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Kasvihuonekaasupaastojen pienentdminen ilmastonmuutoksen estamiseksi on motivoinut tut-
kijoita ympari maailman kehittdmaan uusia menetelmia tuottaa polttoaineita ja kemikaaleja. Useat
mikrobit sitovat luontaisesti hiilidioksidia ilmakehasta ja muuntavat sen biomassaksi. Luontaisen
hiilté sitovan ominaisuuden vuoksi mikrobien kayttd tuotantoalustana on potentiaalinen vaihtoehto
paastdja sitovaan polttoaine- ja kemikaaliteollisuuteen. Mikrobeilla on monia hiilidioksidia sitovia
aineenvaihduntareitteja. Esimerkiksi asetogeeniset bakteerit tuottavat hiilidioksidista energiaa ja
biomassaa Wood-Ljungdahl-aineenvaihdunnalla. Taman tyon tarkoituksena on selvittda, miten
mikrobeilla voidaan tuottaa hiilidioksidista biotuotteita seka arvioida tallaisen bioteknisen proses-
sin kestavyytta verrattuna fossiilisista raaka-aineista valmistettuihin tuotteisiin.

Kaasufermentaatio on prosessi, jossa kaasumuotoinen raaka-aine, kuten hiilidioksidi tai hiili-
monoksidi muunnetaan mikrobien vaikutuksesta kemikaaleiksi tai polttoaineiksi. Asetogeenit ovat
osoittautuneet kaasufermentaatioon sopiviksi bakteereiksi, koska ne pystyvat luontaisesti valmis-
tamaan hiilidioksidista muun muassa asetaattia, etanolia ja 2,3-butaanidiolia. Asetogeenien luon-
taisia tuotteita voidaan hyddyntaa kemianteollisuudessa sellaisenaan tai muiden yhdisteiden esi-
asteina. Verrattuna fossiilisista raaka-aineista valmistettuihin tuotteisiin, kaasufermentaatiolla val-
mistettujen biotuotteiden kasvihuonekaasupaastét ovat pienemmat, koska raaka-ainekaasu on
peraisin jatevirrasta.

Kaasufermentaatiosta on olemassa variaatioita, joita ovat esimerkiksi elektrobiosynteesi ja in-
tegroidut mikrobisysteemit. Elektrobiosynteesissd mikrobi saa pelkistysvoimaa (elektroneja) ai-
neenvaihduntaansa katodilta ja hiilenlahteen hiilidioksidista. Integroidut mikrobisysteemit yhdis-
tavat kaksi fermentaatioprosessia, joista ensimmaisessa hiilidioksidista tuotetaan asetaattia ase-
togeenisella bakteerilla. Jalkimmaisessa fermentaatiossa raaka-aineena kaytetadan ensimmai-
sessa fermentaatiossa tuotettua asetaattia.

Talla hetkella kaasufermentaatiolla voidaan kaupallisessa mittakaavassa tuottaa ainakin eta-
nolia. Tulevaisuudessa kaasufermentaatiolla voidaan potentiaalisesti tuottaa myos arvokkaampia
lopputuotteita kuten lipideja ja pitkaketjuisia hiilivety-yhdisteita. Kaasufermentaation haasteita
ovat asetogeenien hidas kasvu, tuotesaantojen kasvattaminen ja kaasusubstraatin massansiirron
tehostaminen nestefaasiin. Geenimuokkauksella voidaan optimoida tuottajaorganismin aineen-
vaihduntaa esimerkiksi eliminoimalla ei-haluttuja sivutuotteita ja yliekspressoimalla hyddyllisia
geeneja.

Avainsanat: kaasufermentaatio, biotuote, hiilidioksidi, asetogeeni, mikrobi, Wood-Ljungdahl
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1.JOHDANTO

Hallitustenvalisen ilmastonmuutospaneelin (IPCC) viimeisimman ilmastoraportin mu-
kaan antropogeenisten CO,-paastdjen tulisi laskea noin 45 % vuoteen 2030 mennessa
ja hiilineutraalius tulisi saavuttaa vuoteen 2050 mennessa, mikali ilmaston Idampenemi-
nen halutaan rajoittaa 1,5 °C:seen (IPCC 2018). limastoraportin mukaan paastdjen va-
hentdminen vaaditulle tasolle merkitsee ennennadkemattémia muutoksia ihmiskunnan ta-
poihin tuottaa energiaa ja polttoaineita. Yhdysvaltain energiaministerion laitoksen EIA:n
(Energy Information Administration) arvioiden mukaan maapallon energiatarve tulee
kasvamaan vuoteen 2050 mennessa lahes 50 % johtuen padasiassa Aasian nopeasta
talouskasvusta (Energy Information Administration 2019). Globaali tarve pienentaa ilma-
kehan hiilidioksidia ja siirtada teollista tuotantoa pois fossiilisista luonnonvaroista on kiih-
dyttanyt kehitysta teknologioissa, jotka poistavat hiilidioksidia ilmakehasta ja hyddynta-
vat sita teollisuuden raaka-aineena. Carbon capture and utilisation -teknologioita (CCU)
on esitetty keinoksi lieventaa ilmastonmuutosta esimerkiksi tuottamalla hiilidioksidista

uusiutuvia polttoaineita (Martens et al. 2017).

Taman kandidaatintydn tavoitteena on selvittda kirjallisuuskatsauksena, miten hiilidiok-
sidista voidaan mikrobiologisesti tuottaa kemikaaleja ja polttoaineita. Kandidaatintytssa
kasitellaan asetogeenisten mikro-organismien aineenvaihduntaa ja niiden kayttéa kemi-
kaalien ja polttoaineiden tuotantoalustana. Kandidaatintydssa selvitetaan, mita tuotteita
nykyisilla menetelmilla voidaan valmistaa ja mita tuotteita voidaan mahdollisesti valmis-
taa tulevaisuudessa. Tydssa tarkastellaan menetelmien haasteita ja mahdollisia ratkai-
suja niihin seka arvioidaan bioteknisen hiilidioksidia hyddyntavan prosessin kestavyytta

verrattuna fossiilisiin tuotteisiin.

Luvussa 2 perehdytaan hiilidioksidia sitoviin mikrobeihin ja keskitytaan asetogeenisten
bakteerien aineenvaihduntaan. Kolmannessa luvussa siirrytdan aineenvaihdunnan so-
velluksiin biotuotteiden valmistuksessa kaasufermentaatiomenetelmalla. Luvussa tutus-
tutaan kaasufermentaatioprosessiin ja sen variaatioihin. Lisaksi esitellaan esimerkkien
avulla geenimuokkauksen mahdollisuuksia kaasufermentaation kehittamisessa ja pe-
rehdytdan etanolintuotantoon esimerkkisovelluskohteena. Luvussa 4 kartoitetaan

kaasufermentaatioon liittyvia haasteita ja niiden mahdollisia ratkaisuja. Lopuksi johto-



paatoksissa pohditaan kaasufermentaation kayttoonoton ymparistovaikutuksia ja kan-
nattavuutta ilmastonmuutoksen nakdokulmasta seka arvioidaan menetelman tulevaisuu-

dennakymia.



2. HIILIDIOKSIDIA SITOVAT MIKRO-ORGANISMIT

Mikro-organismit eli mikrobit luokitellaan niiden kayttaman hiilenlahteen perusteella au-
totrofeihin ja heterotrofeihin. Autotrofiset mikrobit voivat hyddyntaa hiilenldhteena epaor-
gaanista hiiltd kuten hiilidioksidia, josta ne valmistavat (assimilate) solun rakennusainetta
eli biomassaa. Heterotrofeilla biomassan hiili on peraisin orgaanisista yhdisteista. Ener-
gianlahteen perusteella mikrobit jaetaan kolmeen kategoriaan: kemo-organotrofit, kemo-
litotrofit ja fototrofit. Kemo-organotrofien energia on peraisin orgaanisten yhdisteiden ha-
pettamisesta, kun taas kemolitotrofit saavat energiaa hapettamalla epaorgaanisia yhdis-
teita. Fototrofit pystyvat hyddyntaa energianlahteena auringon sateilyenergiaa. (Madigan
etal. 2019, s. 114)

Tahan paivaan mennessa tunnetaan yhteensa kuusi luontaista autotrofista aineenvaih-
duntareittia, joista yleisin on Calvinin kierto. Calvinin kiertoa kayttavat mm. viherkasvien
ja levien lisdksi syanobakteerit ja useimmat kemolitotrofiset bakteerit. (Madigan et al.
2019, s. 441, Saini et al. 2011) Muita autotrofisia aineenvaihduntareitteja ovat Wood-
Ljungdahl-reitti (WL), kdanteinen sitruunahappokierto (rTCA), 3-hydroksipropionaatti-
reitti (3HP), 3-hydroksipropionaatti/4-hydroksibutyraatti-reitti (3HP/4HB) ja dikar-
boksylaatti/4-hydroksibutyraatti-reitti (DC/4HB) (Saini et al. 2011). Tassa luvussa keski-
tytaan tarkemmin yleisyytensa takia Calvinin kiertoon ja WL-reittiin asetogeenisilla bak-

teereilla, joita voidaan kayttda kaasufermentaation tuottajaorganismeina.

2.1 Calvinin kierto

Calvinin kierto, toiselta nimeltdan Calvin-Benson-Bassham-reitti (CBB) on syklinen reak-
tiosarja, jonka kaksi tarkeinta entsyymia ovat ribuloosi-1,5-bisfosfaattikarboksylaasi (Ru-
bisco) ja fosforibulokinaasi (Madigan et al. 2019, s. 441). Kuvassa 1 esitetaan yksinker-

taistettu versio Calvinin kierrosta.
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Kuva 1. Calvinin kierto yksinkertaistettuna, adenosiinitrifosfaatti (ATP), nikotiiniami-
diadeniinidinukleotidifosfaatti (NADPH) (Muokattu lahteestd Madigan et al., 2019, s.
441).

Calvinin kierron alussa Rubisco-entsyymi katalysoi ribuloosi-1,5-bisfosfaatin kar-
boksylaation 3-fosfoglyseraatiksi. Taman jalkeen 3-fosfoglyseraatti fosforyloidaan ja pel-
kistetdan glyseraldehydi-3-fosfaatiksi. Osa glyseraldehydi-3-fosfaatista ohjataan tassa
vaiheessa solun muihin biosynteeseihin. Jaljella oleva glyseraldehydi-3-fosfaatti re-
generoidaan takaisin ribuloosi-1,5-bisfosfaatiksi useilla entsyymeillda muun muassa fos-
foribulokinaasilla. Yhteensa 13 entsyymia osallistuu Calvinin kierron reaktioiden kataly-
sointiin. (Saini et al. 2011) Calvinin kierto on fotosynteesin toisessa vaiheessa tapahtuva
reaktiosarja, mika tekee siitd hyvin merkittavan aineenvaihduntareitin globaalin hiilensi-

donnan kannalta.

2.2 Asetogeenit ja Wood-Ljungdahl-reitti

Asetogeenit ovat anaerobisia bakteereita, jotka pelkistavat hiilidioksidia solunrakennus-
aineeksi ja energiantuotantoon Wood-Ljungdahl (WL) aineenvaihduntareitin, toiselta ni-
meltaan asetyylikoentsyymi-A (Asetyyli-KoA) -reitin kautta. Asetogeenit tuottavat tyypil-
lisesti aineenvaihdunnassaan asetaattia (asetogeneesi), mutta se ei ole valttamattomyys
eika siksi ole osa asetogeenin maaritelmaa. (Drake et al. 2008) Suurin osa tutkituista
asetogeeneista kuuluu Acetobacterium- ja Clostridium-suvun bakteereihin. Asetogeenit
voivat COz:n lisaksi kayttaa hiilenlahteena mm. hiilimonoksidia (CO), mutta ne pystyvat

kasvamaan myds heterotrofisesti orgaanisilla substraateilla (miksotrofia). (Muller 2003)



Heterotrofisen kasvun aineenvaihduntaan ei perehdyta tassa kandidaatintydssa, mutta

se on esitetty WL-reitin kanssa kuvassa 2.

Autotrofisen kasvun aikana asetogeenit saavat pelkistysvoimaa (elektroneja) vetykaa-
susta, josta ne tuottavat protoneja hydrogenaasi-entsyymilla. Mikali asetogeeni kasvaa
pelkalla hiilimonoksidilla, pelkistysvoimaa saadaan hapettamalla hiilimonoksidi ensin hii-
lidioksidiksi vesi—kaasu-reaktiossa (biological water—gas shift reaction) CO-dehydro-
genaasin (CODH) vaikutuksesta (Kdpke et al. 2011). Koska autotrofinen kasvu asetoge-
neeneilld ei itsessdan vapauta energiaa solujen biomassan tuotantoon, netto-ATP:n tuo-
tanto on WL-reitissa poikkeuksetta kytkettyna ionigradientti-valitteiseen energiantuotan-
toon ATP-syntaasilla (Schuchmann & Muller 2014).

WL-reittia pidetdan vanhimpana hiilidioksidia sitovista metaboliareiteista, peraisin ajalta,
jolloin maapallon iimakehassa ei ollut vield happea. Toisin kuin muut hiilidioksidia sitovat
reitit, se on lineaarinen ja kohtalaisen yksinkertainen kayttamiensa entsyymien lukumaa-
ran (kahdeksan entsyymia) suhteen. (Drake et al. 2008) WL-reitti jakautuu kahteen line-
aariseen haaraan, joista toinen tuottaa asetaatin karbonyyliosan (carbonyl branch) ja toi-

nen metyyliosan (methyl branch).

Metyylihaarassa ensimmaisena hiilidioksidi pelkistyy formiaatiksi, joka liitetaan tetrahy-
dofolaattiin (THF) muodostaen yhdisteen formyyli-THF. Seuraavaksi formyyli-THF pel-
kistyy metenyyli-THF:ksi ja siitd edelleen metyleeni-THF:n kautta metyyli-THF:ksi. Lo-
puksi metyylitransferaasi ja korrinoidi-rauta-rikki-proteiini siirtavat metyyli-THF:n osaksi
CO-dehydrogenaasi/asetyyli-KoA syntaasi -entsyymikompleksin (CODH/ACS) alayksik-
kéa. (Schuchmann & Miller 2014)

Karbonyylihaarassa hiilidioksidi pelkistyy hiilimonoksidiksi CODH:n vaikutuksesta. WL-
reitin tarkein valituote asetyyli-KoA muodostetaan hiilimonoksidista, metyylista ja kofak-
tori KoA:sta CODH/ACS:n katalysoimalla reaktiolla. Viimeisessa vaiheessa asetyyli-KoA
muunnetaan asetaatiksi fosfotransasetylaasin ja asetaattikinaasin vaikutuksesta. Fosfo-
transasetylaasin katalysoimassa substraattitason fosforylaatiossa vapautuu yksi ATP,
joka kuluu metyylihaaran formyyli-THF:n synteesiin. (Schuchmann & Miiller 2014) Ku-
vassa 2 on esitetty WL-reitin vaiheet ja niita katalysoivat entsyymit. Yhden asetaattimo-
lekyylin tuottaminen vaatii siis kaksi hiilidioksidimolekyylia, kahdeksan protonia ja yhden
ATP:n.



Hapetusreaktiot Wood-Ljungdahl
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Kuva 2. Wood-Ljungdahl aineenvaihduntareitti (muokattu lahteestda Schuchmann & Muil-
ler 2014).

Kuten aiemmin mainittiin, asetogeneesi ei vapauta netto-ATP:ta solujen kayttéon, koska
yksi substraattitason fosforylaatiolla syntyva ATP kuluu formyyli-THF:n muodostumiseen
kuvan kaksi mukaisesti. Energiantuotantoon solut hyddyntavat asetaatin synteesin kyt-
kettya kemiosmoottista mekanismia, jossa energiaa saadaan solukalvolle syntyvalla io-
nigradientilla. lonigradientti muodostetaan RNF (Rhodobacter nitrogen fixation)- tai
ECH-kompleksilla (Energy conserving hydrogenase). (Schuchmann & Miller 2014)
RNF-kompleksi on entsyymi, joka kytkee pelkistyneen ferredoksiinin (Fd?) hapettumisen
NAD*:.n pelkistamiseen (Westphal et al. 2018). ECH-kompleksi puolestaan on entsyymi,
joka kytkee pelkistyneen ferredoksiinin hapettamisen ja H*:n pelkistymisen. Reaktioissa
vapautuva energia kaytetdan solukalvon ionigradientin muodostamiseen. lonigradientti
voi muodostua joko vety- tai natriumioneilla. lonigradientin aikaansaama elektrokemial-
linen potentiaali antaa energian ATP-syntaasin toimintaan. Vastoin kuin aiemmin on aja-
teltu, Schoelmerich et al. mukaan energian varastoimisen ATP:ksi on mahdollista myo6s

kayttamalla sekaionigradienttia, jossa kaksi erillistd ATP-syntaasia toimii toinen RNF-



kompleksin valityksella Na*-ioneilla ja toinen ECH-kompleksin valitteisesti H*-ioneilla.
(Schoelmerich et al. 2020)

Jotta ferredoksiini voi luovuttaa elektroneja RNF-kompleksille (tai ECH-kompleksille),
sen on oltava pelkistyneessa muodossa (Fd?). Ferredoksiini voidaan pelkistaa hiilimo-
noksidilla suoraan, koska redox-parin CO/CO- pelkistyspotentiaali on matalampi kuin
Fdox/Fd? (Bertsch & Miiller 2015). Jos redox-parin elektronilahde on vetykaasu, on fer-
redoksiinin pelkistaminen termodynaamisesti epasuotuisa reaktio, koska Fdox/Fd?:n pel-
kistyspotentiaali on suurempi kuin 2 H*/Hz:n pelkistyspotentiaali. Tassa tapauksessa fer-
redoksiinin pelkistdminen tapahtuu elektronibifurkaatiossa, joka kytkee eksergonisen re-
aktion (NAD" pelkistymisen) endergoniseen reaktioon (Fdox pelkistyminen). Elektronibi-
furkaatiossa hydrogenaasi-entsyymin flaviini-kofaktori vastaanottaa kerrallaan kaksi
elektronia vetykaasulta ja luovuttaa toisen niistd NAD™:lle ja toisen Fdox:lle. Sen takia
yhteensa kaksi molekyylia vetykaasua vaaditaan pelkistamaan yksi Fdox Fd?:ksi. (Madi-
gan et al. 2019, s. 463) Mikali asetogeenin elektronildahde on vetykaasu, tuottaa yhden
asetaatin biosynteesi yhteensa 0,3 ATP:ta ja jos elektronilahde on hiilimonoksidi, tuottaa
yhden asetaatin biosynteesi 1,5 ATP:ta (Bertsch & Miller 2015).



3. KAASUFERMENTAATIO BIOTUOTTEIDEN VAL-
MISTUSMENETELMANA

Asetogeeneja tutkitaan kemikaalien ja biopolttoaineiden tuotantoalustana paljon, koska
niiden kayttama WL-reitti on kuudesta hiilidioksidia sitovasta aineenvaihduntareitista te-
hokkain (Humphreys & Minton 2018). Taman lisdksi ne mahdollistavat fossiilisista raaka-
aineista riippumattoman kemikaalien ja polttoaineiden tuotannon. Hiilidioksidipohjaiset
biopolttoaineet eivat mydskaan kilpaile ruoantuotannon kanssa kuten ensimmaisen su-
kupolven biopolttoaineet, jotka valmistetaan perinteisesti sokerista tai muista viljelykas-
vista, mitka vaativat runsaasti maa-aluetta vilielyyn (Lee & Lavoie 2013). Bakteerilajista
rippuen WL-reitin luontaisia lopputuotteita ovat asetaatti, etanoli, butyraatti, butanoli ja
2,3-butaanidioli. Etanolia ja butanolia voidaan kayttda polttoaineissa, kun taas asetaatti
ja 2,3-butaanidioli ovat hyddyllisia esiasteyhdisteitéd kemianteollisuudessa. (Daniell et al.
2012)

3.1 Kaasufermentaatioprosessi

Kaasufermentaatio on prosessi, jossa kaasumaisia raaka-aineita muunnetaan fermen-
taatiossa muiksi kemiallisiksi yhdisteiksi. Biokatalyysissd mikrobi muuntaa aineenvaih-
duntareaktioidensa kautta lahtdaineen lopputuotteeksi. Kaasufermentaation raaka-ai-
neina kaytetaan tyypillisesti synteesikaasua (syngas), joka on seos hiilidioksidia, hiilimo-
noksidia ja vetykaasua (Teixeira et al. 2018). Synteesikaasua voidaan tuottaa maakaa-
susta, hiilesta tai vaihtoehtoisesti biomassassa ja jatevirroista kaasuunnuttamalla. Esi-
merkiksi yhdyskuntajatetta voidaan kayttaa raaka-aineena kaasuunnuttamalla. (National
Energy Technology Laboratory 2014) Synteesikaasujen lisdksi kaasufermentaation
raaka-aineena voidaan kayttaa teollisuuden savukaasuja esimerkiksi terasteollisuudesta
(Liew et al. 2016). Haasteena teollisuuskaasujen ja kaasuunnutetun biomassan kay-
tossa raaka-aineena ovat epapuhtaudet, jotka saattavat inhiboida mikrobien aineenvaih-
duntaa ja siten hairitd fermentaatioprosessia. Kaasusubstraatin esikasittelytarve vaihte-
lee riippuen kaasusubstraatin laadusta ja koostumuksesta. Esimerkiksi synteesikaa-
suista l6ydetyt epapuhtaudet, kuten ammoniakki, typpioksidi ja tervapienhiukkaset, ai-
heuttavat haittavaikutuksia fermentaatioprosessiin. (Xu et al. 2011) Koska asetogeeni-
set bakteerit ovat anaerobisia, on kaasusubstraatin sisaltama happi poistettava ennen

fermentointia. Kemiallisen hapenpoiston lisdksi on esitetty biologisia kahden mikrobin



systeemeja, joista toinen bakteerilaji hyddyntaa kaasuseoksen hapen ja tuottaa bioreak-
toriin aineenvaihdunnallaan muun muassa hiilidioksidia, jota asetogeeninen bakteeri
pystyy hyddyntamaan. (Wu et al. 2016, Mohr et al. 2019)

Kuvassa 3 esitetdan tyypillinen kaasufermentaation prosessikaavio. Prosessin paapiir-
teet ovat vastaavanlaisia kuin tavanomaisessa fermentaatioprosessissa. Prosessi alkaa
kaasun esikasittelylld ja kompressoinnilla, josta se johdetaan fermentoriin tuottajaor-
ganismin kayttéon. Fermentoinnin jalkeen lopputuote erotellaan soluista ja kasvume-
diumista ja puhdistetaan. Taman jalkeen lopputuote voidaan varastoida tai siirtda jatko-

jalostukseen.

Teollisuuden
jatekaasuvirrat
esim. terastehdas

|

Kaasufermentaatio Lopputuote-
Kaasujen Reaktorityyppi Jalkikasittely: varasto
e . . ) esim, etanoli,
Kaasuunnutus wep  esiksittely — Kasvumedium m—)  soluerotusja butanoli
ja kompressointi Tuottajamikrobi tuotetalteenotto —— 2'37
Lampotila butaanidioli

pH
Paine

Kuva 3. Kaasufermentaation prosessikaavio (muokattu lahteesta Kopke et al. 2011).

Kaasufermentaatioon kaytetaan tuottajaorganismina tyypillisesti Clostridium-suvun bak-
teereita, joista erityisesti C. ljungdahlii ja C. autoethanogenum ovat osoittautuneet hy-
viksi tuottajaorganismeiksi kaupalliselle etanolin tuotannolle (Képke et al. 2010). Niiden
aineenvaihdunnan mallina voidaan kayttda paremmin tunnettuja ABE-fermentaatiossa
(acetone-butanol-ethanol) sokeria ja tarkkelysta fermentoivia muita Clostridia-bakteereja
(Liew et al. 2013).

Kaasufermentaatio tarjoaa useita etuja verrattuna kemialliseen synteesiin kuten Fi-
scher—Tropsch-prosessiin, jossa synteesikaasu muunnetaan metallikatalyytin avulla ter-
mokemiallisesti hiilivedyiksi. Biokatalyysi ei vaadi tarkkaa kaasusubstraatin H2/CO-suh-
detta ja sietdd paremmin kaasusubstraatin epapuhtauksia verrattuna kemialliseen syn-

teesiin, mika vahentaa kaasun esikasittelytarvetta. Toleranssi epapuhtauksiin on erityi-
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sen hyodyllista silloin, kun raaka-aineena kaytetaan yhdyskuntajatteesta kaasuunnutet-
tua substraattia, jonka koostumus voi vaihdella paljon. Prosessin kayttokustannusten na-
kdkulmasta fermentaatio on edullisempi prosessi, koska biokatalyysi voidaan suorittaa
matalassa lampdétilassa ja paineessa, kun taas kemialliset katalyysit tyypillisesti vaativat

korkean lampdtilan ja paineen. (Griffin & Schultz 2012)

3.2 Elektrobiosynteesi

Elektrobiosynteesi (microbial electrosynthesis, MES) on prosessi, jossa mikrobi vastaan-
ottaa elektrokemiallisen kennon katodilta elektroneja, joilla se pelkistaa hiilidioksidia or-
gaanisiksi yhdisteiksi. Mikrobi voi kasvaa katodin pinnalla biofiimina tai kasvatusme-
diumissa, johon katodi on upotettu. (Prévoteau et al. 2020) Erona kaasufermentaatioon
on elektronien l1ahde, joka on katodi. Elektrobiosynteesissa hiilenlahteena kaytetaan kui-
tenkin kaasusubstraattia, minka takia elektrobiosynteesi voidaan luokitella yhdeksi

kaasufermentaation osa-alueeksi.

Useat asetogeeniset bakteerit, kuten Sporomusa ovata, S. silvacetica, S. sphaeroides,
C. lijungdahlii, C. aceticum ja Moorella thermoacetica pystyvat hyddyntamaan katodia
ulkoisena elektronidonorina hiilidioksidin pelkistamisessa asetaatiksi (Nevin et al. 2011).
Asetaatin lisdksi myds etanolia, butanolia, 2,3-butaanidiolia, butaanihappoa (voihappo),
heksanolia ja kapronihappoa on tuotettu MES-prosessilla (Prévoteau et al. 2020). Jour-
din et al. (2015) raportoivat vuonna 2015 asetaatin siihen saakka korkeimman tuotanto-
tehon (685 g m2d™).

Elektronien siirtymista katodilta soluun kutsutaan solunulkoiseksi elektronisiirtymiseksi
(extracellular electron transfer, EET). Sen mekanismiksi on esitetty ns. suoraa siirtymista
(direct electron transfer) ja epasuoraa siirtymista (mediated) valittajaaineilla, jotka ovat
tyypillisesti pienikokoisia redox-valittdjayhdisteita. (Tremblay et al. 2016) Kuva 4 havain-
nollistaa elektronien siirtymista katodilta soluun ja antaa esimerkkeja mahdollisista ai-
neista/yhdisteista, jotka voivat toimia elektronisukkulana katodin ja solun valilla. Elektro-

nien siitymismekanismeja katodilta soluun ei kuitenkaan tunneta viela taysin.
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Uusiutuva sahkoenergianlahde Biomassa/
esim. aurinkosahko \ Usean hiiliatomin yhdisteet/
CH4
iR 7
1
1
: e e e e Elektrobiosynteesi
&
1
H20 I Suora CO2, H+
I .. .
I siirtyminen Biomassa/
H?.- - Usean hiiliatomin yhdisteet/
. CH4
I
] 4
! Esim. F tti, H2, i i
v - Ari:;onci’;(:ia,aﬂalwiinit Elektrobiosynteesi
2 H+, 02 !
I | | Epédsuora
| 1 |*]| siirtyminen vilittdjaaineilla
N = co2
Anodi Katodi

Kuva 4. Solunulkoinen elektronisiirtyminen. Elektrobiosynteesissa toimiva mikrobi voi
vastaanottaa elektroneja katodilta suoraan tai valittdjaaineiden kautta. Suorassa siirty-
misessa pelkastaan elektronit siirtyvat. Valittajaaineilla siirtyvat elektronit osallistuvat yh-
disteen redox-reaktioon ja valittavat sitd kautta elektroneja soluun. (Muokattu lahteesta
Tremblay et al. 2016)

Elektrobiosynteesin suurimmat haasteet menetelman kaupallistamisen kannalta ovat
lopputuotteiden matala saanto ja tuotantoteho seka heikko selektiivisyys muilla loppu-
tuotteilla kuin asetaatilla. Ei-haluttujen tuotteiden, kuten ylimaaraisen asetaatin, kertymi-
nen bioreaktoriin heikentda prosessin tehokkuutta ja lisda jalkikasittelyn tarvetta, joka
puolestaan nostaa prosessin hintaa. Matalat tuotesaannot johtuvat paaasiassa ongel-
mista elektronien siirtymisessa tai niiden matalasta kayttdasteesta solussa. (Prévoteau
et al. 2020)

3.3 Integroidut mikrobisysteemit

Pitkaketjuisten hiiliyhdisteiden tuottaminen on energeettisesti raskasta, ja siksi niitd on
haastavaa tuottaa asetogeeneilla, joiden aineenvaihdunta tuottaa vain vahan ATP:ta
(Rabaey et al. 2011). Mahdollinen ratkaisu kyseiseen ongelmaan voisi |0ytya yhdista-
malla kahden mikrobin vahvuudet siten, etta toinen sitoo hiilidioksidia asetaatiksi (aseto-

geeni) ja toinen (aerobinen bakteeri) tuottaa asetaatista arvokkaampia lopputuotteita.

Pitkaketjuisten hiilivetyjen tuotantoa kahden mikrobin systeemilla on tutkittu esimerkiksi
Acetobacterium woodiilla ja geneettisesti muokatulla Acinetobacter baylyi ADP1 -kan-

nalla. Lehtinen et al. muokkasivat A. baylyi ADP1 -kannan ilmentamaan entsyymeja,
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jotka osallistuvat hiilivetyketjun biosynteesiin. Pitkaketjuisten hiilivetyjen tuotanto mikro-
beilla on mielenkiintoinen tutkimuksen kohde, koska niitd voidaan kayttda drop-in-poltto-
aineina korvaamaan esimerkiksi lentopetrolia. (Lehtinen et al. 2018) Drop-in-polttoai-
neilla tarkoitetaan sellaisia polttoaineita, joita voidaan kayttdad suoraan autojen nykyisilla
moottoreilla. Myds vahaesterien (pitkaketjuisia rasvahappoestereitd) tuotanto on toteu-
tettu kayttdmalla kahden mikrobin systeemia. Systeemin ensimmaisessa vaiheessa kay-
tettiin elektrobiosynteesia asetaatin tuotantoon, minka jalkeen asetaatti muunnettiin va-
haestereiksi A. baylyi ADP1 -kannalla. (Lehtinen et al. 2017)

Hu et al. toteuttivat integroidun gas-to-lipids-bioprosessin kayttden Moorella thermoace-
ticaa asetaatin tuotantoon ja Yarrowia lipolyticaa lipidien synteesiin. Asetaatin korkein
tuottavuus saavutettiin kayttamalla yhdistelmaa kaasusubstraateilla CO- ja H2/CO. Yh-
distetyn prosessin asetaatti- ja lipidipitoisuudet olivat 25 g/L ja 18 g/L. Erityisesti lipidipi-
toisuus laski yhdistetyssd prosessissa verrattuna yksivaiheiseen prosessiin (46 g/L),
mutta tutkimus osoittaa, etta yhdistetty bioprosessi on toteuttamiskelpoinen hiilidioksidin
muuntamiseksi lipideiksi esimerkiksi biodieselin jalostukseen.(Hu et al. 2016) Tahan
mennessa pitkaketjuisten hiiliyhdisteiden tuotantoa bakteereilla on toteutettu ainoastaan

laboratoriomittakaavassa.

Kuvassa 5 esitetaan integroidun mikrobisysteemin toiminta, missa ensimmainen biore-
aktori on anaerobinen ja jalkimmainen on aerobinen. Anaerobiseen bioreaktoriin syote-
tdan synteesikaasua ja kasvumediumia, joka sisaltda tuottajaorganismin kasvulle tar-
keita ravinteita. Bioreaktoreiden sisalt6a sekoitetaan jatkuvasti. Ensimmaisesta bioreak-
torista ohjataan asetaattipitoista biomassaa aerobiseen bioreaktoriin, josta voidaan fer-
mentoinnin paatyttya eritella kaytetty kasvumedium ja lopputuote toisistaan. Aerobisessa
fermentorissa syntyvaa hiilidioksidia voidaan kierrattaa takaisin ensimmaisen bioreakto-
rin lahtdaineeksi. Prosessissa syntyva hiilidioksidin maara on pienempi kuin prosessiin
sitoutuva hiilidioksidi, joten kokonaisuudessa se sitoo hiilidioksidia. (Hu et al. 2016) Yk-

sivaiheisessa prosessissa lopputuote erotellaan jo ensimmaisen fermentoinnin jalkeen.
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Ravinteet

Kayte

2

Kuva 5. Integroidun bioprosessin kaaviokuva gas-to-lipid-prosessista CSTR-bioreakto-

medium

M. thermoacetica Y. lipolytica

rilla (continuous stirred-tank reactor). Anaerobisen fermentorin (ensimmainen) asetaatti-
pitoista kasvumediumia kierratetdan aerobiseen fermentoriin (toinen) Iahtéaineeksi lipi-

disynteesille. (Muokattu lahteesta Metabolic Engineering Laboratory 2017)

Kun tavoiteltavaa lopputuotetta ei voida valmistaa tai valmistus on vaikeaa yksinomaan
mikrobisysteemeilld, voidaan biokatalyysi kytked kemialliseen katalyysiin. Esimerkiksi
kaasufermentaatiolla tuotetut lyhytketjuiset alkoholit kuten etanoli ja butanoli voidaan jat-
kojalostaa lentopetroliksi alcohol-to-jet (ATJ) -valmistusmenetelmalla. (Liew et al. 2016)
Kaasufermentaatiolla tuotettu etanoli ja 2,3-butaanidioli voidaan puolestaan jatkojalos-
taa kemiallisella prosessilla butadieeniksi, jota kaytetdan raaka-aineena muovien ja syn-

teettisen kumin valmistuksessa (Makshina et al. 2012, Duan et al. 2015).

3.4 Uuden sukupolven geenimuokatut mikrobisysteemit

Yksi bioteknologisen tuotannon suurimmista eduista on, ettd mikrobeja voidaan geneet-
tisesti muokata valmistamaan kaupallisesti arvokkaampia lopputuotteita, mita ne luon-
taisesti tuottaisivat (Humphreys & Minton 2018). Mitd suurempi arvonlisays tuotantopro-
sessilla saavutetaan, sitd kannattavampaa tuotannosta tulee. Metaboliamuokkausta voi-
daan hyoddyntaa taysin uusien lopputuotteiden lisaamiseen tuottajaorganismin aineen-
vaihduntaan (synteettiset aineenvaihduntareitit) tai optimoimaan aineenvaihduntareittia

tuottajaorganismin luontaisilla lopputuotteilla.

Ensimmainen proof-of-concept-tutkimus asetogeenien geneettisestd muokkauksesta
julkaistiin vuonna 2010 (Képke et al. 2010). Tutkimuksessa isantasoluun (C. ljungdahlii)
lisattiin synteettinen plasmidi, joka sisalsi butanolin biosynteesin geeneja C. acetobutyli-
cumsta. Rekombinantti C. ljungdahlii tuotti butanolia 2 mM. Vuotta myéhemmin eri pro-

moottoria hyddyntden butanolinkonsentraatio nousi korkeimmillaan 25,66 mM:iin (Képke
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& Liew 2011). Butanoli on ominaisuuksiltaan muihin perinteisiin biopolttoaineisiin verrat-
tuna lupaava vaihtoehto kaytettavaksi liikenteessa (Jin et al. 2011). Butanolin lisédksi mui-
takin ei-natiiveja lopputuotteita kuten liuottimia on valmistettu geneettisesti muokatuilla
mikrobeilla. Esimerkiksi asetonia on valmistettu A. woodiilla muokkaamalla siihen aseto-
nin biosynteesireitti C. acetobutylicumsta. Korkein asetonikonsentraatio tutkimuksessa
oli 15,2+3,4 mM. (Hoffmeister et al. 2016).

Asetaatin syntymista sivutuotteena pyritdan valttdmaan, koska se heikentda prosessin
tehokkuutta, kun osa substraatista kuluu ei-toivotun tuotteen valmistamiseen. Sivutuot-
teiden eliminointiin tdhdannyt metaboliamuokkaus on ensimmaisen kerran raportoitu
vuonna 2012. Eliminoidakseen asetaatin valmistuksen etanolituotannossa Berzin et al.
(2012) inaktivoivat fosfotransasetylaasi-geenin (pta), joka katalysoi asetyyli-KoA:n
muuntamista asetaatiksi kayttdmalla ns. "suicide-plasmidia”, joka ei pysty replikoitumaan
itsendisesti. Lisaksi yliekspressoimalla alkoholidehydrogenaasi-geenia (adh) saavutet-
tiin etanolituotannon kasvu 590 mM:iin ilman asetaattia sivutuotteena. Alkuperainen
muokkaamaton Clostridium-kanta tuotti 250 mM etanolia ja 273 mM asetaattia. (Berzin
et al. 2012) Vuonna 2017 Liew et al. raportoi kasvattaneensa etanolituotantoa C. au-
toethanogenumissa parhaimmillaan 180 % ja vahentaneen ei-toivotun asetaatin kerty-
maa 38%. Tutkijat hyédynsivat ClosTron-mutageneesia ja alleelivaihtoa aldehydi/alko-

holi dehydrogenaasi-geenin (AdhE) inaktivaatiossa. (Liew et al. 2017)

Myds CRISPR-teknologiaa (Clustered regularly interspaced palindromic repeats) (Lino
et al. 2018) on kehitetty ja hyddynnetty asetogeeneille sopivaksi. Tutkimuksissa Huang
et al. (2016) ja Nagaraju et al. (2016) tutkijat onnistuivat tehostamaan geenideleetioiden
tarkkuutta parhaimmillaan 100 %:iin kehittdamallda CRISPR/Cas9-systeemin ilmentymista

saatelevia promoottoreita.

Asetogeenien kayttéon tuotantoalustana liittyy haasteita, joihin ei viela olla 16ydetty tay-
sin toimivaa ratkaisua (haasteita kasitellaan luvussa 4). Sen takia on myos tutkittu 1a-
hestymistapaa, jossa synteettinen autotrofia muokataan heterotrofiseen mikrobiin, joka
on teollisessa biotekniikassa laajasti kaytetty ja aineenvaihdunnaltaan asetogeeneja pa-
remmin tunnettu. Tallaisia mikrobeja ovat esimerkiksi Escherichia coli ja hiivat. (Liew et
al. 2016) Vuonna 2019 paljon mielenkiintoa herattivat lapimurtotutkimukset, joissa he-
terotrofi mikrobi muunnettiin aineenvaihdunnaltaan autotrofiksi. Nain perustavanlaa-
tuista aineenvaihdunnan uudelleenohjelmointia ei olla aiemmin onnistuttu tekemaan.
Tutkimuksissa Gassler et al. ja Geizer et al. isantasoluihin onnistuttiin luoda ja yllapitaa
synteettinen autotrofia, jossa hiilidioksidia sitoo CBB-sykli tai sen muokattu versio. Gass-

ler et al. muokkasi teollisessa biotekniikassa paljon kaytetyn hiivan Pichia pastoriksen
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kayttdmaan ainoana hiilenldhteendan hiilidioksidia poistamalla kolme alkuperaista gee-
nia ja lisdamalla sen genomiin kahdeksan heterologista geenia. Geenimuokkaukset kro-
mosomiin tuotettin CRISPR/Cas9-valitteiselld homologisella rekombinaatiolla. Vastaa-
vasti, Geizer et al. muunsi E. colin kadyttdmaan aineenvaihdunnan substraatteina hiilidi-
oksidia ja formiaattia siten, ettd biomassan hiili on yksinomaan peraisin hiilidioksidista ja
pelkistysvoima seka energia formiaatista. Autotorofinen E. coli tuotettiin poistamalla
kolme alkuperaisen aineenvaihdunnan geenia ja lisddmalla nelja heterologista geenia
kayttden P1-transduktiota. Rekombinanttinen E. coli saavutti autotrofian 200 paivan la-
boratorioevoluution jalkeen. (Gassler et al. 2019, Gleizer et al. 2019) Edella kuvatut
tutkimukset osoittavat, ettd mikrobien aineenvaihdunta on erittdin joustavaa ja sopeutu-
vaa, ja ettd metaboliamuokkauksella on mahdollista saada aikaan teollisuudelle hyodyl-
lisia bakteerikantoja, jotka eroavat merkittdvasti luonnonkannasta, mutta ovat silti elinky-

kykyisia.

3.5 Prosessiesimerkki kaasufermentaation hyodyntamisesta:

etanolintuotanto

Etanolin valmistusta asetogeeneilla on tutkittu eniten Clostridium-suvun bakteereilla ku-
ten C. ljungdahlii, C. autoethanogenum ja C. ragsdalei. Etanolia voidaan valmistaa kahta
reittia pitkin: Suoraan WL-reitin valituotteesta asetyyli-KoA:sta asetaldehydin kautta al-
dehydi/alkoholi dehydrogenaasilla (AdhE) tai epasuorasti asetaatin kautta aldehydi:fer-
redoksiini oksidoreduktaasilla (AOR) ja alkoholi dehydrogenaasilla (Adh) (Liew et al.
2017). Etanolin valmistus hiilimonoksidista tai hiilidioksidista ja vetykaasusta tapahtuu

stoikiometristen kaavojen E1ja E2 mukaisesti.
6CO (g) +3H,0 (1) » CbHsOH (1) + 4 €O, (9) (E1)
2C0,(g9)+6H,(g) > C,HsOH (1) + 3 H,0 (1) (E2)

ABE-fermentaatiosta tiedetdan Clostridium-bakteerien fysiologian jakautuvan kahteen
vaiheeseen: asidogeneesiin ja solventogeneesin. Asidogeneesissa bakteerit kasvattavat
biomassaa, jolloin metaboliatuotteena syntyy padasiassa asetaattia. Solventogeneesin
aikana kasvu on rajoitettua (ravinteiden loppuminen, matala pH), jolloin metabolia tuot-

teena syntyy etanolia. (Richter et al. 2016)

Etanolin tuotantoa on pyritty tehostamaan optimoimalla kasvualustan ominaisuuksia. Sa-
xena & Tanner (2011) paransivat etanoli-asetaatti-suhdetta C. ragsdaleilla nelinker-

taiseksi optimoimalla hivenainemetalli-ionien (esim. Cu?* ja Ni?*) konsentraatioita. Eta-
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nolituotannon lisdantyminen perustui bakteerien tehostuneeseen kasvuun ja metalloent-
syymien toiminnan lisdéntymiseen optimoiduilla hivenainemetalli-ioni-konsentraatioilla.
Toisaalta, Richter et al. (2016) havaitsivat etanolin tuottamiseen (C. ljungdahlii) tarvitta-
vien entsyymien pysyvan aktiivisena myds asidogeneesin aikana. Siirtyminen solvento-
geneesiin perusteltiin geneettisen regulaation sijaan termodynaamisella mallinnuksella.
Tuloksista voidaan paatelld, ettd useat tekijat vaikuttavat bakteerin aineenvaihdunnan
siirtymiseen asidogeneesista solventogeneesiin. Lisatutkimus asetogeenien aineenvaih-

dunnasta ja geeneista on tarpeellista ymmarryksen lisdamiseksi.

Kaasufermentaation hyddyntaminen etanolin tuotannossa on ottanut merkittavia edistys-
askelia viimeisen viiden vuoden aikana. Vuonna 2018 yritys LanzaTech (LanzaTech
Inc., www.lanzatech.com) avasi ensimmaisen kaupallisen mittakaavan (vuosikapasi-
teetti 60 miljoonaa litraa etanolia) tuotantolaitoksen Kiinaan (LanzaTech 2018). Lanza-
Techin tehdas on jalkiasennettu terastehtaan valittdmaan laheisyyteen ja hyddyntaa sen
savukaasuja fermentointiprosessin raaka-aineena. LanzaTech kayttaa etanolin valmis-
tukseen rekombinanttista C. autoethanogenum-kantaa, jolle se on myds kehittanyt gee-
nimuokkauksen tydkaluja optimoimaan etanolin tuotantoprosessia (Nagaraju et al. 2016,
Diaz 2019).

Kaasufermentaatiolla tuotettu etanoli vahentada merkittavasti kasvihuonekaasupaastoja
verrattuna perinteiseen fossiiliseen bensiiniin. LanzaTechin etanolin tuotantoprosessille
suoritetun elinkaarianalyysin (life cycle assesment) mukaan kaasufermentaation paastot
ovat vahintéan 60% pienemmat teollisuuskaasuja substraattina kayttavassa skenaa-
riossa ja ldahes 90 % pienemmat, kun kaasusubstraatti valmistetaan biomassasta kaa-
suunnuttamalla. LCA-analyysin oletuksena on, etta ilman hyotykaytt6a kaasufermentaa-
tiolla, teollisuuskaasut paatyisivat ilmakehaan hiilidioksidipaastéina. Biomassan kaa-
suunnutuksessa syntyvalla ylimaaraisella Iammolla voidaan tuottaa hoyrya, jota voidaan
kayttaa prosessiin suoraan tai se muuntaa sahkoksi CHP-systeemilla (combined heat
and power). Lisaksi prosessissa syntyvat jatevirrat voidaan minimoida hyddyntamalla
esimerkiksi veden sisaista kiertoa bioreaktorin ja jalkikasittelyn valilla. Kaasufermentaa-
tion suorat hiilidioksidipaastot ilmakehaan muodostuvat bioreaktorin poistokaasuvirrasta

ja biologisen kiintoainejatteen anaerobisesta madatyksesta. (Handler et al. 2016)
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4. KAASUFERMENTAATION HAASTEET JA MAH-
DOLLISUUDET

Kaasufermentaatio on vield kohtalaisen uusi menetelma, minka takia sen kayttoon liittyy
haasteita, joiden ratkaisemiseksi tarvitaan viela lisda tutkimusta. Toisaalta kaasufermen-
taatio tarjoaa myos merkittavia etuja muihin menetelmiin verrattuna. Haasteita ja mah-

dollisuuksia on listattu taulukkoon 1.

Taulukko 1. Yhteenveto kaasufermentaation haasteista ja mahdollisuuksista

Haasteet Edut ja mahdollisuudet

Asetogeenit kasvavat hitaasti ja niiden ai- | Sitomalla  kasvihuonekaasupaastéja
neenvaihdunta ei luontaisesti tuota paljon | kayttdhyddykkeisiin voidaan lieventaa
ATP:ta biomassan kasvattamiseen. ilmastonmuutosta ja edistaa kiertota-
loutta.

Pitkien hiiliketjujen/korkeaenergisten yh- | Polttoaine- ja kemikaalituotanto voi-
disteiden tuottaminen on hankalaa aseto- | daan kytkea irti fossiilisista ja ruoaksi

geeneilla. kelpaavista raaka-aineista.

Tuotantomikrobien substraattikayttd jaa | Teollisuuden jatekaasut ovat edullisia
matalaksi, jos kaasu—neste-massansiirto | raaka-aineita ja niilla on hyva saata-
ei ole tarpeeksi tehokasta. Tama johtaa | vuus. Kaasuunnutuksella voidaan tuot-
mataliin tuotesaantoihin. taa raaka-ainetta monista eri materiaa-

livirroista.

Kaasusubstraatit voivat siséltda biokata- | Metaboliamuokkaus mahdollistama
lyysia inhiboivia epapuhtauksia. laajan tuotevalikoiman ja biosynteesi-

reittien optimoinnin.

Suuren mittakaavan tuotantolaitoksia ei | Verrattuna kemiallisiin synteesireittei-
ole viela tarpeeksi vastaamaan kysyntaan. | hin (esimerkiksi Fischer—Tropsch), pro-
Uusien tuotantolaitosten perushankinta- | sessin kayttokustannukset ovat mata-
kustannukset ovat korkeita. lammat ja biokatalyysin sietaa parem-
min kaasusubstraatin vaihtelevaa koos-

tumusta ja epapuhtauksia.
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Asetogeeniset bakteerit ovat tyypillisesti hitaita kasvamaan. Hitaan kasvun taustalla on
bakteerisolun energiantuotannon romahtaminen korkeissa asetaattipitoisuuksissa, jol-
loin solun pH laskee, mikéa estaa ionigradientin muodostamista, mika lopulta johtaa ATP-
synteesin romahtamiseen (Baronofsky et al. 1984). Pelkistdvan metabolian tehostami-
seen tutkijat ovat esittdneet eri substraattien cofeeding-menetelmaa. Menetelman
ideana on lisata paasubstraatin (hiilidioksidi) joukkoon rajoitetusti ns. lisdravinteena yh-
distettd (dopantti), jota mikrobi suosii substraattina luontaisesti, kuten glukoosia. Park et
al. havaitsivat dopantin lisddmisen kasvumediumiin tehostavan ATP- ja NADPH-syntee-
sia ilman paasubstraatin inhibitiota. Cofeeding-menetelmalla lopputuotesaanto oli korke-
ampi kuin erikseen kasvatetuilla yhden substraattien viljelmilld yhteensa. (Park et al.
2019)

Toinen merkittdva haaste ja pullonkaulatekija kaasufermentaatiossa on substraatin
kaasu—neste-massansiirto. Kaasusubstraatin rajoittunut liukeneminen kasvumediumiin
johtaa substraatin matalaan kayttdasteeseen mikrobeilla, mikad puolestaan johtaa pro-
sessin huonoon tuottavuuteen. (Munasinghe & Khanal 2010) Synteesikaasun massan-
siirto (CO, CO3, Hz) on alhaisempaa kuin perinteisessa aerobisessa fermentoinnissa ha-
pen massansiirto, koska hiilimonoksidin ja vetykaasun liukoisuus nesteeseen on mata-
lampi kuin hapella (Liew et al. 2013). Lampétilaa laskemalla voidaan parantaa kaasujen
liukoisuutta nesteeseen, mutta se on myds oleellinen tekija mikrobien kasvun kannalta.
Mesofiilisten bakteerien optimaalinen kasvulampétila on 30-40 °C, joten lampétilan mer-
kittava lasku alle optimilampétilan heikentaisi mikrobien kasvua. (Munasinghe & Khanal
2010) Kaasu—neste-massansiirtoa on tehostettu esimerkiksi lisdamalla nanopartikkeleita
kasvumediumin joukkoon. Tutkimuksessa Kim et al. (2014) kuudesta testatusta na-
nopartikkelista hydrofobinen metyyliryhmalla funktionalisoitu silikapohjainen partikkeli
paransi kaasujen liukoisuutta nesteeseen eniten. CO:n, CO2:n ja Hz:n liukoisuudet para-
nivat 272,9 %, 200,2% ja 156,1% verrattuna muokkaamattomaan synteesikaasuun, mika

kasvatti etanolin tuotantoa 166,1 %.

Myos bioreaktorisuunnittelulla voidaan optimoida kaasusubstraatin massansiirtoa neste-
faasiin. Bioreaktorin valinnassa tarkeitd ominaisuksia ovat korkea massansiirtoteho, ma-
talat kayttokustannukset ja mahdollisuus hyddyntaa bioreaktoria suurissa volyymeissa.
Kaasufermentaation yleisin reaktorimalli on jatkuvatoiminen sekoitusreaktori (CSTR),
jossa kasvumediumia sekoitetaan jatkuvasti mekaanisella sekoittajalla ja kaasu-
substraatin sy6ttd reaktoriin on jatkuvatoimista. Muita reaktorityyppeja ovat esimerkiksi
kuplakolonnireaktori (bubble column reactor) ja immobilisoitu solukolumnireaktori (Im-
mobilized cell column reactor) ja tihkupetireaktori (Trickle-bed reactor). (Munasinghe &
Khanal 2010)
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Kaasufermentaation suurin potentiaali tulevaisuudessa on arvonluominen jatevirralle
(CO., CO) ja paastdjen sitominen ilmakehasta. Fossiilisten polttoaineiden kayttd vapaut-
taa ilmakehaan hiilidioksidia, jonka sitominen takaisin fossiiliseksi biomassaksi kestaa
kauan. Kaasufermentaatiolla tuotettu polttoaine puolestaan ei lisda ilmakehan paasto-
kuormaa, koska sen hiili on peraisin jatevirrasta, joka ilman kaasufermentointia vapau-
tuisi ilmakehaan hiilidioksidina. Tasta nakokulmasta tarkasteltuna kaasufermentaation

voidaan ajatella olevan hiilineutraali tuotantoprosessi.

Kayttokustannuksiltaan kaasufermentaatio on luultavasti edullisempi kuin hiilidioksidia
hyddyntavat kemialliset synteesit, koska sitéd voidaan operoida matalassa lampdtilassa
ja paineessa, mika pienentaa prosessin energiankulutusta ja aiheuttaa siksi vahemman
kuluja. Lisaksi kaasufermentaation kayttdmat raaka-aineet ovat edullista ja helposti saa-
tavilla. Fossiiliset luonnonvarat kuten maakaasu ja dljyt ovat rajallisia ja siksi niita ei voida
hyddyntaa loputtomiin. Fossiilisten materiaalivirtojen kytkeminen irti talouskasvusta on
tarkea osa kiertotalousmallia ja sen mukaisen neitseellisen materiaalikdyton vahentami-
nen on mahdollista toteuttaa ilman taloudellisia haittoja (Schandl et al. 2016). Kaasufer-
mentaatio on tuotantoprosessi, joka tukee talouden kytkemista irti ehtyvistad luonnonva-

roista.

Tuotantomaarien osalta kaasufermentaatio ei yksinaan talla hetkelld pysty vastaamaan
tuotteiden, kuten etanolin kysyntdan. Vuoden 2019 etanolin tuotantomaaria tarkastel-
lessa (noin 29 000 miljoonaa gallonaa (RFA 2019)) voidaan sanoa kaasufermentaation
osuuden olevan hyvin pieni markkinoiden kysynnasta. Kysyntaan vastaaminen kaasufer-
mentaatio-menetelmalla vaatisi siis uusien tuotantolaitosten rakentamista ja investoin-
teja. Nykyisten sokerifermentaatiota hyddyntavien etanolilaitosten muuntaminen
kaasufermentaatiolaitoksiksi voisi laskea kuluja verrattuna taysin uusien tuotantolaitos-
ten rakentamiseen. Teollisuuspaastdja hyddyntavien kaasufermentointilaitosten jalki-
asennus paastolahteen laheisyyteen puolestaan vahentda raaka-ainekuljetuksista ai-

heutuvia kuluja ja paastoja.
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5.JOHTOPAATOKSET

Hiilidioksidia voidaan hyddyntaa kemikaalien ja polttoaineiden tuotannossa kayttamalla
asetogeenisia bakteereita tuottajaorganismeina kaasufermentaatioprosessissa. Aseto-
geeniset bakteerit kayttavat Wood-Ljungdahl-aineenvaihduntareittid, jolla voidaan tuot-
taa muun muassa asetaattia ja etanolia. Kaasufermentaatiossa voidaan kayttaa raaka-
aineena esimerkiksi biomassasta kaasuunnutettua synteesikaasua tai teollisuuden jate-
kaasuja, jotka ovat edullisia ja saatavuudeltaan hyvia raaka-aineita. Kaasufermentaation
hyédyntdminen kemikaalien ja polttoaineiden tuotannossa on ymparistélle parempi vaih-
toehto kuin perinteiset valmistusmenetelmat, koska se sitoo hiilidioksidia eika kayta fos-

siilisia raaka-aineita.

Kaasufermentaatioon liittyy myds haasteita, joita selittda osittain teknologian nuori ika.
Asetogeenit eivat tuota aineenvaihdunnallaan paljon energiaa, minka takia korkeaner-
gisten yhdisteiden, kuten hiilivetyjen ja lipidien, tuotanto on haastavaa. Yhdistamalla
kaksi mikrobisysteemia voidaan tulevaisuudessa mahdollisesti tuottaa myos edella mai-
nittuja arvokkaampia yhdisteitd. Bioprosessin toimivuutta voi my6s heikentdad kaasu-
substraatin sisaltamat epapuhtaudet, jotka voivat ainakin osittain inhiboida tuottajaor-
ganismin kasvua. Lisdksi kaasusubstraatin massansiirron tehostaminen vaatii lisatutki-
musta, jotta tuottajaorganismin hiilen kayttdaste on riittavalla tasolla kannattavaan tuo-

tantoon nahden.

Kaasufermentaation tarkeimmat tulevaisuuden kehitysalueet ovat asetogeenien ener-
giatuotannon tehostaminen ja tuotesaantojen kasvattaminen. Energiantuotannon tehos-
taminen esimerkiksi cofeeding-menetelmalld on antanut lupaavia tuloksia. Myds nope-
asti kehittyvat geenimuokkausmenetelmat tarjoavat ratkaisuja asetogeenien ja muiden
tuottajaorganismien aineenvaihdunnan optimointiin. Kuten kaikkien uusien teknologioi-
den myo6s kaasufermentaation vakiinnuttaminen teollisuudessa vaatii kehitystyota. En-
nen kaikkea sen kayttoonotto vaatii kuitenkin hiilidioksidia hyddyntavien menetelmien
arvottamista ja yhteiskunnallista tahtotilaa siirtya pois fossiilisia luonnonvaroja hyddyn-

tavista menetelmista.
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