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Globaali lihan kulutus on noussut viime vuosikymmenind dramaattisesti, ja sen on
ennustettu kasvan vield 73% vuoteen 2050 mennessd. Tdma perinteiseen lihantuotantoon
kohdistuva kasvava paine on ajanut tutkijoita etsimaan vaihtoehtoisia kestavdmpia
lihantuotannon tapoja.

Solulihalla viitataan eldinsoluista in vitro tuotettuun lihaan. Kéytetyin solulahde solulihan
tuotannolle on multipotentit eli monikykyiset aikuisen kantasolut, joita saadaan suoraan
eldimen kudoksesta. Niiden jakautumiskyky ja in vitro -kasvatus on Kkuitenkin
rajoittunutta ja uusia kestdvampia solulinjoja tarvitaan kasvatuksen tehostamiseksi.
Lihassolujen kasvatuksessa ongelmaksi nousee myds solujen ankkuroitumistarve
erikoistumista varten. Useita eri biologisia rakenteita on kehitteilld t&hén
kayttotarpeeseen, mutta mikrokantajat ovat ainoita, jotka toistaiseksi vaikuttavat olevan
kaytossd laajasti. Mikrokantajien avulla voidaan kuitenkin tuottaa vain solumassaa.

Kokonaisten lihaskudosten muodostamiseen ole 10ydetty viel& sopivia tekniikoita.

Jotta solulihan tuotannosta tulisi kannattavaa, on tuotannon hintaa saatava alas.
Hintatason alentamiseksi on pyrittava eroon kalliista eldinkomponenteista ja kehitettdva
automatisoituja ja standardisoituja prosesseja. Lisdksi tuotteen on saavutettava kuluttajan

kannalta haluttavat aistittavat ominaisuudet.

Solulihan tuotanto on lupaava prosessi, joka kehityksen my6td voisi véhentaa tarvetta
perinteisen lihantuotannon kasvulle. Tuotettua solumassaa voidaan kayttdd muun muassa
prosessoiduissa lihatuotteissa. Solulihan kayttoonotto vaatisi vield monissa maissa ja

koko Euroopassa lainsaddannéllisia ja asetuksellisia muutoksia.

Asiasanat: soluliha, solumaatalous, bioreaktori, mikrokantaja, solulevy, kantasolu,

kasvatusliuos
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1 Johdanto

Globaali lihan kulutus on noussut viime vuosikymmenind dramaattisesti, ja sen on
ennustettu kasvan vield 73% vuoteen 2050 mennessd. Yhden naudanlihakilon
tuottamiseen arvioidaan kuluvan 15 000 | vett4 ja 40 m? maata ja sen arvioidaan tuottavan
300 kg COo.. Liséksi 30 % kaikesta maapallolla tuotetusta sadosta syotetdan eléimille
rehuna. (Melzener ja muut 2021.) Lihan kulutus on yhdistetty myds useiden sairauksien
puhkeamiseen. Suuret paineet perinteiselle lihantuotannolle on ajanut tieteellisen
yhteison  tutkimaan vaihtoehtoisia tuotantomuotoja lihalle. Viime vuosina
mediahuomioon noussut soluliha on uusi kehittyvé teknologia, jolla on arvioitu olevan

mahdollisuuksia ratkoa suuria ymparistollisia, eettisié ja terveydellisiakin ongelmia.

Solulihalla viitataan in vitro tuotannolla eldinsoluista tuotettuun lihaan (Reiss ja muut
2021). Solulihan tuotanto voidaan yleisesti jakaa neljaan vaiheeseen. Ensimmadinen vaihe
pitdd sisalladn  kasvatussolujen eristdamisen eldimestd. Toisessa vaiheessa
solukasvatuksen skaalaa suurennetaan haluttuun mittakaavaan. Kolmas vaihe pitda
siséllaén solujen erilaistumisen ja mahdollisen kudoksen muodostumisen. Neljannessa

vaiheessa solut kasitella&n lopulliseksi tuotteeksi. (Pajéin ja muut 2022.)

Singapore on solulihaan liittyvan tutkimuksen ja tuotannon johtavia maita sallivan
lainsaadantonsa vuoksi. Euroopassa lainsaadanto ei salli vield solulihan tuotantoa sen
puutteellisen tutkimuksen vuoksi. Singapore on ensimmaisend maana antanut myos
myyntiluvan solulihalle. Alalla toimii jo useita yrityksi4, joista Eat Just on ensimmainen
yritys, joka on tuonut markkinoille myos ravintolan, joka tarjoaa solulihasta tuotettuja

annoksia.

Toistaiseksi tutkimus solulihasta on vield alkukannoilla. Tutkimusmittakaavassa
solulihaa on tuotettu laboratorioissa eri olosuhteissa, mutta paéapaino teollisuuskaavan
tuotannossa on yrityksill4, mika rajoittaa saatavilla olevan tiedon maaréa. Solulihan
tuotannolle ei myoskdan ole laadittu standardisoituja tuotantoprosesseja, joten tieto
perustuu lahinna solulihan tuotannon parissa tehtyihin tutkimuksiin. Tassé tutkielmassa
késitelladn solulihan tuotantoprosessin vaiheita, tuotannon haasteita, seké lupaavimpia

kaytantojé teoria pohjalta.



2 Tuottosolujen valinta

Syomé&mme liha on luurankolihasta. Luurankolihaksen muodostavat myosyytit eli
lihassolut, adiposyytit eli rasvasolut, fibroblastit eli sidekudosta muodostavat solut,
kondrosyytit eli rustosolut ja hematopoieettiset solut eli eri verisoluja tuottavat solut.
Oikeaa koostumusta lihalle ei voida saavuttaa ilman erityyppisié soluja. (Reiss ja muut
2021.) Tata lihan kolmiulotteista rakennetta on haastavaa saavuttaa solutyyppien

erilaisten kasvuvaatimusten vuoksi (Pajc¢in ja muut 2022).

Solulihan tuottamiseen kéytetaén usein lihasten progenitorisoluja. Progenitorisolut voivat
erottua vain rajatuksi kohdesolutyypiksi, kuten endoteeliseksi ja siledksi lihaskudokseksi.
Niill& on rajallinen uusiutumiskyky toisin kuin pluripotenteilla kantasoluilla, mik tekee
niistd multipotentteja soluja. Kasvatettavien solujen tulee pystyé lisdédntymaan suurissa
maarin sekd kyetd erikoistumaan Kkypsiksi solutyypeiksi, joista liha koostuu. Tamé
saadaan kuitenkin teoriassa parhaiten toteutettua pluripotenttien kantasolujen avulla

niiden erinomaisen jakautumis- ja erilaistumiskyvyn vuoksi. (Reiss ja muut 2021.)

Kasvatusta aloittaessa on harkittava, halutaanko tuottosoluina kédyttaa multipotentteja vai
pluripotentteja soluja. Multipotentteja soluja saadaan biopsiandytteestd, joka on
ensisijainen soluldhde. Néaytteet otetaan halutun lajin ja tarkoin valitun yksilon tietysta
kudoksesta. (Reiss ja muut 2021.) Valittavien solujen ominaisuuksiin vaikuttaa
isantdeldimen ik&, sukupuoli ja rotu. Rotujen vélisten satelliittisolujen lisdantymis- ja
jakautumiskyvyssa on huomattu pienid eroavaisuuksia, ja niihin liittyvia tutkimuksia on
kaynnissa. (Melzener ja muut 2021.)

Toinen vaihtoehto on kayttdd pluripotentteja soluja. Ne voivat olla indusoituja
pluripotentteja kantasoluja (engl. induced pluripotent stem cells, iPSC), alkion
kantasoluja (engl. embryonic stem cells, ESC) tai aikuisen kantasoluja. Usein tuotantoa
varten halutaan homogeeninen solupopulaatio. Tdmé voidaan saavuttaa testaamalla
tiettyja solutyypille tyypillisia solumarkkereita tai transkriptiofaktoreita, joiden pohjalta

solujen erottelu toisistaan tapahtuu. (Reiss ja muut 2021.)

Soluléhteen valinta vaikuttaa merkittévasti koko prosessin tehokkuuteen, ja tasta syysta
on tarkeéa identifioida hyvén soluldhteen ominaispiirteet. Kaksi tarkeintd ominaispiirretta
ovat hyva solujen saanto kudosmassaa kohti ja ndiden solujen pitkaikéisyys.
Pitkaikaisyydelld tarkoitetaan, kuinka monta eri solupopulaatiota solut voivat kayda lapi
samalla sailyttden niiden erilaistumiskyvyn lopputuotteeksi. N&m& ominaisuudet
maéarittavat, kuinka paljon lopputuotetta saadaan tuotettua alkuperdisestd solumaarasta.

(Melzener ja muut 2021.) Kudoksilla on myds muita ominaisuuksia, jotka vaikuttavat
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solujen ominaisuuksiin. Esimerkiksi rasvakudoksesta saaduilla kantasoluilla on taipumus
muuttua pahanlaatuisiksi pitk&aikaisissa kasvatuksissa (Paj¢in ja muut 2022).
Progenitorisolujen lahteesta riippumatta, tarvitsevat lihasta muodostavat progenitorisolut

my6hemmin ankkurin erilaistumiseen, seka lisaantymiseen (Reiss ja muut 2021).

2.1 Multipotentit aikuisen kantasolut

Multipotentit aikuisen kantasolut ovat télla hetkelld eniten kaytetty soluldhde. Ne ovat
erikoistumattomia progenitorisoluja, jotka sijaitsevat tietyssa elimessa tai kudoksessa.
Nama solut ovat multipotentteja, eli ne voivat erilaistua vain sijaitsemassaan kudoksessa
olevaan rajattuun maaraén solutyyppeja. Koska soluja saadaan suoraan kudosndytteesta,
on solujen saaminen helppoa ja halpaa. Multipotenttien aikuisten kantasolujen

lisadntymiskyky ja yllapito on kuitenkin hyvin rajallista in vitro. (Reiss ja muut 2021.)

Ensisijaisten  soluldhteiden  erikoistuneet  luustolihassolut  voidaan  erottaa
progenitorisoluista, jotka otetaan tuotantokéyttoon. Aikuisen kantasoluista 0ytyy kolmea
eri  progenitori-/  kantasolutyyppid, jotka soveltuvat solulihan tuotantoon:
lihassatelliittisoluja (engl. satellite cells, SCs), mesenkymaalisia kantasoluja/strooman
soluja (engl. mesenchymal stem cells, MSCs) ja fibro / adipogeeniset esiasteet (engl.
fibro/adipogenic progenitors, FAPS). (Reiss ja muut 2021.) Naitd kaikkia solutyyppeja
yhdistamélla saadaan aikaiseksi kaikki solutyypit, joita lihasta 16ytyy (Paj¢in ja muut
2022).

Lihassatelliittisoluilla on hyva erilaistumiskyky myosyyteiksi, jotka voivat pakkaantua
lihasséikeiksi. Ne ovat yleisimpia aikuisen kantasoluja kudoksessa, ja niiden eristys seka
in vitro -kasittely ovat hyvin tunnettuja prosesseja. (Reiss ja muut 2021.) Satelliittisolut
kykenevat jakautumaan uusiksi satelliittisoluiksi tai erilaistumaan. Rajoittunutta
jakautumiskykyd on pyritty parantamaan pitamélld soluja ei-erikoistuneessa
lisadntymistilassa inhiboimalla solujen in vitro p38-mitogeeniaktivoitu proteiinikinaasi
signalointireitti (engl. mitogen-activated protein kinase, MAPK). (Paj¢in ja muut 2022.)
Myoblastit eli myosyyttien esiasteet ovat kiinnittyvida ja ankkuroinnista riippuvaisia
soluja. Ne tarvitsevat biologisia rakenteita lisadntymiseen ja erilaistumiseen. (Reiss ja
muut 2021.)

MSC:t4 loytyy yleisimmin luuytimestd mutta jonkin verran myos luurankolihaksista.
Niilla on hyva erilaistumiskyky adiposyyteiksi, kondrosyyteiksi ja fibroblasteiksi. (Reiss
ja muut 2021.) MSC:t sdilyttdvat hyvin niin sanotun lepotilansa ja taten myos
erilaistumiskykynsé (Paj¢in ja muut 2022). Fibro/adipogeeniset esiasteet lasketaan usein

erilliseksi mesenkymaaliseksi ryhméksi. Niité sijaitsee luurankolihasten niin sanotussa
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valitilassa. Niilla on hyva erilaistumiskyky fibroblasteiksi ja adiposyyteiksi, jotka

muodostavat lihassa olevan sidekudos- ja rasvakudospohjat. (Reiss ja muut 2021.)

2.2 Pluripotentit kantasolut

Pluripotenteilla kantasoluilla on todella hyvat lisdantymis- ja erilaistumisominaisuudet
(Reiss ja muut 2021). Niiden jakautumiskyky on rajaton. Toisaalta tytérsolujen
muodostaessa hiljalleen erikoistuneempia multipotenttisia kantasoluja, niiden
pluripootentia heikkenee nopeasti ja paljon. (Paj¢in ja muut 2022) Tétd spontaania
erilaistumista tapahtuu paljon kasvatuksissa, joissa solut kasvavat aggregaatteina.
Aggregaattien hajauttaminen yksittdisiksi soluiksi ja niiden kasittely Rho-kinaasilla
yksittdisten solujen kuoleman vélttdmiseksi estdd tatd erilaistumista. Rho-kinaasin
vaikutusta elintarvikkeisiin ei ole tutkittu vield tarpeeksi kattavasti, jotta sitd voitaisiin
hyodyntédd lihantuotantoprosesseissa. (Ge ja muut 2023.) Liséksi pluripotenttien
kantasolujen saanti on kallista ja yllapito hankalaa. Ne vaativat my6s enemman aikaa ja
resursseja erilaistumiseen, silla ne ovat kauempana erikoistuneemmasta muodosta kuin

multipotentit aikuisen kantasolut. (Reiss ja muut 2021.)

Jotta tuotannossa pystytédan kayttdmaan pluripotentteja alkion kantasoluja, on mesodermi,
joka vastaa muun muassa lihasten tuotosta, erotettava muista alkiokerroksista.
Alkiorakkulan lyhyen kehitysikkunan takia soluja on hyvin vaikea saada, ja niiden
saaminen heréttdd monia eettisid kysymyksia. IPSC:t ovat monikykyisid soluja, jotka
voivat erilaistua miksi tahansa muuksi soluksi kuin istukan soluiksi. (Reiss ja muut 2021.)
Ne tuotetaan ESC-kantasoluista tai aikuisen kantasoluista, joihin tehd&én
transkriptionaalisia muutoksia tai ne kaanteisohjelmoidaan alkion kantasolujen kaltaiseen
pluripotentiatilaan. IPSC:t tuottavat silti tuntemattomista syistd vain soluja, joiden
erilaistumis- ja lisd&ntymisominaisuudet ovat heikkoja. N&itd ominaisuuksia on pyritty
parantamaan muun muassa kasvutekijoiden ja pienmolekyylien spesifisella lisaéamiselld

kasvatusliuokseen sekda kéyttdmalla transkriptiotekijoitd. (Paj¢in ja muut 2022.)



3 Biologiset tukirakenteet

Biologiset rakenteet tukevat solujen erilaistumista ja kudosten muodostumista
kasvatuksessa. Nama voivat méérittdd tuotetun solulihan muodon ja “’solujérjestyksen”,
jotka vaikuttavan muun muassa tuotteen koostumukseen. Naméa tukirakenteet ovat
biologisesti yhteensopivia materiaaleja, jotka tukevat solujen sitoutumista niihin. Tamé
tarkoittaa mekaanisen tuen lisdksi huokoisuutta, joka edistdd ravinteiden padsyé soluun
diffuusion avulla. Biologiset rakenteet mahdollistavat kanta-/progenitorisolujen
erilaistumisen ankkuroitumisen avulla ja vaikuttavat lopullisen tuotteen muotoon ja
solujérjestykseen. Koska lopputuote on tehty syotdvaksi, on tukirakenteiden oltava
biohajoavia, syoOtdvia tai irrotettavia. (Reiss ja muut 2021.) Nykyisin tuotettu liha on
ldhinnda solumassa, eika sisalla merkittavia biorakenteita, silla spesifisesti solulihan
tuotannolle kehitettyja rakenteita on viel&d hyvin vahan (Reiss ja muut 2021; Paj¢in ja
muut 2022).

Tukirakenteita voidaan valmistaa joko kudos- / solukomponenteista tai niité jéljittelevista
komponenteista (Reiss ja muut 2021). Yleisimmin rakenteisiin kaytetdan viel&
eldinperaisia materiaaleja, kuten gelatiinia ja kollageenia. Niiden huonon
itsereplikoitumiskyvyn vuoksi, on ndita luonnollisia polymeereja hankittava eldimista.
Tama tekee niista Kkalliita, ei kestdvan kehityksen mukaisia ja ne aiheuttavat suuren
ympéristovaikutuksen. (Pajéin ja muut 2022.) Eléinperaisille l&hteille on tutkittu myods
kasviperdisid vaihtoehtoja. Maissiproteiini tseiinin on todettu olevan tahan lupaava
vaihtoehto (Qu ja muut 2008).

3.1 Mikrokantajat

Mikrokantajat ovat mikrokokoisia pallomaisia helmig, joita voidaan tehda luonnollisista
tai biomateriaaleista (Reiss ja muut 2021). Kaytettdvien mikrokantajien koko riippuu
kasvatettavista soluista. Alkion kantasoluille sopivat 50-100 um:n ja mesenkymaalisille
kantasoluille 100-300 um:n kokoluokan mikrokantajat. (Yang ja muut 2022.)
Mikrokantajia on aiemmin kaytetty ladketieteen alalla, minkd vuoksi niitd on lahdetty
soveltamaan myo6s solulihan tuotantoon (Ge ja muut 2023). Mikrokantajien etuna
verrattuna muihin biologisiin rakenteisiin on tuotannon yksinkertaisuus suurissakin
madrissa ja helppo integrointi eri reaktorijarjestelmiin (Pajc¢in ja muut 2022).
Mikrokantajia kaytetddn suspensioviljelmissg, joissa solut leijuvat vapaasti
kasvatusliuoksessa kiinnittyneind mikrokantajiin. Mikrokantajien pinta-ala-tilavuus
suhde auttaa huomattavasti suurempien soluméérien saavuttamisessa, silla ne
mahdollistavat suurien solutiheyksien Kiinnittymisen niihin. Mikrokantajien avulla

voidaan pyrkid parantamaan lihan ominaisuuksia, kuten makua, vérid ja koostumusta
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(Reiss ja muut 2021). Talla kasvatustavalla muodostuu l&hinnd solumassaa, jolla ei ole
luustolihaksen oikeanlaista rakennetta. Siksi se sopii ldhinnd prosessoituihin
lihatuotteisiin (Datar ja Betti 2010).

Mikrokantajia  voidaan  valmistaa muun muassa  polyglykolihaposta tai
polyetyleeniglykolista, jotka ovat sy6tavia inertteja materiaaleja, mika tarkoittaa etta ne
voidaan jattaa lopulliseen tuotteeseen. Kéytettyja luonnollisia polymeerej, jotka voidaan
jattaa tuotteeseen, on valmistettu myos kasvi-, eldin- ja levaperdisista l&hteista.
Parafiinista, maissiproteiinista, kollageenista, gelatiinista tai esimerkiksi pektiinista
valmistetuissa mikrokantajissa on etuna néiden materiaalien helppo saatavuus seka
biohajoavuus. Sydtavia mikrokantajia solulihantuotantoon valmistavia yrityksia on vieléd
harvoja, mutta niihin lukeutuvat muun muassa Matrix Meats ja Tantti Laboratory. Ei-
syotévien, kuten polylaktidi-polyglykolidi-pohjaisten, mikrokantajien etuna on helpompi
ruokaturvallisuussdadosten toteuttaminen, silld mikrokantaja ei j&& lopulliseen
tuotteeseen. Tama silti lisdd ylimaardisen hankalan prosessoinnin, joka voi pienentéa
lihan lopullista tuotantomaaraa. Kaytettavan mikrokantajan materiaali tulisi paattaa solun
kyvyn mukaan sitoutua kantajan pintaan, sekd niiden vélille syntyvien
fysikaaliskemiallisten sidosten laadun ja vahvuuden perusteella. (Paj¢in ja muut 2022.)

Mikrokantajien k&ytdssa ongelmana on solujen irtoaminen ja solukuolemat, jotka
pienentavat kéaytettavissa olevien solujen ja kudosten tuottoa (Reiss ja muut 2021). Mikali
mikrokantajan pintaan Kiinnittyy lilan suuri maard soluja lisddntymaén, voi keskelle
jaaneiden solujen ravinneaineiden ja hapen saanti estyd, jolloin ne lopulta kuolevat.
Mikali solut eivat kykene kiinnittym&&n mikrokantajaan tehokkaasti, ne voivat irrota siitd.

Lihasta muodostavat solut eivat kykene selviytymaan kasvatuksessa irrallisina.

Yang tutkimusryhmineen on tutkinut, miten solujen irtoamista voitaisiin vahentds. He
tutkivat mikrokantajia kéayttdvaan myoblastikasvatukseen vaikuttavia tekijoitd. He
huomasivat mikrokantajien UV-késittelyn parantavan solujen kykyé sitoutua
mikrokantajiin, mutta samaan aikaan solujen vaurioituvan. Kollageenin kéayton
mikrokantajissa huomattiin edistdvén solujen sitoutumista ja véhentdavan UV-valon
aiheuttamia vahinkoja. Néiden kahden yhdistdminen todettiin hyvéksi vaihtoehdoksi
solujen sitoutumisen ja lisdantymiskyvyn parantamiseksi. Liséksi kollageenin
konsentraatio vaikutti muodostuneiden soluryhmittymien maéraan. Konsentraation
kasvaessa myds soluryhmittymien maéra kasvoi, indikoiden kollageenin kykyé edistda

myogeneesia eli myoblastien erilaistumista lihaskudokseksi. (Yang ja muut 2022.)



Mikrokantajille on kehitetty myds muita harkittavia vaihtoehtoja kuten organoideja,
sferoideja ja lampoherkkid mikrokantajia (Pajcin ja muut 2022). Biologisia rakenteita on
tehty myo6s 3D-bioprinttauksen avulla. Siind voidaan kéayttdd niin sanottua biomustetta,
mutta tekniikka vaatii paljon kehitysta (Reiss ja muut 2021).

3.2 Solulevyt

Solulevytekniikassa lihaskudoksen muodostuksessa ei ole tarvetta ulkoisille rakenteille.
Tassa solulevyjé tuotetaan monesti kéyttamalla lampdotilaherkkié kasvatusastioita, joiden
pintaan on sidottu kovalenttisesti lampdtilaan reagoivaa polymeerid poly(N-isopropyyli
akryyliamidia) eli PNIPAM:ia. Tdma tekee astian pinnasta hydrofiilisen alle 32 °C:ssa ja
hydrofobisen 37 °C:ssa. Tamadn ominaisuuden ansiosta solut pystyvit toistensa lisdksi
sitoutumaan astian pintaan 37 °C:ssa ja irtoamaan astian pinnasta alle 32 °C:ssa, pysyen
samalla kiinni toisissaan luoden solulevyn. Solulevyistd saadaan useiden millimetrien,
jopa senttien, paksuista solutihedd kudosta kasaamalla solulevyja paallekkéin ja

kiinnittdmalla niitd toisiinsa. (Tanaka ja muut 2022.)

Levyjen kasaaminen paksummaksi lihan kaltaiseksi kudokseksi poistaa suonituksen
tarpeen, joka ilmenee suurempien lihaskudosten kasvattamisessa. Nain pystyttaisiin
helpommin koostamaan luonnollisen kaltaisia isompia rakenteita. Solulevytekniikka on
tutkimuksista huolimatta vield hyvin alkuvaiheissa. Vaikka tuotetut solulevyt pystyvat
kestdmaan automatisoinnin vaatiman fyysisen rasituksen, vaatii solulevyjen keskindinen
asettelu kasauksessa kehitystd monien muiden ominaisuuksien lisaksi. (Shahin-
Shamsabadi ja Selvaganapathy 2022.) Solulevyja voidaan véittdd tehottomaksi lihan
tuoton tavaksi muun muassa sen rajautuvan skaalautuvuuden vuoksi (Paj¢in ja muut

2022). Solulevykasvatustekniikasta 10ytyy silti monia mielipiteitd puolesta ja vastaan.



4  Tuotanto

Solujen madrén lisddntyminen kasvatuksen alussa on térke&, jotta tuotanto pystytaan
laajentamaan teolliseen mittakaavaan. Progenitorisolujen méaaréan lisdénnyttyé tarpeeksi
pitkélle ne voivat erilaistua tiettyyn solutyyppiin, josta soluliha muodostuu. Auttaakseen
tata erilaistumisprosessia, solut voidaan myohemmin istuttaa biologisesti yhteensopiviin

biologisiin rakenteisiin, joihin lihassolut voivat kiinnitty4 ja kasvaa. (Reiss ja muut 2021.)

Jotta prosessi saataisiin kannattavaksi, sen olosuhteet on optimoitava kasvatukselle. Taméa
onnistuu tunnistamalla tarkeitd ravintoaineita ja pienmolekyyleja seka oikea kasvatuksen
mikroymparistd. Tuottosoluja on mahdollista kasvattaa kasvatusliuoksessa vapaana
suuremmissakin maarin ennen solujen erilaistumista ankkuririippuvaisiksi soluiksi.
(Reiss ja muut 2021.)

4.1 Bioreaktorit

Bioreaktorit ovat suljettuja, automatisoituja systeemejd, joissa solut voivat lisadntyé,
erilaistua ja kypsya muodostaen samalla kudosta. Bioreaktorien avulla voidaan
kontrolloida  kasvatukseen vaikuttavia ~muuttujia, kuten lampétilaa, hapen
konsentraatiota, pH:ta ja solutiheyttd tarkasti (Lanzoni ja muut 2022). Vuonna 2023
markkinoille ei ole viel& saapunut kaupallisia bioreaktoreita, jotka olisivat spesifisesti
suunniteltu solumaatalouden sovelluksiin (Ge ja muut 2023). Eri bioreaktorityyppeja on
tasta huolimatta sovellettu solumaatalouteen sopiviksi, vaikkakin niiden kehitys on viela

suhteellisen alkutekijoissa.

Jokaisella reaktorityypilld on omat etunsa ja heikkoutensa. Télla hetkella alalla pa4asiassa
kaytossé olevat bioreaktorit ovat sekoitusreaktoreita (engl. stirred tank reaktor, STR),
joissa solut leijuvat vapaana tai yleisimmin kiinnittyneind mikrokantajiin (Ge ja muut
2023). STR on helposti skaalautuva. Kasvatuksen sekoitus auttaa solujen kasvussa ja
kehityksessda. STR:t sekoittavat kasvatusta sekoittajien avulla, jotka voivat
pyorrevirtauksien liséksi aiheuttaa kontaktissa solujen kanssa fyysista vahinkoa niille.
Liséksi sekoituksen aiheuttama nestekitka tuottaa vahinkoa soluille. (Reiss ja muut
2021.)

Tehtyjen tutkimusten perusteella vaikuttaa kuitenkin silta, etta tiettyyn pisteeseen saakka
ulkoinen solujen rasitus edistdd solujen lisddntymista ja erilaistumista, mutta tama
tapahtuu solujen lisdantymisen ja itseuudistumisen kustannuksella. Kriittisen pisteen
saavuttamisen jélkeen solukuolema ja solujen irtoaminen yleistyvét huomattavasti. (Ge
ja muut 2023.) Toisaalta lilan vahdinen sekoitus voi johtaa muun muassa solujen ja

mikrokantajien aggregoitumiseen seké ravinteiden epatasaiseen jakautumiseen sailigssa.
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Aggregoitumista voidaan sekoituksen liséksi estda lisaédmalla uusia mikrokantajia

seokseen, jotta solut vaihtaisivat mikrokantajaa. (Paj¢in ja muut 2022.)

STR:t valmistetaan yleensa ruostumattomasta teraksesta, silla ne on helppo puhdistaa ja
kestavat hyvin painetta ja korroosiota. Viime vuosina niitd on valmistettu myds muun
muassa polykarbonaatista. STR:n kayttd helpottaa myds solujen erottamista
mikrokantajista sen voimakkaan sekoituskyvyn vuoksi. Toisaalta STR:in energiankulutus
on yleensa muita reaktorityyppeja suurempi, mikd johtuu muun muassa sekoituksen
aiheuttamasta fyysisestd stressistd. Taman vuoksi reaktorityyppi ei sovi herkasti
vaurioituville soluille. Kokonaisuudessaan STR:n rakentaminen ja yllapito ovat hyvin
kalliita. Tdma on suosituin reaktorityyppi nisékassolujen kasvatukseen. (Ge ja muut
2023.)

Pakatussa petireaktorissa eli putkivirtausreaktorissa solut on kiinnitetty immobilisoituun
materiaaliin. Kasvatusliuos virtaa tdman l&pi. Putkivirtausreaktoreilla saavutetaan hyvéa
pinta-ala—tilavuus-suhde ja solutiheys. Kasvatusliuoksen virtaus takaa my6s hyvan
ravintoaineiden saannin ja estdd solujen fyysistd stressid. (Ge ja muut 2023.) Tassa
reaktorityypissé ei siis ole soluja vahingoittavia sekoittimia, vaan sekoittuminen tapahtuu
nestevirtauksen avulla. Tatd reaktorityyppid harvemmin kéytetddn kudosten
tuottamiseen, mutta se voisi soveltua kasvatusten laajentamiseen, mikali sen

ominaisuudet saataisiin optimoitua solutyypeille (Paj¢in ja muut 2022).

Onttokuitureaktorien etuna on solujen kiinnittyminen huokoisten mikrokuitujen
ulkopinnalle, jolloin kasvatusliuos kulkee kuidun sisékautta soluille diffuusion avulla.
Tama reaktorityyppi ei ole vield ideaali ankkuririippuvaisille soluille, silla vield harvat
membraanimateriaalit tukevat solujen sitoutumista niihin. Reaktorin volyymin kasvatus
tuo myos haasteita, silla kuitujen pituuden kasvaessa reaktoriin syntyy hapen, ravinteiden
ja jatteiden gradientti, jotka johtavat epéatasaisiin kasvuolosuhteisiin. Tatd voidaan jossain
maadrin estaa kasvuliuoksen virtaussuunnan vaihtamisella ajoittain, mutta solujen saanto
on STR:84 heikompi. (Ge ja muut 2023.) Onttoputkireaktorit sopivat l&hinna
solutuotantoon, eik& niissa voida valmistaa valmiita kudoksia. Ne ovat ideaaleja hyvin
metabolisille solutyypeille, mutta niiden kayttd on toistaiseksi rajoittunut lahinna
tutkimuskayttéon. (Reiss ja muut 2021.) Oikeiden materiaalien kehittyessd on

oletettavissa, ettd onttokuitureaktorista I0ytyy hyvét ominaisuudet solulihatuotantoon.

Perfuusioreaktoreissa soluilla on kaytdssaan jatkuva virta uutta kasvatusliuosta, joka
auttaa my0s kasvatuksen jatteiden, kuten laktaatin ja ammoniumin poistamista (Ge ja

muut 2023). Vaikka kasvatusliuos pystyy virtaamaan séilion l&pi alhaalta ylos ja
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solujatettd sekd kaytettya mediumia voidaan poistaa sdiliostd, solujen poistuminen
séiliosta on estetty. Liuoksen lapivirtausnopeus séiliossa voidaan saatda kasvatettavan
kudoksen tyypin ja koon perusteella ja tima onkin lupaava tapa mééritellyn kokoisten
lihatuotteiden tuotantoon. Lapivirtausnopeus kasvaa lineaarisesti tukirakenteen skaalan
ja koon mukaan. Kun fyysinen stressi, kuten nesteen aiheuttama kitka kasvaa ja reaktorin

paine laskee, seurauksena voi olla solukuolema. (Reiss ja muut 2021.)

Jatkuvan kasvatusliuoksen sy6ton vaihtoehtona on panoskasvatus. Panoskasvatuksessa
laitetaan aluksi panos eli tietty mé&ard kasvatusliuosta ja soluja reaktoriin. Naiden
annetaan kasvaa maksimisolutiheyteen, jolloin solut erotetaan kdyttoa varten tai siirretdén
suurempaan  bioreaktoriin.  Syottopanoskasvatuksessa  solujen  lisddntymisen
maksimoimiseksi annetaan soluille tietyn ajan valein lisd4 kasvatusliuosta niin, etteivét
solujen ravintoaineet padse loppumaan ja kasvatusta pystytédan jatkamaan. (Reiss ja muut
2021.) Té&ssd vaarana on kasvatusolosuhteiden vaihtelu ja kasvatuksen jatteiden
kerdantyminen (Ge ja muut 2023).

Jatkuvan kasvatuksen etuina ovat mahdollisuus minimoida kulut, helpottaa skaalausta,
helpompi standardisointi ja tuotteen tasalaatuisuus. Tdméa on saavutettu jo terapeuttisilla
proteiineilla. (Pajc¢in ja muut 2022.) Liséksi jatkuvien kasvatusmuotojen automatisointi
ja kasvatusliuoksen kierratys on helpompaa. Eri kasvatusliuoksen syottotapoja voidaan
soveltaa moniin eri reaktorityyppeihin. Liséksi reaktoreista voidaan tehda mekaanisesti
aktiivisia. Ne voivat siséltdd kontrolloitavan mekaanisen voiman, kuten soluihin
kohdistuvan aktiivisen paineen, joka auttaa jaljittelemd&n solun alkuperdisia
kasvuolosuhteita ja vahvistamaan solua. (Reiss ja muut 2021.)

4.2 Kasvatusliuos

Suurimmat ongelmat kasvatusliuosta muodostettaessa on solujen erilaistumisen
mahdollistaminen ja ymparistdystavallisyys, joista jalkimmainen on yksi keskeinen
ongelma solulihan tuotannossa (Paj¢in ja muut 2022). Kasvatusliuos koostuu p&éasiassa
ravinteista, kasvutekijoistd ja muista kasvulle tarkeistd aineista. Kasvatusliuoksissa
kaytetdan useita eldinperéisia ja méaarittelemattémia komponentteja, kuten naudan sikién
seerumia (engl. fetal bovine serum, FSB), joka aiheuttaa kontaminaatioriskin lisaksi
eettisid ongelmia. (Ge ja muut 2023.) Kasvatusliuokseen on lisdksi lisattava
séilontaainetta, kuten natriumbentsoaattia ehkdiseméaan hiivojen ja sienien kehittymista
(Warner 2019). Muutamia kaytettyja kasvatusliuospohjia ovat IMDM, RPMI1640, and
DMEM (Lanzoni ja muut 2022).
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Eldinperdisten komponenttien aiheuttamia muuttuvia tekijoita ovat muun muassa eri erien
ja eldinkohtaiset eroavaisuudet, joita ei voida ennakoida. Eldinperdisissda komponenteissa
on myaos riski virus- ja prionikontaminaatioon. (Reiss ja muut 2021.) Ndma komponentit
tulisi kyetd korvaamaan kemiallisesti maéritellyilld komponenteilla. Kasvatusliuoksen
peruskoostumus pysyy silti samana lajista ja solutyypista riippumatta (Reiss ja muut
2021).

Aikuisen kantasolut ja ensisijaisen solulahteen solut vaativat hieman eri kokoonpanon
kasvutekijoita. Naistd juuri lihaskudoksen tuotannolle oleellisimmat vaikuttavat olevan
hepatosyyttikasvutekijat (engl. hepatocyte growth factor, HGF), insuliinin kaltaiset
kasvutekijat (engl. insulin-like growth factor, IGF), trombosyyttikasvutekijat (engl.
platelet-derived growth factor, PDGF) ja fibroblastikasvutekijét (engl. fibroblast growth
factor, FGF) (Ge ja muut 2023). Myos transformoiva kasvutekija beeta (engl.
transforming growth factor B, TGF- ) ja tuumorinekroositekija alfa (engl. tumor necrosis
factor-a, TNF- a) ovat tarkedssd osassa solujen erilaistumisprosessissa. (Paj¢in ja muut
2022.)

Lihassolujen erilaistumisessa myoblastit erilaistuvat ja yhdistyvét ensin lihassyiksi. Tata
varten solut tarvitsevat useita kasvutekijoita, kuten HGF, TGF- B, FGF ja IGF. FGF-2 on
tunnettu satelliittisolujen erilaistumisen ja lisdantymisen kiihdytt4ja. IGF edellisten
toimintojen lisaksi stimuloi proteiinisynteesid. TGF- B1 estda solujen lisdantymisté ja,
TNF- a edistdd myoblastien erilaistumista. (Paj¢in ja muut 2022.) Muita kasvutekijoita

tarvitaan muissa kasvatuksen vaiheissa.

On arvioitu ettd 55-95 % tuotteen hinnasta aiheutuu kasvutekijoistd ja 95%
kasvatusliuoksen hinnasta syntyy kasvutekijoista (Paj¢in ja muut 2022). Kasvutekijoista
FGF-2 ja TGF-B ovat vilttamattomia kasvuliuoskomponentteja ja muodostavat samalla
noin 90 % kasvatusmediumin hinnasta. Hintaa saadaan laskettua kasvatusliuoksen
kierrattamisella reaktorin vaihtuessa suurempaan. Taméa kaytetty kasvatusliuos siséltaa
mya0s solujen metabolian tuotteita ja soluvéliaineproteiineja, jotka ovat tarkeité tekijoita
solujen viestinnassé seké auttavat solujen lisd&ntymisessé ja erilaistumisessa, kun niita

kéytetddn yhdessé tuoreen kasvatusliuoksen kanssa. (Reiss ja muut 2021.)

Kasvatusliuoksen koostumus on oltava tarkoin mééritelty. Liian korkea glukoosipitoisuus
voi johtaa asidoosiin ja huonontaa lihan laatua. D-vitamiinin puute voi aiheuttaa
lihaskudoksen rappeutumista ja seleenin sekd E-vitamiinin puute voi aiheuttaa myopatiaa

eli lihasta heikentévaé sairautta. (Paj¢in ja muut 2022.)
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Eléinpohjaisia seerumeja, kuten naudan sikion seerumia (FBS) on kaytetty useasti lisana
kasvatusliuoksiin, silld se sisaltdd laajan Kirjon rasvahappoja, lipideja, vitamiineja,
hiilihydraatteja, suoloja, kasvutekijoitd, proteiineja ja muita ravintoaineita, jotka ovat
tarpeellisia solun kasvulle ja kiinnittymiseen. Seerumia voidaan kayttdd ohjaamaan solun
kayttaytymistd,  koska usein sen  poisto  kasvatusliuoksesta  kaynnistéa
lihasprogenitorisolujen erilaistumisen luurankomyosyyteiksi. Toisaalta FBS on myds
eldinperdinen komponentti, joka aiheuttaa monia eettisia kysymyksié. Lisaksi se on myos
hyvin kallista. (Reiss ja muut 2021;Lanzoni ja muut 2022.)

4.3 Kasvuolosuhteet

Lihan aistittaviin  ominaisuuksiin vaikuttavat useat tekijat kuten lampdtila,
kasvatusliuoksen lisaravinteet, CO,-0sapaine ja hapen osapaine reaktorissa. (Ge ja muut
2023.) Aistittaviin ominaisuuksiin kuuluvat kaikki havaittavat ominaisuudet, kuten

ulkonakd, haju, maku ja koostumus.

Lampdatilan vaikutus lihan makuun ja koostumukseen voi olla hyvinkin suuri. Kaytetyt
solut, kasvatusliuos ja kasvatusolosuhteet vaikuttavat kasvatuksen optimilampdtilan
valintaan. Kasvatuksen aikana lampdétilaa sdddetdédn tarkasti kasvun ja laadun kannalta
parhaaksi, eik& siind oteta huomioon eldimen kokemia vuodenajan ja l&mpdtilan
vaihteluita. Yleisesti korkean kasvatuslampdtilan on huomattu tuottavan selkedmmaén

lihan maun ja kiintedmman koostumuksen. (Ge ja muut 2023.)

Eldimen ravinto vaikuttaa lihan makuun. T&t4 eldimen ravinnon vaikutusta voidaan
jaljitella reaktorissa saatamalla ja lisadmaélla kasvatusliuokseen eri ravintoaineita, joita
I0ytyy myds eldimen ravinnosta, kuten eri viljoista. Kayttamalla eri viljoille tyypillisia

aineita voidaan lihan makuprofiilia muuttaa. (Ge ja muut 2023.)

Happi on yksi tarkeimmista ravinteista soluille. Liian suuri liuenneen hapen mééra voi
kuitenkin johtaa oksidatiiviseen stressiin, joka voi vahingoittaa soluja ja niiden toimintaa.
Taman vuoksi reaktoreihin siséllytetddn usein happiantureita, joiden avulla hapen

pitoisuutta voidaan kontrolloida. (Ge ja muut 2023.)

Varsinkin suurien kasvatuksien sekoituksessa syntyy kasvatuksen pinnalle vaahtoa ja
reaktoriin kertyy helposti solujétettd kuten laktaattia. VVaahtoa syntyy mikrokokoisista
kuplista ja proteiinien denaturaatiosta. Solujatetta syntyy solujen metabolian tuloksena
CO2:n liséksi. Vaahtokerroksessa solujen kasvu vaarantuu vaihtelevan ravinteiden
mé&aéran, eri pH:n ja suoran kaasukosketuksen vuoksi. Tdmén vuoksi vaahdon syntymista

pyritdan vahentdmaan vaahdonestoaineella. (Paj¢in ja muut 2022.)
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Vaahdonestoaineen lisdédminen aiheuttaa kaasukuplien yhteen sulautumisen vahentéen
samalla liuenneen hapen maaraa. Lisdksi se vahentdd solujen hydrofobisuutta ja taten
niiden kiinnittymistd. Kaytettdvan vaahdonestoaineen mé&ardd voidaan vahent&a
suihkuttamalla sitd suoraan vaahdon péalle. Solujatteet ja CO. muuttavat kasvatuksen
pH:ta. pH:n muutokset voivat aiheuttaa ongelmia muun muassa ravintoaineiden
liukoisuudessa, mik& voi héirita solujen kasvua. pH:n muutokset voivat myds suoraan
aiheuttaa vahinkoa soluille. Taman wvuoksi reaktorissa on oltava pH-mittari

varmistamassa kasvulle oikeaa pH:ta. (Paj¢in ja muut 2022.)
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5 Solulihan ominaisuudet

Koska soluliha pyrkii jaljittelem&&n perinteistd lihaa, ovat koostumus, vari ja maku
erittdin tarkeita lihan ominaisuuksia. Talld hetkella kasvatettu soluliha ei pysty vield
taysin jaljittelemaan luurankolihasta varsinkaan rakenteeltaan. Tastd syystd solulihaa
voidaan toistaiseksi hyodynt&d lahinnéd prosessoiduissa lihatuotteissa. (Warner 2019.)
Koska kéaytettyjen kasvuliuosten rautapitoisuus on hyvin matala ja solulihan
myoglobiinin tuotanto kasvatuksen korkeissa happipitoisuuksissa vahentynyt, soluliha on
variltddn kellertdvdd. Lihan punaista varia pystytddn jaljittelemaan lisaamalla
kasvatusliuokseen rautaa. (Lanzoni ja muut 2022.) Lisaksi varid voidaan parantaa
kayttamalla kasvipohjaista hemid, joka on hemoglobiinin happea sitova komponentti
(Shahin-Shamsabadi ja Selvaganapathy 2022).

Lihan koostumuksessa tdarkedd on varsinkin sen jaykkyys, joka muuttuu l&mpdtilan
muutoksen takia, kun proteiinit denaturoituvat eri lampdétiloissa. L&mmon nouseminen
aiheuttaa kutistumista lihaan mikro- ja makrotasolla. Adiposyytit ovat padrasvanléhde
lihaskudoksessa ja ne ovat tarkeitd aromin, maun ja mehevyyden tuottajia. Valitettavasti
useita solutyyppejd, kuten lihas- ja rasvasoluja ei ole vield voitu kasvattaa yhdessé
reaktorissa. (Warner 2019.)

Koska solulihan kasvatusliuos siséltdd paljon glukoosia, sisaltdd lopputuote monesti
my6s perinteista lihaa enemman hiilihydraatteja. Kasvatusliuoksen glukoosia
vahentdmalla voidaan mahdollisesti véhentda lihan hiilihydraattipitoisuutta, tehden siita
terveellisempdd. Lopullinen solulihan koostumus eridé perinteisestd lihasta myds sen
nestepitoisuuden puolesta. (Tanaka ja muut 2022.) Tanaka ja muut huomasivat
tutkimuksessaan solulevytekniikalla valmistetun lihan sisdltavan yli 20 % enemmén
nestettd kuin perinteinen naudan liha ja ettd lihan muutkin ominaisuudet, kuten
pureskeltavuus erosivat vield paljon, vaikka osa solulihan ominaisuuksista oli jopa

parempia kuin perinteisen lihan.
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6 Loppuyhteenveto

Solulihan tuotanto on lupaava prosessi, joka vaatii vield hyvin paljon kehitystd, jotta se
saavuttaisi perinteisen lihan laadun, kannattavuuden, seka kaupallisen myyntistatuksen.
Tamanhetkisen teollisuusskaalan tuotannon esteend on viela korkeat kustannukset, jotka
eivat mahdollista vastaavien tuotteiden kanssa kilpailua markkinoilla. Jotta laajempi
solulihantuotanto olisi taloudellisesti kannattavaa, on prosessin hintaa laskettava,
I0ydettava tuotantoon paremmin soveltuvia solulinjoja ja tuotettavan lihan saavutettava
muiden kaupallisessa myynnissa olevien biotuotteiden ravintoarvot, sekad kuluttajalle

miellyttavat havaittavat ominaisuudet.

Hinnan laskemisen kannalta tarkeimpid kehityksen kohteita ovat halvemmat
tuotantoreaktorit ja kasvatusliuoskomponentit. Suuren reaktorin, kuten ST-reaktorin
rakennuttaminen on kallis prosessi, jolle pitéisi 16ytaa halvempi ja ympéristoystavallinen
tuotantovaihtoehto. Kasvatusliuoskomponenttien hintaa voisi mahdollista saada alemmas

Ioytamalla kemiallisesti méariteltyja komponentteja, joita voitaisiin tuottaa kemiallisesti.

Talla hetkella ei ole olemassa kaupallista solulihayritystd, jonka tuotannon pohjalta
solulihan tuotannon ymparistovaikutuksia voisi mitata, mutta tuotannon on laskelmoitu
olevan kaikilta kannoilta ymparistoystavéllisemp&&, kuin perinteinen lihantuotanto.
Tuotannon péépaino on toistaiseksi ollut liha-aggregaattien ja solumassan tuotannossa,
silla luurankolihaksen kaltaisen kudoksen luominen on yllattavan haastavaa. Tété varten
olisi ratkottava useiden solutyyppien yhteiskasvatus ja miten lihan suonitus saadaan
aikaiseksi ravintoaineiden tasaisen jakelun saavuttamiseksi lihan keskellekin. Nama

voisivat ratkoa myds maun ja rakenteen kannalta oleellisia ongelmia.

Hinnan lisaksi ratkaisuja tulisi loytaa eettisiin kysymyksiin. Avainasemassa ovat
elainperaiset kasvatukseen kaytettdvat komponentit, jotka epdeettisyytensa lisaksi
nostavat prosessin kustannuksia. El&inperéisten komponenttien tuotto aiheuttaa eldimille
karsimystd ja ne aiheuttavat tuotantoon prioni- ja viruskontaminaatioriskin. Taman

vuoksi kemiallisesti méériteltyjen komponenttien [6ytdminen on tarkeéa.

Mikali tarkeitd ongelmia saadaan ratkottua, voisi solumassaa hyddyntdd useissa
prosessoiduissa lihatuotteissa perinteisen lihan sijaan. Esimerkiksi kananugeteissa tai
eldinten ravinnossa, kuten kissan ruuassa, Vvoisi solulihamassa toimia hyvin.
Lihaskudoksen valmistamiseen on hyvin pitkd matka ja néhtavaksi jaa, 10ytyyko sen

tuottamisen ongelmiin ratkaisuja viel& pitk&an aikaan.
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