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Aspergillus-suvun homeet ovat merkittdva tuotto-organismi biotekniikassa. Aspergillus-
suvun homeet kykenevit erittiméén luonnostaan suuria miirid metaboliansa tuotteita,
mikd tekee niistd ihanteellisia tuottoisdntid. Rihmamaisena sienend Aspergillus-suku
pystyy lisdksi glykosylaatioon, minkd takia eukaryoottisten rekombinanttiproteiinien
tuottaminen on mahdollista niissd, erottaen sen bakteereista tuottoisdntind. Suvun eri
lajeja  kéytetdin nykyéddn teollisuudessa hyoOdyksi aina elintarviketeollisuudesta
entsyymiteollisuuteen, johon tdmid kanditutkielma perehtyy. Tamé tutkielma on
kirjallisuuskatsaus, joka keskittyy vertaisarvioituun tieteelliseen kirjallisuuteen.

Tutkimuskysymys on Aspergillus-suvun homeiden kéyttd ja merkitys entsyymien
valmistuksessa, sekd sithen, mitkd tekijit vaikuttavat fermentointiprosessin valintaan ja
miten tuotantoa saadaan optimoitua.

Aspergillus-suvun homeiden hyvistd ominaisuuksista huolimatta teollisen mittakaavan
tuotannossa on kuitenkin edelleen useita ongelmakohtia niin natiivi- kuin
rekombinanttiproteiinien tuotossa. Tuotannon tehostamiseen etsitddn keinoja esimerkiksi
geenitekniikkaa ja koneoppimista hyddyntimélld. Geenitekniikan hyddyntdmisté
hidastavat tiukat GMO-lainsdddannot sekd tarve tuntea kohdeorganismin metaboliareitit
hyvin tarkasti. Ndiden syiden takia klassiset muuntelumenetelmét ovat teollisuudessa
suositumpia. Koneoppimisella pyritddn puolestaan hyddyntdmaan matemaattisia malleja
fermentointiprosessin optimoinnissa. Fermentointitavan valinta itsessdén vaikuttaa
merkittavasti tuottoon. Nykyiin teollisuudessa suositaan vedenalaista fermentaatiota.

Entsyymimarkkinoiden odotetaan kasvavan tasaisesti tulevaisuudessa. Suurimpia
markkina-alueita ovat USA ja Eurooppa. Entsyymimarkkinoiden kolme suurinta toimijaa
hallitsee 75 % koko maailman entsyymimarkkinoista.

Aspergillus-sukua hyodynnetddn jo paljon entsyymiteollisuudessa, mutta tilaa
kehitykselle on vield runsaasti. Perustutkimus suvun lajien metaboliareiteistd ja GMO-
lainsddddnnon muutokset mahdollistaisivat geenitekniikan hyddyntdmisen tuotto-
organismin muokkauksessa monille aloille sopivaksi.

Asiasanat: Aspergillus, entsyymi, teollisuus, tuotantoprosessi, fermentointi, optimointi
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1 Johdanto

Aspergillus-homesuvun hyddyntdminen bioteknologisten tuotteiden valmistukseen sai
alkunsa vuonna 1917, kun James Currie sai Aspergillus niger kasvatuksen erittiméén
suuria méérid sitruunahappoa elatusaineeseensa. Vain vuosikymmentd my6hemmin A.
niger ohitti sitrushedelmét sitruunahapon tuottajana. (Ntana ja muut 2020) Salazar-
Cerezo ja muut (2023) kutsuvat julkaisussaan Aspergillus-suvun lajeja teollisuuden
tyOhevosiksi hyvisté syystd. Nykyddn suvun homeita kdytetdédn sen metaboliatuotteiden
valmistuksen lisdksi monien eri natiivi- ja rekombinanttiproteiinien valmistuksessa
useilla eri toimialoilla. T&md on seurausta uusien DNA-muokkaustekniikoiden
kehityksestd. Aspergillus-suvun homeilla voidaan muun muassa tuottaa useita
teollisuuden raaka-aineita, sitd voidaan kéyttdd elintarviketeollisuudessa esimerkiksi
soijakastikkeen valmistuksessa ja tuottaa biopolttoaineita sekd tulevaisuudessa
mahdollisesti 1ddkeproteiineja. (Ntana ja muut 2020) Aspergillus-suvun homeet ovat
tirked tuotto-organismi entsyymituotannossa (Salazar-Cerezo ja muut 2023). Tarafdar ja
muiden (2021) mukaan entsyymimarkkinat ovat kasvaneet menneind vuosina ja tulevat

jatkamaan kasvua tulevaisuudessakin.

Tassd  tutkielmassa  keskitytddn  Aspergillus-suvun ~ homeiden  kayttoon
entsyymituotannossa, tuotantoprosesseihin ja niiden optimointiin geenimuokkauksen ja
matemaattisten mallien sekd fermentointiprosessien avulla. Tutkielman lopussa
tarkastellaan entsyymimarkkinoiden taloudellista tilannetta sekd niiden tulevaisuuden

nakymid, selittdvid tekijoitd ja mahdollisuuksia.



2 Aspergillus-suvun suotuisat biologiset ominaisuudet

Aspergillus-suvun homeet ovat hyvii tuottoisidntid erityisesti, kun tavoitteena on suuri
tuottomaird, silld niiden solun ulkopuolinen eritys on luonnostaan tehokasta. Aspergillus-
suvun homeet ovat rihmaisia ja suurin osa solun ulkopuolelle eritettdvien tuotteiden
erityksestd tapahtuu rihmojen (engl. hypha) piistd. Kuvassa 1 ndhddin kaksi erilaista

ilmarihmaston p#étd, joista toinen kehittyy vesikkelin kautta Aspergillus-suvulle

ominaiseksi nuijamaiseksi konidiksi.

Kuva 1 A. nigerin kehitysvaiheet pyyhkdisy elektronimikroskooppikuvilla esitettynd. Kasvava sienirihmasto pystyy
muodostamaan kahden laisia ilmarihmastojen pditd. Kuva A on esimerkki kasvavaa sienirihmastoa muistuttavasta
pddstd. B kuva edustaa toista tyyppid, joka on paksuudeltaan 2—3-kertainen A-kuvaan verrattuna. B kuvan rihman pdd
voi muodostaa vesikkelin (C ja D). Vesikelin pddlle alkaa muodostua pallomaisia muotoja (E), joista kehittyy metula (F
ja G). Metuloiden pddlle kehittyy filaideja, jotka muodostavat konidiketjuja (I ja J). Kuva kopioitu P. Krijgsheld ja muut
(2013) artikkelista.

Kun tutkimuksessa glykoamylaasia tuottavan A. nigerin genomia muokattiin
kasvattamaan noin 20 % enemméin rihmastoa, huomattiin, ettd glykoamylaasin eritys
kasvatusmediaan nelinkertaistui. Kohtuullisesti hyperhaaroittuneilla kannoilla voidaan

siis kasvattaa saantoa. (Fiedler ja muut 2018)

Rihmaston péédt ovat my0s Aspergillus-suvun homeiden kasvavat osat. Kun rihmastot

padsevit verkostoitumaan toisiinsa, muodostuu pallomaisia kasvustoja, joiden sisdosissa



ovat solujen vanhimmat osat. Reunoilla ovat nuoret ja ensi sijassa kasvavat osat.
Kasvustojen koot ja eritystapa riippuvat niiden kasvuolosuhteista. (Pauline Krijgsheld ja

muut 2012)

Aspergillus-suvun  homeita voidaan kasvattaa my0s vapaana nestemaisessd
elatusaineessa. Pallomaisina kasvustoina kasvatettavat Aspergillus-kasvustot tosin
vahentdvdt vedenalaisen fermentaation (engl. submerged fermentation, SmF)
viskoosisuutta, parantavat sekoitettavuutta ja helpottavat puhdistusprosessia. Liian
suureksi kasvavat kasvustot eivit kuitenkaan saa tarpeeksi happea tai ravintoa sisdosiin,
mikd vaikuttaa negatiivisesti tuottavuuteen. (Ntana ja muut 2020) Kasvatustavan
valinnalla on suuri merkitys tuottavuuden kannalta. Esimerkiksi A. oryzae erittdd o-
amylaasia ja B-glukosidaasia ymparistoonsa kiintedfaasifermentaatiossa (engl. solid-state
fermentation, SSF), mutta kasvatuksen tapahtuessa SmF:ssd entsyymit jadvét jumiin
soluseinén sisille, mistd ne erittyvét hitaasti ulos. (Pauline Krijgsheld ja muut 2012)
SSF:ta ja SmF:ta késitelladn tarkemmin seuraavassa luvussa. Soluseinén sisdén jddneitd
proteiinisynteesin tuotteita voidaan kuitenkin saada vapautettua. Krijigshed ja muut
(2012) tutkivat A. niger kasvatusten kvantitatiivista proteiinien tuottoa lisddmalla
kasvatuksiin proteiinisynteesid inhiboivaa sykloheksimidi. Inhibiittorin avulla saatiin
tunnistettua proteiinit, jotka olivat syntetisoituneet ennen sykloheksimidin lisdystd, mutta
olivat jddneet soluseindn sisélle jumiin. Sykloheksimidin lisdys johti proteiinisaannon
hidastumiseen kasvustojen reunoilla mutta sisi- ja keskiosissa proteiineja vapautui paljon
enemmén kuin ilman késittelya. Tutkimuksessa kéaytettiin
transmissioelektronimikroskooppia madrittiméain, millainen vaikutus sykloheksimidilla
oli kasvustojen soluseiniin. Mikroskooppikuvista havaittiin, ettd sykloheksimidilld
kisiteltyjen kasvustojen rihmojen sisdosien soluseindt olivat ohuempia, kuin mitd
késittelemittomien kasvatusten. Kaésiteltyjen kasvustojen ulkoreunojen rihmastojen
havaittiin puolestaan olevan paksumpia kuin mitd kasitteleméttomilld kasvustoilla.
Tutkimusryhmi péitteli ndiden tulosten perusteella sykloheksimidin edistdvén soluseinén
hajoamista kasvustojen sisdosissa ja soluseindn paksunemista reunoilla.  (Pauline

Krijgsheld ja muut 2012)

Aspergillus-suvun homeita esiintyy luonnossa métinevissd oloissa, minkd takia ne
pystyvit luontaisesti tuottamaan orgaanista materiaa pilkkovia entsyymejd. Eri
Aspergillus-lajeja  on tutkittu kdyttden hyvin erilaisia ravinnonldhteitd, kuten

hoyhenjitettd (Mazotto ja muut 2013), minimimediumia (Fiedler ja muut 2018), seka
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palmudljyn tuotannossa syntyvéaa jétetta (Bakar ja muut 2022). Yhteistd ravinnonléhteille
on niiden sisdltdmadt erilaiset orgaaniset yhdisteet, jolloin tuottosolulinjan metaboliareittié
el tarvitse uusia tdysin, koska on mahdollista 10ytia tuotto-organismi, jolta mahdollisesti
16ytyy substraattia pilkkova entsyymi luonnostaan. Erittyviin entsyymeihin kuuluvat
my0s proteaasit, jotka voivat osoittautua ongelmallisiksi heterologisten proteiinien
tuotantoprosesseissa, koska ympdristoon erittyvét proteaasit voivat pilkkoa tuotetun

proteiinin (Ntana ja muut 2020).

Eukaryoottisia rekombinanttiproteiineja voidaan tuottaa myos hiivoilla, mutta rihmastona
kasvavien homeiden potentiaalisen erityskapasiteetin on todettu olevan suurempi
(Salazar-Cerezo ja muut 2023). Muiden rihmastoina kasvavien homeiden tavoin
Aspergillus-suvulla et ole taipumusta translaation jdlkeisissi —muokkauksissa
hyperglykolysoida niissd tuotettuja rekombinanttiproteiineja. Tadma yhdistettynéd suuriin
eritysmédriin erottaa Aspergilluksen tuottoisdntdnd hyperglykosylaatioon taipuvista
hiivoista ja glykolysaatioon kykenemittomistd bakteereista. (Baghban ja muut 2019;
Ntana ja muut 2020)



3 Tuotantoprosessit ja niiden optimointi

Tuotantoprosessin optimointi on térkedd teollisen mittakaavan entsyymituotannossa.
Prosessin optimointiin vaikuttaa merkittdvasti solukannan valinta, mutta mikali
fermentointiprosessia ei optimoida sopivaksi, maksimaalista entsyymituottoa ei
vélttdmattd saavuteta. Teolliseen fermentointiprosessiin vaikuttavia tekijoitd ovat muun
muassa fermentointimetodin valinta (SmF, SSF, biofilmi), lampétila, kasvatusliuoksen

pH, ravinnonldhde ja fermentointiaika. (Tarafdar ja muut 2021)

3.1 Kannan valinta ja kehitys

Valitsemalla ja muokkaamalla tuotantoon sopiva solukanta voidaan varmistaa tehokas
tuotantoprosessi ja mahdollisesti korkeampi saanto prosessista. Solujen muokkaamiseen
kiytetddn joko klassisia muokkaustapoja tai geenitekniikan tydkaluja. Klassiset
menetelmit ovat télld hetkelld laajemmin kdytOssé teollisen mittakaavan tuotannossa,
koska niiden hyddyntdmiseen ei vaadita syvillistd tuntemusta muokkauksen kohteena
olevan organismin biosynteesireiteistd tai geneettisestd perustasta. Klassisilla
menetelmilld muokattuihin organismeihin ei pdde mydskdin GMO-lainsdadadéanto.
Geenitekniikalla saadaan tosin kontrolloitua muokkauksia hyvin tarkasti, mikd ei ole

mahdollista klassisilla menetelmilla. (Salazar-Cerezo ja muut 2023)

Rekombinanttiproteiinien tuottaminen Aspergilluksessa johtaa yleensd pienempéddn
saantoon  kuin  mitd  natiiviproteiinien  tuotossa.  Geenitekniitkan  avulla
rekombinanttiproteiinien = saantoa voidaan kuitenkin kasvattaa  vaikuttamalla
ongelmakohtiin transkriptiossa, translaatiossa ja translaation jilkeisissd muokkauksissa.

(Ntana ja muut 2020)

Transkriptio Transkriptioon voidaan vaikuttaa valitsemalla sopiva promoottori, joka voi
olla joko koko ajan aktiivinen eli konstitutiivinen tai vain osan ajasta aktiivinen eli
indusoitava. Indusoitavat promoottorit ovat teollisen tuotannon suosiossa, koska geenin
yliekspressio voi johtaa myrkyllisten tuotteiden syntymiseen tai solun rasittumiseen.
Sadtelyn avulla ndmé ongelmat voidaan vélttdd. Indusoitavat promoottorit perustuvat
johonkin ympdéristdtekijin signaaliin, kuten pH:hon, sokereihin tai katabolisiin
entsyymeihin. A. nigeristd eristetty glukoamylaasi-A:n (glad) promoottori on yksi
ensimmadisistd rihmaisissa sienissd kéyttoonotetuista indusoitavista promoottoreista.
(Salazar-Cerezo ja muut 2023) Myos geenikopioiden lukuméédrdn on huomattu

vaikuttavan saannon méérdén niin rekombinantti- kuin natiiviproteiinien tuotannossa.



Kopioiden suuri lukumééra ei kuitenkaan vélttdmatta korreloi ekspression kanssa, koska
kopioiden sijainti genomissa ja mahdollisesti geenin vaimennusmekanismi voivat
vaikuttaa ekspression lopulliseen voimakkuuteen. (Ntana ja muut 2020; Salazar-Cerezo

ja muut 2023)

Translaatio Translaatioon voidaan vaikuttaa kodonioptimoinnin avulla. Organismista
riippuen jokin tiettyd aminohappoa koodaava kodoni voi olla suositumpi kuin toinen
tdsmailleen samaa aminohappoa koodaava kodoni. Rekombinanttiproteiinia tuotettaessa
harvinainen kodoni voidaan muuttaa tuottoisidnnélle suotuisammaksi kodoniksi
aminohappoa muuttamatta. Kodonioptimoinnin avulla voidaan parantaa mRNA:n
stabiiliutta ja tehostaa translaatiota. Kodonioptimointi on useissa Aspergillus-suvulla
toteutetuissa tutkimuksissa johtanut rekombinanttiproteiinien parempaan saantoon.

(Ntana ja muut 2020)

Translaation jilkeiset muokkaukset Rihmamaisina sienind Aspergillus-suku kykenee
glykosylaatioon, minkd takia niilldi voidaan tuottaa eukaryoottien proteiineja.
Nisidkésproteiinien tuotossa haasteena on eroavuudet glykosylaatiossa. Aspergillus-suvun
homeet tuottavat N-glykosylaatiossa yleensd korkeamannoosi N-glykaaneja, jotka ovat
paljon  yksinkertaisempia,  kuin  nisdkdsglykaanit,  jotka  koostuvat = N-
asetyyliglukosamiinista, galaktoosista, fukoosista ja siaalihaposta. (Ntana ja muut 2020)
Kuvassa 2 on esimerkki tyypillisestd nisdkdssolun N-glykaanista sekd tyypillisestd

rthmamaisen sienisolun tuottamasta N-glykaanista.



Nisakassolu Proteiini

/

Rihmamainen
sienisolu

Kuva 2 Nisdkdssolun ja rihmamaisen sienisolun N-glykolysaation erot. Nisdkéssolun glykaanit koostuvat N-
asetyyliglykosamiinista, mannoosista, galaktoosista, fukoosista ja siaalihaposta. Aspergillusksen kaltaiset
rihmamaiset sienet tuottavat korkeamannoosi N-glykaaneja. Kuva piirretty Anyaogu ja muut (2021) kuvan pohjalta.

N-asetyyliglykosamiini
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3.2 Matemaattiset mallit

Fermentoimalla tuotettavien entsyymien tuoton optimointia varten on kehitetty
pilottivaiheessa oleville entsyymituotantoprosesseille sovellettavissa olevia kaavoja.
Suurin osa kdytdssé olevista entsyymituotantoa kartoittavista malleista on joko empiirisid
tai puoliempiirisid. Puoliempiirisissd malleissa ennalta mééritettyjen muuttujien arvot
madritetddn kokeellisesti tiettyjd entsyymejd kohden. Empiiriset mallit perustuvat input-
output-funktioithin. Niiden avulla saadaan rajallisesti tietoa entsyymid tuottavasta
systeemistd. Empiiriset mallit ovat hyddyllisid, kun ennustetaan uuden muuttujan
aikaansaamaa vastetta. (Tarafdar ja muut 2021) Fermentointiprosessi tdytyy suunnitella
ja optimoida jokaiselle muunnellulle kannalle. Optimointiprosessi on monivaiheinen ja
vilttamiton taloudelliselle ja tehokkaalle teolliselle tuotannolle. (Ntana ja muut 2020)
Matemaattisia malleja hyodyntdmédlla saadaan laskettua fermentointiprosessin
optimoinnin kustannuksia, koska niiden avulla saadaan huomattavasti laskettua

testauksien lukuméérad (De Menezes ja muut 2023).



Yleensd entsyymien tuotantomalleissa tarkastellaan kolmea eri kineettistd jarjestelmaa:
mikrobikasvun, substraatin hajoamisen ja entsyymin tuotannon kinetiikkaa.
Tutkimuksessa Germec ja muut (2020) tuottivat inulinaasia kdyttden sokerijuurta
substraattina ja mdadrittivit tuottokinetiikan Luedeking—Piret -mallilla inulinaasille ja
sakkaroosille. Luedeking—Piret -malli on kinetiikan malli, jota kdytetddn kuvaamaan
empiirisessd tutkimuksessa saatua prosessin kokeellista dataa. Mallilla ennustettiin A.
nigerin kasvua, entsyymituotantoa ja substraatin kulutusta. Tutkimuksessa kéytetty
Luedeking—Piret -malli on esitetty kaavassa 1, missd entsyymin tuottoaste dP/d¢ (U/mL/d
tai (mg/mL/d) on riippuvainen X:sté eli biomassan konsentraatiosta (g/L) ja dX/dz:std eli
A. nigerin kasvunopeudesta (g/L/d). a on kasvuun liittyvd vakio (U/mgX tai g
proteiinia/gX) ja B puolestaan kasvuun liittymdton vakio (U/mgX piivéssd tai g
proteiinia/gX paivéssd).

dp dx

E =a E + BX (1)

Tuloksista kdy ilmi, ettd inulinaasin ja sakkaroosin tuotto ei ole riippuvaista A. nigerin
kasvusta. (Germec ja muut 2020.) Luedeking-Piret-mallia on hyddynnetty useissa
tutkimuksissa onnistuneesti, minkd takia sen voidaan sanoa olevan kiyttokelpoinen

monille eri entsyymeille ja substraateille. (Tarafdar ja muut 2021)

Entsyymituotannon optimointiin etsitddn ratkaisuja myos koneoppimisen puolelta
neuroverkoista (engl. artificialneural network, ANN), geneettisistd algoritmeista (engl.
genetic algorithm, GA) ja adaptiivisista neurosumupddttelyjérjestelmisti (engl. adaptive
neurofuzzy inference system, ANFIS). ANN on matemaattinen jiljitelméd ihmisaivojen
hahmontunnistuksesta. Se oppii epétarkoista sydtetyisti tiedoista ja ennustaa systeemille
kohteena olleen tiedon kisittelemélld dataa médrityn mekanismin perusteella. ANN:ia
suositellaan kéytettdviksi vain, kun data on monimutkaista, epdlineaarista ja sitd on
paljon, minkd takia sen hyoddyntdminen ei ole yleisesti taloudellista. ANFIS koostuu
viidestd kerroksesta ja se yhdistdd ANN:a ja sumupdittelyjdrjestelmid (engl. fuzzy
inference systems, FIS). ANFIS:n avulla voidaan parantaa mallintamissysteemin virheen
sietoa, nopeutta ja mukautuvuutta. (Tarafdar ja muut 2021) Tarafdar ja muut (2021)
kuvaavat GA:a hakualgoritmiksi, joka valitsee muuttujat, sekoittaa ja sovittaa ne yhteen
muodostaen joukon vastauksia, jonka jilkeen sykli toistetaan, kunnes pysdytysehto
tayttyy. Sykleilld pyritdéin saamaan aikaan joukko joustavia ja tehokkaita ratkaisuja, jotka

ovat edellisen syklin ratkaisuja parempia. GA:t eivdt vilttimattd anna vastaukseksi



parasta ratkaisua vaan paikallisen optimiratkaisun. (Tarafdar ja muut 2021)
Optimiratkaisulla tarkoitetaan ratkaisua, joka tiyttdad pysdytysehdon algoritmille, vaikka

kyseessd ei olisi paras mahdollinen ratkaisu.

3.3 Fermentaatio

Fermentaatioprosessi  tapahtuu bioreaktorissa. Fermentointi voidaan toteuttaa
bioreaktorissa SSF:na tai SmF:na. Membraanibioreaktorin (MBR) ja biofilmiin
pohjautuvan reaktorin kdytté on myos mahdollista. (Tarafdar ja muut 2021) SSF:ssd
solujen kasvatus tapahtuu kiintedlld pinnalla eikd fermentaatioprosessissa ole mukana
vettd. SSF:n etuja ovat prosessin nopeus, mahdollisuus kayttda kiintedd jatettd reaktion
substraattina ja suuri saanto. Substraatin ominaispinta-ala on merkittdva tekija SSF:ssi,
koska sienisolun kehittymisen kannalta vilttdimattomaille ravinteiden ja kaasujen
diffuusiolle on oltava riittdvisti pinta-alaa, jolla adsorptio ja sienirihmojen tunkeutuminen
mahtuu tapahtumaan. SSF:lla tuotetut entsyymit eivdt ole alttiita inhiboitumaan

substraatissa ja sietdvit lampdtilan ja pH:n muutoksia. (De Menezes ja muut 2023)

Nykyéddn SmF:ta kdytetddn useimmiten teollisuusentsyymien tuotannossa, koska sen
sddtely- ja tarkkailusysteemit ovat niin edistyneitd. SmF:ssa kasvatus tapahtuu upoksissa
kasvatusmediumissa. SmF-bioreaktoreita on paljon erilaisia, mistd jokaisella niistd on
omat etunsa ja heikkoutensa. Esimerkiksi ilmasilta bioreaktorit (engl. airlift bioreactor)
ovat hyvin kalliita ja ne eivit kykene tehokkaaseen sekoitukseen suurissa solutiheyksissé,
mutta ne myds pienentdvdt virrankulutusta, védhentdvdt soluihin kohdistuvaa
leikkausrasitusta (engl. shear stress), parantavat sekoittumista ja massan- ja

lammonsiirtokerrointa verrattuna sekoitusséiliobioreaktoriin. (Tarafdar ja muut 2021)

MBR:ssa on puolildpdisevd kalvo, jota hyddyntdméilld esimerkiksi tuotteet saadaan
erilleen kasvatuksesta. Taméd helpottaa puhdistusprosessia kasvatusmediumista.
Entsymaattisella MBR:lla voidaan tuottaa esimerkiksi glukonihappoa hyddyntdmalla
glukoosioksidaasia glukoosin hapettamisessa. Kalvo estdd glukoosioksidaasin
siirtymisen puolelta toiselle, mutta sallii glukoosin ja glukonihapon siirtymisen. (Liu ja
Cui 2007) MBR:ssa kalvo toimii siis erottelijana ja fyysisend esteeni. MBR:ssa
katalysoiva entsyymi voi olla my0s sidottuna membraaniin, mikd estdd entsyymid
menettdmistd aktiivisuuttaan. Entsyymid voidaan kayttdd siis uudelleen mydohemmin.

MBR:n heikkoutena on biologinen likaantuminen, mikd on seurausta membraanin
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hydrofobisuudesta. Biologinen likaantuminen kasvattaa MBR:n ylldpitokuluja. (Tarafdar
ja muut 2021)

Biofilmipohjaisissa reaktoreissa saadaan yhdistettyd SmF:n ja SSF:n etuja: prosessi on
SmF:n tavoin hyvin hallittavissa ja kasvatettavat solut saavat pinnan, jolle kiinnittya.
Biofilmipohjaisissa reaktoreissa ei tarvitse ottaa huomioon ilmastrippausta eli haitallisten
orgaanisten yhdisteiden (engl. Volatile Organic Compound) poistamista, biologista

likaantumista (engl. biofouling) tai biologista erottumista. (Tarafdar ja muut 2021)

Fermentointitavan valinta riippuu kasvatettavasta solulinjasta ja tuotettavasta
entsyymistd. Aspergillus-homeiden fermentoinnissa kiytetdén pidasiassa SmF ja SSF
fermentointia, mutta biofilmin hyodyntdmistd on myds tutkittu lupaavin tuloksin.
Gamarra ja muut (2010) vertailivat A. nigerilld tuotetun sellulaasin saantoa SmF:ssi,
SSF:ssd ja biofilmissd. Tuloksena biofilmissd sellulaasin tuotto biomassayksikkdd
kohden oli 1,5-kertainen SmF:d4n verrattuna ja 2,6-kertainen SSF:&in verrattuna

(Gamarra ja muut 2010).
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4 Talous

Vuoteen 2023 mennessd maailman entsyymimarkkinoiden on odotettu nousevan 7
miljardiin Yhdysvaltain dollariin. Markkinoiden odotetaan kasvavan, kun wuusia
entsyymiteknologioita saadaan kdyttoon ja orgaanisia yhdisteitd saadaan hyddynnettyd
tuotannossa. (Tarafdar ja muut 2021) Kuvassa 3 esitetdin kaupallisten entsyymien tuotto-
organismien jakaumaa vuoden 2015 Association of Manufacturers and Formulators of
Enzyme Products (AMFEP) -dataan perustuen (Salazar-Cerezo ja muut 2023). Kuvan
mukaan rihmamaiset sienet tuottavat kaupallisista entsyymeistd jopa 54 %, josta
Aspergillus-suvun sienet tuottavat 51 %. Aspergilluksilla tuotetut entsyymit tuottavat siis

merkittdvin osan kaupallisista entsyymeista.

2% 4%

6%

54%

= Bakteerit Rihmamaiset sienet Hiivat Kasvit Elaimet

51%

23%

Aspergillus Trichoderma Penicillium = Muut

Kuva 3 Kaupallisten entsyymien yleisimmdt tuotto-organismit. Rihmamaisten sienten suvut on eritelty tarkemmin
pienemmissd ympyrdkaavioissa. Aspergillus-suku on sienisuvuista kdytetyin tuotto-organismi 51 % osuudella.

Muokattu kuva Salazar-Cerezo ja muut 2023 artikkelista.
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Vuonna 2019 suurin kysyntd entsyymeille oli Pohjois-Amerikassa ja Euroopassa, jotka
kattoivat kysynnésti yhteensi 70 %. Novozymes, DSM, BASF ja DuPont ovat suurimmat
teollisuusentsyymien tuottajat, silld ne tuottavat 75 % koko maailman teollisuudessa

kaytettavistd entsyymeistd. (Tarafdar ja muut 2021.)

Entsyymien hintaan vaikuttavat monet tekijit, kuten tuotantoprosessin saanto seké
lopullisen kayttotarkoituksen mukaan maardytyva puhdistus (Tarafdar ja muut 2021).
GMO-lainsddddannon alaiset tuotteet ovat huomattavasti vaikeammin saatavissa
markkinoille, minkd takia investointien mddrd voi olla vdhdinen ja tuotteen

kaupallistaminen vaikeaa. (Salazar-Cerezo ja muut 2023.)
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S Yhteenveto

Aspergillus-suvun homeita kiytetdén jo nykyédidn paljon entsyymituotannossa ja kidyton
voidaan odottaa lisddntyvdan tulevaisuudessa teknologisten edistyksien, GMO-
lainsddddannon  pdivittymisen ja suvun homeiden metaboliareittien paremman
tuntemuksen mydtd. Tulevaisuudessa teollisessa tuotannossa voidaan prosessin
optimoinnissa hyddyntii tuotto-organismin kannan geneettistd muokkaamista enemmaén
sekd koneoppimisen keinoja, kuten ANN:d4, ANFIS:ia ja GA:ta. Geenimuuntelulla
voidaan parantaa saantoa ja hallita tuottoprosessia. Toistaiseksi klassiset
muokkausmenetelmdt ovat suositumpia teollisuudessa, koska geenitekniikalla
muunteluun tarvitaan paljon tietoa organismin metaboliareiteisti ja ne ovat GMO-
lainsddddnnoén alaisia. Tulevaisuudessa koneoppimista hyddyntamélld voidaan pyrkid
nopeuttamaan teolliseen mittakaavaan skaalaamista, nopeuttamaan prosessin optimointia
ja laskemaan niistd aiheutuvia kustannuksia. Ennusteiden mukaan entsyymimarkkinat
jatkavat kasvuaan tulevaisuudessa ihmiskunnan etsiessé vaihtoehtoja fossiilipohjaisille
tuotteille.  Aspergillus-suvun  monipuolisuus mahdollistaa sen hyddyntdmisen
entsyymituotannon lisdksi myds monilla muilla teollisuuden aloilla, minké takia on
tarkedd jatkaa suvun eri lajien metaboliareittien tutkimista. Syvempi tuntemus
metaboliareiteistd mahdollistaa my0s geenitekniikan hyddyntdmisen kannan

muokkauksessa kiyttotarkoitukseen sopivaksi.
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