuotantoon, mikrolevdt ovat
maankdyton kannalta tehokkaampia. Aurinkoenergian suoralla kaytolld SCP-tuotantoon
mikrolevilld on korkein maankéyttotehokkuus verrattuna muihin mikrobiologisiin SCP-
lahteisiin, joissa kdytetddn sokerijuurikkaan tuotantoa tai vetyd raaka-aineena. (Barbosa

jamuut 2023.)

Vaikka mikrolevilld on paljon korkeampi rasvojen tuotto kuin 6ljypalmussa pinta-alaa
kohden, mikrolevdan TAG-saanto valoenergialla on kiytdnnossd 10 kertaa pienempi kuin
teoreettinen saanto (Remmers ja muut 2018). Lipidien tuottavuuden parantamisessa on
valtavasti potentiaalia, mutta tieteellistd ja teollista perustaa ei vield ole olemassa.
Valvotuissa olosuhteissa tapahtuvan tuotannon tekniikka on hyvin kehittynyt, mutta ulko-

olosuhteissa tuotto on edelleen liian vidhéistd. Mikrolevien biotuotteiden paletin
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laajentaminen vaatii tehokkaita tyokaluja teollisesti merkittdvien kantojen geneettiseen

manipulointiin. (Barbosa ja muut 2023.)

Mikrolevit jakavat siirtogeenisten kasvien edut biologisten aineiden tuotannossa, mukaan
lukien korkea resurssitehokkuus, , monimutkainen proteiinien laskostuminen ja
mahdollisuus kasvimaiseen N-glykosylaatioon. Niilld on myds monia muita etuja kuten
yksinkertainen biosuojaus, korkeammat kasvunopeudet, kyky erittdd proteiineja ja nopea
geneettinen muuntelu. Siksi mikrolevdt ovat heréttdneet kasvavaa kiinnostusta
mahdollisina solutehtaina proteiiniterapeuttisten aineiden tuotantoon. (Barbosa ja muut

2023.)

Fotosynteettinen tuottavuus on tdlld hetkelld liian alhainen vastaamaan teollisuuden
vaatimuksiin verrattuna heterotrofisiin mikrobeihin. Syanobakteereiden fotosysteemit
voivat tuottaa 21 mmol ATP/g biomassaa, kun taas esimerkiksi Escherichia coli pystyy
tuottamaan 59-65 mmol ATP/g biomassaa tunnissa vapaiden rasvahappojen
tuottamiseksi. (Song ja muut 2021.) Kun taas esimerkiksi fotomiksotrofisissa
olosuhteissa Synechococcus elongatus PCC 794- kanta saavutti 2,3-butaanidiolin
tuottavuuden 10 mg/l tunnissa. Fotomiksotrofisissa olosuhteissa Synechocystis sp. 6803 -
kannan avulla tuotettiin 114 mg/l isobutanolia, mikd on hiukan enemmédn kuin

fotoautotrofisesti tuotettu 90 mg/1. (Matson ja Atsumi 2018.)

& Yhteenveto

Fotomiksotrofiaan pystyvilla syanobakteereilla voidaan luoda tuotannollinen vaihtoehto
fossiiliseen 6ljyyn pohjautuville yhdisteille. Mikrolevilld voidaan kestévasti tuottaa
proteiineja ja lipidej, joita voidaan kaytt44 raaka-aineina valmistettaessa
elintarvikkeita, energiaa ja kemikaaleja. Mikrolevien kasvatus on mahdollista

bioreaktoreissa ja kasvatusaltaissa.

Kuitenkin fotomiksotrofisten tuotantotapojen tuottavuutta taytyy parantaa, jotta siita
saataisiin taloudellisesti jarkeva vaihtoehto. Sit4 voidaan parantaa muokkaamalla eli6ita
geneettisesti tai ympéristoolosuhteita optimoimalla. Tama vaatii kuitenkin viela

lisatutkimusta.
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