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Tiivistelma

Téasséd pro gradu -tutkielmassa tarkasteltiin bioteknisesti valmistettavia teollisia kemikaaleja.
Tutkimukseen valitut kemikaalit jaoteltiin sekd hiilimiarénsd (C,-C¢-kemikaalit) ettd kemial-
lisen rakenteensa (alkoholit, hapot ja muut yhdisteet) mukaisiin ryhmiin. Alaryhmisté valit-
tiin muutama merkittdva kemikaali, joiden tuotantoa tarkasteltiin yksityiskohtaisesti. Kyseisié
kemikaaleja olivat etanoli, etikkahappo, glyseroli, maitohappo, asetoni ja butanoli sekd meri-

pihka-, itakoni- ja sitruunahappo.

Huoli 6ljyldhteiden ehtymisestd ja ilmastonmuutoksesta on herédttdnyt kiinnostuksen biotek-
niikkaa kohtaan, koska sen avulla kemikaaleja voidaan valmistaa uusiutuvista ldhteistd, kuten
puusta ja maatalouden jétteistd, fossiilisten léhteiden sijaan. Biotekniikassa, jota ovat mikro-
binen transformaatio, entsymaattinen synteesi ja fermentointi, voidaan kayttda hyvéksi useita
erilaisia mikro-organismeja, kuten hiivoja (esim. Saccharomyces), sienid (esim. Aspergillus)
ja bakteereja (esim. Clostridia). Kemikaalien valmistus fermentoinnilla voidaan myds suorit-
taa useilla eri tavoilla, kuten pohja-, pinta- ja panosfermentoinnilla. Useiden kemikaalien bio-
teknisessé valmistuksessa ongelmana ovat kuitenkin suuret tuotantokustannukset, jotka joh-
tuvat padosin tuotteen kalliista talteenotosta ja puhdistuksesta. Tuotannon kustannuksia voi-
daan vdhentdd pyrkimilld kdyttdmdin entistd halvempia raaka-ainesubstraatteja sekd kehit-
tdmalld uusia talteenotto- ja puhdistustekniikoita tai toisaalta mikro-organismeja, jotka sieté-

vit entistd paremmin kemikaalin korkeita pitoisuuksia.
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Esipuhe

Tadmaé pro gradu -tutkielma on tehty Jyvéskylin yliopiston soveltavan kemian osastolla kesén
ja syksyn 2010 aikana. Ty6 on osa Teknologian kehittdmiskeskuksen (Tekes) ”Biojalostamo
sellutehdas™ -projektia (BiSe), jonka rahoittajina ovat Tekes, Andritz Oy, Honeywell Oy, Fi-
nex Oy, Stora Enso Oyj, Sunila Oy sekd UPM-Kymmene Oyj. BiSe-projektin tavoitteena on
synnyttdd kayttokelpoista tietoa biojalostamokonseptien kehittdmisestd, taloudellisuudesta ja

uusista mahdollisuuksista.

Tutkielman aineisto kerattiin alan kirjallisuudesta seké internetissé julkaistuista alan lehdistd
SciFinder Scholar- ja ISI Web of Science -tietokantojen avulla. Hakusanoina kéytettiin ensi-

sijaisesti sanoja biomass, carbohydrate, fermentation, chemical, product ja biotechnology.

Haluan esittdé kiitokset tyoni ohjaajina ja tarkastajina toimineille TkT Raimo Alénille sekd
FT Jarmo Louhelaiselle, jotka antoivat minulle tdmén tutkielman aiheen. Lisdksi haluan kiit-
tad soveltavan kemian henkilokuntaa mukavasta tydilmapiiristd sekd perhettéini ja ystévidni

tuesta tutkielmaa kirjoittaessani.
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Kaytetyt lyhenteet

AA Etikkahappo

ADP Adenosiinidifosfaatti

ATP Adenosiinitrifosfaatti

CoA KoentsyymiA

ED Entner—Doudoroff

EM Embden—Meyerhof

HPLC Korkean erotuskyvyn nestekromatografia
LA Maitohappo

NAD Nikotiiniamidiadeniinidinukleotidi

Pi Ortofosfaatti

Sp. Suku (monikko Spp.)

SSF Samanaikainen hydrolyysi ja fermentointi
TCA Trikarboksyylihappo

THF Tetrahydrofuraani

TPP Tiamiinipyrofosfaatti



1 Johdanto

Kiinnostus bioteknologiaan on vaihdellut merkittiviasti viimeisen vuosisadan aikana. Uusiu-
tuvia ldhteitd kdytettiin 1800-luvulla ruoan lisdksi kaytinnollisissd sovelluksissa, mutta vuo-
sisadan vaihteessa tilanne kuitenkin muuttui tdydellisesti, kun kivihiilest tuli tarkein raaka-
aine koksin, ammoniakin, tervan ja kaasun tuotannossa /1/. Ensimmaéisen maailmansodan ai-
kaan hiilestd hydrattiin nestemadisia hiilivetypolttoaineita ja orgaanisia kemikaaleja /2/. Petro-
kemian teollisuus alkoi varsinaisesti vuonna 1917, kun propyleenid alettiin kayttda isopro-
pyylialkoholin valmistuksessa suoralla hydraatiolla. Mydhemmin alettiin tuottaa mm. alifaat-
tisia kemikaaleja 0ljy- ja maakaasuteollisuuden lidhteistd sekd metanolia synteesikaasusta. Li-
séksi synteesikaasua alettiin konvertoida katalyyttisesti alifaattisiksi hiilivetypolttoaineiksi ja

kemikaaleiksi, ja lopulta 6ljyteollisuus ulottui my6s aromaattien tuotantoon.

Riippuvuus fossiilisista polttoaineista tiedostettiin kuitenkin selvisti 1970-luvun 6ljykriisiin,
jolloin alettiin tutkia biomassaan perustuvia teknologioita /1/. Tastd seurasi se, ettd uusiutu-
vista raaka-aineista tuli suosittuja ja 6ljykriisin seurauksena maissa, kuten Brasiliassa ja Yh-
dysvalloissa, aloitettiin kansallisia etanoliohjelmia, joilla korvattiin osa fossiilisista polttoai-
neista. Oljyn hinta kuitenkin laski jélleen 1980-luvulla, jolloin biomassaan perustuvien tekno-
logioiden kehittdminen hidastui. Nykyéén raakadljyn hinta on jilleen noussut, mika on herét-
tdnyt uuden kiinnostuksen kehittdé vaihtoehtoisia polttoaineita ja kemikaaleja fossiilisiin 1dh-
teisiin perustuvien polttoaineiden ja kemikaalien tilalle /3/. Lisdksi kiinnostus uusiutuvia 1dh-
teitd kdyttdviin tekniikoihin on kasvanut ilmastonmuutoksen hillitsemiseksi asetettujen ta-

voitteiden sekéd uhkaavan 6ljypulan vuoksi /3,4/.

Raakadljyn ilmeisimpénd vaihtoehtona pidetéén kasvibiomassaa, joka koostuu pédasiassa hii-
lihydraateista, ligniinistd sekd kasvioljyistd ja proteiineista /5/. Biomassalla yleisesti tarkoite-
taan uusiutuvia luonnonvaroja eli kaikkia eloperiisid aineita, joihin on yhteyttdmisessa sitou-
tunut auringon energiaa /4/. Biomassana voidaan kayttdd esimerkiksi puuta, viljakasveja,
eldinten lantaa, kotitalouksien biojétteitd sekd puhdistamolietettd. Bioteknologian avulla bio-
massa saadaan hajotettua ainesosiksi, joita voidaan hyddyntéda uusien tuotteiden, kuten bioha-
joavien materiaalien, kemikaalien ja polttoaineiden, valmistuksessa. Biomassan biotekninen

késittely tuottaa myds sdhkdad ja Iampoa.

Tadmén pro gradu -tutkielman tarkoituksena oli tutkia hiilihydraateista bioteknisesti valmistet-

tavia teollisia kemikaaleja. Namé kemikaalit voivat tulevaisuudessa korvata fossiilisiin ldh-



teisiin perustuvia kemikaaleja, jos niiden valmistusreitit saadaan kilpailukykyisiksi uusiutu-
mattomista ldhteistd perustuviin synteesireitteihin verrattuna. Tutkimukseen valitut kemikaa-
lit jaoteltiin ensin hiilen méérin (C,-Ce-kemikaalit) perusteella, minké jdlkeen kemikaalit jao-
teltiin vield alkoholeiksi, hapoiksi ja mahdollisesti muiksi kemikaaleiksi. Alaryhmisté valit-
tiin lahempéén tarkasteluun bioteknisesti valmistettavia merkittdvid kemikaaleja, joiden tuo-
tantotapoja esiteltiin yksityiskohtaisesti. Lisdksi tarkasteltiin kemikaalien valmistukseen liit-

tyvid ongelmia sekd kemikaaleista johdettuja tuotteita.

2 Bioteknologia

Bioteknologia, johon kuuluu fermentointi, mikrobinen transformaatio ja entsymaattinen syn-
teesi, on tekniikkaa, jossa hyddynnetdén elididen elintoimintoja, soluja, solujen osia tai solus-
sa esiintyvien molekyylien toimintoja /6,7/. Modernissa bioteknologiassa yhdistelldan monia
erilaisia biologisia menetelmid, joilla pyritddn manipuloimaan eldvii soluja /8/. Bioteknolo-
gia tarjoaa uuden tavan valmistaa teollisia kemikaaleja uusiutuvista hiilihydraateista, kuten
kasvien glukoosista, sakkaroosista ja ksyloosista. Mikro-organismien tiedetddn tuottavan
luonnollisesti useita kaupallisesti tirkeitd kemikaaleja, kuten alkoholeja (etanoli ja butanoli),
orgaanisia happoja (etikka-, voi-, sitruuna- ja maitohappo), aminohappoja (lysiini, fenyy-
lialaniini ja tyrosiini), ladkkeitd (penisilliini ja tetrasykliini) tai jopa polymeereja (polyhyd-
roksibutyraatti).

3 Kaksihiiliset C,-kemikaalit

3.1 Etanoli

Etanolia CH3CH,OH tuotetaan polttoaineeksi suuressa mittakaavassa Brasiliassa, Yhdysval-
loissa seki tietyissd Euroopan maissa /9/. Sakkaroosista saatava etanoli ja muut biopolttoai-
neet ovat suurina kiinnostuksen kohteina my0s maissa, jotka pyrkivét viahentdméén riippu-
vuuttaan tuontidljystd, heikentdmién 6ljyn hinnan vaihteluita sekd minimoimaan kasvihuo-
nekaasupiéstojd /8/. Seuraavien kahdenkymmenen vuoden aikana etanolin uskotaankin ole-
van yksi hallitsevista uusiutuvista biopolttoaineista litkkennesektorilla /9/. Polttoaineen liséksi
etanoli on myds useiden kemikaalien raaka-aine ja sitd kdytetddn liuottimena sekd ladkkei-

den, muovien, lakkojen seké rajihdysaineiden valmistuksessa /10/.

Etanolin fermentointi on biologinen prosessi, jossa orgaaninen materiaali konvertoidaan en-

sin mikro-organismien avulla yksinkertaisimmiksi yhdisteiksi, kuten sokereiksi /11/. Konver-



sion jdlkeen kdymiskykyiset yhdisteet fermentoidaan mikro-organismeilla tuottamaan etano-
lia ja hiilidioksidia, ja etanoli otetaan talteen tislaamalla /1,11/. Koko etanolin fermentointi-
prosessin aikana esiintyy pddasiassa kahta mikro-organismia /11/. Niisté toiset konvertoivat
kaymiskykyiset substraatit etanoliksi ja toiset tuottavat entsyymejé katalysoimaan kemiallisia
reaktioita, jotka hydrolysoivat monimutkaisia substraatteja yksinkertaisimmiksi yhdisteiksi.
Etanolin fermentoinnissa voidaan kayttdd useita uusiutuvia ldhteitd, kuten babassua, maniok-

kia, lehtipuuhaketta, heraa sekd mikrolevédn entsymaattista hydrolysaattia /12,13/.

Yleisin etanolin fermentoinnissa kaytetty mikrobi on ollut hiiva Saccharomyces cerevisiae
/11/. Perinteisesti etanolin fermentointi perustuu joko sakkaroosin konversioon sokeriruo’osta
ja -juurikkaasta tai glukoosin konversioon maissin tai viljakasvin tdrkkelyksen hydrolysaa-
teista hiivan S. cerevisiae avulla /1,14/. Konversiossa yksi glukoosimolekyyli hajoaa kahdek-
si hiilidioksidimolekyyliksi ja kahdeksi etanolimolekyyliksi /1/. Kuten monet mikro-
organismit, S. cerevisiae metabolisoi glukoosin kéyttden Embden—Meyerhof-reittia
(EM-reitti) /11/. Jos fermentoinnissa kdytetddn sen sijaan Zymomonas-mikro-organismia, se
metabolisoi glukoosin anaerobisesti EM-reitin tai glykolyysin sijasta Entner—Doudoroft-
reitin (ED-reitti) avulla. ED-reitti tuottaa vain puolet adenosiinitrifosfaattia (ATP) moolista
glukoosia EM-reittiin verrattuna. Tdmén seurauksena Zymomonas-mikro-organismi tuottaa
vihemmén biomassaa kuin hiiva ja fermentointituotteisiin ohjautuu enemman hiiltd. Liséksi
seurauksena alhaisesta ATP-saannosta Zymomonas-mikro-organismi séilyttdd korkean glu-

koosivirtauksen ldpi ED-reitin.

Mikro-organismilla Zymomonas mobilis on monia hyvid ominaisuuksia biokatalyyttini toi-
mimiseen etanolin tuotannossa /11,14/. Kyseinen mikro-organismi sietdd korkeita pitoisuuk-
sia etanolia, silld on suurempi etanolisaanto ja korkeampi spesifinen etanolituottavuus kuin
Saccharomyces-suvun hiivalla, minké liséksi silld on yksinkertaiset ravintotarpeet /11/.
Zymomonas mobilis ei kuitenkaan sovi kaikille biomassaraaka-aineille, silld se fermentoi
vain glukoosia, fruktoosia ja sakkaroosia. Vaikka mikro-organismilla Zymomonas mobilis
onkin monia hyvid puolia biokatalyyttind toimimiseen etanolin tuotannossa, teollisuudessa

kéytetddn kuitenkin mieluiten hiivaa S. cerevisiae sen vastustuskyvysti johtuen.

Myo6s muunneltua bakteeria Escherichia coli voidaan kdyttda etanolin tuotannossa /11/. Ky-
seisen bakteerin hyvid puolia biokatalyyttinid toimimiseen etanolin tuotannossa on se, ettéd se
fermentoi monia sokereita, silld ei ole rajoituksia monimutkaisia kasvutekijoitd kohtaan ja li-

sdksi sitd on kdytetty aiemmin teollisuudessa. Bakteerin Escherichia coli huonoja puolia ovat



yleiset késitykset sen vaarallisuudesta sekd kapea ja neutraali pH-kasvuvili. Lisdksi sen vil-

jelmit ovat vastustuskyvyttdémampid verrattuna hiivan viljelmiin.

Selluloosan biotransformaatio etanoliksi voidaan tehdd myos useiden anaerobisten termofii-
listen bakteerien avulla, kuten Clostridium thermocellum, seké joidenkin rihmamaisten sieni-
en, kuten Monilia sp., Neurospora crassa, Neurospora sp., Zygosaccharomyces rouxii,
Trichoderma viride ja Paecilomyces sp., avulla /11,12/. Fermentointiprosessit, jotka hyodyn-
tdvat néitd mikro-organismeja, ovat kuitenkin hyvin hitaita ja niiden saannot ovat alhaisia,
mikd luultavimmin johtuu mikro-organismien alhaisesta vastustuskyvystd korkeammilla
etyylialkoholikonsentraatioilla /11/. Toinen prosessin huono puoli on useiden sivutuotteiden,
kuten etikka- ja maitohapon, muodostuminen. Liséksi etanolin tuotannossa on tutkittu jatku-
vatoimista fermentointia, jossa substraattina kdytetdan joko tarkkelyspitoista materiaalia tai
melassia /12/. Jatkuvatoimisen fermentoinnin etuna on se, etti kyseinen kdyminen lisdd kon-
versiota, pienentdd kdymislaitteiston kuutiometristé tilavuutta ja liséksi laitteisto on yksinker-

taisempi perinteiseen kdymislaitteistoon verrattuna.
Mikro-organismit tuottavat hyvin erilaisia méérid etanolia riippuen kéytetystd metaboliarei-
tistd /12/. Seuraavaksi esitellddn neljd eri metaboliareittid, joita mikro-organismit kdyttavét

etanolin tuotannossa.

1. Glykolyysi

(1) glucose + INAD + JADP + 2Pi — 2pyruvic acid + INADH, + 2ATP
: TPP NADH,
L2} pyruvate —————> acetaldehyde ———————» ¢thanol
Me + aleohol
decarboxvlase o, dehydrogenase

Kuva 1. Glukoosin konversio etanoliksi glykolyysilla /12/.

Glykolyysissd glukoosi konvertoidaan pyruvaatin ja asetaldehydin kautta periaatteessa kvan-
titatiivisesti etanoliksi ja hiilidioksidiksi /12/. Parhaiten tété reittid hyodyntavét hiivat, mutta
on olemassa my0s bakteereja, jotka fermentoivat glukoosin ldhes kvantitatiivisesti etanoliksi

hiivan glykolyysid muistuttavalla tavalla.



2. Etanolin tuotanto rikkipitoisella reaktiolla

decarbox ylase

) : Yon . HCOOH
(1) pyruvate ———m———y geetyl CoA + of
Mg, ™ CoA H, & CO,

z . . NADH, _ NADH.
(2} acetyl CoA ——3 acetaldehyde ——» ethanol

CoaASH

Kuva 2. Etanolin valmistus /12/.

Reaktiossa bakteerit Clostridia- ja Enterobacteriaceae katkaisevat pyruvaatin asetyylikoent-
syymiA:ksi, joka sen jilkeen pelkistyy asetaldehydiksi ja etanoliksi /12/. Vedyn tuotanto on

estettidva reaktiossa, jotta glukoosin kvantitatiivinen konversio etanoliksi olisi mahdollinen.

3. Entner—Doudoroff-reitti
NAD

ATP
(1) glucose — G—6—P —— gluconate—6—F

) _H,0
pyruvate el N — 3 —
+ deoxygluconate —6—FP
glyeeraldehyde— 3 —P

PYTUVale 4‘)

(2) pyruvate —— ethanal

Kuva 3. Etanolin valmistus glukoosista Entner—Doudoroff-reitilla /12/.
Mikro-organismien Zymomonas kdymistasapaino ED-reitilld on samanlainen kuin hiivoilla,
mutta reitti tuottaa vain puolet energiasaannosta /12/. Témén vuoksi Zymomonas tuottaa siis

vahemmaén biomassaa kuin hiiva ja kiymistuotteisiin ohjautuu enemmin hiiltd /11/.

4. Heterolaktinen fermentointi

glucose ———— ethanol + lactic acid + CO,

Kuva 4. Glukoosin heterolaktinen fermentointi etanoliksi /12/.

Heterolaktisessa fermentoinnissa heterolaktiset mikro-organismit pystyvit fermentoimaan

glukoosin laktaatiksi ja etanoliksi ksyluloosi-5-fosfaatin kautta, joka lohkeaa tuottaen asetyy-



lifosfaattia ja glyseraldehydi-3-fosfaattia /12/. Jalkimmaéinen yhdiste muuttuu pyruvaatiksi,
minka jdlkeen se pelkistyy maitohapoksi. Asetyylifosfaatti pelkistyy etanoliksi kédyttien hyo-

dyksi pelkistysenergiaa, jota muodostuu glukoosin konversiossa ksyluloosi-5-fosfaatiksi.

Vaikka etanolia voidaan tuottaa useilla eri tavoilla, sen tuotantoa on viela tutkittava biomas-
san immobilisaation, samanaikaisen hydrolyysin ja fermentoinnin (SSF) seké sokerien kon-
version osalta /11/. Lisdtutkimusta tarvitaan myos kdymisteknologiassa, joka konvertoisi glu-
koosin lisdksi ksyloosin etanoliksi. Lisdksi kdymiskuluja on vdhennettivd esimerkiksi pie-

nentdmailld joko raaka-ainekuluja tai sellulaasientsyymin kuluja.

Etanolin johdannaisia ovat mm. etikkahappo, etikkahappoanhydridi, etyyliasetaatti seki ase-

taldehydi /1/.

3.2 Etikkahappo

Etikkahappo CH3COOH on téirked orgaaninen kemikaali, jota kdytetddn laajalti elintarvike-,
ladke- ja tekstiiliteollisuudessa /15,16/. Etikkahappo on lisdksi tirked komponentti monien
kemikaalien, kuten vinyyliasetaatin, selluloosa-asetaatin sekd etikkahappoestereiden, syn-
teeseissd /16/. Etikkahappoa kiytetddn myos kalsium-magnesium-asetaatin tuotannossa, jota

kaytetdédn liukkauden torjunta-aineena /15/.

Etikkahappoa tuottavia bakteereita on paljon. Esimerkiksi bakteerit Ruminococcus
flavefaciens ja Methanobacterium ruminant tuottavat yhdessa asetaattia /12/. Lisdksi anaero-
bisen bakteerisuvun Acetobacterium woodii -lajin tyypit fermentoivat fruktoosia, glukoosia,
laktaattia, glyseraattia ja formaattia etikkahapoksi. Kdymisessd vety hapettuu ja hiilidioksidi
pelkistetddn etikkahapoksi. Myds Acetogenium Kivui -mikro-organismi fermentoi etikkahap-
poa samalla tavalla kuin Acetobacterium woodii /1/. Bacillus-bakteeri taas tuottaa seka etik-
kahappoa ettd etanolia useilla laimennusasteilla /12/. Myos monet sellulolyyttiset, mesofiili-
set ja anaerobiset Clostridium-suvun mikro-organismit, kuten C. lentocellum SG6, konvertoi-

vat biomassan suoraan etikkahapoksi /16/.

Etikkahappoa voidaan tuottaa biomassasta fermentoinnilla useilla eri menetelmilld /17/. Etik-

kahapon perinteinen tuotantoprosessi pohjafermentoinnilla tapahtuu kuvan 5 mukaisesti.
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Kuva 5. Melassin perinteinen fermentointi etikkahapoksi /17/.

Aerobisessa pohjafermentoinnissa (kuva 5) melassia, ravinteita ja etanolia (1 %) kdytetdén
kdymisen aloittamiseksi /17/. Prosessissa etanolin vikevyys pidetddn ldhelld arvoa 1 %, kun-
nes etikkahapon vikevyys ldhenee arvoa 10-11 %. Kéymisen jdlkeen uuttoliuotinten ja etik-
kahapon seos otetaan talteen tislaamalla. Energiaintensiivinen tislausvaihe on menetelmén

suurin haittapuoli, koska se lisdd merkittavésti etikkahapon tuotantokustannuksia.

Etikkahappoa voidaan tuottaa my0s anaerobisella hiivakdymiselld /17/. Fermentoinnissa tuo-
tetaan ensin etanolia perusfermentoinnilla, mink4 jélkeen etanoli hapetetaan asetaldehydiksi.
Seuraavaksi happirikastettu ilma ja asetaldehydi syotetdén reaktoriin, jossa ne lapikéyviét
kolmevaiheisen ketjureaktion muodostaen lopulta etikkahappoa. Prosessi on tehokas ja siina
muodostuu hyvin vdhén sivutuotteita. Etikkahappoa voidaan tuottaa anaerobisella hiivakdy-
miselld myo0s siten, ettd hiivakdymistd seuraa aerobinen bakteerikdyminen. Etikkahappoa tuo-
tetaan pienid miérid myoOs biopolymeerien anaerobisella bakteriaalisella homofermentoinnil-
la. Lisdksi on olemassa anaerobinen bakteriaalinen heterofermentointi, jossa tuotetaan sa-
manaikaisesti etanolia ja muita happoja. Hiilihydraattien heterofermentointi sisiltdd kuitenkin
monia puhdistusongelmia, silld prosessissa syntyy etikkahapon lisdksi muita orgaanisia yh-
disteitd, jotka lisdksi alentavat etikkahapon saantoa. Etikkahappoa on mahdollista tuottaa

myds sellulolyyttisilld anaerobeilla sekd sekaviljelméfermentoinnilla.



4 Kolmehiiliset Cs-kemikaalit

4.1. Glyseroli
Yksinkertainen alkoholi, glyseroli HOCH,CHOHCH,OH, on myrkyton ja biohajoava yhdis-

te, jota esiintyy kaikkien kasvien sekd eldinrasvojen ja 6ljyjen aineosana /1,18,19/. Glyserolia
ei kuitenkaan 16ydetd vapaassa muodossaan, vaan rasvahappoestereiden aineosana /1/. Glyse-
rolilla on monia kayttotarkoituksia kosmetiikka-, maali-, auto-, elintarvike-, tupakka-, 1ddke-,
massa-, paperi-, nahka- ja tekstiiliteollisuudessa /18/. Glyserolin mahdollisuuksia 1dhtokemi-
kaalina on myo6s tutkittu ja se soveltuu raaka-aineeksi monien kemikaalien, kuten

1,3-propaanidiolin ja dihydroksiasetonin, tuotantoon /18,19/.

Glyserolia voidaan tuottaa mm. hiivakéymiselld, joka tapahtuu pH-arvossa < 6 /12,17/. Kdy-
misen aikana glyserolin muodostuminen ei kuitenkaan tarjoa energiaa eikd rakennusyksikko-
jé hiivasolulle ja lisdksi fermentoinnissa muodostuu vain hyvin pienid méérid glyserolia /12/.
Jos kasvuympéristoon lisdtddn kuitenkin sulfiittia, glyserolin muodostuminen moninkertais-
tuu. Glyserolin muodostumiseen kuuluu kaksi hapetusvaihetta ja prosessin hapetus-
pelkistystasapaino saavutetaan kahden glyseroliyksikon muodostuessa /12,17/. Solun hape-
tus-pelkistys-tasapainon ja glyserolin muodostumisen vélilld on itse asiassa suora korrelaatio.
Kun hiiva metabolisoi glukoosia aerobisissa olosuhteissa, glyserolia ei muodostu /17/. Kysei-
sissd olosuhteissa hengitysketju toimii ja siirtdd elektroneja hapelle ilman NADH,-ylimé&raa
/12,17/. Ylimédrdinen NADH, hapettuu glyserolin muodostuessa aiheuttaen soluun hapetus-

pelkistystasapainon /17/.

Glyserolia voidaan tuottaa my0s monosakkarideista Saccharomyces cerevisiae -mikro-

organismilla seuraavan reaktion mukaisesti /19/:

heksoosi + bisulfiitti — asetaldehydi—bisulfiitti + CO, + H,O + glyseroli (1)

Reaktiossa akkumuloitunut NADH hapettuu, koska dihydroksiasetonifosfaatti pelkistyy gly-
seroli-3-fosfaatiksi /19/. Ohjaavina aineina kiytetddn erilaisia suoloja, kuten natriumsulfaat-
tia, -sulfiittia ja —bisulfiittia sekd ammonium- ja magnesium/kalsiumsulfiittia. Toinen tapa,
jolla tuotetaan glyserolia S. cerevisiae -mikro-organismilla, tapahtuu pH-arvossa < 7 seuraa-

van reaktion mukaan:

2 heksoosi — 2 glyseroli + etanoli + etikkahappo + 2CO, + 2H,0 (2)



Reaktio 2 tapahtuu samanaikaisesti normaalin alkoholifermentoinnin kanssa /19/. Etikkahap-
poa muodostuu asetaldehydisti, koska aldehydihydrogenaasin, jonka optimaalinen pH on
8,75, aktiivisuus on kasvanut. Timé hapetus muodostaa NADH-molekyylin, joka vaatii uu-
delleenhapetuksen, jotta hapetus-pelkistystasapaino muodostuisi soluun. Kun happea ei ole
lasnd, tdma tapahtuu dihydroksiasetonifosfaatin pelkistdmiselld glyseroli-3-fosfaatiksi ja sen
jilkeen glyseroliksi. Natriumkarbonaatti tai magnesiumkarbonaatti/hydroksidi ovat yleisid

alkalisessa hiivaprosessissa kéytettyja ohjaavia aineita.

Glyserolia tuotetaan my0s osmotoleranteilla hiivalajeilla, jotka tuottavat glyserolia hyvilld
saannolla /19/. Glyserolia tuottavat osmotolerantit hiivalajit kuuluvat Candida-,
Debaryomyces-, Hansenula-, Pichia-, Saccharomyces-, Schizosaccharomyces-, Torulaspora-
ja Zygosaccharomyces-lajeihin. Glyserolin tuotannossa osmotoleranteilla lajeilla on monia
etuja verrattuna prosesseihin, jotka perustuvat alkaliin ja sulfiittiin. Esimerkiksi solun kasvu
ja kdiyminen vaativat mieluummin aerobisia kuin anaerobisia tai happirajoitettuja olosuhteita,
eikd tuotannossa tarvita ohjaavia aineita tai osmoottisia liuenneita aineita. Liséksi osmotole-
ranteilla lajeilla voidaan kéyttdd merkittidviasti korkeampia sokerivikevyyksii, jolloin glyse-
rolin muodostumisnopeus ja saanto paranevat. Osmotolerantit lajit mahdollistavat myos yk-

sinkertaisemman prosessiteknologian kdyton, jolloin muodostuu vihemmén saasteita.

Glyserolia tuottavat aiemmin mainittujen mikro-organismien lisdksi vihredt Dunaliella
tertiolecta- ja Dunaliella bardawil -levilajit ympéristossd, jossa NaCl-pitoisuus on korkea
/1,19/. Lupaavia bakteereita glyserolin tuotannossa ovat myos Lactobacillus lycopersici ja
Bacillus subtilis /19/.

Vaikka glyserolin tuotanto S. cerevisiae -mikro-organismeilla on suhteellisen yksinkertaista,
tuotannon tekniset ongelmat ovat kuitenkin rajoittaneet glyserolin kaupallisia sovelluksia
/19/. Ongelmana tuotannossa on suhteellisen alhainen glyserolisaanto, muodostuneiden sivu-
tuotteiden, kuten etanolin, asetaldehydin ja etikkahapon, suuri mééra seké sulfiitin ja muiden
ohjaavien aineiden suuren mairén tarve kiymisen aikana. Liséksi glyserolin alhainen tuotta-
vuus ja alhainen véikevyys kidymisliemessé tekevit glyserolin talteenotosta kalliin ja tehotto-

man.

Glyserolin yksinkertaisia johdannaisia ovat esimerkiksi glyserolitriasetaatti, glyserolistearaat-
ti ja glyserolioleaatti, joita tuotetaan kemiallisella katalyysilld /18/. Muita glyserolin johdan-

naisia on esitetty kuvassa 6.
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Kuva 6. Glyserolin mahdollisia johdannaisia /18/.

4.2 Maitohappo

Anaerobisen kaymistuotteen, maitohapon CH3CHOHCO;H, kaupallinen tuotanto alkoi
1800-luvun lopulla, minké vuoksi sitd pidetdén yhtend ensimmaéisistd bioteknologisista pro-
sesseista, joka tehtiin hallituissa olosuhteissa /6,20/. Maitohappo esiintyy kahdessa optisesti
aktiivisessa isomeerisessd muodossaan (L(+) ja D(-)), ja se on bifunktionaalinen yhdiste, jos-
sa esiintyy sekd hydroksyyli- ettd karboksyyliryhma /21/. Maitohappo on yleisimmin esiinty-
va hydroksikarboksyylihappo, jota kéytetdédn elintarvike-, ladke-, tekstiili-, nahka- ja kemian-
teollisuuden sovelluksissa ja se voidaan konvertoida hyddyllisiksi tuotteiksi useilla eri tavoil-
la kemiallisesti /21-23/. Maitohapon kéytt6d monomeerind on myds tutkittu mm. biohajoavi-

en polymeerien synteeseissd /1,21/.

Kaupallisissa L-maitohapon tuotantoprosesseissa heteromaitohapporeitilld kéytetd&én homo-
laktisia organismeja, kuten organismeja Lactobacillus delbriickii, L. bulgaricus ja
L. leichmannii, lukuun ottamatta organismia Rhizopus oryzae /20,22/. Muita maitohapon tuo-
tannossa kdytettyja maitohappobakteereita ovat Lactococcus lactis, Lactobacillus helveticus
ja L. casei /22/. My®s sienilajit, kuten Mucor ja Monilia, tuottavat maitohappoa. Seuraavassa
taulukossa on esitetty lisdksi joitakin muita maitohapon tuotannossa kéytettyjd mikro-

organismeja ja niiden ominaisuuksia /20/.
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Taulukko 1. Maitohapon tuotannossa kdytettyjd mikro-organismeja ja niiden ominaisuuksia

/20/.

Name of strain Favorable carbon source Temperature, C Major products Isomer
L. delbriickii glucose. galactose 50—53 lactic acid DL-
L.bulgaricus glucose 45—55 lactic acid DL-
L thermophilus glucose 50—60 lactic acid DL-
L leichmannii glucose 28—32 LA/AA=LI] D-
L.casei lactose 2832 lactic acid L-

L fermenti glucose, lactose 35—40 LA/AA/COFLI1 ] DL-
S.thermophilus glucose, lactose 4555 lactic acid DL-
Slactis glucose, lactose 28—32 lactic acid L-
S.faecalis glucose, maltose 28—32 lactic acid L-
Pediococcus glucose, maltose 2532 lactic acid DL-. L-
Leuconostoc glucose, sucrose 2125 lactic acid D-
Bifidobacterium glucose 35—45 LAJAA=2'3

Rhizopus oryzae glucose 25—35 lactic acid L-

Note: LA—lactic acid; AA—acetic acid.

Maitohapon mikrobiaalisessa tuotannossa kiaytettdva hiililihde voi olla puhtaassa muodossa
oleva sokeri, kuten glukoosi, sakkaroosi ja laktoosi, tai sokeria siséltdvd materiaali, kuten me-
lassi, vehné, sokeriruokobagassi ja maniokkibagassi /22/. Myos tarkkelysmateriaalit perunas-

ta, tapiokasta, vehnistd, ohrasta ja porkkanasta toimivat hiililihteind maitohapon tuotannossa.

Maitohapon teollinen tuotanto perustuu puhtaan sokerin, kuten glukoosin tai sakkaroosin,
konversioon hapettomissa olosuhteissa esimerkiksi bakteerisuvun Lactobacillus avulla 1am-
potilassa 40—45 °C /1/. Fermentoinnissa yhdestd moolista glukoosia saadaan melkein kaksi
moolia maitohappoa. Vaikka maitohappokdyminen on anaerobinen prosessi, siitd vastuussa

olevat bakteerit ovat kuitenkin mikroaerofiilisid /14/.

Maitohappoa voidaan tuottaa fermentoinnilla myds sokeria sisdltidvistd hydrolysaateista sekd
yksivaiheisella tarkkelyksen konversiolla /22/. Lisdksi maitohappoa voidaan tuottaa selluloo-
sajétteen suoralla konversiolla amylolyyttiselld maitohappoa tuottavalla mikro-organismilla,
ja samanaikaisella hydrolyysilld ja fermentoinnilla (SSF) lisdamalla entsyymit ja inokulaatti
yhtd aikaa. Seuraavassa kuvassa on esitetty erilaisia maitohapon kidymisprosesseja uusiutu-

vista raaka-aineista.
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Kuva 7. Erilaisia maitohapon kdymisprosesseja /22/.

Maitohapon fermentointi on mahdollista jakaa homo- ja heterokdymiseen /20/. Homofermen-
toinnissa muodostuu yksi tuote, kuten maitohappo, kun taas heterofermentoinnissa muodos-

tuu useita tuotteita, kuten etanolia, diasetyylid, formaattia tai etikkahappoa /22/.

Merkittdvd vaihe maitohapon tuotannossa on sen talteenotto kdymisliemestd /21/. Maitoha-
pon perinteinen talteenotto, johon kuuluu saostamista, kromatografisia vaiheita ja/tai tislaus-
vaiheita, on kuitenkin edelleen kaukana ideaalista prosessista, silld erotus- ja puhdistusvai-
heet ovat noin 50 % maitohapon tuotantokuluista /1,21/. Haittapuolena maitohapon tuotan-
nossa on my0s reaktorin alhainen tuottavuus sekd prosessin haitallisuus ympéristolle, silld
prosessissa kulutetaan rikkihappoa ja tuotetaan suuria madrid kalsiumsulfaattia /21/. Viime
aikoina on kuitenkin kehitetty membraaniin perustuvia erotus- ja puhdistusmenetelmii erityi-
sesti mikro- ja ultrasuodatuksessa sekid elektrodialyysissa /1,21/. Uusien menetelmien kus-
tannukset ovat perinteisid menetelmid alhaisempia, eivitkd ne aiheuta ympéristdongelmia pe-
rinteiseen erotus- ja puhdistusmenetelméén verrattuna /21/. Maitohapon taloudellisuutta voi-
daan parantaa laajentamalla substraattivalikoimaa ja lisddmalld maitohappotoleranssia /1/. Li-
séksi on kehitetty uusia kdymistekniikoita, joita ovat samanaikainen hydrolyysi ja fermen-
tointi (SSF), termofiilinen fermentointi Bacillus stearothermophilus -mikro-organismilla sekd
jatkuvatoiminen fermentointi. Vaikka maitohapon talteenotossa ja puhdistuksessa on siis vie-

14 parannettavaa, sen biotekniselld tuotannolla on kuitenkin monia etuja kemialliseen syntee-
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siin verrattuna /22/. Kyseisié etuja ovat esimerkiksi substraatin alhainen hinta, alhaiset tuotto-

lampéotilat ja alhainen energiankulutus.

Maitohapon johdannaisia ovat mm. etyyliesterit, joilla voidaan korvata vaarallisia liuottimia,
kuten tietyissd teollisissa sovelluksissa kéytettidvid kloorattuja hiilivetyliuottimia /1/. Muita

maitohaposta tuotettuja kemikaaleja on esitetty kuvassa 8.
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Kuva 8. Térkeitd maitohaposta johdettuja kemikaaleja /20/.

4.3 Muut kemikaalit

Asetonin CH3;COCHj; kiyttokohteita ovat teollisuusliuottimet, kuten hartsit, lakat, 6ljyt, ras-
vat ja kolloidit /24/. Lisdksi asetonia kdytetddn metakryylihapon, metyylimetakrylaatin, etik-
kahapon seké kloro-, jodo- ja bromoformin tai rdjéhteiden valmistukseen. Myos maali-, lak-

ka-, kumi-, muovi- ja valokuvausteollisuus kéyttidvit asetonia.

Asetonia tuotettiin ensimméisen maailmansodan aikana Weizmann-prosessilla tirkkelysma-
teriaalista organismilla Clostridium acetobutylicum /12,14/. Kyseiset bakteerit ovat sauva-

maisia ja tdysin anaerobisia ja niitd on eristetty mm. maaperistd, lannasta, hernekasvien juu-
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rista, viljakasveista, médéntyneistd puista, maissin varsista, jitevesistd ja jokien pohjamudas-
ta /14,17/. Weizmann-prosessin ensimmaisessd vaiheessa butyyri- ja etikkahappo akkumuloi-
tuvat aiheuttaen pH:n alenemisen arvoon 4,5 /12/. Toisessa vaiheessa hapot hyddynnetidin
butanoliksi ja asetoniksi, mitd seuraa pH-arvon nousu. Myds pieni méard etanolia muodostuu
kdymisen aikana. Fermentoinnin lopussa solumassa ja muu suspendoitunut aines poistetaan

sentrifugoimalla ja myydédan rehuna /25/.

Lisdksi asetonia ja butanolia voidaan tuottaa perdkkaisilld fermentoinneilla C. acetobutyli-
cum- ja Kluyveromyces fragilis -mikro-organismin sekaviljelmélld /14/. Myds Bacilli- ja
muilla Clostridia-lajeilla voidaan valmistaa asetonia /17/. Seuraavassa taulukossa on esitetty

asetonin ja butanolin tuotannossa kaytettyja sakkarolyyttisid lajeja ja niiden substraatteja.

Taulukko 2. Asetonin ja butanolin fermentoinnissa kéytettyjd bakteereita /17/

Bacteria Sugar source

Nitrogen added Other addition

Bacitius butacone

Blackstrap molasses

Beet molasses

Ammal and
vegetable protein
Complex nitrogen

B. saccharobutylicum Invert molasses - CaCO
8. rewryl Invert molasses NH, -
Clostridium acmylosaccharo- Invert molasses {(NH.:50. CaC0,. P.Os
butylpropylicum
Cl celerifactor Invert molasses NH; CaCOn
Cl. granulobacter- Molasses Ammonium saits Corn gluten.
acetobut viicum CaCOn
Cl. madisonii Cuban biackstrap NH.OH. CaCOy
moiasses (NH.):S0.
Blackstrap molasses NH; -
Cl. propyi butylicum Invert molasses NH; CaCOn
(NH.).50. CaC0s.
K:HPOQ..
MgSO,
Cl. saccharoacetobutylicum Cane moiasses Degraded protein -
Louisiana molasses {NH.);S0. CaC0,
Cuban molasses {(NH.):S0. Gluten meal
Invert molasses NH; -
Blagystrap molasses NH, -
Molasses NH; -
Cl. saccharobutyiacetonicum Blackstrap molasses (NH.):S0. Corn gluten
Cl. saccharobutylacetonicum- Blackstrap moiasses {NH.):50. CaC0n. P:0Os
liguefaciens Cuban molasses (NH.4):50, CaC0s. P.0.
Molasses NH; -
Cl. saccharoacetyoper- Invert molasses (NH.):50, CaCO0s, PO
buryiicum NH.OH P10 -
Cl. saccharobutviicum Blackstrap molasses — CaCOy
Cl. inverioacetobutyvlicum Louisiana molasses Ammonium saits Alkalies

Cl saccharobutyl-isopropyi-
dcetonicum
Cl viscifaciens

Invert molasses

Invert molasses

Degraded protein

CaCOn
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Tarkkelyksen tai sokerin asetoni-butanoli-fermentointi tapahtuu kuvan 9 mukaisesti /17/.
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Kuva 9. Téarkkelyksen tai sokerin kdyminen asetoniksi ja butanoliksi /17/.

Kun asetonia fermentoidaan téarkkelyksestd (kuva 9), C. acetobutylicum -mikro-organismeja
kasvatetaan tirkkelys-typpi-viljelméssd ja hiililihteend kéytetdin maissin térkkelystd /17/.
Anaerobisissa olosuhteissa 37 °C:n ldmpdétilassa tapahtuva kdyminen kestdd 48—72 tuntia.
Fermentoinnin jilkeen uute pumpataan tislauskolonniin ja liuottimet otetaan myShemmin tal-

teen fraktioinnilla. Kdymisen péétuotteita ovat asetoni, butanoli, etanoli, hiilidioksidi, vety ja
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riboflaviinia sisdltdvé rehu. Tislauksesta saatu jédte voidaan kéyttda eldimen ruoaksi. Kun ase-
tonia valmistetaan sokerista, kdyminen tapahtuu samalla tavalla kuin tirkkelyksestd, mutta
Clostridium-iti6ita haudotaan perunaglukoosikasvuympéristossd, joka siirretddn melassin se-

kaan.

5 Neljahiiliset C,4- kemikaalit

5.1 Butanoli

Butanolilla CH3CH,CH,CH,OH on monia kiinnostavia ominaisuuksia, joita ei tavata muilla
kdymispohjaisilla polttoaineilla, kuten etanolilla /26/. Esimerkiksi butanolin energiasiséltd on
30 % suurempi kuin etanolilla ja lisdksi sen energiasiséltd on ldhempénd bensiinin energiasi-
séltod. Butanoli ei mydskddn ole herkkéd kosteudelle, se on etanoliin verrattuna vihemmaén
haihtuva ja sitd vihemmén vaarallisempi kisitelld. Lisdksi butanoli ei syty helposti ja sitéd
voidaan sekoittaa bensiiniin kaikissa suhteissa. Butanolia kdytetdin mm. liuottimena, ke-
mianteollisuuden vélituotteena, jddtymisenestoaineena, aromiaineena sekéd uuttoliuottimena

127].

Butanolia voidaan tuottaa fermentoinnilla samoilla tavoilla kuin asetonia eli Weizmann-
prosessilla, Clostridium acetobutylicum -bakteerilla tirkkelyksestd, Clostridia- ja Bacilli-
lajeilla sokereista sekd perdkkdisilld fermentoinneilla C. acetobutylicum- ja Kluyveromyces
fragilis -mikro-organismien sekaviljelmalld /12,14,17,26/. Weizmann-prosessissa butanolia
muodostuu pH-arvon nousun jalkeen, kun voihappo tai butyryylikoentsyymiA pelkistyy al-
koholiksi /12/. Liséksi butanolia voidaan tuottaa mm. C. butylicum-, C. aurantibutyrium- ja

C. tetanomophum -lajeilla /26/.

Butanolin tuotannossa yleisesti kdytettyjd substraatteja ovat hirssi, vehni, riisi, tapioka, soi-
jamelassi, peruna, maniokki sekd maa-artisokka /26/. Viime aikoina substraatteina on kiytet-

ty my0s puutarhajétettd, maissikuitua ja vehnén olkea /25/.

Butanolin perinteinen valmistus pohjautuu panosprosessiin, jossa tuote otetaan talteen tislaa-
malla /26/. Kdymisessi substraattina kdytetdén yleensid melassia, maissitarkkelysté, glukoosia
tai herapermeaattia ja se kestdd kokonaisuudessaan 36—72 tuntia. Panosprosessin asetoni-
butanoli- tai butanolituottavuus on kuitenkin alhaista johtuen osittain butanolin myrkyllisyy-

destd viljelmille sekéd osittain seisokkiajasta, johon kuuluu tayttd, sterilisointi ja reaktorin
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puhdistus. Panosfermentori ja erditd muita butanolin kiymisessé kdytettyjé reaktoreita on esi-

tetty kuvassa 10.
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Reactor Reactor Reactor
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Membrane
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Reactor Recycle Reactor

Kuva 10. Butanolin tuotannossa kdytettyja reaktorisysteemeja /26/.

Anaerobiset bakteerit, kuten liuottimia muodostavat Clostridia-bakteerit, pystyvét konver-
toimaan monia erilaisia hiilildhteitd (glukoosi, galaktoosi, sellobioosi, mannoosi, ksyloosi ja
arabinoosi) polttoaineiksi ja kemikaaleiksi, kuten butanoliksi, asetoniksi ja etanoliksi /25,26/.
Liuottimia muodostavilla Clostridia-bakteereilla on sakkarolyyttisid ominaisuuksia ja niiltd
puuttuu sellulaasin aktiivisuuteen tarvittava eksoglukanaasi-entsyymi /28/. Butanolia on tuo-
tettu mm. Clostridium beijerinckii BA101 -mikro-organismilla maatalouden jatteistd seké
Clostridium acetobutylicum -mikro-organismilla /25,26/. C. beijerinckii BA101 -mikro-
organismi tuottaa butanolia eniten, kun hiililihteend on sellobioosi ja véhiten, kun hiilil&h-
teend on galaktoosi /25/. Liuottimia muodostavien mikro-organismien metaboliassa tapahtuu
sarja biokemiallisia reaktioita, joissa polysakkaridit seké heksoosi- ja pentoosisokerit konver-
toidaan pyruvaatiksi, ATP:ksi ja NADH:ksi /26/. C. acetobutylicum ja C. beijerinckii hyo-
dyntévit pyruvaattia 1dpikdymadn kaksivaiheisen fermentoinnin, jossa tuotetaan eksponenti-

aalisen kasvuvaiheen aikana vilituotteita, kuten asetaattia ja butyraattia. Vélituotteet assimi-
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loituvat uudelleen myo6héisen eksponentiaalisen ja stationaarisen vaiheen aikana tuottaen ase-

tonia ja butanolia. Kuvassa 11 on esitetty butanolin fermentointiprosessi.

A J

| Acetone
,_’ Acetate
Substrate — P Pyruvate / P Butanol €
I—b Butyrate
’ Ethanol
Fermentation Acidogenesis Solventogenesis

Kuva 11. Butanolin fermentointi /26/.

Butanoli on myrkyllistd fermentoiville mikro-organismeille, miké aiheuttaa butanolin alhai-
sen vikevyyden kédymisliemessd /25,26/. Tamén lisdksi butanolin energiaintensiivinen tal-
teenotto laimeista liuoksista tulee kalliiksi, minkd vuoksi on tutkittu vaihtoehtoisia menetel-
mid biobutanolin fermentoinnille ja talteenotolle. Butanolin talteenottotekniikoita ovat ad-
sorptio, kaasustrippaus, ioninesteet, neste-neste-uutto ja pervaporaatio /25/. Kuvassa 12 on

esitetty butanolin talteenottotekniikoita.

Ferm broth low in AB
F Gas Recycle Broth Recycle

Fermentation broth Product

(1) Adsorption (i1) Gas Stripping (i11) Pervaporation

Kuva 12. Butanolin talteenottoteknikoita /26/.

On myos kehitetty systeemi, jossa tapahtuu samanaikaisesti sekd butanolin tuottaminen ettd
poisto kdymisliemestd /25/. Muita mahdollisuuksia parantaa butanolin kdymisti ja talteenot-

toa on kehittdd lajeja, jotka sietdvét korkeampia butanoli- ja sokerivikevyyksié ja jotka tuot-
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tavat enemmain butanolia /26/. Jotta butanolia voitaisiin tuottaa kilpailukykyisesti, on identi-
fioitava ja evaluoitava taloudellisempia substraatteja, kuten maatalouden jétteitd ja energia-

kasveja (maissin kuitu, vehnén, ohran ja riisin olki seké norsuheinét).

5.2 Meripihkahappo
Meripihkahappo HO,CCH,CH,CO-H on trikarboksyylihappokierron (TCA-sykli) vilituote ja

yksi anaerobisen aineenvaihdunnan lopputuotteista, minkd vuoksi sitd syntetisoituu ldhes
kaikissa mikrobien, kasvien ja eldinten soluissa /29,30/. Tati dikarboksyylihappoa tuotetaan
mikrobikdymiselld elintarvike- ja ladketeollisuuden sekd maatalousalan kayttoon /1,29/. Me-
ripihkahapolla on myd&s potentiaalisia kdyttokohteita tekstiileissd, muoveissa, hartseissa ja
pesuaineissa /1/. Lisdksi meripihkahappo on monien teollisesti tirkeiden kemikaalien, kuten
adipiinihapon, 1,4-butaanidiolin, tetrahydrofuraanin, N-metyylipyrrolidinonin,
2-pyrrolidinonin, sukkinaattisuolojen seké y-butyrolaktonin, prekursori /1,29/. Samoin meri-
pihkahappoa kéytetddn biohajoavien polymeerien sekd useiden vihreiden liuottimien syn-

teeseissa /29/.

Useita erilaisia meripihkahappoa tuottavia mikro-organismeja on seulottu ja tutkittu erilaisis-
ta hiilildhteistd /29/. Eniten tutkittuja ovat mikrobit Anaerobiospirillum succiniciproducens-
ja Actinobacillus succinogenes, silldi ne tuottavat suhteellisen paljon meripihkahappoa
/18,29-31/. Liséksi on kehitetty rekombinantteja Escherichia coli -lajeja, jotka pystyvit li-
sadmadn meripihkahapon tuotantoa aerobisissa ja anaerobisissa olosuhteissa /18,29,32/. Bio-
logisia tuotantoprosesseja taas on pyritty kehittdimddn Aspergillus niger-, Aspergillus
fumigatus-, Byssochlamys nivea-, Lentinus degener-, Paecilomyces varioti- ja Penicillium
viniferum -sienille sekd Saccharomyces cerevisiae -hiivalle, jotka tuottavat meripihkahappoa
metabolisena sivutuotteena anaerobisissa ja/tai aerobisissa olosuhteissa /29,30/. My6s muu-
tamat grampositiiviset bakteerit, kuten Corynebacterium glutamicum ja Enterococcus
faecalis, ovat olleet tutkimuksen kohteina meripihkahapon tuottajina. Lisdksi mm. naudan
potsistd eristetty Mannheimia succiniciproducens MBELSSE -mikro-organismi tuottaa meri-
pihkahappoa /29/.

Meripihkahappoa tuottava Actinobacillus succinogenes -organismi on fakultatiivinen, anae-
robinen, litkkkumaton, pleomorfinen ja gramnegatiivinen sauva- tai joskus myos rihmamainen
bakteeri /29/. Anaerobisissa olosuhteissa A. succinogenes tuottaa suhteellisen paljon meripih-

kahappoa erilaisista hiilildhteistd, kuten sellobioosista, fruktoosista, glukoosista, laktoosista,
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maltoosista, sorbitolista, sakkaroosista tai salisiinista fosfoenolipyruvaatin karboksylaatiolla.
Yksi A. succinogenes -bakteerin hyvistd puolista on se, ettd se sietdd korkeita glukoosivike-
vyyksid hyvin. Song ja Lee /29/ ovat tutkineet A. succinogenes 130Z -lajin sekd sen muunnel-
tujen muotojen mahdollisuutta tuottaa meripihkahappoa kaupalliseen tuotantoon. Tutkimuk-
sessa panoskdyminen tehtiin hiivauutetta ja maissilietettd siséltivdssd fermentorissa ja
pH-arvon laskun hillitsijénd kéytettiin magnesiumkarbonaattia. Fermentoinnin sivutuotteina
syntyi etikka-, muurahais-, propioni- ja voihappoa. Tutkimuksessa havaittiin lajien tuottavan
suuria midrid meripihkahappoa ja tutkitut lajit sietivdt meripihkahappoa paremmin kuin mi-

kdin muu aiemmin esitellyistd meripihkahapon tuottajista.

Meripihkahappoa  péétuotteenaan  fosfoenolipyruvaatin ~ karboksylaatiolla  tuottava
Mannheimia succiniciproducens MBELS5SE on fakultatiivinen, mesofiilinen, liikkumaton ja
kapnofiilinen gramnegatiivinen bakteeri /29/. Kdymisen, joka tapahtuu 100 % hiilidioksidi-
olosuhteissa pH-arvon ollessa 6,0-7,5, muita tuotteita ovat etikka- ja muurahaishappo. Ky-
seinen bakteeri kayttdd meripihkahappoa tehokkaasti ja taloudellisesti herapohjaisessa kasvu-
ympaéristossd, joka sisdltdd hiivauutteen sijaan maissilientd. M. succiniciproducens pystyy
hyodyntdméén useita hiililéhteitd, erityisesti ksyloosia, jolloin raaka-ainekulut pienentyvit,
koska fermentoinnissa voidaan kéyttdd kisittelemitontd puun hydrolysaattia. Vaikka
M. succinicproducens -bakteeria voitaisiin kdyttdd meripihkahapon kustannustehokkaassa
tuotannossa uusiutuvista léhteistd, kdymisen ratkaisemattomana ongelmana ovat kuitenkin

muodostuvat happoseokset.

Anaerobinen, lilkkumaton gramnegatiivinen bakteeri Anaerobiospirillum succiniciproducens
taas tuottaa fosfoenolipyruvaatin karboksylaatiolla pddfermentointituotteinaan meripihkahap-
poa ja etikkahappoa seki pienid médrid etanolia ja maitohappoa hyvin anaerobisissa olosuh-
teissa /29/. A. succiniciproducens pystyy hyddyntamédan hiilildhteind tehokkaasti glukoosia,
glyserolia, sakkaroosia, maltoosia, laktoosia ja fruktoosia ja se tuottaa meripihkahappoa
enemman, jos hiilen 1dhteend on glukoosin sijaan glyseroli. Meripihkahappoa on mahdollista
tuottaa A. succiniciproducens -bakteerilla kustannustehokkaasti kdyttamalld kasittelematonta
heraa, puun hydrolysaattia ja maissilietettd, jotka ovat paljon halvempia kuin jalostetut hiili-
hydraatit ja hiivauutteet. Sekd solun kasvuun ettd meripihkahapon tuotantoon vaikuttavia
merkittdvid tekijoitd A. succiniciproducens -bakteerilla ovat hiilidioksiditaso, viljelman pH,

ulkoinen elektronildhde ja kasvuympariston komponentit.
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Escherichia coli -mikro-organismi fermentoi anaerobisissa olosuhteissa glukoosin etanoliksi,
muurahais-, etikka- ja maitohapoksi sekd vain véhiisessd méérin meripihkahapoksi /29/.
E. coli -mikro-organismin tiedetddn hyddyntidvan kuutta reittid muodostaakseen meripihka-
happoa ja on kehitetty monia metabolisia tekniikoita, joilla meripihkahapon tuotantoa
E. coli -mikro-organismilla voitaisiin parantaa. Sovelluksiin kuuluu mm. meripihkahapporei-
tin kanssa kilpailevien reaktioon osallistuvien entsyymien inaktivointi, meripihkahapporeit-
tiin kuuluvien entsyymien laajentaminen ja heterologisia entsyymeja katalysoivien reaktioi-
den kiayttoonotto meripihkahapon muodostumisen lisddmiseksi. Esim. rekombinantti
Escherichia coli ATCC 202021 konvertoi maissisokerin meripihkahapoksi kaksivaiheisella
menetelmaélld /1/. Prosessin ensimmaéisesséd vaiheessa tapahtuu kasvu aerobisissa olosuhteissa
ja toisessa vaiheessa, joka on tuotannon paivaihe, glukoosi konvertoidaan anaerobisissa olo-

suhteissa padasiassa meripihkahapoksi etikkahapon ja etanolin ollessa sivutuotteita.

Kun meripihkahappoa tuotetaan anaerobisella hiivakdymiselld, prosessin aikana muodostuu
sukkinaattia kahdella eri mekanismilla /12,17/. Toisessa mekanismissa sukkinaattia muodos-
tuu normaalin TCA-syklin hapettavan mekanismin kautta ja toisessa taas pelkistdvén reitin
kautta, jossa vilituotteina muodostuu malaattia ja fumaraattia. Sukkinaatin muodostuminen
on huomattavasti alhaisempaa hiivan anaerobisen kasvun aikana verrattuna hiivan metabolian
kiymisasteeseen. Pelkistyneiden nukleotidien taso kasvun aikana on alhaista, kun taas hiivan
fermentointivaiheen aikana niiden taso nousee voimakkaasti. Kun nukleotiditaso on korkea
fermentointivaiheen aikana, pyruvaatti metabolisoituu oksaaliasetaatiksi aktivoituneen pyru-
vaattikarboksylaasin kautta, jolloin TCA-sykli toimii aktiivisesti. TCA-syklin vélituotteet ak-
kumuloituvat nyt sukkinaattina ja ne eritetdén ympéristoon. Kun tapahtuu sukkinaatin muo-
dostumista, esiintyy myo6s ylimddrin pelkistyneiti NADH,-ioneja. Tdmé yliméérdinen
NADH, hapettuu glyserolin muodostuessa muodostaen tasapainon solun hapetus-

pelkistystilaan.

Meripihkahapon tuotannon ongelmana on sivutuotteiden muodostuminen. Ongelma voidaan
kuitenkin ratkaista jarkiperdiselld metabolisella tekniikalla, joka perustuu systemaattiseen ge-
nomin laajuiseen analyysiin /29/. Meripihkahapon puhdistusmenetelmid on monia, kuten
elektrodialyysi, uutto ja happamoittaminen. Liséksi on kehitetty puhdistusmenetelmi, jossa

saostetaan sukkinaattisuoloja.

Meripihkahappo on monipuolinen yhdiste, josta pystytddn valmistamaan hyodyllisid tuotteita

erilaisten reaktioiden kautta /21/. Meripihkahappoon perustuvia potentiaalisia markkinatuot-
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teita ovat 1,4-butaanidioli, tetrahydrofuraani (THF), y-butyrolaktoni, N-metyylipyrrolidoni ja
lineaariset alifaattiset esterit. Kuvassa 13 on esitetty meripihkahaposta syntetisoituja tuotteita

ja kemikaaleja.
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Kuva 13. Meripihkahaposta syntetisoituja kemikaaleja ja tuotteita /29/.

6 Viisihiiliset Cs-kemikaalit

Itakonihappo H,C=C(CO,H)CH,CO,H on tyydyttyméton, kiteinen ja suhteellisen myrkyton
orgaaninen dikarboksyylihappo /18,21,33/. Ominaisuus, joka tekee itakonihaposta harvinais-
laatuisen arvokkaan yhdisteen, on sen kahden karboksyyliryhmén ja metyleeniryhmén yhdis-
telmé /18,33/. Metyleeniryhmd voi osallistua polymerisaatioon ja synnyttdd monia vapaita
karboksyyliryhmid sisdltdvid polymeerejd, joilla on monia hyddyllisia ominaisuuksia. Ita-
konihapon laajalle levinnyt kéyttd polymeereissé ja N-substituoiduissa pyrrolidoneissa on li-
sdnnyt sen kysyntdd, vaikka sen synteesi onkin epétaloudellista korkean substraattihinnan
ja/tai suhteellisen alhaisen saannon vuoksi. Itakonihappo on my0s potentiaalinen lahtokemi-
kaali sekd hyodyke- ettd erikoiskemikaaleille /18/. Itakonihapon polymerisoituja metyyli-,
etyyli- tai vinyyliestereitd kdytetddn mm. muoveissa, liimoissa, elastomeereissé ja padllystyk-
sessd /21/. Itakonihappoa kiytetddn myos komonomeerind polyakrylonitriili- ja styreenibuta-

dieeni-kopolymeereissa.
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Itakonihappoa tuotetaan kaupallisessa mittakaavassa rihmamaisilla Aspergillus itaconicus- ja
Aspergillus terreus -sienilld hiilihydraateista, kuten sakkaroosista, glukoosista ja ksyloosista
/21,33-35/. Itakonihappoa voidaan tuottaa myods Candida-sukuun kuuluvalla hiivalla sekd

rihmamaisilla Ustilago zeae-, Ustilago maydis- sekd Helicobasidium mompa -sienilla /34,35/.

Itakonihapon tuotannossa useimmin kaytettyji substraatteja ovat sokeriruo’on tai -juurikkaan
melassi, jotka on voitu esikésitelld ioninvaihdolla tai ferrosyanidilla, hydrolysoitu tiarkkelys
tai yksinkertaiset sokerit, kuten sakkaroosi ja glukoosi /35/. On myo0s tutkittu glyserolin,
tiarkkelyksen, melassin, maissisiirapin tai puun hydrolysaattien, sakkaroosin ja glyserolin
seoksien sekd monien muiden yhdistelmien soveltuvuutta tihén tarkoitukseen. Paras itakoni-

happosaanto saadaan, kun substraattina kiytetdan glukoosia tai sakkaroosia.

Itakonihapon tuotanto sienilld tapahtuu pédasiassa glykolyysin ja TCA-kierron kautta /35/.
Vilituotteina prosessissa muodostuu sitruunahappoa ja akoniittihappoa, ja itakonihappoa

muodostuu jalkimmaisestd entsymaattisesta dekarboksylaatiosta kuvan 14 mukaan.

From glycolysis

|

H,C—COO
HO—C—COO
H2(|3—COO' @ Aconitase
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@ L-HZO
Hztlj—COO: -co, (EHz
(ﬁ—COO ? Clz—COO'
HC—COO H,C—COO
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HO-CIH—COO'
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Kuva 14. Itakonihapon synteesi /35/.
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Itakonihapon kd&yminen toimii optimaalisesti fosfaattirajoitetuissa kasvuolosuhteissa /35/.
Kéymisen aikana pH laskee, ja pdédtuotteena muodostuu itakonihappoa. Yleensd lampétila pi-
detddn 37 °C:ssa, mutta on myds tehty tutkimuksia, joissa optimaalista lampdtilaa nostetaan.
Esimerkiksi mutageneesin jdlkeen A. terreus -laji tuottaa itakonihappoa 40 °C:ssa viisinker-
taisen méidran emolajiin verrattuna. Myo0s riittdva hapensaanti kdymisesséd on tdrkedd, koska
anaerobiset olosuhteet vahingoittavat biomassaa peruuttamattomasti. Itakonihapon tuotan-
toon vaikuttavat voimakkaasti my0s useat kasvuympériston komponentit, kuten rauta, man-
gaani, magnesium, kupari, sinkki, fosfori ja typpi. Tdma4 tarkoittaa sité, ettd jos halutaan saa-
da toistettavia korkeita tuottavuuksia, pitdd substraatin laatua kontrolloida joko kayttdmailla
laadultaan puhdistettuja aloitusmateriaaleja tai esikisittelemilld raaka-aine ennen kéymistd

tai sen aikana.

Itakonihappoa on tuotettu mm. esikésitellyisti puutarhanviljelyjétteistd laboratoriossa
Aspergillus terreus SKR10 -mikrobilla /33/. Puutarhanviljelyjite koostui omena- ja ba-
naanijétteestd sekd maissitiarkkelyksestd. Mikrobeja kasvatettiin agar-kasvualustalla ja viljel-
mi siirrettiin glukoosia, ammoniumnitraattia, magnesium- ja kuparisulfaattia seki kaliumdi-
vetyfosfaattia sisdltdvadn kasvuympéristoon. Kasvuympéristd taas istutettiin glukoosia tai
hedelméiuutetta, ammoniumnitraattia sekd magnesium- ja kuparisulfaattia siséltavédian tuotan-
toymparistoon, jossa sitd haudottiin kuuden péivin ajan 34 °C:ssa. Itakonihapon saantoa py-
rittiin parantamaan erilaisilla mutageenisilla kasittelyilla, joita olivat
N-metyyli-N’-nitro-N-nitrosoguanidiini-, kolkisiini- ja natriumatsidikésittelyt. Kyseisié kasit-
telyjd kaytettiin joko yksinddn tai erilaisin kombinaatioin. Suurimmat itakonihapposaannot
saatiin kisitellyillda mikrobilajeilla. Lisdksi tutkimuksessa havaittiin, ettd maissitirkkelys ja

hedelmijitteet olivat potentiaalisia substraatteja itakonihapon fermentoinnissa.

Itakonihapon talteenotossa rihmasto ja muu kiinted aines poistetaan suodattamalla /35/. Tar-
peeksi happamissa olosuhteissa tehdyn haihdutuksen, jd&dhdytyksen ja kiteytyksen jdlkeen
saadaan teollisuuteen kelpaavaa itakonihappoa. Arvokkaampaa itakonihappoa saadaan, kun
haihdutuksen kuuma hoyry késitellddn aktiivihiilelld ja suodatetaan. Kiteytyksen emoliuos
voidaan sen jdlkeen liuotinuuttaa tai késitelld anionivaihdolla. Muita itakonihapon mahdolli-
sia talteenottomenetelmid ovat uudelleenkiteytys vedestd, liukenemattomien itakonihap-

posuolojen saostus, ultrasuodatus, kdénteinen osmoosi, ioninvaihto ja elektrodialyysi.

Itakonihapon tuottavuutta voidaan parantaa bioteknologisilla menetelmilld, kuten immobili-

saatiotekniikoilla, seulontaohjelmilla sekd geneettisilld tekniikoilla /35/. Lisdksi vaihtoehtois-
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ten substraattien kéytto voisi alentaa tuotannon hintaa ja néin tarjota uusia markkinoita sekd

lisété itakonihapon sovelluksia.

Itakonihaposta johdettuja tuotteita ja vélituotteita on esitetty kuvassa 15.
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Kuva 15. Itakonihaposta johdettuja tuotteita tai vélituotteita /21/.

7 Kuusihiiliset Ce-kemikaalit

Sitruunahappo HO,CCH,C(OH)(CO,H)CH,CO,H on trikarboksyylihappo, joka sisédltdd
kolme funktionaalista karboksyyliryhméa /36/. Liséksi se on TCA-kierron metabolinen paa-
tuote ja sitd 10ytyy pienid méaédrid ldhes kaikista kasveista ja eldimistd. Sitruunahappo on tir-
ked kaupallinen tuote, jota kiytetdén elintarvike- ja lddketeollisuudessa sekd muissa sovelluk-
sissa esimerkiksi pehmittimend, pesuaineena ja hioma-aineena /37,38/. Noin 99 % maailman
sitruunahapon tuotannosta tapahtuu mikrobiaalisilla prosesseilla, jotka voidaan tehdéd joko
pinta- tai pohjaviljelmillé /36/. Sitruunahappo myydaan joko vedettéméind tai monohydraatti-

happona.

Monet organismit, kuten Aspergillus niger, A. awamori, A. luchensis, A. phoenicus, A. wentii,
A. saitoi, A. flavus, Absidia sp., Acremonium sp., Botrytis sp., Eupenicillium sp., Mucor

piriformis, Penicillium janthinellum, Penicillium restrictum, Talaromyces sp., Trichoderma
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viride ja Ustulina vulgaris, akkumuloivat sitruunahappoa /36/. Néistd A. niger on sitruunaha-
pon teollinen pédtuottaja. Sienien ohella myds monet hiivat, erityisesti Candida-,
Hansenula-, Pichia, Dearomyces-, Torula-, Torulopsis-, Kloekera-, Saccharomyces-,
Zygosaccharomyces- ja Yarrowia-sukuihin kuuluvat lajit tuottavat sitruunahappoa
n-alkaaneista ja hiilihydraateista. Hiilildhteind sitruunahapon tuotannossa kaytetdéin mm. sak-
karoosia ja glukoosia, joista sakkaroosi on suositumpi. Teollisessa tuotannossa hiilen léhtee-

nd kéytetddn usein glukoosisiirappia.

Sitruunahapon akkumuloitumiseen vaikuttaa voimakkaasti kasvuympériston koostumus eri-
tyisesti pohjafermentoinnissa /36/. Sitruunahapon kidymiseen vaikuttavat myds hiilildhteen
tyyppi ja vikevyys, typpi- ja fosfaattirajoitukset, pH, ilmastus, oligoelementtien vékevyys ja
tuottavan mikro-organismin morfologia. Liséksi tiettyjd ravinteita (sokerit, protonit ja happi)
pitdd olla ylimédrin, toisia (typpi ja fosfaatti) puolestaan rajoitettu médra ja toisia (hivenme-

tallit ja erityisesti manganeesi) taas normaalin méiérén alapuolella.

Vandenberghe et al. /37/ ovat vertailleet sitruunahapon tuotantoa maniokkibagassista, kahvin
kuoresta ja sokeriruokobagassista samanaikaisella hydrolyysilld ja kdymiselld (SSF) Asper-
gillus niger -sienelld. Tutkimuksessa kéytettiin NRRL 2001 -kantaa, silld se tuotti kokeiden
perusteella eniten sitruunahappoa. Fermentointi suoritettiin pystysuorassa fermentorissa, jon-
ka pylvait sisélsivit valmistettua kasvuympéristod. Fermentoinnin pdatyttyd sitruunahappopi-
toisuudet analysoitiin korkean erotuskyvyn nestekromatografilla (HPLC). Tutkimuksessa
saatiin selville, ettd kéytetylld sienikannalla oli hyva affiniteetti kdytetyille substraateille. Sit-
ruunahapon tuotanto oli suurinta, kun substraattina kdytettiin maniokkibagassia ja pieninté,
kun kéytettiin kahvin kuorta. Maniokkibagassi tuotti sitruunahappoa tutkimuksen mukaan
eniten luultavasti siksi, ettd se sisdlsi mm. kalsiumia, fosforia, B,-vitamiinia, tiamiinia seki

nikotiinihappoa, joita muut substraatit eivét sisélténeet.

Kumar et al. /39/ ovat my0s tutkineet sitruunahapon tuotantoa Aspergillus niger -lajilla ba-
gassissta, vehnileseistd sekd melassista SSF-prosessilla. Tutkimuksessaan Kumar et al. /39/
optimoivat prosessin olosuhteita kasvualustan partikkelikoon, kosteuspitoisuuden, sokerita-
son ja metanolin vikevyyden osalta. Lisdksi Yigitoglu /40/ on tutkinut, miten metallijidmien
laatu ja miar4, hiili- ja typpildhteet seké oikeanlaiset ympéristdolosuhteet vaikuttavat sitruu-

nahapon onnistuneeseen happofermentointiin.
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Fermentoinnin jélkeen sitruunahappo otetaan talteen kdymisliemesté ja puhdistetaan /17/. Sit-
ruunahapon talteenoton ensimmaéinen vaihe sisiltdd oksaalihapon saostuksen ja mydhemmén
erotuksen rihmaston siséltdvistd kasvuympéristostd pyorivilld suodattimilla tai sentrifugeilla
/36/. Tamin jilkeen sitruunahappo saostetaan pH-arvossa 7,2 70-90 °C:ssa ja otetaan talteen
suodattamalla ja kuivaamalla. Jos tuotteesta halutaan puhtaampi, se liuotetaan rikkihappoon
ja késitellddn esimerkiksi ioninvaihtohartsilla seka kiteytetddn vedettdméné sitruunahappona
tai monohydraattina. My0s elektrodialyysi bipolaarisilla kalvoilla on yksi sitruunahapon tal-

teenottomenetelmista.

8 Yhteenveto

1970-luvun o6ljykriisin jidlkeen kiinnostus bioteknologiaa kohtaan kasvoi 6ljyn kohonneen
hinnan vuoksi. Kymmenisen vuotta my6hemmin 6ljyn hinta kuitenkin laski ja biomassaan
perustuvien teknologioiden kehittdminen pyséhtyi. 2000-luvulla biotekniikkaa on kuitenkin
jélleen alettu kehittdd erityisesti uhkaavan 6ljypulan, raakadljyn hinnan nousun ja ilmaston-
muutoksen hillitsemisen vuoksi. Esimerkiksi fossiilisiin 14hteisiin perustuvia kemikaaleja on
pyritty korvaamaan biomassasta, kuten puusta ja maatalousjatteistd, johdetuilla kemikaaleilla.
Bioteknisesti valmistettavia merkittdvid kemikaaleja ovat etanoli, etikkahappo, glyseroli,
maitohappo, asetoni, butanoli, meripihka-, itakoni- ja sitruunahappo, joiden valmistusmene-

telmid on tdssd tutkimuksessa tarkastelu.

Kaksihiilisid bioteknisesti valmistettuja kemikaaleja ovat mm. etanoli ja etikkahappo. Etano-
lia tuotetaan pddasiassa polttoaineeksi, ja sen bioteknisessd tuotannossa voidaan kayttda esi-
merkiksi hiivaa Saccharomyces cerevisiae. Hiivat voivat kdyttdd etanolin valmistuksessa
EM- tai ED-reittid, glykolyysié, heterolaktista fermentointia tai reittid, jossa etanolia tuote-
taan rikkipitoisella reaktiolla. Etanolin kdymisessd kuluja on kuitenkin pienennettivé esim.
kayttdmalld halvempia raaka-aineita ja sellulaasientsyymejd. Etanolin johdannaisia ovat mm.
etikkahappo ja asetaldehydi. Etikkahappoa taas kéytetdén elintarvike-, lddke- ja tekstiiliteolli-
suudessa ja sitd voidaan tuottaa aerobisella pohjafermentoinnilla ja anaerobisella hiivakdymi-
selld. Etikkahappoa tuottavia mikro-organismeja ovat Acetobacterium woodii sekd Bacillus-

ja Clostridium-lajit.

Kolmehiilisid bioteknisesti valmistettavia kemikaaleja ovat esim. glyseroli, maitohappo ja
asetoni. Glyseroli on potentiaalinen 1dhtokemikaali, jota kdytetdédn myos massa- ja paperiteol-

lisuudessa. Glyserolia voidaan tuottaa hiivakdymiselld kayttamallda Saccharomyces cere-
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visiae-mikro-organismia. Glyserolin tuotannossa ongelmana on kuitenkin alhainen saanto ja
sivutuotteiden muodostuminen, minké lisdksi glyserolin talteenotto kdymisliemesti on kallis-
ta ja tehotonta. Glyserolin johdannaisia ovat glyserolitriasetaatti, 1,3-propaanidioli ja propa-
noli. Maitohappoa taas kiytetdén elintarvike-, ldéke- ja kemianteollisuuden sovelluksissa.
Maitohapon tuotantoprosesseissa, kuten anaerobisessa kdymisessé tai yksivaiheisessa tirkke-
lyksen konversiossa, kiytetddn yleensd Lactobacillus delbrickii-, L. bulgaricus- tai Lacto-
coccus helveticus -bakteereita sekd Mucor- tai Monilia-lajin sienid. Maitohapon tuotannossa
ongelmana ovat kalliit erotus- ja puhdistusvaiheet, reaktorin alhainen tuottavuus ja prosessin
haitallisuus ympéristolle. Asetonia kiytetddn teollisuusliuottimissa sekd metakryylihapon,
etikkahapon ja rédjéhteiden valmistuksessa. Asetonia voidaan tuottaa tdrkkelysmateriaalista

Weizmann-prosessilla Clostridium acetobutylicum -organismia kayttéen.

Neljdhiilisid bioteknisesti valmistettavia teollisia kemikaaleja ovat esim. butanoli ja meripih-
kahappo. Butanolia kdytetddn liuottimena, vélituotteena kemianteollisuudessa sekd uuttoliu-
ottimena. Butanolia voidaan tuottaa samoilla tavoilla kuin asetonia, kuten Weizmann-
prosessilla sekd perinteiselld panoskdymiselld. Ongelmana tuotannossa on butanolin alhainen
konsentraatio kidymisliemesséd, minkd lisédksi butanolin talteenotto on energiaintensiivistd ja
kallista. Meripihkahappoa taas kdytetdédn tekstiileissd, muoveissa ja hartseissa, minké lisdksi
se on potentiaalinen l&htokemikaali sekd monien teollisesti tdrkeiden kemikaalien prekursori.
Meripihkahapon tuotannossa eniten tutkittuja mikro-organismeja ovat Anaerobiospirillum
succinicproducens ja Actinobacillus succinogenes. Meripihkahapon tuotannon ongelmana on
sivutuotteiden muodostuminen. Meripihkahaposta voidaan valmistaa 1,4-butaanidiolia, tetra-

hydrofuraania ja lineaarisia alifaattisia estereita.

Viisihiilistd itakonihappoa kiytetddn polymeereissd ja N-substituoiduissa pyrrolidoneissa,
minkd lisdksi se on potentiaalinen ldhtokemikaali sekd hyodyke- ettd erikoiskemikaaleille.
Itakonihappoa tuotetaan kaupallisessa mittakaavassa Aspergillus itaconicus- ja Aspergillus
terreus -sienilld hiilihydraateista, ja tuotanto tapahtuu padasiassa glykolyysin ja trikarboksyy-
lihappokierron kautta. Itakonihappoa voidaan tuottaa myo6s Candida-sukuun kuuluvalla hii-
valla. Itakonihapon tuottavuutta voidaan parantaa bioteknologisilla menetelmilld ja tuotannon
hintaa voidaan alentaa vaihtoehtoisten substraattien kaytolla. Itakonihapon johdannaisia ovat

esim. 3-metyylipyrrolidoni ja itakonidiamidi.

Kuusihiilistd sitruunahappoa kiytetidin elintarvike- ja ladketeollisuudessa. Noin 99 % maail-

man sitruunahappotuotannosta tapahtuu mikrobiaalisilla prosesseilla, jotka voidaan tehda jo-
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ko pinta- tai pohjaviljelmilld. Monet hiivat ja sienet, kuten Aspergillus niger, Absidia sp.,
Acremonium sp. ja Penicillium restrictum, akkumuloivat sitruunahappoa, joista A. niger on

sitruunahapon teollinen péétuottaja.

Monia kemikaaleja voidaan siis valmistaa erilaisilla bioteknisilld menetelmilld. Yleisid kemi-
kaalien valmistuksessa kéytettyja mikro-organismeja ovat Saccharomyces-, Clostridia-,
Candida- ja Aspergillus-lajit. Tiettyjen kemikaalien tuotanto bioteknisesti on kuitenkin on-
gelmallista alhaisen saannon, reaktorin alhaisen tuottavuuden, kemikaalin hankalan talteen-
oton ja puhdistuksen seké korkeiden tuotantokustannusten vuoksi. Néistd erityisesti korkeat
tuotantokustannukset aiheuttavat sen, ettd kemikaaleja tuotetaan usein mieluummin fossiili-
siin ldhteisiin perustuvilla tekniikoilla kuin uusiutuviin ldhteisiin perustuvilla bioteknisilld
menetelmilld. Tdmén vuoksi bioteknisten tuotantomenetelmien kustannukset on saatava al-
haisemmiksi, jotta biotekniset valmistusreitit olisivat kilpailukykyisid fossiilisiin ldhteisiin
perustuvien valmistusreittien kanssa. Kustannuksia onkin pyritty pienentdmdin ottamalla
kayttoon vaihtoehtoisia, halvempia substraatteja ja raaka-aineita seké kehittdmalld uusia tuot-
teen talteenotto- ja puhdistustekniikoita. Lisdksi on kehitetty mikro-organismeja, jotka sieté-
vit paremmin kemikaalin korkeita pitoisuuksia ja lisddvét kemikaalin saantoa. Tulevaisuu-
dessa bioteknologiaan perustuvat menetelmét luultavasti lisdédntyvit, silld ne eivit kuluta

maapallon rajallisia fossiilisia ldhteiti ja lisdksi ne ovat ymparistolle ystavallisia.
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