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Lignocellulose is a commonly used as a resource in many biorefineries and other industrial
processes, but in these applications the lignin partition it is often deemed to be the useless part
of the lignocellulose that usually only inhibits the traditional processes. Therefore, most often the
lignin is separated from the actual lignocellulose mass and burned for the sake of efficiency.
However, in the last few decades much research has been done to make better use of this waste
material. Specific bacteria were discovered to be able to depolymerize and catabolize lignin at
the same time, although lignin is usually considered toxic or inhibiting factor for most other
bacteria. The use of microorganisms in lignin degradation processes has spread quickly due to
pre-existing knowledge of how to alter their genome. Many valued products that bacteria produce
from lignin mostly come from the B-ketoadipate pathways intermediate or end products such as
vanillin and muconic acid. This thesis describes the basic structure of lignin, lignin degradation by
bacteria, potential bioprocesses and bioreactor models for these reactions and examples of what
different products various bacteria can produce from lignin. The conclusion of this paper is that
bacteria have a great variety of valuable products that can be produced both theoretically and
practically and due to this, bacteria will have a great impact and role in future industrial use.
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LYHENTEET JA MERKINNAT

B-hiili

CoA

Orto-

Meta-

ATP

ADP

TAG

APL

Toinen hiiliatomi orgaanisen molekyylin funktionaalisestaryhmaan
sitoutuneesta hiiliketjusta.

Koentsyymi tai kofaktori A on orgaaninen molekyyli, joka voi
aktivoida entsyymeja tai toimia funktionaalisten ryhmien kuljettajina.

Aromaattinen muoto, jossa kaksi substituenttia eli funktionaalista
ryhmaa ovat sitoututeena vierekkaisiin hiilin (1 ja 2). Orto-
halkaisussa molekyyli halkaistaan naiden hiilien valista.

Aromaattinen muoto, jossa kahden substituentin valissd on yksi
tyhja hiiliatomi (1 ja 3 tai 1 ja 5). Meta-halkaisussa aromaattinen
molekyyli halkaistaan vain toisen substituentin vieresta.

Adenosiinitrifosfaatti toimii solujen energian kuljettana, mitd myds
kaytetddn laskuissa energiayksikkond. Energiaa muodostuu
fosfaatti ryhman irrotessa hydrolyyttisesti tuottaen noin 30.6 kj/mol.
Painvastainen reaktio varastoi vastaavasti energiaa.

Adenosiinidifosfaatti on ATP:n kertaalleen hydrolysoitu muoto.

Kolmen arvoinen rasvahappomolekyyli (Triglyseryli), jota mikrobit
tuottavat energiavarastoksi.

Alkaalinisesti  esikasitelty liuos, jota kaytetddn yleisesti
lignoselluloosan kasittelyssa selluloosan erottamiseksi.



1. JOHDANTO

Ligniini ja selluloosa ovat maailman yleisimmat biopolymeerit, jotka molemmat ovat hyvin
tarkeitd ja olennaisia rakennusaineita kasveissa ja puissa. Paperiteollisuudessa naista
polymeereistd kaytetddn ainoastaan selluloosaa ja ligniini pyritddn poistamaan
kokonaan selluloosasta, minka takia paperin valmistuksen sivutuotteena syntyy hyvin
paljon turhaa ligniinid. Perinteisesti ligniini on kaytetty heti tehtaan laitoksen sisalla
energiantuotannossa sen korkean lampdarvon ansiosta ja kyseista biopolymeeria ei ole
sen enempaa yritetty tutkia. Energian hyotykayton parantuessa nailla tehtailla ei ole enaa
niin paljon tarvetta polttaa ligniinid energiaksi, mink& ansiosta ligniinille on avautunut

markkina-arvoa raaka-aineena muille tuotteille.

Nykyaan ligniini on erittdin kiinnostava raaka-aine biopolttoaineiden ja arvokkaiden
molekyylien, kuten vanilliinin, tuotannossa, jossa hyddynnetdan bakteerien ominaisia
metaboliareitteja. Bakteerien hyddyntadminen ligniinin kasittelyssa sai suurta suosiota
tutkimusyhteisdssa, kun Yoshiihiro Katayama ryhmineen [1] I0ysi Pseudomonas
paucimobilis SYK-6 bakteerin erdan kraft-laitoksen jatevedestd vuonna 1986. Heidan
suorittamassa jatkotutkimuksessa SYK-6:n huomattiin pystyvan metabolisoimaan
ligniinijohdannaisia tuotteita, joita jatevedessa oli esiintynyt. Taman bakteerin
kataboliareaktioita tutkimalla saatiin selvitettyd ligniinin pilkkomiseen kaytettyjen
entsyymien ja katabolisten reittien geneettiset markkerit. Naita tietoja hyddyntamalla
tutkimukset bakteerien hydodyntamiseen ligniinin kasittelyssa nopeutuivat huomattavasti,

johtaen aiheen nopeaan kehitykseen ja lukuisiin uusiin tutkimuksiin aiheesta.

Tassa tyossa kaydaan lapi ligniinin perusrakenne, bakteerien rooli sen hajottamisessa
ja katabolisoimisessa, biolaitosten kaytanndllisyys kyseisten reaktioiden tehostamisesta

ja lyhyt katsaus tuotteista, joita ligniinista voitaisiin tuottaa bakteerien avulla.



2. LIGNIININ RAKENNE

Kasvien ja puiden kasvisolut tuottavat ligniinia saostamaan niiden soluseinia, minka
ansiosta ne saavat ominaisen kovan ja vastustuskykyisen soluseindn rakenteensa.
Kovan soluseinan lisaksi ligniini suojaa solua mikrobisilta hyokkayksiltd hidastaen ja
vaikeuttaen solun tuohoutumista. Solut jatkavat ligniinin tuottamista niiden kypsyttyakin,
jolloin sitd voidaan kayttaa korjaavana tekijana vahingoittuneisssa soluseinan osissa. [2,
3]

Ligniini on selluloosan ja hemiselluloosan lisdksi yksi suurimmista rakennepolymeereista
kasvisoluissa, joihin ligniini on sitoutunut. Ligniinin ja selluloosan valilla ei ole kemiallisia
sidoksia, vaan ne ovat yhteydessa toisiinsa vain heikoilla vetysidoksilla. Vetysidokset
ovat heikkoja sidoksia, jotka muodostuvat elektroniepatasapainoisten happi-, typpi- tai
fluorivety-yhdisteiden valille. Elektronialjadman aiheuttama posi-tiivisesti varautunut
vety hakeutuu vastaavasti sitoutuneen hapen, typen tai fluorin elektroniylijgagmasta
aiheutuvan negatiivisen varauksen luokse. Naiden heikkojen elektrostaattisten voimien
ansiosta ligniini ja selluloosa muodostavat ominaisen yhteisen muodon, mutta pystyvat
silti likkumaan toisistaan riippumatta systeemissa. Hemiselluloosa ja ligniini taas
muodostavat kemiallisia sidoksia suurimmaksi osaksi niiden sivuketjujen valille.
Kemialliset sidokset ovat vahvoja sidoksia, joissa kaksi atomia muodostavat
elektroniensa valisen yhteyden. Naiden sidoksien takia lignoselluloosan ligniini
useimmiten sisaltdd vahintdankin pienen maaran jaanteena hemiselluloosaa eli

karbohydraatteja, vaikka ligniini eriteltaisiin tastad massasta. [4]

2.1 Makrorakenne

Ligniini esiintyy kasvisoluissa luonnossa 3D-verkostoituneena hyvin komplek-
sisoituneena biopolymeerina, joka sisaltaa useita erilaisia sidoksia muodostaen Kuvassa
1 esitetyn monimutkaisen ominaisrakenteen. Soluseinien rakenteet ovat hyvin
riippuvaisia kasvi- ja puulajista, minka takia yleensa ligniinistd puhuttaessa lajit
yleistetddn pehmeisiin eli havupuihin (Softwood), koviin eli lehtipuihin (Hardwood) ja
ruohoihin. Koska naiden kolmen tyypin sisalla on myods paljon vaihtelua, on hyva tietaa
selluloosan, hemiselluloosan ja ligniinin massaosuus. Kasvillisen biomassan keski-
arvollinen massajakauma on 40-50% selluloosaa, 25-30% hemiselluloosaa ja 15-20%

ligniinia [5]. Lajien ligniinirakenne ilmoitetaan samaan tapaan niiden monolignoolien



suhteilla. Esimerkiksi havupuilla, joiden ligniini rakentuu lahes ainoastaan koni-
feryylialkoholista, tdma suhde on 95% koniferyyli- ja 5% p-komaryylialkoholia [6, 7].
Vastaavasti kovilla puulajeilla ndma arvot ovat paljon tasalaatuisempia; 0-8% p-

komaryyli-, 25-50% koniferyyli- ja 45-75% sinapyylialkoholia [7, 8].

Hemiselluloosa

Ligniini Selluloosa

/‘\.

O
<N

Kasvisolu Makrofibrilli Mikrofibrilli

Kuva 1. Kasvisolun soluseindn rakenne makro- ja mikromittakaavassa. Muokattu
ldhteesté [9]

Monolignolien suhteelliset maarat vaikuttavat paljon kyseisen lajin solurakenteiden
vahvuuteen, minka takia ne tulisi huomioida kasittelyprosesseja suunniteltaessa. Lig-
niinin suhteellisen rakenteen lajien valinen heterogeenisyys on vaikuttanut
huomattavasti sen aikaisempaan alhaiseen hyddyntamistasoon. Koska ligniinin
kasittelyyn ei voitu rakentaa yleispatevaa prosessia, joka olisi pystynyt kasittelemaan
erilaisia ligniini raken-teita, todettin sen hyddyntamisen energiaksi olevan

taloudellisempaa yleispatevalla polttotekniikalla.

2.2 Monolignoolien rakenne

Ligniinin  polymeerirakenne  pohjautuu kolmeen monolignooliin  eli  ligniinin
rakennemonomeereihin, jotka on esitetty Kuvassa 2. Kasvit syntetisoivat monolignooleja
fenyylialaniinista hyodyntden fenyylipropanoidireaktiopolun ensimmaisia reaktioita,
minka jalkeen sen syntetisointi siirtyy kokonaan omalle polulleen. Tietyn mono-
lignoolityypin valmistumiseen liittyvien entsyymien tuottaminen riippuu kasvin geeneista.
Entsyymit toimivat tarkoissa ymparistdolosuhteissa, minka takia esimerkiksi mesofiilinen
eli 20 - 45°C ymparistdssa elava bakteeri kayttaa erilaisia entsyymeja kuin termofiilinen

eli yli 45°C ymparistossa elava bakteeri. Kasvien kayttdmat entsyymit siis riippuvat paljon



ymparistotekijoistd, kuten lampdtilasta, keskimaaraisesta kasviin vaikuttavasta

ulkoisesta voimasta (tuulesta tai aalloista) ja maan laadusta.

OH OH OH
7 7l 2
H,CO OCH, OCH,
OH OH OH
p-komaryylialkoholi Sinapyylialkoholi Koniferyylialkoholi
H-ligniini S-ligniini G-ligniini

Kuva 2. Ligniinipolymeereissa useimmiten esiintyvéat monolignoolit p-komaryyli
(H), sinapyyli (S) ja koniferyyli alkoholi (G), muokattu lahteesta [2].

Monolignoolien polymeraatioketju alkaa fenoliryhmien oksidatiivisesta radikali-
soitumisesta, jossa monomeeri hapettuu menettden yhden konjugaattinsa vedyista.
Muodostuneen monolignooliradikaalin delokalisoituneen elektronin ansiosta radikaali on
hyvin stabiili ja pystyy yhdistymaan muihin muodostuneisiin radikaaleihin. Monolig-
noolien on havaittu yhdistyvan kaikkein eniten B-hiilen sidosten avulla muihin
radikaaleihin, minka takia vallitsevat dimeerit ovat B-sidosjohdannaisia erityisesti
pehmeissa puulajeissa. Yleisin mahdollinen dimeeri on p-O-4, jota useimmissa lajeissa
on jopa puolet niiden ligniinin sisaltamista dimeereistd. Muiden dimeerien, joita on
Kuvassa 3 esitetty, suhteellinen osuus lajin ligniinissd ovat taysin riippuvaisia
ymparistéssa olevista kemikaaleista ja fyysisista olosuhteista. Naita muuttujia
seuraamalla kasvit maarittavat niille ominaiset ominaisuudet, kuten kuinka taipuisa tai

kestava tulee niiden varren oltava niiden selviytyakseen. [2]
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Kuva 3. Yleisimmé&t monolignoolien Véliset sidokset (merkitty punaisella). "R”
ryhmé voi olla joko monolignooli tai metoksiryhmaé.

Dimeerien orientoituminen on hyvin vapaata, silla aromaattisten renkaiden lisaksi
dimeereissa ei useimmiten ole kaksoisidoksia, jotka estaisivat monomeerien kiertymista
tehdakseen uusia sidoksia toisten monomeerien tai dimeerien kanssa. Taman takia
valmis ligniinipolymeeri voi olla muodoltaan hyvin satunnainen. Polymerisoituminen
tapahtuu dimeerin hapettumisella ja radikalisoitumisella kuitenkin vain yksi yksikko

kerrallaan, mika aiheuttaa ligniinin hitaan polymeroitumisnopeuden.

Eri monolignolityypit (S, G, H) muodostavat erilaisia ligniineja ja voivat osallistua
polymeroitumiseen satunnaisesti keskenaan tai hyvin tarkkaan eroteltuna. Naiden
monolignolityyppien oligomeerien yhdistymisessa eli polymeroitumisketjun terminaatios-
sa voi ilmeta erilaisuuksia, jotka vaikuttavat paljon niiden polymeroitumisnopeuteen ja
syntyneisiin polymeereihin. Esimerkiksi S-G oligomeerit eivat juurikaan terminoidu
toisten S-G oligomeerien kanssa, mutta toisaalta G-oligomeerit yhdistyvat hyvin usein

keskenaan.



3. LIGNIININ HAJOTTAMINEN

Luonnon tiedetdan kierrattavan ja hyddyntavan kaikkea elavaa ainesta hyvin tehokkaasti
joten loogisesti on jarkevaa hyoddyntda luonnon omia keinoja ihmisten ongelmiin.
Kaatunutta puuta lahottaa sekéd sienet ettd bakteerit, minka takia naitd molempia on
tutkittu mahdollisina ratkaisuina ligniinin hajottamiseen ja hyddyntamiseen. Toisaalta
sienten geenien hallinta ja proteiinisynteesi seka niiden kayttdé on vielad hyvin vaikeaa.
Taman takia useimmat tutkimukset kohdistuvat bakteereihin ja niiden hyddyntamiseen

ligniinin hajottamisessa ja jalostamisessa.

Tallda hetkellda ligniinin hyddyntadmisprosessit ovat teknisessa pullonkaulassa, jossa
suurin ongelma on eri ligniinityyppien hyvin heterogeeninen rakenne [3]. Ligniinin hetero-
geenisyyden takia on hyvin vaikea kehittaa tekniikkaa, jolla pystyttaisiin kasittelemaan
universaalista lignoselluloosaa yhdenlaisella mikrobiflooralla tai kemiallisella kasit-
telyllda. Suurin osa nyKkyisista tutkituista ja kaytetyistd menetelmista vaativat esikasit-
telyprosesseja biomassasta erotetun ligniinin hyddyntamiseen, minka toteuttaminen

vahingoittamatta muun biomassan hyodyllisia hiilihydraatteja on haasteellista.

Ligniinin hyddyntamisprosessit voidaan jakaa prosesseihin, joissa mikrobien subs-
traattina kaytetaan joko lahes tayspituisia ligniinipolymeereja (suuri moolimassaista) tai
pilkottuja ligniinin mono- ja oligomeereja. Moolimassaltaan suuren ligniinin kayttd on
paljon harvinaisempaa bakteerien luonnollisissa prosesseissa. Bakteerit toimivat
useimmiten sienten kanssa puun lahottamisessa, missa ne voivat elaa molempia
hyddyttavassa eli mutualistisessa, vain toista hyodyttavassa eli kommensialistisessa tai
joskus molempia haittaavassa eli antagonistisessa suhteessa. [10] Kommensialistisessa
tai mutualistisessa suhteessa sienet depolymerisoivat suuria ligniiniketjuja, joita sienet

ja bakteerit voivat hyodyntaa hiilen 1ahteenaan.

3.1 Depolymerisaatio

Ensimmainen askel raakaligniinin eli lignoselluloosan konversiossa on ligniini-
polymeerin depolymerisointi, joka tarkoittaa pitkan, haaroittuneen ja raskasmooli-
massaisen ligniinin pienentamista kaytettavaan kokoon. Lignolyyttiset mikrobit

hyoédyntavat ligniinin depolymeroinnissa useimmiten vahvoja hapettavia solunulkoisia



entsyymeja, kuten peroksidaaseja, manganaasioksidaaseja tai lakkaaseja. [8] Depoly-
meraatioreaktion tuottamat pienemmat valituotteet voidaan taman jalkeen siirtda solun

sisalle tai niiden kasittelya voidaan jatkaa valittdmassa laheisyydessa solun ulkopuolella.

Bakteerikannat, jotka pystyvat depolymerisoimaan ligniinia, voidaan luokitella kolmeen
paaluokkaan; actinomysetaaleihin, a-proteobakteereihin, ja y-proteobakteereihin. Bak-
teereilla on useita menetelmia, joilla ne pystyvat hajottamaan suurempiakin paloja
ligniineja, mutta useimmat naistd menetelmista ovat tehokkuudeltaan heikompia kuin
sienten vastaavat menetelmat. Entsyymit ja vahvat hapettimet, kuten peroksidaasit, ovat
bakteerien pdaaasialliset keinot ligniinin pilkkomiseen, mutta bakteerit kuten
Pseudomonas putida mt-2 ja Rhodococcus jostii RHA1 pystyvat molemmat pilkkomaan
ligniinia ilman solunsisaisid peroksidi-entsyymeja. Nama bakteerit hyddyntavat
todennakdisesti happea kuluttavia lakkaasi-entsyymeja tai solunulkoisia entsyymeja,
jotka tuottavat peroksidit vasta reaktiopaikalla. [11] Naiden bakteerien on havaittu
tuottavan talla tavalla enemman molekyylipainoltaan pienia (low molecular weight, LMW)
fenolisia tuotteita, jotka ovat bakteereille jatkokasittelyissd huomattavasti
helppokayttdisempia, kuin molekyylipainoltaan suuremmat (high molecular weight,
HMW) tuotteet [12].

3.2 Aromaattisen renkaan hajottaminen

Aromaattinen rengas on molekyylirakenne, joka sisaltda kuusi hiiltd ja jonka elektronit
ovat delokalisoituneet koko renkaan alueelle tehden siita hyvin stabiilin rakenteen. Tasta
syysta aromaattisen ryhman sisaltavat molekyylit ovat hyvin kestavia luonnossa ja niiden
luonnollinen hajoaminen on hidasta. Luonnollisten aromaattisten yhdisteiden lisaksi
maassa esiintyy myos ihmisten tuottamia aromaattisia yhdisteita, joita mikrobit pystyvat

hyddyntamaan joskin hyvin hitaasti.

Mikrobien ollaan havaittu kasittelevan aromaattisia yhdisteitda maarattyjen askeleiden
kautta, kuten Kuvasta 4 kay ilmi. Aromaattisten yhdisteiden esiintyessa ymparistdssa
mikrobit pyrkivat aluksi valmistelemaan aromaattisen yhdisteen katkaistavaksi kayttaen
niille ominaisia entsyymeja ja yhdisteitd joko hapettaakseen tai pelkistadkseen rengas-
yhdisteen. Tata prosessia kutsutaan perifeeriseksi eli ylemmaksi reaktiovaylaksi ja tasta
reaktiosta syntynytta tuotetta keskeiseksi valituotteeksi, joka avataan keskeisessa el

alemmassa reaktiovaylassa. [13]
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Kuva 4. Mikrobien aromaattisten yhdisteiden lahteet ja niiden késittelyyn
kaytettavéat askeleet. Reaktiovéayléat on kirjoitettu punaiselle taustalle. [13]

Bakteereilla on itsessdaan nelja erilaista strategista keinoa kasitellda aromaattiset
yhdisteet. Nama nelja strategiaa voidana nimeta niiden hapen ja energiankuljettajan
kayton pohjalta aerobisiin, vaha-aerobisiin tai anaerobisiin ATP-riippuvaisiin ja ATP-
rippumattomiin strategioihin. ATP eli adenosiinitrifosfaatti on biologisten solujen
energiakuljettaja, jota kaytetaan lahes kaikissa solujen metabolisissa reaktioissa.
Bakteerilajit voivat useimmiten hyddyntaa seka aerobista etta anaerobista strategiaa
rippuen hetkellisisesta hapen saatavuudesta ymparistossa. Tallaisia bakteereja
kutsutaan fakultatiivisesti aerobisiksi eli bakteereiksi jotka kayttavat ensisijaisesti happea
tuottaakseen ATP:ta, mutta pystyvat hyddyntamaan myos anaerobista soluhengitysta eli
fermentaatiota. Obligatooriset aerobit pystyvat soluhengittdamaan eli elamaan vain

hapellisissa ja vastaavasti obligatooriset anaerobit vain hapettomissa olosuhteissa.

Fakultatiiviset aerobit kayttavat aina ensisijaisesti hapellista soluhengitysta, koska
aerobinen soluhengitys on huomattavasti tehokkaampaa kuin anaerobinen. Happea
terminaalisina elektronien vastaanottajina hyodyntavat reaktiot tuottavat 36-38 ATP:ta

yhden reaktiosyklin aikana, kun taas muut kuin happea kayttavat reaktiot tuottavat noin



2 ATP:ta. Jokaisessa strategiassa kaytetdan erilaisia entsyymeja, hapettimia ja pel-
kistimia, joiden takia myos niiden reaktiovaylat, valituotteet ja lopputuotteet eroavat
toisistaan. [13] Seuraavissa kappaleissa esitelldan kyseiset nelja strategiaa esimerkki
reaktioineen bentsoaatin eli yksinkertaisimman aromaattisen renkaan katabolisoimi-

sesta.

3.2.1 Aerobiset strategiat

Yleisin aerobinen strategia on altistaa rengas hapelle oksygenaasin avulla ylemmassa
reaktiovaylassa, minkd seurauksena ymparistdén happi aktivoituu ja sitoutuu fenoliin.
Fenolin hapettuminen ylemmassa reaktiovaylassa tuottaa katekolia eli fenoli-dialkoholia
keskeisena valituotteena, mikd heikentda huomattavasti aromaattisen renkaan
stabiilisuutta. Muodostuneen renkaan elektronipitoiset substituentit aktivoidaan
alemmassa reaktiovaylassa dioksygenaasilla. Taman katalysoinnin ansiosta aromaat-
tinenrengas voi pilkkoutua joko substituenttien valista eli orto-sijainnista tai toisen
substituentin vierestd eli meta-sijainnista. [13] Yhtaléssd (1) on esitetty [-keto-
adiapaattisen katekolin kautta kulkevan reitin kokonaisreaktio, missa bentsoaatti

hapetetaan HS-CoA:n eli sitoutumattoman koentsyymin lasnaollessa:
Bentsoaatti + 2 O, + H,O + HS-CoA — asetyyli-CoA + sukkinaatti + CO, + H* (1). [13]

Koentsyymi A (HS-CoA) on ATP:sta, beta-merkaptoetyyliamiinista ja pantoteenihaposta
koostuva orgaaninen molekyyli, joka osallistuu moniin metabolisiin reaktioihin ja kuljettaa
aineita kuten asettyleja soluissa. Bakteerit Rhodococcus Erythropolis, Pseudomonas
putidia ja Acinetobacter calcoacetius kayttavat esimerkiksi aerobista aromaattisen

renkaan halkaisu strategiaa [14].

Toista aerobista strategiaa voidaan kayttaa ymparistossa, jossa happea ei ole paljon
saatavilla tai sen maara vaihtelee hyvin paljon. Happea ei kayteta jokaisessa
aromaattisen renkaan avaamisen vaiheessa vaan sita kaytetdaan ainoastaan epa-
aromaattisen epoksidin muodostukseen bentsoyyli-CoA:n aromaattisessa renkaassa.
Epoksidit kolmiatomisia heterosyklisia eettereita, jotka ovat hyvin reaktiivisia niiden
steerisyydesta aiheutuvan jannityksen takia. Epoksidin muodostuminen epastabiloi bent-
soaatin aromaattisen rakenteen, joka avataan dihydrodioli lyaasin avulla hydrolysoimalla

[13]. Reaktioyhtaldssa (2) bentsoaatti on avattu hyddyntamalla reaktiota [13]
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Bentsoaatti + O, + 3 H,O + 2 HS-CoA + NADP* + ATP — formiaatti + asettyli-CoA +
sukkinyyli-CoA + NADPH + 2 H" + AMP + PP, (2),

jossa happea ei tarvita yhta paljon (2 O, — 1 O2) kuin ensimmaisessa strategiassa.
Adenosiini monofosfaatti eli AMP ja PP; eli epadorgaaninen pyrofosfaatti ovat ATP:n
hydrolyysin tuotteita (ATP — AMP + PP;).

Useimmat tunnetut ligniinia kasittelevat bakteerit katabolisoivat lignomeerijohdannaista
katekolia tai protokatechuaattia halkaisemalla se orto-sijainnista [15]. Tatd Kuvassa 5
esitettyd katabolista reittid kutsutaan B-ketoadiapaattiseksi reaktiopoluksi viitaten sen
merkittdvaan metaboliittin  B-ketoadiapaattiin. Katekoli ja protokatechuaatti ovat
molemmat hyvin yleisia ligniinin depolymerisaatio- ja yksinkertaisten halkaisureak-

tioiden tuotteita, milld on hyvin samankaltainen rakenne Kuvassa 2 esitettyihin S- ja G-

tyyppeihin.

Lignomeereilld on my6s niiden ominaiset polut mitad pitkin ne tai niiden johdannaiset
voidaan katabolisoida. Esimerkiksi S-lignomeeri ja sen johdannaiset katabolisoituu vain
meta-halkaisulla ja ei koskaan muodosta katekolia tai protokatechuaattia, kun taas G-
lignomeeri voi katabolisoitua sekad orto- ettd metareittia pitkin [15]. Mikro-organismien
lignomeerien kasittelyd monimutkaistaa myos evoluutiolliset tekijat, joiden takia kaikki
mikro-organismit eivat kayta koko B-ketoadiapaattista reaktiopolkua. Jotkin organismit
ovat kehittyneet kayttamaan vain joko katekolia tai protokatechuaattia, sillda ne ovat

karsineet toiseen reittiin tarvittavien entsyymien valmistuksesta vastaavat geenit [15].
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Kuva 5. B-ketoadiapaattisessa reaktiopolun mahdolliset reaktiovéaylét ja niiden
merkittavat tuotteet seka reittiin tarvittavat reagenssit. [13]

3.2.2 Anaerobiset strategiat

Aromaattinen rengas voidaan myOs avata pelkistamalla sitd hyvin tarkasssa
ymparistdssa, jossa vaaditaan hapeton ja vedetdn tila seka natriumioneja pelkistamaan
prosesseissa tapahtuvia reaktioita. Molemmat anaerobiset strategiat hyddyntavat
bentsoyyli-CoA reduktaasientsyymia dearomisoinnissa. Reaktiossa bentsoyyli-CoA
pelkistetdan kahden-arvoisesti 1,5-dienolyytiksi, mutta tama reaktio on hyvin paljon
kemiallista energiaa vaativa endorkoninen reaktio ja vaatii aina hyvin eksergonisen eli

eksotermisen vastareaktion toteutuakseen. [13]
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Kolmas strategia hyddyntaa solun stoikiometrista ATP:n hydrolyysia, jota katalysoi I -
luokan bentsoyyli-CoA reduktaasi. Katalysaattorit ovat reaktoissa kulumattomia aineita,
jotka alentavat tiettyjen katalysaattorille ominaisten reaktoiden aloittamiseen tarvitsemaa
aktivoitumisenergiaa. I-luokan bentsoyyli-CoA reduktaasi esimerkiksi alentaa ainoas-
taan bentsoyyli-CoA:n pelkistymisreaktion aktivoitumisenergiaa. Solu saa tarvitsemansa
energian joko yhteyttdmalld tai anaerobisella hengityksella, minka takia vain fakul-
tatiiviset anaerobit hyddyntavat tata strategiaa. Anerobisissa olosuhteissa bakteerit eivat
voi kayttda happea terminaalisena elektronin vastaanottajana, jonka takia niiden pitaa
kayttdd muita vastineita. Esimerkking tallaisesta aineesta on ferrodoksiini eli rauta-
sulfaattinen proteiini, jota myds aerobiset elidt kayttavat muissa hapetus-pelkistys

reaktioissa. Kolmatta strategiaa hyddyntavassa reaktiossa [13]

Bentsoaatti + 6 H,O + 3 HS-CoA + ferredoksiinires® + 3 NADP* + ETFo + 3 ATP
— 3 asettyli-CoA + CO, + 3 NADPH + ferredoksiiniox + ETF(2H)es + AMP +
PP;+ 2 ADP + 2 P; (3)

aromaattinen bentsoaatti muutetaan kolmeksi asetyyli-CoA:ksi ilman happea.
Esimerkkeja kolmatta strategiaa kayttavista bakteereista ovat Rhodopseudomonas

palustris, Thauera aromatica ja Azoarcus evansii [13].

Neljattd strategiaa kayttavat obligatooriset anaerobit ja fermentoivat bakteerit, joille
ATP:n kayttd bentsoyyli-CoA:n pelkistamiseen olisi energiallisesta epasuosiollista eli
reaktio kuluttaisi enemman ATP:ta kuin mitd se tuottaisi. Reaktiota on mahdotonta
toteuttaa kayttden I -luokan bentsoyyli-CoA reduktaasia, mutta II -luokan bentsoyyli-
CoA reduktaasia kayttdmalla mikrobi pystyy tuottamaan tarvitsemansa energian
bentsoyyli-CoA:n pelkistykseen. ATP-riippumattoman pelkistyksen kokonaisreaktio on

esitetty reaktioyhtaléssa (4) [13]

Bentsoaatti + 4 H,O + 3 HS-CoA + 2 ferredoksiinires® + 4 NADP + ETFo + ATP —
3 asettyli-CoA + CO, + 4 NADPH + 2 ferredoksiiniox + ETF(2H)req + AMP + PP; (4),

mika eroaa kolmannesta strategiasta sen energian tuottamisen suhteen. Toisin kuin
reaktioyhtaldssa (3), jossa reaktioon tarvittava energia tuotettiin 2 ATP molekyylin ekser-
gonisella hydrolyysilla, reaktioyhtdlossa (4) reaktioon tarvittava energia tuotettiin

ylimaaraisella ferredoksiinin hapetus (ox) — pelkistys (red) reaktiolla.

Anaerobinen ligniinin kasittely on hyvin harvinaista, silla ligniinin depolymerisaatio vaatii
yleensa vahvojen oksidaasien ja ligaasien hyddyntdmisen, joita anaerobiset organismit

eivat voi tuottaa. Anaerobisissa sovelluksissa, esimerkiksi metaanin tuotannossa,
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kaytetdan usein lignoselluloosaa, mutta useimmiten naissa sovelluksissa kaytetyt
prosessit tuottavat hyvin ligniinipitoista jddnnetta. Suurin osa prosessien ulostulevasta
ligniinistéd on raskasmoolimassaista, silla anaerobiset bakteerit pystyvat hydodyntamaan
vain yksinkertaisia lignomeereja, jotka esiintyvat liuenneessa muodossa lignosel-
luloosassa. Taman takia useimmat tutkimukset aiheesta [16-18] pyrkivat
esikasittelemaan ligniinid pienempaan ja liukoisempaan muotoon, jotta se voitaisiin

kokonaan kuluttaa anaerobisissa reaktoreissa.
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4. LIGNIININ TEOLLINEN KASITTELY

Ligniinia kasitellddn useimmiten lipeakasittelyn jalkeen polttamalla se energiaksi, mutta
osassa prosseista tdma liete voidaan ottaa talteen ja hyddyntaa toisessa reaktorissa.
Useimmat ligniinin kasittelyprosessit ovat ainoastaan lisattyja reaktoreita tai prosesseja
jo valmiiseen kasittelylaitokseen, minkd takia niiden hyddyntama raaka-aine on hyvin
spesifistd ja usein huonolaatuista. Tutkimusten ja trendien lisdantyessa ligniinin puoleen,
kiinnostus sen kasittelyyn ja prosessointiin on kasvanut hyvin nopeasti. Viime vuosien
aikana on suunniteltu ja rakennettu muutamia erikoistuneita lignoselluloosalaitoksia,
joiden tarkoituksena on kasitelld tulevaa lignoselluloosamassaa tuottaakseen paa-
maaraisesti ligniinia. Samanaikaisesti uuden sukupolven bioprosessilaitokset, jotka
tuottavat vihreitd tuotteita, kuten biopolttoaineita, samalla tuottavat yhd suuremman
maaran ylijgdmaa ligniinid lignoselluloosasta [19]. Raakaligniinin tarjonta toden-
nakoisesti tulee siis nousemaan hyvin nopeasti lahivuosien aikana. Lisaantynyt tarjonta
tulee my6s kasvattamaan markkinallistarakoa ligniinikasittelylaitoksille, joissa paa-

maaraisesti muunnetaan ligniinia hyodyllisiksi tuotteiksi.

Ensimmainen asia mita uusia biokasittelylaitoksia suunniteltaessa tulisi tehda on raaka-
aineen analysointi, jonka pohjalta kasittelyprosessit suunnitellaan ja mitoitetaan. Kuten
kappaleessa 2 mainittiin, monolignoolien suhde vaikuttaa hyvin paljon ligniinin
ominaisuuksiin, ja taten tdma myods vaikuttaa sen mahdollisuuksiin prosessoida tehok-

kaasti.

4.1 Biojalostamoiden ligniinin kasittely

Biojalostamot ovat laitoksia, joissa biomassasta pyritaan valmistamaan hyddyllisia
tuotteita, kuten polttoaineita, lampd- ja sahkdenergiaa tai biomuoveja. Biojalostamoissa
voidaan hyddyntda seka ylijadmabiomassaa tai siihen erikseen kehitettya tai
rakennettua massaa, kuten jalostettuja puu- tai hyotykasvilajeja. Tutkimusten mukaan
useimmat maat voisivat kasvattaa biomassan tuotantoa siten, ettei se vaikuttaisi
tamanhetkisiin viljelysalueisiin ja ettéd tama tuotanto tulisi pysymaan uusiutuvana [20].
USA on yksi merkittdvimmistd maista, joissa voisi olla mahdollista toteuttaa naiden
tutkimusten mukainen toiminta maan hyvin suuren koon ja ymparistdolosuhteiden

ansiosta.
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Lignoselluloosaa kayttavat biojalostamot yleisesti tuottavat biokaasua, biopolttoaineita
tai sdhko6a tai jotain naiden kolmen yhdistelmaa prosesseissaan. Biopolttoaineiden, eli
biodieselin ja bioetanolin, tuotanto ja samalla kysynta on tasaisesti kasvanut vuodesta
1980 asti [21], minka takia ne ovat vielakin yleisimpia tuotteita uusissa biojalostamoissa.
Etanolin tuotantoprosessi on kuvattu yksinkertaisesti Kuvassa 6, jossa on esitetty kaksi
vaihtoehtoa ligniinin talteenotolle. Biomassaa esikasiteltdessa ligniini voidaan eristda
muusta biomassasta kayttamalla erikseen siihen tarkoitettuja prosesseja (A), kuten
alkaliinisia tai organosolvaattisia esikasittelyja, joista saatu ligniini on hyvin

korkealaatuista ja yhdenkaltaista polymeerirakenteeltaan.

Vaatii ylimaardisen tai erikoistuneen esikasittelyn, mutta tuottaa
korkealaatuisempaa ligniinia

Jatko-kasittely :@

r

A
o Entsymaattinen Fermentaatio Biopolttoaineen
Esikasittely . )
/ hydrolyysi reaktiot talteenotto \
. Biodieseli /
Biomassa .
Etanoli
e Entsymaattinen Fermentaatio Biopolttoaineen
Esikasittely . )
hydrolyysi reaktiot talteenotto
B

Ligniini <
Halvempi ja helpompi liittda valmiiseen prosessiin,

mutta tuottaa heikkolaatuisempaa ligniinia

Kuva 6. Biojalostamoiden etanolin tuotannon yksinkertaistettu prosessikaavio,
Jossa on esitetty kaksi mahdollista ligniinin erottelureittia A ja B.

Ligniinieroteltua biomassaa voidaan viela hyddyntaa tehokkaasti etanolin valmistuk-
sessa. Toisena vaihtoehtona on fermentaation jalkeinen erottaminen (B), mika on
helpompi asentaa jo valmiiseen jalostamon tuotantoketjuun. Nain eritelty ligniini on usein
huonolaatuista aikasempien hydrolyysi- ja fermentaatioentsyymien lasnaolon takia. [22]
Kuten kappaleessa 3 mainittiin, mikrobit pystyvat hyddyntdamaan heterogeenistakin
ligniiniseosta, mutta se useimmiten vaatii usean eri mikrobilajin symbioosin toimiakseen
tehokkaasti. Taman takia tulevan kasiteltavan ligniinin toivottaisiinkin olevan

mahdollisimman homogeenista. Taten tehokkain biojalostamomalli bakteerien ligniini-
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l&hteeksi olisi Kuvan 6 reitin A mukainen ligniinin erottelu, ennen hydrolyysi- ja fermen-

taatioreaktioita.

Lignosulfaattierotuksessa biomassa kasitelldan rikkitrioksidilla happamissa ja noin 130 -
160°C olosuhteissa. Lignoselluloosan esterisidokset hajoavat hapon ansiosta, minka
jalkeen depolymerisoitunut ligniini reagoi liuoksessa olevien sulfiittien kanssa
muodostaen liukoisia sulfonaattiyhdisteitd. Nain muodostuneet lignosulfaatit omaavat

tavallisesti hyvin korkean polydispersiteetin puulajista riippuen.

Kraft-prosessissa biomassa keitetddn natriumhydroksidi ja -sulfaatin kanssa, mika
erottaa biomassan mustaan ja valkoiseen liejuun. Valkoinen lieju sisaltdd suurimman
osan biomassan selluloosasta, kun taas musta lieju sisaltda ligniinin ja muiden
orgaanisten aineiden jaanteet. Tassad prosessissa lignoselluloosamassan ligniinit
depolymerisoituvat bakteerien lignolyyttisten entsyymien tapaisesti p-0-4 sidoksista.
Ligniini pystytdan tdman jalkeen saostamaan mustasta liejusta, minkd jalkeen sita
kutsutaan kraft-ligniiniksi. Kraft-ligniinin polydispersiteetti on hieman alhaisempi kuin

lignosulfaateilla, silla nain syntyneet ligniinit ovat molekyylipainoltaan pienempia.

Alkalisessa esikasittelyssa lignoselluloosamassaan lisatdan alkaliinista ainetta, kuten
natriumhydroksidia, ja altistetaan seos lammélle. Kyseinen prosessi on hyvin
yksinkertainen, helposti skaalattava sekd halpa vyllapitda ja kayttda. Alkaliinisella
esikasittelylla ligniini ja hemiselluloosa liukenevat ja samanaikaisesti molekyylien valiset
esterisidokset alkavat de-esterditya. Prosessissa polysakkaridit saostuvat raaka-
aineesta kiinteina aineina ja ligniini erottuu liuoksena, jota kutsutaan APL:ksi (alkaline
pretreated liquid), mika sisaltda viela pienen osan polysakkarideja ja asetaattia laajan

ligniinivalikoiman lisaksi. [23, 24]

4.2 Bioreaktorit ligniinin kasittelyssa

Bioreaktori on laite, jonka tarkoituksena on luoda optimaalinen elinymparistd biologisille
reaktioille, joiden kulkua voidaan hallita vapaasti muuttamalla reaktorin pH:ta, lampdtilaa,
kaasujen vaihtoa, liuenneen hapen maaraa tai sekoitusolosuhteita. [25] Biologisten
olentojen, kuten mikrobien, metaboliset reaktiot ovat herkempid muuttujille, minka takia
bioreaktorit ovat huomattavasti monimutkaisempia ja vaativat paljon enemman

tarkkailua seka olosuhteiden hallinnoimista kuin tavalliset kemialliset reaktorit.
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Erillaisia bioreaktorimalleja on lukuisia, mutta hyvin yleistetylld tasolla ne voidaan jakaa
joko aktiiviliete- tai kantoainereaktoreiksi riippuen siitd sijaitsevatko mikrobit
suspendoituneina vedessa vai jonkin kantoaineen pinnoilla. Reaktorit voidaan vield
erotella niiden ravinteensy6tén mukaan kertasyottdisiksi (batch), erasyottoisiksi (fed-
batch) tai jatkuvasyoéttdisiksi (continuous). Kertasyottoreaktorit ovat yksinkertaisimpia ja
usein kaytettyja tutkimuksissa, joissa etsitddn bakteerikantaa metabolisoimaan valittua
substraattia. Bioreaktorin valintaan ja suunnitteluun vaikuttaa kaikkein eniten kaytetty

mikro-organismi ja se mita kyseisen mikro-organismin halutaan tekevan.

Ligniinin hyddyntamisessa halutaan yleisesti muuttaa ligniinin lignomeerit hyddyllisiksi
tuotteiksi, jotka ovat suurimmilta osiltaan bakteerien lignomeerien katabolian
valituotteita. Naitd valituotteita voidaan ottaa talteen jatkuvasti esimerkiksi keraamalla
niita liuoksesta jatkuvasyottoisissa reaktoreissa tai estamalla niita pilkkovien entsyymien
tuotanto bakteereissa era- tai kertasyottoisissa reaktoreissa. Kertasyottdisten reaktorien
littdminen jo toiminnassa oleviin lignoselluloosaa kasitteleviin laitoksiin olisi helposti
toteutettavissa niiden helppokayttdisyyden ja yksinkertaisuuden ansiosta. Jatkuva-
syottdisia reaktoreita voidaan taas kayttaa erillisissa ligniinikasittely laitoksissa

tuottamaan suuresta maarasta ligniinistd hyodyllisia tuotteita.

Yhdistettya bioprosessointi menetelmaa (Consolidated bioprocessing, CBP) on
ehdotettu olevan hyva bioreaktorimalli ligniinin kasittelyyn [26-28]. Mallissa kasitellaan
APL-liuosta, jossa bakteerit samanaikaisesti depolymerisoivat ligniinipolymeeri pitoista
liuosta ettd tuottavat siitd syntyneistd lignomeereista arvokkaita tuotteita yhdessa
bioreaktorissa. Tallainen yhden astian ligniinin kasittely olisi taloudellisesti kannattava ja
teknisesti helposti toteutettava ratkaisu. CBP bioreaktori malli on idealtaan hyvin
yksinkertainen ja se voitaisiin totetuttaa useilla eri mikrobeilla, mutta bakteerien kayttoa
suositaan tassa prosessissa, koska ne mukautuvat helpommin eri ymparistotekijoihin
kuin sienet. Mahdollisten eri bakteerilajien maarad CBP:ssa kuitenkin rajoittaa niiden
kyky hajottaa ligniinia seka kuluttaa lignomeereja tehokkaasti samanaikaisesti.
Salvachuan vuonna 2015 julkaistussa tutkimuksessa huomattiin esimerkiksi bakteerien
Citrobacter freundiin, Bacillus megateriumin, Paenibacillus sp:n ja Bacillus subtiliksen
pystyvan tehokkaasti kuluttamaan raskaita ligniinipolymeeriketjuja typpirajoitetussa
ymparistdssa kymmeneen muuhun kantaan verrattuna [24]. Nama nelja kantaa eivat
kuitenkaan olleet yhta tehokkaita katabolisoimaan lignomeereja, minkd takia niita ei
kannata kayttaa yksindan CBP:ssa. Tutkimuksessa parhaiten soveltuivat kannat: P.
putida KT2440, P. putida mt-2, R. jostii, Amycolatopsis sp., ja Acinetobacter sp, joiden

todettiin olevan hyvia kandidaatteja tuleviin tutkimuksiin CBP:n kaytosta.
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5. BAKTEERIEN VALMISTAMAT TUOTTEET

Bakteerien aiheuttama ligniinidegradaatioketju on hyvin pitkd ja lignomeeri kdy lapi
monta muotoa ennen kuin sen metabolisointi on taysin valmis. Metaboliareitin aikana
syntyneita erilaisia valituotteita voidaan hyddyntaa sellaisenaan tai jatkokasitelld niista

muita arvokkaita kemikaaleja.

Bakteerilajit ovat keskendaan hyvin erilaisia niiden metaboliareiteltdan, jopa lajinsa
sisalla, minka lisdksi ne pystyvat mukautumaan ymparistédnsa suhteellisen nopeasti
evoluution avulla. Tallainen nopea evoluutio on mahdollista bakteerien pienen koon,
yksinkertaisuuden ja nopean lisdantymisen ansiosta. Bakteerilajeilla on tosin niille
ominaiset kasvumediumit ja ominaislampdtila-alueet, missa ne selviytyvat parhaiten
eivatkd aktiivisesti hakeudu niitd vastaisiin ymparistéihin. Bakteereja suositaan
monimutkaisemmissa ja vaativammissa prosesseissa erityisesti niiden kestdvyyden ja
monimuotoisuuden takia. Ensimmainen vaihe bakteerien hyddyntamisessad taman-
kaltaisissa prosesseissa, on niiden kykyjen ja metaboliareittien tutkiminen seka ymmar-
taminen. Nykyaan tiedetdan monta bakteerilajia ja -kantaa, jotka pystyvat selviytymaan

olosuhteissa, joissa ainoana hiilen lahteena toimii lignomeerit tai lignoselluloosa.

Viime vuosikymmenien aikana on tehty useita tutkimuksia monilla bakteereilla ja ligniinin
lahteilld ja joista muutamissa on hyddynnetty bakteerien kehitys- tai muokkaus-
menetelmia. Yleisimpia menetelmia ovat esimerkiksi kontrolloitu evoluutio ja adaptaatio,
joissa mikro-organismit altistetaan niille haitallisiin ymparistéihin ja annetaan niiden
yrittaa selviytya. Selviytyneet organismit valitaan viljeltavaksi ja altistetaan uudelleen
haitallisille tekijoille, toistaen prosessia kunnes organismeista on kehittynyt taysin

ymparistéon sopeutunut kanta.

Tiettya tuotetta, kuten biodieselin, tuotantoa suuniteltaessa on tarkeaa valita sellainen
bakteerilaji ja -kanta, joka pystyy tehokkaasti hyddyntamaan kaytettya ligniinilahdetta.
Kuten kappaleessa 2 mainittiin, jokaisella kasvilajilla on ainutlaatuinen ligniinijakauma,
mika vaikuttaa hyvin paljon sitd hyddyntadvan bakteerin tehokkuuteen ja tuotteiden
tuottoon. Kuitenkin itse depolymerisointi tai kaytetty esikasittelyprosessi vaikuttaa
ligniinin laatuun ja taten bakteerin tehokkuuteen hyodyntaa sita. Taulukossa 1 on esitelty
erilaisia tuotteita, joita bakteereilla voidaan muodostaa erindisistd niille sopivista

ligniinilahteista.



Taulukko 1.

Kaikki ilmoitetut raaka-aineet ovat liukoisessa muodossa.

Tuote Raaka-aine Bakteerilaji Lihde
1-undeceeni Ferulaatti AcinetobA%c;ir baylyi [29]
Adipiinihappo APL Pseudoggzzg putida [19]
Cis,cisg:;gnaatti Hydrolisoitu ligniini PSEUdOH,:/TK_agS putida 30]
Maitohappo p-Komaryylihappo Psezg?zzzngggda [31]
Metaani Hydrolisoitu ligniini Anaerobiset lajit [31]
bPé:éi reohkasipdpi; o-Komaryylihappo Burkholggrgjl glumae 31]
Polyhyd ro(II;i'y:;kaonaatti Kraft-ligniini Cupriavidtéfsbasi/ensis 31]
Pyrogallushappo Syringic acid Escherichia coli [31]
Pyruvaatti p-Komaryylihappo Pselzgf)zrzzng;l;ida [31]
Triglyseridi (TAG) Orga nc;isgcar:;/ii?ttinen RhOd(E)CSO,\;CZgggaCUS 32]
Vanilliini Lignoselluloosa RhOdOE?_ICACLIIS Jostii [33]
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Esimerkkejé tuotteista, joita bakteerit pystyvét tuottamaan erilaisista ligniiniladhteista.

Hyvin merkittdva tekniikka mikrobien teollisessa hyddyntamisessa on metabolia-

muokkaus, jonka yleisyys on kasvanut yhtd nopeasti kuin mikrobien genomien

tunnettavuus on yleistynyt.

Metabolisella muokkauksella pyritdan sulkemaan tai

avaamaan metabolisiareitteja, joita mikrobi ei tavallisesti kayta, tai yksinkertaisesti

kasvattamaan halutun aineen tuotantoa ja varastointia solussa. Kuvassa 7 on esitetty

varastorasvoja kerddvan bakteerin teoreettinen metaboliareitti, jossa bakteeri kayttaa

lignomeereja ja hemiselluloosaa hiilen lahteena tuottaakseen lipideja. Tassa mallissa on

esitetty mahdollisia tuotteita tai polun reitteja, joita voidaan geenimuokkauksella estaa

(kuvassa sinisella raksilla merkitty) tai tehostaa.
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Kuva 7. Rasvahappoja varastoivan mikrobin ligniinin kasittelyn metabolinenreitti.
Siniselléd alueella merkityt molekyylit, joista punaiset ovat arvokkaimpia, voidaan
muokata geenimuokkauksella kerdytyméaén mikrobissa. Muokattu ldhteesta [34]

Geenimuokkauksella voidaan merkittavasti vaikuttaa bakteerien toimintaan, jonka
esimerkiksi eras tutkimusryhma teki Rhodococcus jostii RHA 1 bakteerille. Tutkimukses-
sa taltd bakteerilta poistettin geenit, jotka vastasivat vanilliini-hydrogenaasin ja
vanillaatti-demetylaasin tuotannosta. [33] Geenien poisto pysaytti bakteerin lignosel-
luloosan katabolian vanillinimolekyyliin, mika tarkoitti vanillinin alkavan kertyvan

systeemissa eika valittomasti hajoavan keskinaisen reaktiopolun toiseksi valituotteeksi.

5.1 Biopolttoaineet

Bakteerien geenimuokkauksen yleistyessa mahdollistuu yha useamman bakteerilajin ja
kannan hyddyntaminen ligniinikasittelyssa. Tama kasvu samalla avaa mahdollisuuden
useampien arvotuotteiden valmistamiseen ligniinista taloudellisesti jarkevaan hintaan.
Biopolttoaineet ovat useimmiten ensimmainen asia mita ihmisille tulee mieleen
teollisesta bioteknologiasta, minka ansiosta sen arvo ja tarkeys on yleisesti tunnettu.
Taman takia ligniinistd tuotettavat biopolttoaineet ovat merkittavia tuotteita, joiden
markkina-arvo ja tunnettavuus voivat samalla nostattaa toistenkin ligniinista tuotettujen
tuotteiden mainetta. Bakteerien valmistamaa biopolttoainetta pystyttaisiin  mark-

kinoimaan muiden biokonversiotuotteiden kanssa hyvin ymparistoystavallisena ja

OH Ferulaatti COOH p-ketoadiapaattihappo
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kestavana valintana [5] muihin biopolttoaineisiin verrattuna, silla sitd voitaisiin tuottaa

valmiiksi hukkaan heitettavasti materiaalista.

Biopolttoaineen valmistuksessa kaytetdan paasaantdisesti rasvoja tai dljyja tuottavia
mikro-organismeja (yli 20% kuivapainosta on lipideja [35]), joiden tavallinen
metabolinenreitti esiteltin Kuvassa 7. Rasvojavarastoivien bakteerien lipidi massaosuus
on yleensa 20-40%, mutta kasvua rajoittavissa olosuhteissa tdma osuus voi olla jopa
70%. Mikroleviin verrattuna, joilla tavallinen lipidi massaosuus on valilla 1-70%, bakteerit
ovat huonompia lipidien varastoijia, mutta ne ovat huomattavasti nopeampia kasvamaan
ja paljon sopeutuvampia ymparistdon tehden niistd tehokkaampia lipidien tuottajia.
Suurin ongelma bakteerisessa biodieselin valmistuksessa on kerdantyneiden lipidien
talteenotto, silla lipidit keraantyvat bakteerien solukalvolle vaikeuttaen niiden eristysta
solusta. [35] Viime vuosien aikana useita menetelmia on testattu, esimerkiksi
elektrokemiallista [36], manothermosonikaatiota [37] ja ultrasonikaatiota [38], jotka ovat
nayttaneet lipidien talteenottamisen olevan mahdollista, mutta energiallisesti haastavaa
biodieselin valmistuksen kannalta. Polttoaineen valmistuksessa on tarkeaa, etta
tuotetulla polttoaineella on enemman energiallista arvoa kuin mita sen tuottamiseen on
kulutettu. Aikasemmin mainituissa tutkimuksissa kaytetyt prosessit olivat kuluttaneet
lahes yhtapaljon energiaa, kuin mita tuotetusta ja kasitellysta biodieselista olisi saatu

hyédynnettya.

Mikro-organismien tuottama biodieseli ei aina kuitenkaan ole homogeenista tai raken-
teeltaan yleispatevaan kayttdon sopivaa. Esimerkiksi logistiikan kayttéén sopivan bio-
dieselin tulisi olla mahdollisimman tyydyttynyttd rakenteeltaan, jonka tarkan tyydyt-
tyneen/tyydyttymattdoman rakenteen raja-arvo vaihtelee kayttdalueesta (EU ja USA)
riippuen. Bakteerien tuottamat lipidit riippuvat hyvin paljon bakteerikannasta ja ym-
paristoolosuhteista, mutta luonnostaan bakteerit tuottavat tyydyttymattdmia happoja yli
20°C lampétiloissa [35].

5.2 Biopolymeerit ja niiden monomeerit

Polyhydroksyalkaonaatti eli PHA on kerannyt suosioita viime vuosikymmenien aikana
sen yleiskaytannollisyyden ja biotuotantomahdollisuuden ansiosta. Esimerkiksi PHA:lla
on paljon kayttéd kudosteknologisissa tuotteissa sen bioyhteensopivuuden takia, el
toisin sanoen biologiset systeemit eivat torju sita, koska se tunnistetaan turvalliseksi
osaksi systeemia. Bakteerit itsessaan tuottavat PHA:ta toimiakseen niiden

energianvarastona ravinteita rajoittavissa olosuhteissa lipidien tavoin.



22

PHA:n tuottaminen tavallisimpien biojalostamoiden ligniinivirrasta on osoittautunut
vaikeaksi luonnollisille bakteereille. Parhaimmat kaksi lajia Pseudomonas putidia KT-
2440 ja Cupriavidus basilensis B-8 pystyivat tuottamaan ainoastaan 1.0 g ja 0.327 g
PHA:ta litraa substraattia kohden [31]. Tuotannon kasvattamiseen tulisi kayttaa siis erik-
seen suunniteltua esikasittelyprosessointia tai tarkoitusperaista bioreaktorimallia, kuten
CBP:ta.

Cis,cis-muconic happoa (mukonaattihappo) voidaan kayttdd moniin eri tuotteisiin, joita
on esitetty Kuvassa 8, tehden siitd hyvin arvokkaan ja merkittdvan bakteeriperaisen
molekyylin. Mukonaattihappo on yksi valituotteista B-ketoadiabaatti reaktiopolulla, mika
tekee siitda myds hyvin yleisen valituotteen ligniinia kasittelevien bakteerien joukossa
nostaen sen hyddyntamisarvoa. Adipiinihappo on arvokkain mukonaattihapon johdan-
nainen, silla siitéd voidaan valmistaa esimerkiksi nylonia tai pehmittimia (plasticizers). Silla
on arvioitu talld hetkelld olevan vuodessa noin 2.6 miljoonan tonnin kysyntd, jonka

arvioidaan nousevan useita prosentteja vuosittain [19].

Lahtoaineet Tuotteet

Nylon-6,6,

Polyesteri polyoleja,

AN

DOH Polytrimetyleeni tereftaalia (PTT)

Adipinihappo . .
Trars, trans-mukonaatihappo Polyetyleeni tereftaalia,

- o CooH Dimetyyli tereftaalia,
0 Trimelliitti anhydrideja,

\ Teollisuus muoveja,

OH

Hool - - ;

Cis, trans-mukanasttihanpo Tereftaalinappo Tekniikan polymeereja

Hartseja, Ravintoaineksia

=D HoOC COOH . iy
Pehmittimia, Kosmetiikkaa,
Ladkeaineita,

HOOC
Clis, cis-mukonaattihappo Trimelliittihappo

Kuva 8. Mukonaattihaposta mahdollisesti tuotettavat aineet. Léhes kaikki listatut
tuotteet voidaan valmistaa helposti cis,cis-muodosta. Muokattu ldhteesté [30]
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PHA:n ja mukonaattihapon lisaksi PDC (2-pyroni 4, 6-dikarboksyyli happo) on tarkasti
tutkittu molekyyli, mitéd voidaan kayttaa raaka-aineena biopolymeerien valmistuksessa.
PDC on yksi Sphingomonas paucimobilis SYK-6:n metaboliareitin (Protocatechuate 4,6-
halkaisureitti) valituotteista, joita tdma bakteeri tuottaa ligniinijohdannaisista tuotteista.
[3] Muiden valituotteiden tavoin PDC kulutetaan hyvin nopeasti sen muodostuttua, minka
takia sen tuotantoa ja pidattaytymista bakteereissa pyritdan parantamaan metabolisella
muokkauksella. Otsuka ja Shigero ryhmineen [39] siirsivat SYK-6:sta eritetyt geenit ligAB
ja ligC, jotka vastaavasti tuottavat protokatechuaatti 4,5-dioksygenaasia ja 4-kar-boksi-
2-hydroksymukonaatti-6-semialdehydi dehydrogenaasia soluissa, P. putidaan-PpY1100
E.colin avulla. Muokatun P. putidan huomattiin tuottavan PDC:ta, muttei kuluttavan sita

johtuen siita, ettd PDC ei luonnostaan kuulunut bakteerin tavalliseen metaboliaan. [39]

PDCsta voidaan valmistaa useita arvokkaita polymeerijohdannaisia, joista kolme
merkittavintd on esitetty Kuvassa 9. Molekyylin karboksyyliryhmia (-COOH) muut-
tamalla siitd voidaan muodostaa biohajoavaa polyesteristd muovia tai esimerkiksi

vaahto-muoveissa kaytettya polyuretaania.

o]

9!

H.N —R NH

-
o) © i — NHR—NH ——
L 0 —x
Polyamidi
COCH — T —
__O_C
HO-(CH,), CH
L
O 0] COOCH
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(PDC) o] o IC|:——o—(cH D——
R o —
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OCN R'-NCO
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[ I 1
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Kuva 9. Mahdollisia PDC:sté valmistettavia polymeerisia tuotteita, joilla on suuri
markkina-arvo ja kysynta. [39]
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6. YHTEENVETO

Ligniinin hyddyntaminen on yleistynyt viimeisten vuosikymmenien aikana paljon ja
erityisesti mikro-organismien kayttd uusissa sovelluksissa on ollut hyvin suosittua.
Bakteerit eivat kasittele ligniinid yhta tehokkaasti, mutta ne ovat huomattavasti
monikayttdisempid, mukautuvampia ja kestdvampia kuin niitd vastaavat lahottajasienet.
Bakteerien perima on myds paljon tunnetumpi, minka takia tiedeyhteiskunta keskittyykin

bakteerien hyddyntadmiseen ligniinin kasittelyssa sienien sijaan.

Biotuotteiden kysyntad tulee hyvin todenndkdisesti kasvamaan merkittavasti tulevai-
suudessa ilmastonmuutoksesta johtuvan ymparistdystavallisyys trendin  myota.
Biopolttoaineet ja biopolymeerit ovat merkittdvimpia ja tunnetuimpia tuotteita suurelle
osalle ihmisista, minka takia onkin jarkevaa kehittda mikrobiologisia sovelluksia naiden
valmistamiseen. Bakteerien kayttéa rajoittaa vield niiden heikko tuottoprosentti
laboratorioskaalassa ja mahdollisten pilottireaktoreiden olosuhteiden ja tuotteiden

erotuksien optimointi.

Useimmat tutkimukset ovat osoittaneet aktinobakteerin R. jostiin ja proteobakteerien P.
putidan seka Acinetobacteriai sp.n olevan hyvin potentiaalisia bakteereja ligniinia
kasittelevissa bioprosesseissa. P. putida KT-2440 on erityisesti ollut tutkittavana kantana
suurimmassa osassa ligniin kasittelya koskevissa tutkimuksissa ja on usein osoittautunut
tehokkaimmaksi lajiksi verrattuna muihin. Kaikkia bakteereja ei kuitenkaan kayteta
erityisesti tuottamaan jotain tiettya tuotetta vaan niitd voidaan myods kayttda paa-
maaraisesti vain kuluttamaan ligniinia raaka-aineesta. Esimerkiksi lisaamalla
biokaasureaktorin inokulaattiin anaerobista ligniinin kuluttajaa Tolumonas lignolytica sp.
nov. [40] voidaan lignoselluloosainen raaka-aine kuluttaa lahes kokonaan reaktorissa,

mika muuten lahtisi reaktorista kulumatta.

Yleiskatsaus viime vuosikymmenien tutkimuksista osoittaa bakteerien tulevan olemaan
hyvin todennakadisesti merkittdvassa roolissa tulevaisuuden teollisuudessa. Bakteerit
pystyvat tuottamaan hyvin kirjavan maaran erillaisia arvokkaita tuotteita Iahestulkoon
hukkaan heitettdvastd raaka-aineesta, joka on sekd maailman toiseksi yleisin

biomateriaali etta uusiutuva raaka-aine.
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