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Mikrovetikad on {isna laialdaselt leidnud kasutust toiduainetddstuses tdnu viirtuslikele
toitainete, vitamiinide ja pigmentide sisaldusele. Vaértuslike tihendite hulka kuuluvad
muuhulgas olulised amino- ja rasvhapped, mida inimorganism ise ei suuda siinteesida.
Vetikatest toodetakse toidulisandeid, funktsionaalseid toite ja teisi tervist etendavaid
preparaate. Pigmendid on leidnud rakendust ka looduslike toiduvérvidena.

Viimase poole sajandi jooksul on intensiivselt uuritud vetikaid ka biokiituste tootmiseks,
kuna selles ndhakse potentsiaali taastumatute kiituste tdielikuks asendamiseks. Siiski on
tdnaseni tehnoloogiad liialt kallid, et see vOiks konkureerida fossiilsete kiitustega.
Mikrovetikate kasvatamise peamine kitsaskoht ongi suur tootmiskulu. Kuna vetikate
kontsentratsioon lahuses on viga viike, tuleb biomassi kittesaamiseks toodelda suurt
hulka vedelikku mitmes etapis kallite tehnoloogiate abil.

Mikrovetika saaduste konkurentsivoime tostmiseks peaks viadrindama koik biomassi
komponendid, mitte keskenduma ainult iihele 16pp-produktile. Kulude vidhendamise
eesmaérgil on tehtud esimesed sammud ka biomassi tootmise integreerimisel heitvee
puhastamisega. Heitveed sisaldavad suures koguses toitaineid, mida on vaja vetikate
kasvuks. Lisaks pole kasvukeskkonna jaoks tarvis kasutada magevett. Need on kaks
olulist sisendit mikrovetikate kasvatamiseks. Teine positiivne aspekt seejuures on vee
puhastamise efekt. Vetikate tootmise tdhususe kontekstis rddgitakse ka uute ja paremate
omadustega vetikaliikide leidmisest v3i olemasolevate geneetilisest arendamisest.
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Microalgae have successfully been used in food industry considering their valuable
nutrients, vitamins and pigment. Essential compunds among others are important amino
acids and fatty acids that can not be synthesized by human organism. The main products
are food additives and nutraceuticals. Pigment are widely used as natural colorings.

In last 50 years microalgae have been intensively investigated considering biofuels. It
suppose to have the potential to replace the fossil fuels but until now the technologies are
far too expensive to produce biofuels with competitive price.

As the concentration of algal biomass is very low, to restore the biomass from a huge
amount of liquid in different stages needs to be processed and all these technologies are
expensive.

Biorefinery is a keyword to make the microalgal products more competitve. It means all
the compunds of microalgae should be used to produce a valuable goods. At the moment
more common is to focus on one product which is irrationale and expensive. Microalgae
cultivation has nowadays also tried to integrate with sewage treatment. Domestic,
agricultural and industrial sewage include a lot of nutrients like N and P which are exactly
needed for biomass cultivation. In addition, no or less fresh water will be needed for
cultivation. There are also genetical investigations to find new species or strains with
better characteristics for autotrophic cultivation. Strains genetic engineering also seems to
be a possibility.
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SISSEJUHATUS

Vetikaid tuntakse kui iiht vanimat eluvormi maal ning neid voOib leida erinevates
kliimavodtmetes, soolastes ja mageveekogudes. Tédnu oma lihtsale ehitusele on nad
voimelised edukalt kohanduma erinevates keskkonnatingimustes. Vetikaid on kasutatud juba
ammusest ajast toiduks inimestele ja s66daks loomadele — juba 2000 aastat tagasi elati Hiinas

iile ndljaperiood, kasutades toiduks perekonna Nostoc vetikaliike (Spolaore et al. 2006).

Viimase poole sajandi jooksul on aga vetikate mass-tootmise vastu hakatud mérksa suuremat
huvi tundma, kuna need voiksid potentsiaalselt lahendada mitmeid olulisi probleeme, millega
globaalsel tasandil silmitsi seistakse. Siiski on mikrovetikate kasvatamine suurtootmises kogu
potentsiaali arvestades vdhe arenenud. Sellest tulenevalt voib Oelda, et bakalaureuset6o
teemavalik on viga aktuaalne ning oluline ka globaalsel tasandil. Kasutades vetikaid inimeste
hiivanguks, ptiiitakse lahendada mitmeid olulisi probleeme, mis kaasnevad inimpopulatsiooni

kasvu ja heaolustandardite suurenemisega.

Kidesoleva bakalaureusetod eesmirgiks on analiilisida mikrovetikate tootlikkust ja
rakendusvaldkondi. Eesmérgi tditmiseks on piistitatud jargmised uurimisiilesanded: 1) anda
iilevaade mikrovetikate bioloogiast ja liigilistest eriparadest; 2) selgitada vélja mikrovetikate
kasvatusnouded; 3) hinnata erinevaid kasvatustehnoloogiaid; 4) analiilisida mikrovetikate

tootlikkust ja kasutusvaldkondade rakendatavust.

Toos kasutatud kirjandus on peamiselt inglisekeelne, kuna eestikeelset materjali antud teema
kohta on vdga vdhe ning olemasolevad allikad liialt ilevaatlikud ega vasta teadusartikli

nouetele. Kasutatud allikate hulgas on nii iilevaate- kui ka tavateadusartikleid.



1. MIKROVETIKATE ULDISELOOMUSTUS

Vetikaid tuntakse kui {ihte vanimat eluvormi maal. Need on primitiivsed taimed (tallofiiiidid),
s.t. ilma juurte, varte ja lehtedeta. Vetikate rakustruktuurid on peamiselt mdeldud energia
muundamiseks ilma igasuguse arenguta viljaspool rakke ning nende lihtne areng lubab neil
kohaneda valitsevate keskkonnatingimustega ja kasvada pikaajaliselt. (Brennan, Owende
2009) Vetikad iimbritsevad meid peaaegu kdikjal — nii mage- kui ka soolases vees, kiilmades
maigijogedes, soojas kliimas sisemaa soodes ja tiikides ning varieeruvad suuruselt mdnest

mikromeetrist kuni ile 30 m pikkuste isenditeni. (Chair et al. 2009)

Vetikad klassifitseeritakse kahte rithma: makro- ja mikrovetikad. Makrovetikad on suured
(mdddetavad sentimeetrites), mitmerakulised ning neid voib tihti ndha kasvamas tiikides.
Mikrovetikad seevastu on viga viikesed (moddetavad mikromeetrites) ainuraksed vetikad,
mis tavaliselt kasvavad veekogus hdljumina. Mikrovetika rakud vodivad sobivates

kasvutingimustes kahekordistuda mone tunni jooksul. (/bid)

Enamik mikrovetikaid on eukariiootsed rakud, s.t. omavad eristunud rakutuuma ja
membraanseid rakuorganelle, mis kontrollivad rakkude funktsioone vdimaldades neil ellu
jadda ja paljuneda. Siiski leidub ka prokariiootseid mikrovetikaid, mille rakkudel puudub
rakutuum ning neil pole membraanidest timbritsetud organelle (plastiidid, mitokondrid,
nukleiidid, Golgi kompleks ja flagella) sarnanedes rohkem bakteritele kui vetikatele — neid

nimetatakse tsiianobakteriteks. (Brennan, Owende 2009)

Vetikaid  jaotatakse = hdimkondadesse  peamiselt  pigmentatsiooni,  elutsiikli  ja
baasrakustruktuuri alusel. Enam levinud on jaotus pigmentatsiooni alusel: Chlorophyta
(rohevetikad), Rhodophyta (punavetikad), Phaeophyta (pruunvetikad) ja Cyanophyta
(sinivetikad). (Morphology and Taxonomy)

Mikrovetikaid voib jagada veel autotroofseteks, heterotroofseteks ja miksotroofseteks:

e autotroofsed — enamik mikrovetikatest; vajavad kasvuks ainult anorgaanilisi ithendeid
nagu CO,, soolad ja valgusenergia. Autotroofsetele vetikatele on fotosiintees

votmetdhtsusega ellujddmiseks, mille abil nad muundavad péikesekiirguse ning



kloroplastidesse neeldunud CO, adenosiintrifosfaadiks (ATP) ja hapnikuks (O;), mida
seejarel kasutatakse kasvu tagamiseks;

e heterotroofsed — moned vetikaliigid, mis on vdimelised kasvama pimeduses ja
kasutama orgaanilist siisinikku (nagu glikoos vOi atsetaat) energia- ja
siisinikuallikana;

e miksotroofsed — mikrovetikad, millel on vOime teostada nii fotosiinteesi kui ka

omastada eksogeenseid orgaanilisi toitaineid. (Brennan, Owende 2009; Wen, Johnson

2009; Singh, Saxena 2015)

Mikrovetikad koosnevad peamiselt valkudest, rasvadest, siisivesikutest, vitamiinidest ja
pigmentidest. Erinevate liikide korge proteiinisisaldus ning vdime siinteesida muuhulgas
kaheksat aminohapet, mida inimorganism ise ei suuda toota, on {liks peamiseid pohjusi
vetikate kasutamisel inimtoiduks. Vetikates leiduvad siisivesikud esinevad tarklise, gliikoosi,
suhkrute voi teiste poliisahhariidide kujul. Nende seeduvus on viga korge kasutamaks toidus
voi s00das. Keskmine lipiidide sisaldus vetikarakus varieerub 1-70%-ni, kuid voib saavutada
ka 90% sisalduse teatud kasvutingimustes. Rasvhapete hulka ja suhtelist proportsiooni on
voimalik mojutada toitainetega kasvukeskkonnas, nditeks l&dmmastiku vaegusega. Lipiidid
koosnevad gliitseroolist ja erinevatest kiillastunud ja kiillastumata rasvhapetest.
Mikrovetikates on esindatud ka peaaegu koik olulised vitamiinid: A, Bj, By, Bg, B, C, E,
biotiin, foolhape ja pantoteenhape. Vitamiinide sisaldus suurendab vetikate toitainelist
vadrtust, kuid nende kogus soltub vetikate kasvutingimustest, saagikoristusviisist ja biomassi
kuivatamise meetodist. Samuti sisaldavad vetikad rikkalikult pigmente nagu klorofiill,

karotenoidid ja flikobiliinid. (Spolaore et al. 2005)

Bishop ja Zubeck (2012) on vilja toonud enamkasvatatavate mikrovetikate toitainelise

koostise, mida kirjeldab tabel 1 (Bishop, Zubeck 2012).



Tabel 1. Enim kasvatatavate mikrovetikate toitaineline koosseis grammides 100g kuivaine

(KA) kohta. (Bishop, Zubeck 2012)

Spirulina | Dunaliella | Haematococcus | Chlorella | Aphanizomenon
Valgud 63 7,4 23,6 64,5 1,0
Rasvad 4,3 7,0 13,8 10,0 3,0
Siisivesikud 17,8 29,7 38,0 15,0 23,0
Klorofiill 1,15 2,2 0,4 (punane) 5,0 1,8
1,1 (roheline)
Beeta-karoteen 0,12 1,6 0,054 0,086 0,42
Vit. B; (tiamiin) 0,001 0,0009 0,00047 0,0023 0,004
Vit B, (riboflaviin) | 0,0045 0,0009 0,0017 0,005 0,0006
Vit. B; (niatsiin) 0,0149 0,001 0,0066 0,025 0,013
Vit. Bs 0,0013 0,0005 0,0014 0,0019 0,0008
(pantoteenhape)
Vit. B 0,00096 0,0004 0,00036 0,0025 0,0013
(piiridoksiin)
Vit. By (foolhape) | 0,000027 | 0,00004 0,00029 0,0006 0,0001
Vit. By, 0,00016 | 0,000004 0,00012 0,000008 0,0006
(kobalamiin)
1.1. Tootmisettevotetes viljeletavad mikrovetikaliigid

Arilistel eesmirkidel kasvatatakse tootmisettevdtetes peamiselt jirgnevaid mikrovetikate
litkke: Chlorella, Dunaliella ja Haematococcus (Heimann, Huerlimann 2015) Botryococcus,

Nannochloropsis (Ho et al. 2014), Spirulina ja Aphanizomenon (Bishop, Zubeck 2012).

1.1.1. Chlorella

Chlorella on eukariiootne, Chloropyhta hdimkonda kuuluv, ainurakne rohevetikas, mida
leidub paljudes veekogudes. Chlorella liigid on tootmises enim eelistatud, kuna need on
kiirekasvulised, kasvutingimuste suhtes védhendudlikud ning vastupidavad saastumisele.
Chlorella erinevate tiivede hulgast on enim uuritud magevee tiive Chlorella vulgaris, seda
peamiselt dieet-toiduainena. Masstootmises on seda viljeletud alates 1950ndatest ja seda
toodavad maailmas rohkem kui 70 driettevotet. (Tahir 2014) USA, Jaapan, Hiina, Taivan ja
Indoneesia toodavad iile 2500 tonni kuivatatud Chlorella’ t igal aastal (Bishop, Zubeck 2012).
Enamik C. vulgaris e td0stuslikust biomassist on saadud miksotroofse viljelemise tulemusena
tootmiseks. Uuringud C. vulgaris’ega labi  viidud peamiselt

toidulisandite on

mageveekeskkonnas, v.a. monede iiksikute eranditega merevees. (Tahir 2014)

Magevees elutsev mikrovetikas Chlorella vulgaris (joonis 1) on mikroskoopilisel vaatlusel
immargune, litkumatu reproduktiivne rakk suurusvahemikus 2-10 pum. Rakus on iiks

kloroplast, amiiloosil ja amiilopektiinil pdhinev térklisegraanul ning iiks piirenoid, mis
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sisaldab suurel hulgal ribuloos-1,5-bifosfaat-karboksiilaasi/oksiigenaasi (RuBisCO — enim
levinud valguline ithend maakeral, mis aitab siduda CO, fotosiinteesi jaoks). Rakk paljuneb
vegetatiivselt tootes 4 tlitarrakku, mis vabanevad emaraku autospoor-rakust rebenemise teel.
Rakusein areneb koos raku vanusega olles tugevam vanematel rakkudel, gliikosamiini liitmine

tagab rakuseina jdikuse. (Heimann, Huerlimann 2015)

Tuum Rakusein

Tuumake . . Rakumembraan

N\ Tsutoplasma

+ Kloroplast

Purenoid f_'j" Iﬁl (tassikujuline)

(tarkliseterade

kogumik)

Joonis 1. Chlorella rakuehitus (Protist Kingdom 2012)

1.1.2. Dunaliella

Merevees kasvav Dunaliella on eukarliootne mikrovetikas, mis kuulub Chlorophyta
héimkonda. Raku kuju ja suurus varieeruvad, kuid kuju on tiilipiliselt ovaalne (4-15 um lai ja
6-25 um pikk) heades kasvutingimustes, muutudes timmarguseks ebasobivates keskkonnas.
Enim viljeletav tiivi on Dunaliella salina (joonis 2), mille vegetatiivsetel rakkudel on kaks
vordse pikkusega niitjat viburit, mis voimaldavad neil ujuda. Rakk on né ,alasti®, s.t. ilma
rakuseinata, kuid tmbritsetud gliikokaaliiksist (suhkrurikas raku vélispinna osa, mille
moodustavad siisivesikud, gliikoproteiinid, kuid mis pole vdga kindlalt rakumembraaniga
tthendatud). Rakud sisaldavad ka iihtainsat tassikujulist kloroplasti, mille keskmes on
tarkliseteradest iimbritsetud piirenoid, membraaniga Uimbritsetud tuuma, mitokondreid,
vakuoole ja Golgi kompleksi. Paljunemine toimub vegetatiivselt pikuti jagunemisel. Harva
esineb ka suguline paljunemine isogaamse iihinemise teel (fiisioloogiliselt ja biokeemiliselt
erinevate rakkude osalemine viljastumisprotsessis). (Heimann, Huerlimann 2015; Tafreshi,

Shariati 2009)
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Dunaliella Salina °

Joonis 2. Dunaliella salina rakk (Algalimento)

Dunaliella on vdimeline elama viga korge soolsusega (kuni ~35%) vees - seda tuntakse kui
koige halotolerantsemat (soolsust taluv) eukariiooti. Sellises keskkonnas ei suuda enamik
organisme ellu jidda ning seetdttu on antud mikrovetikatel vdiksem risk saastumisele teiste
konkureerivate = mikroorganismide  poolt, muutes selle kultiveerimise edukaks
tootmisettevotetes. Lisaks korgele soolsusele talub D. salina histi ka korget

valgusintensiivsust. (Tafreshi, Shariati 2009; Tempesta et al. 2010)

Dunaliella’t toodetakse hinnanguliselt 1200 tonni kuivaines (KA) aastas. Suurimad
tootmisettevotted asuvad lisraelis, Hiinas, USA-s ja Austraalias. Dunaliella toodab arvukalt
karotenoide, millest levinuim on B-karoteen ja vdiksemates kogustes ka a-karoteeni, luteiini ja

liikkopeeni. (Bishop, Zubeck 2012)

1.1.3. Haematococcus

Haematococcus on eukariiootne ainurakne magevees kasvav vetikas kuuludes Chlorophyta
hoimkonda. Rakud on biflagellaadid suurusega 8-50 pm diameetrilt, liikuvas faasis
pirnikujulised. (Heimann, Huerlimann 2015) Ebasobivates kasvutingimustes esineb raku
palmelloidne vorm (joonis 3), s.t. rakud ldhevad puhkestaadiumisse ja tdombuvad limatsiisti
ning hakkavad tootma selles olekus astaksantiini — antioksiidantse toimega
karotenoidpigmenti, mis on toimelt vihemalt 10 korda tugevam kui B-karoteen ja 1000 korda

efektiivsem kui vitamiin E. (Heimann, Huerlimann 2015; Bishop, Zubeck 2012)
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Joonis 3. Haematococcus pluvialis’e rakud palmelloidvormis — vasakul puhkestaadiumi
alguses, kui astaksantiin hakkab kuhjuma ja paremal 1dpustaadiumis tsiistidena sisaldades
maksimaalset hulka astaksantiini, minimaalselt klorofiilli. (Solovchenko, Chekanov 2014)

Enim toodetakse tiive Haematococcus pluvialis, mis on levinud komponent funktsionaalses
toidus, ravimites ja kosmeetilistes toodetes. Haematococcus’e kuivmassi toodetakse aastas
hinnanguliselt 300 tonni USA-s, Indias ja lisraelis. See on suurim loodusliku astaksantiini
allikas moodustades 1,5-3% vetika kuivmassist. Astaksantiini hinnanguline iilemaailmne turg
on 200 miljonit dollarit. Siiski 95% sellest turust tarbib siinteetiliselt toodetud astaksantiini.
Selle kasutamiseks on arvukalt patente, peamiselt toiduaine- ja tervisetoodete valdkondades.
Haematococcus’t kasvatatakse tootmisettevotetes nii vélitingimustes kui ka kontrollitud

fotobioreaktorites. (Bishop, Zubeck 2012)

1.1.4. Botrycoccus

Botrycoccus on hdljuv, kolooniaid moodustav vetikas (joonis 4), mis kuulub Chlorophyta
hdimkonda. Tootmisettevotetes enim rakendust leidnud tiivi on Botrycoccus braunii. Selle 50-
100 ovaalset rakku on pdimitud keerulise siisivesinike ekstratsellulaarse maatriksi sisse.
Kolooniad on timbritsetud siisivesikutel pohineva tugiseinaga, mis koosneb arabinoosist ja
galaktoosist, samal ajal kui rakusein on {Umbritsetud tiiipilistest 1-1,4 ja b-1,3

poliisahhariididest. (Heimann, Huerlimann 2015)

Botrycoccus braunii’l on keskmisest korgem (kuni 70%) lipiidide sisaldus ka tavapdrastes
keskkonnatingimustes, kuid selle liigi puhul on biomassi kahekordistumise aeg tavaliselt
vahemikus 5-7 pdeva (Mujtaba et al. 2012), mis on {isna aeglane vorreldes nt Chlorella’ga ,

mille biomass vdib kahekordistuda mone tunni jooksul.
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Joonis 4. Botrycoccus braunii vetikakoloonia. (Botrycoccus braunii Kuetzing)
1.1.5. Nannochloropsis

Nannochloropsis oculata kui iiks enim kasvatatav mikrovetikas kuulub hdimkonda
Chlorophyta. Erinevalt teistest mikrovetikatest sisaldab see liik ainult klorofiill a-d. Klorofiill
b-d ja c-d Nannochloropsis’e rakkudes ei esine. Need vetikad on ainuraksed ja kasvavad nii
merevees, magevees kui ka maapealses keskkonnas. Nannochloropsis oculata’t kasutatakse
tihti  veekultuuride elavtoiduna. Rakud on kujult ovaalsest iimmarguseni ning ei iileta
diameetrilt 5 pm. Iseloomuliku papillaga, liikkumatud rakud sisaldavad iiksikut mitokondrit,
Golgi kompleksi ja plastiidi, viimane neist koos ekstsentrilise piirenoidiga. (Heimann,

Huerlimann 2015)

1.1.6. Aphanizomenon

Aphanizomenon on prokariiootne tsiianobakter (sinivetikas), mida vo0ib sageli kohata
magevetes lile maailma (Bishop, Zubeck 2016). Vetikas on kujult niitjas ning moodustub
kolme eritiiiipi rakkudest (joonis 5) — vegetatiivsed rakud, mis vastutavad fotosiinteesi ja
paljunemise eest; heterotsiistid, mis fikseerivad oOhuldmmastikku, kus see muutub
ammooniumiooniks; akineedid ehk spoorid, mis sisaldavad varuaineid (tsiianofiitsiini,
poliipeptiide ja tarklist), mis aitavad iileelada ebasoodsaid keskkonnatingimusi (mudasse

settinult piisivad elusana aastaid). (Sinivetikad ehk tsiianobakterid)

Levinuim tiivi on Aphanizomenon flos-aquae, mis on vOimeline elama ka jidga kaetud
veekogus (tdnu akineetidele) veetemperatuuril 2°C, nagu néitas uuring Saksamaal, Stechlini
jarves. Optimaalne kasvutemperatuur on siiski lile 20°C ning kasvukeskkonnaks on tihti

eutrofeerunud veekogud, pdhjustades seal nd ditsemist (joonis 6). (Uveges et al. 2012)
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Joonis 5. Aphanizomenon’i vetikaraku ehitus (Sinivetikad ehk tstianobakterid)

Joonis 6. Aphanizomenon flos-aquae poolt pdohjustatud veekogu ditseng (Cyanobacteria

Image Gallery)

1.1.7. Spirulina

Arthrospira ehk Spirulina on prokariiootne tsiianobakter, kuulub Cyanophyta hdimkonda ning
tuntuim tiivi on Spirulina platensis. Rakud on diferentseerumata ja kiulised, pulga- voi
kettakujulised (joonis 7). Paljunemine toimub binaarse l16hustumise teel. (Arthrospira

platensis)

Spirulina biomass koosneb 60-70% proteiinist (sealhulgas paljudest aminohapetest). Nende
peamine fotosiinteetiline pigment on fiikotsiianiin, mis on vérvilt sinine, kuid sisaldab ka
klorofiill a-d ja karotenoide. Toidulisandite ja funktsionaalsete toitude seisukohalt on oluline

ka vitamiin B, E ja ®-6 rasvhapete sisaldus. (Bishop, Zubeck 2012)
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Joonis 7. Mikrovetikas Spirulina platensis (Cyanobacteria Image Gallery)

Spirulina’t on toodetud juba iile 30 aasta. Aastas toodetakse ligikaudu 3000 tonni KA USA-s,
Tais, Indias, Taivanis, Hiinas, Pakistanis ja Birmas. (Bishop, Zubeck 2012). Mirkimisvdirne
osa tootmisest on koondunud Hiinasse ja Indiasse. Maailma suurim tootja Hiinas produtseerib
aastas 200 tonni vetikapulbrit. (Spolaore et al. 2005) Tootmissiisteemina kasutatakse
peamiselt spetsiifiliselt disainitud ringvoolukanaleid, kuid ka fotobioreaktoreid. (Artrospira

platensis)
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2. MIKROVETIKATE KASVUTINGIMUSED

Biomassi tootmisel on vetikate kasv mojutatud jargmistest teguritest: 1) keskkonnafaktorid,
nagu valguskiirguse tase, temperatuur, soolsus ja pH; 2) keemilised faktorid, s.t. toitainete
kvaliteet ja kvantiteet; 3) tootmistegurid (nt. lahjendatuse médr, segamine); 4) biootilised

tegurid, s.t. reostumine mittesoovitud liikidega (Tahir 2014; Algal Production)

Kdige optimaalsemad parameetrid, kuid ka talutavad vahemikud on liigispetsiifilised. Suurelt
tildistades on olulisemad parameetrid toodud tabelis 2. Samuti vdivad erinevad tegurid olla
teineteisest soltuvad ja parameeter, mis on optimaalne iihtedes tingimustes ei ole tingimata

optimaalne teistes. (Algal Production)

Tabel 2. Uldistatud tingimused mikrovetikate kasvatamiseks (Ibid)

Parameeter Vahemik Optimum
Temperatuur C° 16-27 18-24
Soolsus (g/1) 12-40 20-24

pH 7-9 8,2-8,7

2.1. Valgus ja fotosiintees

Valgus on peamine faktor, mis mojutab vetikate kasvu. Valguse olemasolu mdjutab
otseselt vetikate tootmist sOltumata optimaalsest toitainete tasemest ja temperatuurist
viljelemissiisteemis. ~ TOhus  valguse drakasutamine vetikate poolt  sdltub
rakukontsentratsioonist vetikalahusess, kultuuri tootmissiisteemi siigavusest ja raku
pigmendilisest ~ koostisest. ~ Vetikakultuur on  mojutatud  valgusintensiivsuse
varieeruvusest ning valguse muutumisest O0dpdevas ja hooajalistel tsiiklitel. Samuti
mojutab kultuuri véga lithike valguse-pimeduse tsiikkel, s.t. murdosa-sekundi tsiikkel

(vilkuva valguse efekt), mida monedel juhtudel tekitatakse segamise ajal. (Tahir 2014)

Grobbelaar (2013) on vélja toonud tegurid, mis mojutavad valgusenergia piilidmist
vetikakultuuris (Grobbelaar 2013):
e valgusintensiivsus;
o valguse kvaliteedi ja spetsiifiliste lainepikkuste selektiivne neeldumine mikrovetikate
biomassi poolt;

e valguse porkumise nurk kultuuri pinnalt;
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e kultuuri pinna seisund — nt. sile voi laineline;

e kultuuri optiline tihedus (eeldades, et ainult vetikate mass summutab valgusenergiat);

e individuaalne rakkude liitkumine 1dbi valgusgradiendi, mis on pohjustatud valguse
summutamisest optiliselt tihedas kultuuris;

e kultuuri valguse aklimatsioon.

Fotosiinteesi aparaadi pdhiiiksus on fotosiisteem. Valgusenergia, s.t. footonid, neelduvad 14bi
klorofiilli ja karotenoidi pigmentide fotosiisteemi antenna kompleksis. (Janssen 2002)
Fotosiinteesi efektiivsus (photosynthetic efficiency — PE) on valgusenergia osa, mis
muundatakse keemiliseks energiaks fotoautotroofse kasvu kéigus. Ainult fotosiinteetiliselt
aktiivse kiirguse (FAR) lainepikkustel 400-700 nm, mis esindab 42,3% kogu energiast
valgusspektrumis, piilitakse kinni. (Brennan, Owende 2009) Karotenoidi ja klorofiilli
pigmentides esineb mirkimisvairne erinevus: footonite neeldumise korgpunkt sagedusel 650-
700 nm (punane ala) toimub klorofiilli abil. Karotenoidid, mida kutsutakse ka
kaaspigmentideks, neelavad koige tugevamalt sinises alas, 400-500 nm, ja kannavad
ergastusenergia iile klorofiillidele, muutes fotosiinteesi efektiivsust tdhusamaks erinevatel
lainepikkustel. Siiski sellest vahemikust iilejddvatel lainepikkustel véike fotosiinteetiline

vaartus. (Janssen 2002)

Lisaks valguse absorbeerimisele on karotenoididel ka teine funktsioon rakus. Nad kaitsevad
fotostisteemi situatsioonis, kus vetikad on korge intensiivsusega piikesevalguse kées.
Ergastatud energia iiledoos voOib viia toksiliste liikide tootmiseni, nt. monohapnik ning
kahjustada fotosiisteemi. Lisaks klorofiillile ja karotenoididele on tsiianobakteritel pigmendid,
mida kutsutakse fiikobiliinideks. Need vodimaldavad sinivetikatel absorbeerida iiht osa
spektrumist (600-650 nm) tugevamalt kui teised mikrovetikad. (Janssen 2002; Grobbelaar
2013)

Kinnipiiiitud energiat kasutatakse Calvini tsiiklis, et toota siisivesinikke kasutades dra CO, ja
H,0 molekule protsessis, mille saab kokku votta reaktsioonivorrandiga (Brennan, Owende
2009): 6CO, + 12H,0 + footonid -> CsH ;206 + 60, + 6H,.

Mikrovetikate fotosiinteesiprotsess on palju lihtsam vorrelduna korgete taimedega ning véga
hea footonite muundamise tohusus vOimaldab neil efektiivselt pédikeseenergiat keemiliseks
energiaks muuta. Valgusenergia muundamine toimub kahes etapis — need on valguse

reaktsioon ja pimeduse reaktsioon. Valguse perioodil akumuleeritakse trigliitseriide ja
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pimeduse tsiikli véltel kasutatakse neid rakkude kasvuks ja paljunemiseks. (Milano et al

2016; Singh, Saxena 2015)

Kiirgusintensiivsus méngib olulist rolli fotosiinteesis ja seega mdjutab tugevalt biomassi
kasvu, CO, kasutamise méédra ning raku koostist fotoautotroofsetel mikrovetikatel.
Kiirgusintensiivsuse tasemed jaotatakse kolme kategooriasse — valguse piirang, valguse

kiillastatus ja valguse pérssimine:

e kasvava valgusintensiivsusega biomassi kontsentratsioon tootmissiisteemis
suureneb, kuni teiste toitainete puudus seda ei piira;

e kui biomassi kontsentratsiooni hoitakse madalal, on vOimalus saavutada
spetsiifilise kasvumiira maksimumvéirtus teatud kindlal valguse tasemel, mida
tuntakse kui kiillastatuse punkti;

e suurendades valgusintensiivsust iile kiillastatuse taseme, voib see pérssida kasvu

ning seda fenomeni nimetatakse fotoinhibitsiooniks. (Ho et al. 2014; Tahir 2014)

Eelnevast ldhtuvalt on valguse kui {ihe olulisima kasvufaktori peamine kitsaskoht madal
fotosiinteesi tohusus korge valgusintesiivsuse juures. Intensiivses valguses neelavad
vetikad pinnalt kuni 10 korda rohkem footoneid, kui nad suudavad kasutada
fotosiinteesiks, s.o. keskmiselt ~66% kadu pédevas (Benemann, Polle 2012).
Teoreetiliselt on vetikate maksimaalne fotosiinteesi efektiivsus hinnanguliselt 13% kogu
langevast valgusest, kuid praktikas on masskultuurides maksimumefektiivsus umbes
2,7% (Tahir 2014; Chisti 2012). Zhang et al. (2016) on vélja toonud korgeima
voimaliku  energiakonversiooni  tdhususe saadaval olevast pidikeseenergiast
triagliitserooliks (TAG), mis on umbes 9% - see on mirksa madalam kui energia
muundamise efektiivsus rinipohistel pdikesepaneelidel (420%). Vaatamata sellele, et
mikrovetikad on tunduvalt produktiivsemad kui teised Olitaimed, ei iileta biomassi
produktiivsus tootmisettevdtetes tavaliselt 22 g/m? pievas avatud tiigi siisteemis, mida
loetakse kasumliku tootmise miinimumpiiriks. Valguse kiillastus ja fotoinhibitsioon
piiravad footonite neeldumist mikrovetikate viljelemise viltel. (Zhang et al. 2016)
Monedes uuringutes on kasutatud vilkuva valguse efekti, et suurendada fotosiinteesi

tohusust kuni véartuseni 10% kasutades fooliumit keeriste tekitamiseks (Chisti 2012).
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2.2. Temperatuur

Temperatuur on mikrovetikate viljelemisel iiks olulisemaid faktoreid ja on
korrelatsioonis kasvumédraga — reeglina vOib saavutada korgemat kasvumaéira
suurendades temperatuuri optimaalsele tasemele. Temperatuuri variatsioonid mingivad
samuti olulist rolli lipiidide ja siisivesikute akumuleerumisel paljude liikide puhul. (Ho
et al. 2014) Optimaalne kasvutemperatuur varieerub vastavalt sellele, millised on liigi
looduslikud elutingimused. Enamiku huviorbiidis olevate vetikate jaoks on optimaalne
temperatuur vahemikus 24-40°C. Vetikad, kes kasvavad joudsalt antud vahemikus
voivad taluda ka madalat temperatuuri kuni 15°C, kuid kui temperatuur tduseb 2-4°C iile

optimaalse taseme, voib see viia kultuuri havimiseni. (Tahir 2014)

Lipiidide sisalduse ja temperatuuri vahel on leitud erinevaid seoseid. James ef al. (2013)
viitas, et trigliitserooli sisaldus Chlamydomonas reinhardtii’s on positiivses
korrelatsioonis viljelemise temperatuuriga (James et al. 2013). Teine uuring néitas, et
liigi Desmodesmus lipiidide sisaldus jdab stabiilseks temperatuuri vahemikus 25°C-40°C
viidates, et geenide regulatsioon ja ensiilimide aktiivsus, mis on kaasatud lipiidide
biosiinteesi ei ole tundlik temperatuuri muutustele selles vahemikus. (Ho" et al. 2014)
Lipiidide sisaldus liikides Monoraphidium, Nannochloropsis oculata ja Scenedesmus
vidhenes, kui temperatuuri tosteti vastavalt 25°C-It 30°C-ni, 15°C-It 20°C-ni ja 20°C-It
30°C-ni. Seega kasvutemperatuuri mdju mikrovetikate lipiidide sisaldusele varieerub
liigiti. Lipiidide kogunemiseks sobilik temperatuur pérsib tihti rakkude kasvu, mis

16ppkokkuvdttes paddib madalama lipiidide produktiivsusega. (Ho ef al. 2014)

Uuringutest temperatuuri ja siisivesikute akumuleerumise seose vahel on leitud, et
stisivesikute kogus Chlorella vulgaris’es kasvab 20-30% kui kultuuri temperatuuri
vihendatakse 20°C-lt 5°C-ni. Ensiiimid, mis on kaasatud siisivesikute siinteesi, on
tuntud kui kultuuri temperatuuri mojutajad. (Ho ef al. 2014) Enamik uurijaid on siiski

vilja toonud, et temperatuuri moju siisivesikute kogunemisel on ebaselge.

2.3. Vesikeskkond

Vesi on keskkond, milles mikrovetikaid enamasti viljeletakse (Tahir 2014).

Vesikeskkonna olulised parameetrid vetikate kasvu jaoks on pH ja soolsus.

19



2.3.1. pH

Enamiku vetikaliikide jaoks on sobilik pH tase vahemikus 7-9, seejuures optimaalseks
loetakse 8,2-8,7. Dunaliella bardawil’i kasvukeskkond on optimaalne pH 7,5 juures,

samal ajal kui Chlorella ellipsoidea jaoks on see 10 (Khalil ez al. 2010).

Keskkonna pH mojutab paljusid bioloogilisi protsesse, mis on seotud mikrovetikate
kasvu, metabolismi ja ioonide omastamisega. Kui kultuuri keskkonna pH-d tosta, siis
trigliitseriidide sisaldus monede liikide puhul suureneb, aga see tuleneb jérsu
kasvuméiira vihenemise hinnaga. (Ho ef al. 2014) Santos et al. (2012) leidis, et korge
pH mitte ainult ei suurenda lipiidide sisaldust, vaid parandab ka lipiidide kvaliteeti. Liigi
Neochloris oleoabundans kasvatamisel korge pH-ga (nt pH 10) keskkonnas toodab
vetikas peamiselt rasvhappeid, mis koosnevad palmitiinhappest (C16:0), steariinhappest
(C18:0), oleiinhappest (C18:1) ja linoolhappest (C18:2), mis kdik on sobilikud biodiisli
tootmiseks. (Santos ef al. 2012)

Khalil et al. (2010) leidis, et siisivesikute sisaldus nii Dunaliella bardawil’s kui ka
Chlorella ellipsoidea’s on korrelatsioonis biomassi kontsentratsiooniga viidates, et
sobiva pH kasutamine voOib maérkimisvédrselt parandada nii kasvumédra kui ka
stisivesikute kogunemist nendes liikides. Maksimaalne siisivesikute sisaldus nende kahe

organismi puhul avaldus pH tasemetel vastavalt 7,5 ja 9. (Khalil ez al. 2010)

Kui sobilikku pH taset ei suudeta siilitada, voib see viia paljude rakuprotsesside
héireteni ning 1dppeda kultuuri hivimisega. Sobiv keskkonna pH saavutatakse kultuuri
ohutamisega. Juhul kui vetikakultuur on suure tihedusega, vdimaldab CO, lisamine

korrigeerida suurenenud pH taset. (Algal Production)

2.3.2. Soolsus

Soolsus viitab merevee soolasusele ja seda madratletakse tavaliselt kui lahustunud soola
hulka tihes kilogrammis vees. Keskmine merevee soolsus on 3,5% (35 g/L).
Mageveevetikad ei suuda tihtipeale soolases vees kasvada, merevetikatele on soolsus

aga oluline parameeter, mis mojutab kasvu ja raku koosseisu. (Tahir 2014)

Sarnaselt teiste keskkonnateguritega méangib soolsus olulist rolli lipiidide ja siisivesikute
akumuleerumisel mikrovetikates. Siiski kdrge soolsus vaib ka aeglustada monede liikide

kasvu, nagu Chlorococcum ja Botryococcus braunii. Kirjanduse allikatest voib leida, et
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lipiidide ja stisivesikute kogunemine mikrovetikates kasvab vastusena vahetule soolsuse
Sokile. Néiteks suurendades NaCl kontsentratsiooni 0%-1t 2%-le liigi Chlorococcum 10-
pdevases viljelemistsiiklis, viib see suurenenud lipiidide sisaldusele 10,3%-1t 29,8%-ni.
(Ho et al. 2014) Sarnaselt paraneb markimisvadrselt ka trigliitseriidide (TAG) sisaldus
mikrovetikates suurendades NaCl kontsentratsiooni. Veelgi enam, Chlamydomonas
reinhardtii tarklise sisaldus, mida on viljeletud 100 mM (s.o. 5,85 g/L) NaCl

keskkonnas, on 4 korda kdrgem kui jilgitud magevee viljelus (Siaut et al. 2011).

Merevesi tdiendatud nitraatide, fosfaatvietiste ja monede teiste mikrotoitainetega on
kasutusel tavapiraselt merekeskkonnas leiduvate mikrovetikate kasvatamiseks (Chisti

2007).

2.4. Siisihappegaas

Siisinikuallikas on samuti iiks pohivajadustest mikrovetikate kasvamisel. Korgem
siisiniku kontsentratsioon tagab kiirema kasvumaééra ja kdrgema biomassi tootlikkusega,
kuid seejuures on tendents pH taseme langemiseks viljelemiskeskkonnas, mis vdib

parssida mikrovetikate kasvu. (Milano et al. 2016)

Stisinik kui peamine toitaine moodustab umbes 50% vetikate biomassi kaalust.
Fotosiinteesil pohineva vetikatootmise puhul on siisiniku allikaks tavaliselt CO,, mida
manustatakse kasvukeskkonda, kas puhta siisihappegaasina voi 6hu/CO; seguna. Siisinik
peab vormima kdik metaboolsed iihendid, sealhulgas DNA/RNA, siisivesikud, valgud ja
rasvad. Hinnanguliselt kulub 1 kg biomassi tootmiseks 1,5-2 kg CO,. (Tahir 2014)

Uks avatud ringvoolukanali puudus seisneb selles, et osa CO, eraldub tagasi atmosfiiri.
See voib pohjustada tdsist majanduslikku kadu. CO, varustamiseks avatud siisteemis on
vilja pakutud erinevaid tehnilisi lahendusi, sealhulgas karboniseerimine voi lahustunud

karbonaatide lisamine. (Tahir 2014)

Taher et al (2015) on 1dbi viinud uuringud Chlorella, Pseudochlorococcum’i ja

Nannochlorpsis’e liikidega, et médratleda optimaalsed tingimused lipiidide tootlikkuseks ja

CO; sidumiseks. Katses uuriti optimaalset CO, kontsentratsiooni, mis varieerus 0,04%-st 2%-

ni erineva soolsusega vetes. Uuringu tulemusena selgus, et optimaalne CO; rikastamise méér

oli 1%, mil Chlorella’l oli korgeim CO, sidumise miir 1,63 g/L péevas, sellele jirgnes

Pseudochlorococcum 1,24 g/L pdevas ja Nannochlorpsis 0.55 g/L péevas. (Taher et al. 2015)
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2.5. Toitained

Lammastiku kontsentratsioon ja siisiniku-lammastiku suhe on samuti oluline mairamaks

vetikate kasvukiirust. (Milano et al. 2016)

Vetikad vajavad kasvamiseks toitaineid, mis oleksid timbritsevast keskkonnast raku
jaoks kergesti kittesaadavad. Vajalikud toitained jagatakse tavaliselt makro- ja
mikrotoitaineteks. Esimesed neist on olulisimad ja nende defitsiit voib peatada vetikate
kasvu. Votmetdhtsusega elemendid on ldmmastik (N), fosfor (P) ja rdni (S) rénivetikate
jaoks (diaatomid, kes kasutavad seda rakuseina struktuuri ehitamiseks). Minimaalset
toitainete vajadust vOib hinnata kasutades ligikaudset mikrovetikate biomassi
molekulaarset valemit, mis on COq4sH; 83No.11Po.o1. See valem baseerub andmetele, mis

on esitatud Grobbelaar (2004) poolt. (Chisti 2007; Tahir 2014)

Lammastikku on vetikate kasvuks vaja suhteliselt suurtes kogustes. Seda manustatakse
tavaliselt nitraatide, ammooniumsoolade voi karbamiidina (uurea). Ladmmastikuvaru
mojutab kasvumaéadra, lipiidide koostist, rasvhapete koosseisu ja kultuuri iildist heaolu.
Rakud omastavad lammastikku, et toota klorofiilli, valke, nukleiinhappeid ja
koensiilime. Ldmmastiku omandamise tulemusena tduseb keskkonna pH. Hinnanguliselt

on tarvis 50-80 kg lammastikku, et toota 1000 kg biomassi. (Tahir 2014)

Fosfor on samuti oluline vetikate ainevahetuseks, kuigi viiksema osakaaluga biomassis.
Fosfori varu reguleerib mitmeid kasvuaspekte, biomassi koosseisu ja raku metaboolseid
protsesse (nt energia lilekanne fotosiinteesi ajal, DNA ja nukleiinhapete siintees).
Fosforit lisatakse keskkonda anorgaaniliste sooladena, tavaliselt ortofosfaadina ja selle
kasutamine raku poolt on energiast soltuv protsess. Vajalik energia saadakse lédbi
fotosiinteesi voi respiratsiooni. (Tahir 2014) Fosforit lisatakse kogumisse fosfaadina
koos metalliioonidega. Selle hulk peab olema suurem miinimumvajadusest, kuna kogu

lisatud fosfor ei ole rakkudele omastatav. (Chisti 2007)

Mikrotoitaineid on vaja véiksemates kogustes vorreldes makroelementidega, kuid need
on siiski vajalikud vetikate kasvuks ja need osalevad metaboolsetes tegevustes.
Vajalikud mikroelemendid on néiteks vddvel, kaltsium, naatrium, kaalium, magneesium,
raud, mangaan, tsink, vask ja koobalt. Nende mikrotoitainete piisav varu on vajalik

kindlustamaks korget biomassi saagikust. (Tahir 2014)
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Kasitledes kasvuméira toitainete kontsentratsiooni funktsioonina, vOib tuvastada neli

peamist tsooni (Grobbelaar 2004):

e defitsiiditsoon — kus on madal toitainete kontsentratsioon ja kasv suureneb
jarsult, kui lisada toitaineid;

e ileminekutsoon, kus on kriitiline toitainete kontsentratsiooni piir ning selles
tsoonis on kasv vidhe mdjutatud lisanduvatest toitainetest (tihti viidatud ka kui
optimaalsele kontsentratsioonile);

e piisava kontsentratsiooni tsoon, kus ei toimu kasvu suurenemist, kui lisatakse
toitaineid (selles kontsentratsioonis leiab aset ladestumine);

e toksiline tsoon, kus toitainete kontsentratsiooni suurendamine viib kasvu

parssimiseni.
2.5.1 Lammastiku vaegus

Optimaalne toitainete sisaldus kasvukeskkonnas tagab korgema biomassi kasvumadira,
kuid lipiidide ja siisivesikute hulk biomassis vdib seejuures jddda suhteliselt madalaks.
Saavutamaks suuremat lipiidide akumuleerumist, kasutatakse sageli meetodina

lammastiku eemaldamist kasvukeskkonnast.

Kdigist makrotoitainetest viljeluskeskkonnas loetakse olulisimaks lammastikuallikat
lahtuvalt selle mdjust lipiidide ja siisivesikute akumuleerumisel mikrovetikates. Paljud
uuringud on ndidanud, et vetikad loovutavad oma siisinikumolekule energiarikastele
lipiididele ja siisivesikutele, kui kasvukeskkonnas toimub ldmmastiku ammendumine.
Lammastiku piirang voib esile kutsuda kiire kasvu mikrovetikate lipiidide/siisivesikute
sisalduses, millega kaasneb proteiini ja klorofiilli sisalduse mérgatav langus. See viitab
vetikate vOimele degradeerida klorofiilli ja proteiine, samal ajal muundades nende
stisiniku skeletti lipiidideks ja siisivesikuteks ldmmastikustressi kasvukeskkonnas. (Ho

etal 2014)

Ho et al. (2014) viljelesid litke Scenedesmus obliquus ja Chlorella vulgaris ning
vorreldes optimaalsete keskkonnatingimustega esines ldmmastiku eemaldamisel jéarsk
kasv rakkude siisivesikute sisalduses vastavalt 21%-It 49%-ni ja 15%-It 51%-ni. (Ho et
al. 2014)
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Ka Wageningeni Ulikooli uuringud on niidanud mitmete vetikaliikide puhul
arvestatavat tdusu rasvhapete hulga osas, kui eemaldada kasvukeskkonnast ldmmastik

(joonis 8). (Eppnik 2016)
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Joonis 8. Lipiidide akumuleerumise voOrdlus optimaalses ja lammastikuvaeses
kasvukeskkonnas. (Eppnik 2016)

Lammastiku vaeguse tulemusena tootis Chlamydomonas reinhardtii trigliitseriide, mis
sisaldasid hulgaliselt palmitiin, oleiin- ja linoolhappeid, mis kuhjusid rakku. Olisiintees
oli maksimaalne teisel-kolmandal pdeval pdrast N kahanemist miinimumini ja saavutas
iihtlase taseme viiendal pédeval. (Siaut ef al. 2011) Monede mikrovetikate puhul viib
lammastikuvaene kasvukeskkond siisivesikute akumuleerumisele gliikoosina, millest

konverteeritakse bioetanooli 1dbi mikroobse fermentatsiooni. (Ho et al. 2013).
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3. KASVATUSTEHNOLOOGIAD

Mikrovetikate kasvatussiisteemid jaotatakse avatud ja suletud siisteemideks soltuvalt nende
ehitusest. Esimesel juhul kasvatatakse mikrovetikaid avatud keskkonnas — kas madalas
tiigis voi ringvoolukanalis. Suletud siisteemis viljeletakse vetikaid ldbipaistvate seintega
anumates pdikesevalguses voi kunstlikus kiirguses. Mdlema siisteemi puhul on oluline
(paikese)valgusega varustatus, et saaks toimuda fotosiintees. (Milano et al. 2016)
Arendatud on ka hiibriidsiisteeme, kus vetikaid viljeletakse erinevas kasvufaasis avatud
siisteemis ja fotobioreaktoris. Siiski pole need véga levinud ning seetdttu antud t66s neid ei

kisitleta.

3.1. Avatud tiigid

Mikrovetikate viljelemiseks leidub erinevat tiilipi avatud tiike, sealhulgas looduslikud tiigid,
kunstlikud ringvoolukanalid vdi timmargused tiigid jne. Suurtootmises ainsana kasutusel
olev avatud siisteem on ringvoolukanal (ing. k. raceway pond) (joonis 9) tdnu biomassi
kaubandusliku tootmise suuremale potentsiaalile sel viisil. Need tiigid on tavaliselt
maksimaalselt 30 cm siigavad ning soltuvalt maapinnast ehitatakse tiik kas kaevamise teel
maa sisse voi piistitatakse betoonist seinad maa peale. Suuremastaabilisi ringvoolukanaleid
tutvustati esmakordselt 1950ndatel heitvee kéitlemise eesmirgil. Edaspidi kasutati neid

vetikate biomassi kaubanduslikuks tootmiseks peamiselt toiduainete ja funktsionaalsete

toitude tootmiseks. (Tahir 2014)

Joonis 9. Ringvoolukanal (Microbioengineering)
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Ringvoolukanalit opereeritakse pédevavalguse tundidel katkematu vee ja toitainete
varustamisega. Vetikamassi tsirkuleeritakse tavaliselt sdurattaga, mis on end kdige paremini
Oigustanud erinevate segamismeetodite hulgast (teised variandid veel Ohusilla pump,
propellerid, veejoad) kui odav ning suhteliselt madala energiakuluga lahendus. Sourattaga
loksutamise eesmirgiks on hoida rakke holjumises ja viltida nende settimist, suurendades
seeldbi vetikate CO, kasutamist atmosfaérist. Hoolikalt kontrollitud parameetrid nagu pH ja
teised keskkonnatingimused lubavad dra kasutada 90% keskkonda viidud CO;-st. Osa CO,
jaatmeid saab taaskasutada ka mullistades need tagasi tiiki. Tiik on madal, et voimaldada
maksimaalset pdikesevalgusega varustatust — piikesevalgus porkub pinnale ja
absorbeeritakse kultuuri sees. Kui vett ja toitaineid lisatakse sOuratta eest, siis kiipsed
mikrovetikad eemaldatakse tiigi teises otsas, sOuratta taga. (Tahir 2014; Janssen 2002;

Chisti 2007)

Avatud tiigi siisteemid on biomassi produktiivsuselt vihem efektiivsed kui fotobioreaktorid.
See tuleneb mitmetest teguritest — sealhulgas vee aurumine, CO, defitsiit, temperatuuri
koikumised kasvukeskkonnas, ebaefektiivne kultuuri segamine ning 60pédevased valguse-
pimeduse tsiiklid. Kokkuvottes on avatud siisteemides keeruline kontrollida timbritsevaid
keskkonnatingimusi. (Milano ef al. 2016; Brennan, Owende 2010) Vee kadu 1dbi aurumise
tuleb kompenseerida vérske vee lisamisega, mis suurendab tootmiskulusid. Kuigi
ringvoolukanalid on avatud atmosfairile, voib fotosiinteesi kéigus toodetud hapniku
eraldumine olla raskendatud. Samuti on probleemiks reostus 1dbi avatud pinna. (Tahir 2014;

Chisti 2007)

Avatud tiik on vaatamata oma puudustele vdga edukas kontseptsioon tinu oma lihtsusele ja
madalatele kuludele. Siiski saab sellistes avatud keskkondades kasvatada vaid teatud liiki
mikrovetikaid nagu moned kiiresti kasvavad Chlorella tived, Spirulina platensis tugevalt
aluselises vees, Dunaliella salina korge soolsusega vees ning Haematococcus. Nende
korgeim biomassi tootlikkuse méér on 60-100 mg/L/pdevas KA. (Milano et al. 2016; Tahir
2014) Et kasvatada selliseid monokultuure pikendatud ajaperioodi jooksul, peaks kasutama
suletud fotobioreaktoreid, ennetamaks keskkonna saastumist teiste mikroorganismidega.

(Janssen 2002)

Tootmisettevotetes kasutatakse tédnasel pdeval enim avatud tiigi siisteeme odavamate
kapitali ja opereerimiskulude tottu. Sellest ldhtuvalt ndhakse neis liihiperspektiivis ka

suuremat potentsiaali mikrovetikate kasvatamisel tootmisettevotetes ja erinevate saaduste
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tootmisel. Vaatamata mainitud puudustele ja ohtudele on nende siisteemide vdimsused
hetkel mirksa suuremad, kui jérgnevalt kisitletavatel fotobioreaktoritel. Maailma suurim
ringvoolukanali tootmissiisteem on 440 000 m’, mis kuulub ettevdttele Earthrise

Nutrititionals ning toodab tstianobakterite biomassi toiduks (Spolaore et al., 2006).

3.2. Fotobioreaktorid

Fotobioreaktorite tehnoloogia on loodud iiletamaks probleeme, mis on seotud avatud tiigi
siisteemiga. Suletud silisteeme on mitut tiiipi, sealhulgas torujad ja plaatjad
fotobioreaktorid. Fotobioreaktori algne disain oli plaatjas, mida tihti kasutatakse uuringutes
tdnu selle suurele pinnaalale ja maksimaalsele péikseenergia neeldumisele. Fotobioreaktori
baasehitus sisaldab sirgeid klaasimassiive vOi plastiktorusid. Plaadikujulist reaktorit voib
timber seadistada horisontaalsesse, vertikaalsesse, kaldus asendisse, et tagada optimaalne

paikesevalguse juurdepéds. (Milano et al. 2016)

Fotobioreaktorid lubavad viljeleda mikrovetikate monokultuure pikema perioodi jooksul
kui avatud tiikides ja on vdimelised tootma suuremat hulka biomassi. Need siisteemid on
praktilisemad ja tootlikumad vetikate viljelemiseks tinu voimalusele kontrollida efektiivselt
keskkonnatingimusi (pH, temperatuur, CO2 kontsentratsioon jne) ning kordades vdiksemale
saastumisriskile. (Milano ef al. 2016) Suletud tootmissiisteemi kasutamise olulisus suureneb
veelgi, kui eksisteerib voimalus parandada vetikatiivesid kasutades geneetilist muundamist

(Janssen 2002).

Enim kasutatav torujas fotobioreaktor (joonis 10) koosneb sirgete ldbipaistvate torude
massiivist, mis on tavaliselt valmistatud plastikust voi klaasist. Selles massiivis ehk
péikesekollektoris toimub pdikesevalguse plitidmine. Pdikesekollektorid on tavaliselt
diameetriga 0,1 m voi isegi vdiksemad, et tagada maksimaalne valguse ldbipidis tihedas
lahuses ning seeldbi korge biomassi tootlikkus. Vetikapuljong tsirkuleeritakse
veehoidlast/degaseerimise torust péikesekollektorisse ja tagasi. (Chisti 2007) Kultuuri

tsirkuleeritakse katkematult kasutades Ghusilla voi mehaanilist pumpa.

Kui vetikapuljong on ldbinud piikesekollektori, on fotosiinteesi tulemusena toodetud
hapnikku. See eraldatakse reaktorist degaseerimise toru kaudu enne uude ringlusesse
sattumist. (Dormido et al. 2014) Korge kiirgusintensiivsuse juures vOib maksimum
hapniku tootmine olla kuni 10 g/m*/min. Lahustunud hapniku tase, mis on palju suurem dhu

kiillastatuse vaartusest, pdrsib fotosiinteesi (Molina Grima et al. 2001) ning
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kombinatsioonis intensiivse pdikesevalgusega pohjustab fotooksiidatiivset kahju rakkudele.
Et ennetada inhibitsiooni ja kahjustusi, ei tohiks lahustunud hapniku tase iiletada 400% Shu
kiillastuse vaartusest. (Chisti 2007)
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Joonis 10. Toruja fotobioreaktori tootmisprotsess skemaatiliselt. (Dormido et al. 2014)

Puhast CO; lisatakse siisteemi tsentrifugaalse pumba abil degaseerimise tsoonis. Vajalikud
voivad olla ka lisanduvad CO, lisamise punktid teatud vahemike jirel, et ennetada siisiniku
piirangut ning samal ajal hoida kontrolli all pH taset. Jahtuvat vett pumbatakse libi

soojusvaheti, et tagada iihtlane keskkonna temperatuur. (Dormido et al. 2014; Chisti 2007)

Fotobioreaktorite kasutamise peamine takistus on selle korge kapitalikulu, nii rajatiste
loomiseks, kui ka opereerimiseks ja hoolduseks. Kuid lisaks sellele on fotobioreaktoritega
seotud ka teisi véljakutseid nagu ihtlaselt vordse vetikavoo tagamine pikkades torudes;
hiidrodiinaamiline stress, mis vdib viia rakkude hdvimiseni; eelpool mainitud hapniku
akumuleerumine, kui see vaatamata degaseerimise piitidlustele jdéb siiski ringlusse. (Tahir

2014; Chisti 2007)

3.3. Saagi koristamine

Koristamise protsess on tavaliselt kulukas ja see moodustab umbes 20-30% kogu biokiituste
tootmiskulust. Seega on oluline valida sobiv koristamise meetod, et minimeerida
tildkulusid. Koristamise viis soltub suuresti mikrovetikate tiiiibist, rakkude tihedusest ja
soovitud 18pp-produktist. Saagikoristuse protsessi voib jagada kahte etappi : esimeses
etapis on pohiosa koristamine, kus biomass eraldatakse iildkultuurist tavaliselt

flokulatsiooni voOi1 ka flotatsiooni vOi setitamise teel. Teises etapis on eesmaérgiks
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kontsentreerida biomassi lahus tsentrifuugimise ja filtreerimise tehnoloogia teel. Neid kahte
protsessi  kutsutakse paksendamiseks. Biomassi taastamine vedelikust vdib olla
markimisvddrne probleem tdnu vetikaraku vidiksusele (3-30 um diameetrilt). Vetikapuljong
on tavaliselt suhteliselt lahjendatud (<0.5 kg/m’ kuivas biomassis tdostuslikes
tootmisslisteemides) ning seega on vaja biomassi kédttesaamiseks toddelda suurt hulka

vedelikku. (Milano ef al. 2016; Molina Grima et al. 2003)

3.3.1. Flokulatsioon ja filtratsioon

Flokulatsiooni protsessi eesmirgiks on kiirendada mikrovetikate liitmist ja settimist.
Mikrovetikate rakud kannavad tavaliselt negatiivset laengut, mis ei luba neil ise liituda
suspensioonis. Keemiliste flokulantidega nagu multivalentsed katioonid ja katioonsed
poliimeerid, neutraliseerivad flokulandid negatiivse laengu mikrovetikates, mis pohjustab
nende liitumise ja kiirendab settimise médra. Flokulandid, mida peamiselt kasutatakse, on
raudkloriid, raudsulfaat, alumiiniumsulfaat ning teised orgaanilised soolad. Taiskasvanud
mikrovetikate puhul toimub autoflokulatsioon, kui neid hoitakse jatkuvalt pdikesevalguse
kdes viiksema CO, varustamisega. Suuremahulise tootmise puhul on selline meetod
soodsam ning koristamise kogukulud vidhenevad oluliselt vorreldes tavalise

flokulatsiooniga. (Molina Grima et al. 2003; Milano et al. 2016)

Gravitatsioonilise settimise meetod on leidnud kasutust suure tihedusega mikrovetikate
nagu Spirulina, Botryococcus, C. vulgaris, ja Scenedesmus biomassi koristamisel. (Milano

etal. 2016)

Filtreerimise protsessis voolab vetikapuljong ldbi filtrite, mis peavad kinni mikrovetikad ja
lasevad ainult veel 1ébi filtri voolata. Filtreerimise tiilipe on erinevaid — mikrofiltreerimine,
vaakumfiltreerimine, r6huga filtreerimine, ultrafiltreerimine, tangentsiaalvoolu filtreerimine
(TFF). Tavaline filtreerimine (mikrofiltreerimine) ja vaakumfiltreerimine on sobilikud
suurtele mikrovetikatele, mis on suuremad kui 70 um nagu néiteks Spirulina ja Coelastrum,
kuid pole sobilik mikrovetikatele, mis on suuruselt vdiksemad kui 30 pm nagu néiteks
Scenedesmus, Chlorella ja Dunaliella. Viiksema suurusega mikrovetikate puhul on
soovitav kasutada membraan-mikrofiltreerimist ja ultrafiltratsiooni, kus mdlemad
filtreerimise meetodid nduavad madalat trans-membraani survet ja madalaid
ristvoolukiiruse tingimusi. Mikrofiltreerimise membraani poori suurus jidéb vahemikku 0,1-
1 pum, samal ajal kui ultrafiltratsiooni membraan on véiksema poori suurusega vahemikus

0,001-0,1 um. TFF meetod on tuntud oma suure tohususe poolest ja seda kasutatakse
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eraldamaks lahuses sisalduvaid viiruseid, baktereid ja muud rakulist materjali. TFF
kasutamisel mikrovetikate filtreerimises on tdestatud, et umbes 70-80% mikrovetikatest on
voimelised taastuma sdilitades raku struktuuri, omadused, litkkuvuse. Peamine takistav tegur
TFF kasutamisel on korge kulu, mis on vajalik membraani asendamiseks ja seda tuleb

vahetada viga tihedalt suuremahulises tootmises. (Milano et al. 2016)

Vee sisaldus mikrovetikate lahuses on alati kdorgem kui 98%. Kuna mikrovetikate
rakkude tihedus on sarnane veega ja rakkudel on raske koaguleeruda (nagu niiteks

bakterid), on endiselt probleemiks saagi efektiivne koristamine. (Zhang et al. 2016)

3.3.2. Dehiidratsioon

Dehiidratsioon on kohene protsess parast koristamist, mis on oluline kuivatatud biomassi
tootmiseks. Kasutatavad kuivatamise meetodid on tavaliselt pdikese kuivatamine, madala
survega riiuli kuivatamine, pihustamine, trummelkuivatamine, keevkihi kuivatamine,
sublimatsioonkuivatus (liiofiliseeritud) ja valgusmurduvus akna tehnoloogia kuivatamine.
Kulutused pdikese kuivatamisele on madalaimad kdigi veetustamise meetodite hulgast, kuid
see nduab suurt pindala ja on véga ajakulukas. Teised meetodid on tdhusamad, kuid toovad

kaasa suuri kulusid dehiidreerimisele, eriti suurtootmises. (Milano et al. 2016)

Pérast kuivatamist toimub saadud biomassi tootlemisprotsess vastavalt soovitud 15pp-
produktile. Lisas 1 on toodud mikrovetikatest biomassi tootmise skeem ning vdimalikud

16pp-tooted vetikate biomassist.
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4. MIKROVETIKATE BIOMASSI SAAGIKUS JA KULU

Labi aastate on uuritud tuhandeid vetikaliike eesmérgiga leida korge lipiidide sisaldusega
tiivesid. Olirikas mikroorganism suudab toota ja sdilitada mérkimisviirse hulga trigliitseriide
erinevate stressifaktorite mdju all. Koige Olirikkamad liigid kuuluvad peamiselt
hoimkondadesse Chlorophyta (rohevetikad) ja Cyanophyta (tsiianobakterid). Tiiipiliselt on
oOlirikastes kultuurides keskmine lipiidide sisaldus ~27% biomassi KA optimaalsetes
kasvutingimustes ning ~44% biomassi KA teatud stressifaktori mdjuga keskkonnatingimustes
kasvanud vetikatel. Siiski ei ole lipiidide sisaldus ainus kriteerium, mille alusel valida liiki
olitootmiseks, kuna Oli sisaldus ei vota arvesse selleks kuluvat aega. Parem kriteerium on
lipiidide tootlikkus. Teised aspektid, mida arvesse votta on kasvatamise, saagikoristamise ja
ekstraheerimise lihtsus. Kui liik on valitud, tuleb tootmisprotsess optimeerida maksimaalsele

oli tootlikkusele. (Tahir 2014)

Majanduslikult on mikrovetikate tootmise puhul oluline kdrge biomassi tootlikkus ja
lipiidide sisaldus, mida on aga iiheaegselt keeruline saavutada, kuna tingimused, mis
soosivad korget biomassi tootlikkust pohjustavad madalat lipiidide akumulatsiooni ja

vastupidi. (Taher ef al. 2015)

Monede mikrovetika liikide lipiidide sisaldus voib olla 50-70% kuivmassist, kuid nende
likkide kasv on tavapiraselt aeglane. Koige tuntum nidide lipiidide rikkast liigist on
Botrycoccus braunii, mis voib akumuleerida lipiide isegi iile 70% KA, kuid selle liigi puhul
on biomassi kahekordistumise aeg tavaliselt vahemikus 5-7 pdeva. Alternatiivina kasutatakse
tihti Chlorella  ja Scenedesmuse liike, tdnu nende kasvukiirusele ja lihtsamatele
kasvatustehnoloogiatele. Siiski on Chlorella lipiidide sisaldus vaid 14-30% autotroofsetes
kasvutingimustes toitaineterikkas keskkonnas. See lipiidide sisaldus ei ole piisav

kommertsiaalseks biodiisli tootmiseks. (Mujtaba ef al. 2012)

Alternatiivina fototroofsele viljelemisele avatud ja suletud siisteemides, on esile
kerkinud ka heterotroofne kasvatussiisteem. Liang et al. (2009) leiab, et see viljelusviis
aitab mikrovetikate tootmist kuluefektiivsemaks muuta. Heterotroofse viljelemise puhul

on orgaaniliseks siisinikuallikaks suhkrud vo0i orgaanilised happed ning biomassi
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tootmine ei  sOltu  valgusest, mistdttu  saavutatakse paremaid tulemusi
vetikakontsentratsioonis ja Olisisalduses. Nditeks rohevetikas Chlorella protothecoides
on ndidanud heterotroofsetes tingimustes 3-4 korda korgemat vetikate kontsentratsiooni
lahuses (15,5 g/L) kui autotroofsel viljelusel ja oOli sisalduse suurenemist 4,2 korda
(>50% kuivmassis). Siiski on heterotroofsel viljelemisel orgaanilise siisiniku allikas suur
kuluartikkel vorreldes teiste lisatavate toitainetega. Selle iiletamiseks tuleks leida odav
siisinikuallikas — toorgliitserool, mida saadakse biodiisli tootmise protsessist, voiks olla

iiks lahendus. (Liang et al. 2009)

Chlorella vulgaris’el on miksotroofsed omadused, s.t. see on vdimaline kasvama ka
heterotroofsetes tingimustes. C. vulgaris on ndidanud korgemat kasvumaiira keskkonnas,
kuhu lisatud glitkoosi vO1 atsetaati. 12-pdevases tootmistsiiklis oli raku kasvumadr
vastavalt 7 (gliikoosiga) ja 9 (atsetaadiga) korda korgem vorreldes autotroofse
viljelusega. Korgeim lipiidide sisaldus saavutati autotroofsel  viljelemisel
lammastikuvaeses keskkonnas, kuid korgeim lipiidide tootlikkus (54 mg/L pédevas) oli

vetikamassi kasvatamisel 1% gliikoosiga kasvukeskkonnas. (Lian et al. 2009)

Nannochloropsis’t viljeleti vilitingimustes limmastiku vaeguses suvisel ajal 590-liitrises,
10x1m Green Wall Panel-is (vt. lisa 2). Kontrollgrupp toitainete piisava kultuuriga kasvatati
viaiksemas Green Wall Panel-is, mis oli samuti vilitingimustes, et tagada vordlus standard
biomassiga. Viljelemiseks kasutati tehislikku merevett soolsusega 30g/L kohta, kuhu oli
lisatud Guillardi f toitelahuse (Algae Production) toitaineid ilma ldmmastiku allikata.

(Bondioli et al. 2012)

Eesmaérgiks oli saavutada korge lipiidide sisaldus. Biokiituste tootmiseks on votmetdhtsusega
ka akumuleerunud lipiidide koostis. Nannochloropsis nagu ka teised olised vetikad, mida
kasvatatakse piisavas toitainete keskkonnas, toodavad peamiselt polaarseid lipiide, mida ei ole
voimalik toddelda biokiitusteks. Biodiisli tootmiseks on vaja neutraalset 6li, mis koosneb
peamiselt trigliitseriididest (TAG) ja osaliselt gliitseriididest, mida on lihtsasti vdimalik
muundada vastavalt rasvhappe metiiiilestriks (fatty acid methyl esters — FAME). (Bondioli et
al. 2012)

Katse tulemusena selgus, et limmastiku vaeguse tulemusel kasvas lipiidide sisaldus kultuuris
68,5%-ni KA ja neutraalsete lipiidide sisaldus kasvas 70%-ni kogu lipiidide hulgast (48%
biomassi KA). Polaarsete lipiidide hulk kahanes vastavalt 26%-1t 19%-ni. (Bondioli et al.
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2012) Sarnaselt on leidnud ka Suen et al. (1987) katses Nannochloropsis’ega: lammastiku
vaeguse tingimustes saavutas liik lipiidide sisalduse 55% (vOrrelduna 24-30% ldmmastiku
kiilluses kasvanud kultuuriga), millest peamised lipiidid olid trigliitseriidid (79%). Sellele
jargnesid polaarsed lipiidid (9%) ning siisivesinikud (2,5%) kogu lipiidide hulgast. (Suen et
al. 1987)

Jimenez et al. (2003) viis 14bi vuringud Spirulina platensis ‘ega Hispaania 1dunaosas Malagas.
Uuringu tulemusena leiti, et Spirulina masstootmine avatud tiigi siisteemis on teostatav
vastavalt Louna-Hispaania kliimatingimustele iiheksal kuul aastas, martsist novembrini.
Potentsiaalne keskmine biomassi tootlikkus sellele perioodil on 10,3 g KA/m?* pievas. Aasta
keskmine tootlikkus on ligikaudu 8,2 g KA/m” pievas, mis tihendaks biomassi saagikust 30
tonni/ha aastas. Antud tulemused on 450 m’ suurusest ja 0,3 m siigavast avatud

ringvoolukanali siisteemist. (Jimenez et al. 2003)

Vetikate tootmine ringvoolukanalis vOib olla partii-pohine, katkematu voi osaliselt
katkematu protsess. Uhe partii tootmine ringvoolukanalis kestab 4-6 niddalat ning
maksimaalne biomassi tootlikkus on 0,05-0,1 g/L pidevas. 13 kuud osaliselt katkematu
viljelusprotsessiga on keskmine biomassi tootlikkus 0,19 g/L pdevas ning katkematu
viljelusprotsessiga on saavutatud biomassi tootlikkuse mdaérasid 0,204 g/l pédevas.
Katkematu ja poolkatkematu siisteem on eelistatud suurtootmises, kuna see voimaldab

kultuuri pikaajalist kasvatamist. (Tahir 2014)

Hinnanguline kulu iihe kilogrammi mikrovetikate biomassi KA tootmiseks on 2,95 $
fotobioreaktoris ja 3,80 $ avatud ringvoolukanalis. See hinnang pohineb eeldusel, et
kasutatav siisihappegaas on kéttesaadav tasuta. Kui aastane biomassi tootmisvoimsus
suureneb 10 000 tonnini, vaheneb tootmiskulu kilogrammi kohta ligikaudu 0,47 $ ja 0,60 $
vastavalt fotobioreaktoris ja ringvoolukanalis tootmisel tdnu mastaabisddstule. (Tahir 2014)

Antud arvutused aga ei vota arvesse kapitali investeeringuid.

Mikrovetikate kasvatamiseks on vaja vett, valguskiirgust, CO,, toitaineid ning energiat
optimaalse kasvutemperatuuri hoidmisele, mille hulk praeguste hindade ja
tootmismahtude juures ei ole kasumlik. Vottes arvesse kogu kasvatustsiiklit, siis on
sisendina panustatud energia investeeringutasuvuse (energy return on investment —
EROI) vdirtus mikrovetikate bioenergiast umbes 0,13-1,77. See on iisna ebaatraktiivne,

kui vordluseks on fossiilse 0li EROI tavapéraselt 11-18. Tdnu korgele ressursside

33



tarbimisele ja madalale energiavéljundile, jddb mikrovetikatest biodiisli hind 10 korda
korgemaks kui fossiilsel diislil. Lisaks on mikrovetikate monokultuuris kalduvus
reostusele soovimatute kahjurite ja patogeenide poolt, mis omakorda suurendab

majanduslikku riski suurtootmise puhul. (Zhang et al. 2016)
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5. MIKROVETIKATE RAKENDUSVALDKONNAD

Mikrovetikad on tdnapdeval {lisna laialdaselt kasutust leidnud toidulisandite ja
farmaatsiatoodete todstuses. Lisaks hinnatakse neid korge toitevdidrtusega toiduna. Suurt
potentsiaali ndihakse mikrovetikate biomassist biokiituste tootmises, mis vdimaliku toodetava
biomassi koguse poolest vaiks olla iiks alternatiividest naftal pohinevatele mootorikiitustele.
Samuti on energiajulgeoleku tagamiseks aktuaalne vetikate biomassist soojus- ja
elektrienergia tootmine asendamaks ammenduvaid fossiilseid kiituseid. Lisaks nendele
suurtele valdkondadele, radgitakse mikrovetikatest veel heitvee puhastamise, atmosfairis CO,
vihendamise kontekstis. Jiargnevas peatiikis késitletakse mikrovetikate erinevate

rakendusvaldkondade hetkeseisu.

5.1. Mikrovetikate kasutamine inimtoiduna

Vetikaid on kasutatud sajandeid inimeste toiduks, kuid niilidisajal viljeletakse neid mérksa
intensiivsemalt. Vetikate roll inimese tervises ja toitumises on suurenev késikdes uuringutega
nende kasulikkusest ning vetikate efektiivsemast viljelemisest. Praegusel ajal toodetavaid
vetikaid kasutatakse peamiselt toidus, toidulisandites, funktsionaalsetes toitudes,
loomasodtades ja virvainetes. Inimeste tarbeks kasvatatavad vetikaliigid on vaid véike hulk
koigist liikidest ning neis sisalduvate {ihendite uurimine on alles lapsekingades, kuigi arvukalt

kasulikke tooteid on turule juba tulnud. (Bishop, Zubeck 2012).

Toiduainetoostuses on rakendust leidnud peamiselt Arthrospira (Spirulina), Aphanizomenon,

Chlorella vulgaris, Dunaliella salina ja Haematococcus (Spolaore et al. 2005).

Erinevate mikrovetikate proteiini sisaldus jddb vahemikku 28% (Porphyridium cruentum)
kuni 71% (Spirulina maxima) KA. Vorreldes neid viértusi inimeste poolt tavapdraselt
tarbitavate toiduainetega (vidikseim sisaldus 8% riisis, suurim 43% lihas) voib kisitleda
mikrovetikaid véaartusliku valguallikana. Spirulina platensis’t on mirgitud kui korge
proteiinisisaldusega vetikat. Vetikate baas-aminohapete koostises on isoleutsiin, leutsiin,
liisiin, metioniin jne. Neid aminohappeid voib leida ka liikides Chlorella , Dunaliella ja
Tetraselmis. (Klein, Buchholz 2013) Chlorella proteiin sisaldab koiki kaheksat asendamatut

aminohapet, mida inimese organism ise ei suuda silinteesida. (Bishop, Zubeck 2012)
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Paljude vetikaliikide kasutegur seisneb ka vaértuslike rasvhapete sisalduses, mida kasutatakse
laialdaselt toidulisandites ning loomasddda komponendina. (Chair ef al. 2009) On hésti teada,
et inimorganism vajab olulisi poliikiillastumata rasvhappeid ®-3 ja ®-6, kuid ei suuda neid ise
siinteesida. Inimorganismi voimetust neid rasvhappeid siinteesida seostatakse mitmete
haigustega, kuid ka vananemise, suitsetamise ja alkoholi tarbimisega. ®-3 ja ®-6 rasvhapped
on olulised kudede jaoks, et taaselustada nahka ja viltida enneaegset vananemist (suur
kasutusvaldkond kosmeetikatoostuses), kuid ka immuunsiisteemi tugevdamiseks ja ka kudede

taastumise protsessideks. (Jesus Raposo et al. 2013)

Pika  ahelaga poliikiillastumata  rasvhapped on iiks kategooria  vOimalikest
mikrovetikasaadustest.  Spetsiifiline  rasvhape  eikosapentacenhape (EPA)  omab
markimisvadrset moju nditeks veresoonkonnale tinu oma trombivastasele toimele. Samuti on
osades mikrovetikates leiduv rasvhape dokosaheksaeenhape (DHA) dominantne rasvhape
neuroloogilistes kudedes, s.t. inimaju hallolluses. (Janssen 2002) EPA ja DHA méingivad

olulist rolli ka lipiidide sisalduse vihendamises ning omavad pdletikuvastast toimet. (/bid)

Vetikad on rikkad paljude vitamiinide, sealhulgas A, B, B,, B3, B¢ ja C poolest. (Chair et al.
2009) Spirulina perekonna liitke (nt Arthrospira) tuntakse kui védga head vitamiinide allikat.
Sellest vetikast toodetud vitamiin A on uuringute pohjal tdhusam ning inimorganismile
paremini omastatav voOrreldes siinteetiliselt toodetuga. Ka teised mikrovetikad nagu
Tetraselmis suecica, Isochrysis galbana, Dunaliella tertiolecta ja Chlorella stigmatophora on
rikkalikud vitamiinide allikad, sisaldades korgemas voi sarnases kontsentratsioonis vitamiine
nagu apelsinid. (Klein, Buchholz 2013) Enim toodetud vetikate vitamiinisisaldus on toodud

ka esimeses peatiikis tabelis 1.

Vetikatest saadavad pigmendid on olulised funktsionaalse toidu ja toidulisandite
komponendid, kus kasutatakse dra nende antioksiidantseid omadusi, kuid rakendatakse ka
véarvainetena. Mikrovetikates sisalduvad peamised pigmendid on B-karoteen, astaksantiin,

fiikotstianiin ja klorofiill.

B-karoteeni toodetakse peamiselt liigist Dunaliella paljude ettevotete poolt iile maailma —
lisraelis, Hiinas, USA-s ja Austraalias. Hinnanguline Dunaliella tootmismaht aastas on 1200
tonni KA. Erinevate allikate pdhjal vdib B-karoteeni hulk antud vetikaliigis ulatuda kuni 14%-
ni kuivaines. Ka Spirulina platensis on arvestatav B-karoteeni allikas sisaldades antud

pigmenti lihikumassi kohta 10 korda rohkem kui niiteks porgandid. Kuigi loodusliku 8-
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karoteeni tootmine on kasvanud, on 90% kaubanduses miilidavast siiski siinteetiliselt
toodetud, vaatamata faktile, et loodusliku B-karoteeni imendumine ja toime on paremad.

(Klein, Buchholz 2013; Bishop, Zubeck 2012; Tempesta et al. 2010)

Astaksantiin on antioksiidantse toimega karotenoidpigment, mis on toimelt vdhemalt 10 korda
tugevam kui B-karoteen ja 1000 korda efektiivsem kui vitamiin E. Haematococcus on suurim
loodusliku astaksantiini allikas, mis moodustab 1,5-3% (modnede allikate pdhjal isegi kuni
4%) vetika kuivmassist. Vaatamata loodusliku astaksantiini suuremale tohususele, tarbitakse
siiski 95% siinteetiliselt toodetud pigmenti. (Heimann, Huerlimann 2015; Bishop, Zubeck
2012; Buchholz, Klein 2013)

Fiikotsiianiini sisaldab suurel hulgal tstianobakter Spirulina platensis. Sellel pigmendil on
tugevad antioksiidantsed ja pdletikuvastased omadused, mistdttu on see leidnud rakendust

funktsionaalsetes toitudes ja ka farmaatsiatoostuses. (Bishop, Zubeck 2012)

Tstianobaketritel (Aphanizomenon ja Spirulina) on ka kdrge klorofiilli sisaldus, 1-2% KA.
Uuringute kohaselt stimuleerib klorofiill maksatood, suurendab sapi sekretsiooni ja tagab

iildise tervisliku heaolu. (Spolaore et al. 2005)

Mikrovetikaid kasutatakse ka toiduainete loodusliku vidrvina. Astaksantiin on kasutusel
toiduvérvina, millel pole leitud {ihtki tervist ohustavat korvalmdju kuni doosini 20 mg/paevas.
Fiikotstianiini kasutatakse laialdaselt virvainena. See vdib muuhulgas olla siinteetilise sinise
viarvi asendaja. Vérvainena on see populaarne Jaapanis ndrimiskummide, serbettide,
kommide, gaseeritud jookide ja wasabi toonimisel. Sinise vérvaine tootmine sellest vetikast
on iihtlasi ka arendatud Jaapani firma, Dainippon Ink & Chemicals, poolt. (Klein, Buchholz

2013)

Ohufaktoriks mikrovetikate rakendamisel toiduainetddstuses peetakse suurt reostuse riski,
kuna vetikaid viljeletakse peamiselt avatud tiikides. Paljudes uuritud vetikaproovides leiti
kriitiline bakterite kontsentratsioon. Analiilisides Chlorella proove leiti ka tslianobakterite

poolt pohjustatud reostus. (Klein, Buchholz 2013)

Uldiselt vdib delda, et mikrovetikate kasutamine toiduainetddstuses on iiks paremini arenenud
valdkondi ning erinevaid liike kasutatakse inimeste hiivanguks mitmetel eesmirkidel. Seda
niitavad ka tabelis 3 toodud tootmismahud toiduainetdodstuse tarbeks ning tootmisettevotted

ule maailma.
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Tabel 3. Toiduainetdostuse jaoks toodetavate mikrovetikate biomassi maht aastas.

Liik Biomassi Riigid Allikas
tootmismaht KA
(tonni/aastas)

Haematococcus 300 USA, India, lisrael Bishop, Zubeck 2012

pluvialis

Arthrospira, 3000 Klein, Buchholz 2013
Aphanizomenon,
Nostoc

Aphanizomenon 500 Bishop, Zubeck 2012

Chlorella Ule 70 ettevdtte iile Spolaore et al. 2005

maailma
Chlorella 400 Taiwan Chlorella Spolaore et al. 2005
Manufacturing & Co
(suurim tootja
maailmas)
Chlorella 130-150 Klo6tze, Saksamaal Spolaore et al. 2005

Siiski pole kogu tdostusharu potentsiaal kaugeltki veel ammendatud, kuna looduslikku

paritolu preparaatide asemel kasutab veel valdav enamus turust siinteetiliselt toodetud

uhendeid.

Mikrovetika saaduste kasvupotentsiaal seisneb ka kasvavas trendis tervislikult toituda.
Vetikate positiivne mdju tervisele on leidnud kinnitust ning nende kiire kasv voimaldaks
rahuldada suurenevat nodudlust. Jatkuvalt toimub uurimis- ja arendustegevus, et leida
efektiivsemaid tootmismeetodeid ning uusi vetikaliike, mille omadusi rakendada inimeste
tervise parandamiseks. Lédhtuvalt vetikate vOimest ravida ja ennetada erinevaid haigusi
(sealhulgas viirusnakkusi, siidamehaigusi ja vdhki), on huvi nende vastu jétkuvalt suur.

(Bishop, Zubeck 2012)

5.2. Mikrovetikatest biokiituste tootmine

Viimastel aastatel on paljud riigid maailmas teinud pingutusi, et vdhendada ndudlust
fossiilsetest allikatest tulenevatele kiitustele. Praegusel hetkel on 88% globaalsest energia
tarbimisest périnev fossiilsetest kiitustest nagu nafta, kivisiisi ja maagaas poletamisel. Sellised
kiitused on taastumatud ja nende varud ammenduvad aja jooksul. Sellest tulenevalt on
vajadus leida uusi alternatiivseid strateegiaid energiajulgeoleku tagamiseks ning samuti CO,

emissiooni vihendamiseks. (Milano et al. 2016)

Biokiitustes ndhakse potentsiaali tuleviku energiavajaduse rahuldamiseks. Esimese pdlvkonna
biokiituste biomassi tooraineks on toidukultuurid, sealhulgas suhkruroog, suhkrupeet,

taimedlid ja loomsed rasvad. Nendest on biokiituseid toodetud tédnaseks juba aastakiimneid
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ning tootmisettevotteid voib leida USA-s, Brasiilias ja Euroopa Liidu riikides. Siiski on
selliste biokiituste mdju transpordisektorile limiteeritud, kuna nende tooraine kasvatamisel
esineb podllumajandusliku maa osas otsene konkurents toidukultuuridega. Teise pdlvkonna
biokiituseid toodetakse biomassist, mille moodustavad pdllumajanduse, metsaraie ja puidu
tootlemise jadkproduktid, toidujddtmed ning lisaks kiirekasvulised taime- ja puuliigid nagu
nditeks Jatropha curcas, Miscanthus giganteus ja Madhuca longifolia. Sellise biomassi
tootmiseks saab kasutada vihemviljakaid maid, mistottu ei konkureeri see toidutootmisega.
Samuti on madalam keskkonnamoju, kuna biomassi tootmiseks ei rajata enamasti eraldi
polde, v.a. juhul, kui biomassi tootmiseks kasvatakse energiavdsa. (Milano et al. 2016)

Biokiituste klassifikatsioon tooraine alusel on toodud lisas 3.

Kolmanda pdlvkonna biokiituste tootmine pdhineb vetikatel. Esimesed uuringud ja katsed
vetikatest biokiituste tootmiseks tehti juba 1950ndatel aastatel ning jdrsult suurenes nende
voimaluste vastu huvi 1970ndatel USA-s energiakriisi tottu. Aastatel 1980-1996 toetas The
US Department of Energy (DOE) veeorganismide programmi mikrovetikate uurimiseks,
kasvatamiseks ja nendest 0li tootmiseks. Siiski 10petati toetusprojekt 1996. aastal tddemusega,
et tehnoloogia on liiga kallis, et ldhitulevikus kasumlikuks muutuda (Milano et al. 2016;

Algae for Biofuel Production)

Viimasel aastakiimnel on huvi taas antud teema vastu mérgatavalt suurenenud ning aktiivne
uurimis- ja arendustegevus toimub erinevates riikides. Mikrovetikate kasutamise eelised
biokiituste tootmisel on:

e korge kasvumadr

e korge lipiidide saagikus

e vihenoudlik kasvukeskkond

e madal konkurents pollumajandusliku maa ja magevee kasutamisel

e sesoonsete piirangute puudumine viljelemiseks. (Chisti, 2007; Ho ef al. 2010)

Tabelis 4 on erinevate kultuurtaimede Olisaagikuse ja selle tootmiseks vajamineva
maaressursi vordlus. Sellelt selgub, et mikrovetikate biomass nidib olevat ainus reaalne
alternatiiv, millel oleks potentsiaali asendada tdielikult fossiilseid tooraineid. (Milano et al.

2016)
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Tabel 4. Biokiituste tooraine vordlus. (Chisti 2007)

Oli saagikus (8li Maa ressursi
L/ha/aastas) vajadus (M ha) ¥
I p6lvkond
Mais 172 1540
Soja 446 594
Raps 1190 223
11 polvkond
Jatropha 1892 140
Palm 5950 45
11 polvkond
Mikrovetikad 70% 136 900 2
Olisisaldusega biomassis
Mikrovetikad 30% 58 700 4,5
Olisisaldusega biomassis

®Maaressursi vajaduse katmaks 50% USA transpordikiituste ndudlusest.

Peamised liigid, mida kasvatatakse biokiituste tootmiseks on perekondadest Botrycoccus,
Chlorella, Scenedesmus, Chlamydomonas, Dunaliella ja Nannochloropsis (Ho et al. 2014).
Nagu voib nidha tabelist 5, on 20-50% dlisisaldus mikrovetikates lisna tavapérane, kuid teatud

kasvutingimustes v0ib see iiletada ka 80% taseme. (Chisti 2007)

Tabel 5. Enam kasvatatavate mikrovetikaliikide dlisisaldus kuivaines (Chisti 2007)

Mikrovetika liik Olisisaldus KA (%)
Botrycoccus braunii 25-75
Chlorella 28-32
Nannochloropsis 31-68
Nitzschia sp 45-47
Schizochytrium 50-77
Neochloris oleoabundans 35-54

Biokiituste tootmiseks eelistatakse korge oOlisisaldusega litke. Lisaks on oluline lipiidide
koostis, kuna toodetava biokiituse kvaliteet (pdlemisefektiivsus, kiittevoimsus) on suuresti
soltuv sisalduvatest rasvhapetest. Sobivates kasvutingimustes toodavad vetikad peamiselt
madala kiillastatuse astmega neutraalseid rasvhappeid (nt oleiinhape C18:1), mis on sobilikud

biokiituste tootmiseks. (Ho et al. 2014; Milano et al. 2016)

Naiteks magevees kasvavat Chlorella vulgaris’t peetakse parimaks vetikatiiveks biodiisli
tootmisel (Tahir 2014). Looduslikes kasvutingimustes on sellel liigil kiill keskpérane
olisisaldus, kuid biokiituste todstuse jaoks on oluline aspekt selle kasvamisvdime erinevates
keskkonnatingimustes (sh. pH taluvus 5-10) ning seejuures voime akumuleerida suurel hulgal
neutraalseid rasvhappeid. Et saavutada lipiidide sisaldus kuni 58% KA, tuleks manipuleerida

kultuuri  keskkonnatingimustega. Naiteks ldmmastiku vaegus kasvukeskkonnas on
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suurendanud oluliselt C. vulgarise lipiidide akumuleerumist. Selle toitaine véhesus viib
progressiivse kasvuni lipiidide akumuleerumisel, kuid vdhendab samas biomassi kasvu.

(Tahir 2014)

Lipiidide koostist ja hulka on vdimalik mdjutada erinevate kasvukeskkonna stressoritega:
toitainete (eriti N) vaegus, CO, kontsentratsioon, soolsus, keskkonna pH muutmine. Lisas 4
on toodud mdned nédited erinevate vetikaliikide kohta saavutamaks keskkonnatingimuste

muutmisega soovitud komponentide suurendamist vetika biomassis.

Tihti tuleneb aga suurem lipiidide akumulatsioon kasvumédra vihenemise arvelt, mida vdib

niha ka jooniselt 11. (Harwati ef al. 2012)
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Joonis 11. Biomassi kontsentratsioon vs lipiidide akumuleerumine ammenduva
lammastikuressursiga keskkonnas (Harwati et al. 2012)

Sellest ldhtuvalt on oluline leida optimum biomassi tootlikkuse ja lipiidide saagikuse vahel.
Tabelis 6 on toodud nditena soolsuse moju biomassi kontsentratsioonile, lipiidide
tootlikkusele ning kogu lipiidide hulgale liigi Chlorococcum niitel. Kuigi kogu lipiidide hulk
biomassis oli maksimaalne 2% NaCl sisalduse juures, oli selle soolsuse juures jarsk biomassi
kontsentratsiooni langus. Seega oleks biomassi kasvatamiseks optimaalne valida 1% NaCl

kontsentratsioon, kuna sel juhul sidilib ka korgem biomassi saagikus. (Harwati ef al. 2012)
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Tabel 6. NaCl kontsentratsiooni mdju Chlorococcum biomassi kontsentratsioonile ja
lipiididele. (Harwati et al. 2012)

NaCl Biomassi
kontsentratsioon | kontsentratsioon | Lipiidide tootlikkus | Kogu lipiidide hulk
(%) (KA/g/L) (mg/L pievas) (% Kkuivmassis)
0 0,60 6,2 10,3
0,5 0,65 10,0 15,4
1 0,64 11,3 17,7
2 0,14 4,0 29,8

Vetikatest biokiituse tootmine pole siiski joudnud majanduslikult kasumliku piirini ja
seda erinevate tegurite tottu. Avatud tiik voi suletud fotobioreaktori siisteem toodab
tavaliselt rakukontsentratsiooni 0,1-1 g/ ning vetikasaagi koristamine sellise
kontsentratsiooniga lahjendatud suspensioonis on védga kulukas. Kultuur ise on aldis
saastumisele ja kohalikud liigid vdivad selle lihtsasti iile votta. Ka vetikate olisaagikus

on endiselt suhteliselt madal. (Chair et al. 2009)

Saagikoristuse protsess moodustab 20-30% biokiituste tootmise kogukuludest. Kuna vetikate
lahendatuse miér puljongis on véga suur, siis tuleb toddelda suurt mahtu vett ning vajaliku
kuivaine kittesaamine on kulukas protsess. Innovaatilised insener-tehnilised lahendused

saagikoristamise protsessi tohustamiseks, peaksid aitama protsessi kuluefektiivsemaks muuta.

Eppnik (2016) toob vilja, et biokiituste tootmine jirgneva 20 aasta jooksul ei paista olevat
kuigi teostatav alternatiiv fossiilsetele kiitustele, arvestades viimaste hinnataset. Lipiididest ja
siisivesikutest saadavate biokiituste (biodiisel, biometaan, bioetanool) konkurentsivdoimeline
biomassi tootmise hind oleks praeguse turuseisu juures 300 €/tonn. Arvestades aga tinaste
tehnoloogiate juures mikrovetikate tootmist, t66jou- ja energiakulu, kujuneb biomassi hinnaks

2000 €/tonn. (Eppnik 2016)
5.3. Mikrovetikad ning elektri- ja soojusenergia

Atmosfddri paiskuvad kasvuhoonegaasid on kasvavas tarbimisiihiskonnas iiha suurenev
probleem. Suur hulk elektrienergiast genereeritakse kivisde pdletamisel elektrijaamades ning
sellel on markimisvadrne moju keskkonnale. Oodatav kivisde tarbimine maailmas kasvab
umbes 56% aastatel 2007-2035. Alternatiiviks peetakse siinkohal kivisde podletamist koos
biomassiga. Koospdletamine on kuluefektiivne lihenemine elektrienergia tootmiseks, mis
samal ajal vdhendab oluliselt kasvuhoonegaaside emissiooni ning voetigi algselt kasutusele

sel eesmirgil. Joonisel 12 voib ndha vordlust elektri tootmiseks tavapérase kivisoe
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poletamisel ja koospdletamisel. (Milano et al. 2016) Teise stsenaariumi puhul kasutatakse édra
poletamisel vabanevat heitgaasi biomassi tootmiseks, mis tdhendab vdhenenud saasteaineid
atmosfadri. Biomass jouab ringluses tagasi pdletisse, mis koospdletamisel tdhendab taas veidi

viiksemat emissiooni, millest osa ldheb uue biomassi tootmiseks.

Stsenaarium tavalisel
kivisoe pdletamisel

Pgletamine

elektrijaamas

Saasteainete
heitgaasid

Kivisde tootmine

Stsenaarium kivistsi ja
biomassi koospdletamisel

P8letamine

Elektrienergia

Saasteainete

elektrijaamas

taaskasutus

Vetikate tootmine

heitgaasid

Joonis 12. Biomassi koospdletamine kivisdega (Milano et al. 2016)

Kultiveerides mikrovetikaid ning kasutades samal ajal dra elektrijaamast vabanevat CO,, voib
oluliselt vihendada CO, emissiooni atmosfdéri ja kivisde-biomassi koospdletamine voib
genereerida lisanduvat energiat. Asendades elektrijaamades kivisde mikrovetikate biomassiga
on kasvuhoonegaaside emissioon veelgi vdiksem, kuid siinkohal tuleb siiski arvesse votta, et
mikrovetikate tootmisprotsess nduab ka energiasisendit ja toitaineid, mis on samuti olulised
argumendid keskkonnamodjule. Seega on vajalik leida tasakaal mikrovetikate tootmise ja

koospdletamise vahel, et protsess oleks voimalikult keskkonnasdbralik. (7bid)

5.3. Teised rakendusvaldkonnad

Uheks potentsiaalseks rakendusvaldkonnaks on orgaanilised vietised. Uuringud on niidanud,
et siinteetilised kemikaalid, millest on valmistatud paljud kaasaja véetised ja pestitsiidid,
mojutab negatiivselt inimeste tervist ning vdivad olla mdnede véhkkasvajate allikaks.
Euroopa rajab teed orgaaniliste vietiste kasutamisel keemiliste asemel. Kasvav maailma
rahvastik seisab silmitsi faktiga, et praegune toidu tootmise silisteem suudab ilma
kemikaalvéetisteta varustada vaid umbes 1/5 maailma populatsioonist. Seega ei ole vietiste
kasutamise 10petamine vdimalik lahendus. Vetikate biomassi kasutamine keemiliste véetiste

asemel vOib mitte ainult saavutada samu tulemusi, vaid hinnanguliselt isegi suurendada
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kultuuri saagikust 10-40%, mida niitasid Texase Ulikooli uurimused. Teatud kindlat liiki
vetikaid voib kasutada maapinnal orgaanilise vdetisena kas toorelt voi poolkomposteerunud
vormis. Vetikaid on vOimalik kasvatada tiikides, tO00tlemaks farmidest voolavat
toitaineterikast heitvett; toitaineterikas vetikamass on siis vdimalus kokku koguda ja
taaskasutada véetisena, mis potentsiaalselt vdhendab ka viljeletava pdllukultuuri
tootmiskulusid. Lisaks on leitud, et vetikatel pdhinevad véetised voivad toimida kui
looduslikud pestitsiidid ning véhendada ka kultuuri veetarbimist kasvutsiikli valtel. (Algae

Production Systems; Chair et al. 2009)

Vetikate biomassi on vdimalik kuivatada, pressida ning granuleerida véga lihtsalt. Seda
granuleeritud so6ta vOib kasutada erinevat liiki eluskarja jaoks loomadest lindude ning
kaladeni. Uuringud on nididanud, et vetikatel pohinev sd60t on meelepdrane erinevates
loomakarjades ning veistel on mérgata siledamat karva. Kuivatatud vetikatel on pikk
sdilivusaeg ja granuleeritud kujul on seda lihtne ladustada ja transportida. Samuti on néha, et
aarmuslikel juhtudel, pdua ja toidupuudusel on vetikatoit on kasutatav ka inimtoiduks. (Algae
Production Systems) Spolaore et al. (2005) on mérkinud, et suisa 30% maailmas toodetavatest
vetikatest miiliakse loomasdddaks ning iile 50% kogu Arthrospira toodangust ldheb
soodalisandiks. Sagedamini kasvatatavad liigid on Chlorella, Tetraselmis, Isochrysis,

Nannochloropsis jt. (Spolaore et al. 2005)

Nagu eelpool toodust néhtub, on mikrovetikatel mitmeid rakendusvaldkondi, sealhulgas viga

kaalukad teemad, millele otsitakse lahendusi kogu maailmas.

5.5. Probleemid ja voimalikud lahendused

Vetikate biotehnoloogia on progresseerunud vordlemisi aeglaselt. Piirav faktor on
efektiivse suuremahulise tootmistehnoloogia puudumine. Mitmed mikrovetikate rakendused
noduavad tihe liigi kasvatamist kontrollitud viljelemissiisteemis. Lahtuvalt sellest vajadusest
pannakse rohkem rohku suletud fotobioreaktorite arendamisele. Siiski tuleb iiletada veel

palju insenertehnilisi probleeme, et arendada kuluefektiivne tootmissiisteem. (Janssen 2002)

Uks tehniline viljakutse on seotud mikrovetikate biomassi lahjendatusega
kasvukeskkonnas, tiitipiliselt 0,5-1 kg/m’ avatud tiigis ja 5-10 kg/m’ fotobioreaktoris. Vett
tuleb toddelda viga suurtes mahtudes kultiveerimise, koristamise ja eriti kuivatamise viltel.
See viib korge elektri- ja soojusenergia tarbimiseni ning korgete kogukuludeni. (Delrue et

al. 2012)
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Tootmiskulude vahendamiseks on uurimise alla voetud biokiituste tootmine koos reovee
kéditlemisega, mida peetakse enim tdendoliseks majanduslikuks rakenduseks
lithiperspektiivis. Heitvesi sisaldab hulganisti toitaineid (ldmmastik ja fosfor) ning seda
oleks voimalik integreerida mikrovetikate biomassi tootmisesse. See annab vOimaluse
eemaldada kemikaalid ja orgaanilised saasteained, raskemetallid ja patogeenid heitveest,
tootes samal ajal biomassi. CO, rikas heitvesi tagab soodsa kasvukeskkonna, kuna
tasakaalustab ,,Redfieldi suhte* (siisiniku, ldmmastiku ja fosfori molekulaarne suhe mere
orgaanilises aines C:N:P = 106:16:1) reovees, vdimaldades paremaid tootmistulemusi,
viahenenud toitainete taset kdideldud heitvees ning suurenenud lipiidide tootlust. Samuti on
oluliseks aspektiks minimaalne magevee kasutamine biokiituste tootmiseks. Sellist
integreeritud ldhenemist peetakse iiheks perspektiivseimaks alternatiiviks kuluefektiivse
vedela biokiituse ja taastuva energia tootmiseks. (Brennan, Owende 2009; Paniagua-Michel

2015)

Eppnik (2016) toob vélja, et saavutamaks mikrovetikate tootmise ja rakendamise
kuluefektiivsust ja toodete suuremat konkurentsivdimet, on vaja kasutada dra koik biomassi
komponendid, s.o. valgud, siisivesikud, rasvad, vitamiinid, vérvained ja muud véiksemad
komponendid. Ainult iihe 16pp-produkti eesmirgil vetikate kasvatamine pole rentaabel ning

véadrindada tuleks kdik komponendid erineva otstarbega toodeteks. (Eppnik 2016)
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KOKKUVOTE

Vetikad on oma chituselt lihtsad ja primitiivsed taimed ning see on voimaldanud neil ellu
jaada ja kohaneda véga erinevates keskkonnatingimustes — maapinnal ja vees, soolastes ja
magedates veekogudes, kiilmas ja soojas. Lisaks on nende liigiline koosseis viga
mitmekesine ning enamust pole veel teadus suutnud veel méératledagi. Téanapdeva
tootmisettevotetes, kus vetikaid kasvatatakse kaubanduslikul eesmaérgil, kasutatakse dra neid

vetikatele bioloogilisi omadusi.

Tootmisettevotetes enim kasvatatavad mikrovetikate liigid on Chlorella, Dunaliella,
Haematococcus, Botrycoccus, Nannochloropsis, Spirulina ja Aphanizomenon. Viimased kaks
on prokariiootsed tstianobakterid, mis sarnanevad oma ehituselt rohkem bakteritega, kuid

viimastes klassifikatsioonides, kisitletakse neid siiski koos vetikatega.

Mikrovetikad vajavad kasvuks valgust, vett, toitaineid ja CO,. Enamik mikrovetikaid on
autotroofsed, s.t. viivad kasvuks ldbi fotosilinteesi. Valgusallikana kasutatakse peamiselt
pdikesevalgust kui looduslikku ressurssi. Siiski suudavad vetikad pédikeseenergiat
absorbeerida vaid fotosiinteetiliselt aktiivse kiirguse lainepikkustel 400-700 nm, mis esindab
42,3% kogu energiast valgusspektrumis. Selle probleemi iiletamiseks on niiteks
fotobioreaktorites vdimalus kasutada kunstlikku valgust, kuid see sisend muudab
tootmisprotsessi oluliselt kallimaks. Maksimaalse tohususe tagamiseks, peab arvesse votma
ka vetikate kontsentratsiooni lahuses ning tagamaks valguse l1dbipéddsu, on tootmissiisteemid

madalad (avatud tiigid) vo1 diameetrilt véiksed (fotobioreaktorid).

Vesi on mikrovetikate tavapirane kasvukeskkond. Olulisemad parameetrid seejuures on pH
tase ja soolsus. Kasvukeskkonna pH tase on liigispetsiifiline. Kiill aga mdjutab see erinevaid
rakuprotsesse ning kui liigi jaoks sobivat pH taset ei suudeta sdilitada, viib see kultuuri
kokkuvarisemiseni. pH taset reguleeritakse tavaliselt CO, lisamisega. Soolsus on samuti
oluline parameeter. Looduslikult magevees kasvavad vetikad ei suuda tihti soolases vees
kasvada. Samas merevee vetikatele on see votmetidhtsusega. Kdige halotolerantsem liik on
Dunaliella salina, mis on vdimeline elama isegi 35% soolsusega vees (tavapidrane merevee

soolsus on 3,5%). Kuna enamik mikroorganisme ei suuda sellises keskkonnas ellu jddda, on
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selle vetikaliigi saastumise risk korge soolsusega vees minimaalne. Nii pH kui ka soolsuse

reguleerimisega on vdimalik mojutada lipiidide ja siisivesikute akumuleerumist vetikates.

Toitained, eriti makrotoitained on votmetdhtsusega vetikate kasvamiseks. Peamised
makrotoitained on ldmmastik ja fosfor ning biomassi kasvu mdjutab ka nende suhe.
Lammastiku osakaal kasvukeskkonnas on mérgatavalt suurem ning selle toitaine vajadus
biomassi tootmiseks on lisna korge — hinnanguliselt on tarvis 50-80 kg lammastikku, et toota
1000 kg biomassi. Ldmmastiku kontsentratsiooniga manipuleeritakse kasvukeskkonda
suurendamaks lipiidide akumuleerumist vetikates. Viimati mainitud eesmairki tdidab see
enamikul juhtudest hésti, kuid samas kaasneb sellega tihti jarsk langus biomassi tootlikkuses.
Sellest tulenevalt peaks tootmine olema optimeeritud maksimaalsele 0li tootlikkusele, leides

optimumi ldmmastiku kontsentratsiooni ja biomassi kasvu vahel.

CO; on autotroofse viljelemise puhul peamine siisiniku allikas. Tavapéraselt paddib kdrgem
stisiniku kontsentratsiooni méér korgema biomassi tootlikkusega, kuid seejuures on tendents

pH taseme liigseks langemiseks viljelemiskeskkonnas, mis v3ib pérssida mikrovetikate kasvu.

Autotroofse tootmissiisteemi korval on jérjest enam tdhelepanu saanud ka heterotroofne
viljelemine, kuna mitmetel kasvatatavatel vetikaliikidel (sh. Chlorella) on ka heterotroofsed
omadused, s.t. nad on voimelised omastama eksogeenseid orgaanilisi toitaineid. Sellise
tootmissilisteemi eeliseks on soltumatus valguskiirgusest (mis eelpool mainituna oli
vordlemisi ebaefektiivne parameeter). Mitmed vetikaliigid on ndidanud mérkimisviérselt
suuremat biomassi tootlikkust heterotroofsetes kasvutingimustes. Selle tootmissiisteemi

puuduseks on aga suuremad kulud siisinikuallikale, mis muudab tootmise kallimaks.

Peamised kasvatustehnoloogiad on avatud tiigi siisteemid ja fotobioreaktorid. Neist esimesed
on suurtootmises enim rakendust leidnud tdnu voOrdlemisi madalatele ehitus- ja
opereerimiskuludele. Samas on avatud silisteemis biomassi tootlikkus suhteliselt madal. Lisaks
esinevad selle tehnoloogia puhul probleemid vee aurumise, CO, defitsiidi, temperatuuri
koikumiste ja 60pédevaste valguse-pimeduse tsiiklite ndol. Léhtuvalt nendest kitsaskohtadest
saab avatud siisteemides kasvatada ainult kiirekasvulisi liike lithikese viljelemisprotsessi
kdigus. Fotobioreaktorid on loodud mainitud probleemide iiletamiseks ning selles siisteemis
on olulised keskkonnaparameetrid kontrollitavad (pH, CO, kontsentratsioon, temperatuur).

Samuti on biomassi saagikus tunduvalt korgem. Antud tehnoloogia vastu rddgivad peamiselt
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aga korged kapitali-, opereerimis- ja hoolduskulud. Sellest ldhtuvalt on suurtootmises

valdavalt siiski kasutusel avatud siisteemid vaatamata oma puudustele.

Tehnoloogiline kitsaskoht on ka ebaefektiivne saagi koristamine. Kuna vetikakontsentratsioon
lahuses on viga madal, vetikamassi kittesaamiseks tuleb toddelda suurt mahtu vedelikku, mis

on vaga kulukas protsess.

Mikrovetikad on enim ja edukaimalt rakendust leidnud toiduainetdodstuses. Nende korget
rasvade, valkude, siisivesikute, vitamiinide ja pigmentide sisaldust on kasutatakse dra
toidulisandites, funktsionaalsete toitudes ja tervist edendavates preparaatides. Vetikad on
vadrtuslikuks proteiiniallikaks sisaldades suuremas kontsentratsioonis valke, kui tavaparaselt
tarbitavad toiduained. Lisaks suudavad vetikad toota kaheksat vajalikku aminohapet, mida
inimorganism ise ei suuda silinteesida. Ka mikrovetikate poolt toodetud lipiidid on inimese
tervise jaoks olulised, sisaldades muuhulgas vajalikke ®-3 ja -6 rasvhappeid, mida organism
ise ei tooda. Lisaks leidub vetikate rasvhapete koostises veel eikosapentacenhape (EPA),
millel oluline trombivastane moju ning dokosaheksaeenhape (DHA) mdjuga neuroloogilistele
kudedele. Ka vitamiinide ja pigmentide allikana on vetikaid laialdaselt kasutust leidnud ning
on tuvastatud nende mérkimisvéérselt suurem moju ja imendumine vorreldes siinteetiliselt
toodetavatega. Siiski tarbib maailmas suurem osa tdnapdeval veel siinteetiliselt toodetud

preparaate.

Oluline vetikate kasutusvaldkond toiduainetdostuses on ka virvained. Neis sisalduvaid
pigmente, klorofiill, karotenoidid ja fiikobiliinid kasutatakse laialdaselt looduslike ja ohutute

toiduvérvidena.

Teine suur ja maailma mastaabis oluline rakendusvaldkond on biokiitused, mis pole siiski
masstootmisesse veel joudnud. Mikrovetikaid on juba pool sajandit selles valguses palju
uuritud, kuna teoreetiliselt on neil potentsiaal asendada fossiilsest toorainest tulenevaid
kiituseid. Siiski on tdnased tootmistehnoloogiad liialt kallid, et see voiks ldhitulevikus
konkurentsivoimeliseks alternatiiviks muutuda. Siiski on kasvavas tarbimis- ja
heaoluiihiskonnas kiituste jérele jirjest suurem nodudlus ning teiselt poolt itha rohkem

miirgiseid heitgaase, mistottu jatkub antud valdkonnas intensiivne uurimis- ja arendustegevus.

Suurenevaks probleemiks on ka tdostusest eralduvad kasvuhoonegaasid. Selle probleemi
leevendamiseks on pakutud kivisde koospoletamist koos biomassiga, kus samaaegselt toimub

ka biomassi tootmine. Protsessi panus heitgaaside leevendamisse on seotud biomassi
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tootmiseks vajamineva CO, sidumisega otse tootmisest. Siiski pole see rakendusvaldkond

mirkimisviirse mojuga.

Veel on vetikad ja neid leiduvad védrtuslikud komponendid leidnud edukat rakendamist

loomasddtades ja looduslike vietistena.

Lahendusena ténastele probleemidele ndhakse biomajanduslikku I&henemist vetikate
tootmisele — s.t. vetikaid ei kasvatata ainult iihe 16pp-produkti eesmaérgil, vaid vaédrindatakse
koik komponendid vaartuslikeks toodeteks. Selline kompleksne ldhenemine aitaks vetikate

tootmist muuta kuluefektiivsemaks ning saaduste hinda konkurentsivoimelisemaks.

Samuti on juba esimesed sammud tehtud vetikate kasvatamise integreerimisel heitvee
kiitlemisega. Olme-, pollumajanduslik- ja tdo0stuslik heitvesi sisaldab suurel hulgal toitaineid,
mis on vajalikud just vetikate kasvatamiseks. Vetikad seovad keskkonnast toitaineid ning
iihtlasi puhastavad heitvett. Biomassi tootmise kontekstis vdhendab see kulusid veele ja

toitainetele, mis moodustavad arvestatava osa kogu tootmiskulust.

Efektiivsuse suurendamiseks uuritakse jétkuvalt ka erinevaid mikrovetikaliike ja nende
tiivesid, et leida paremate omadustega litke, mis vOiksid efektiivsemalt fotosiinteesida ning
akumuleerida soovitud iihendeid. Samal eesmérgil on spekuleeritud ka praegu tuntud ja

madratletud vetikaliikide geneetilise muundamisega.
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THE ANALYSIS OF PRODUCTIVITY AND APPLICATIONS
OF MICROALGAE

Summary

The aim of the present Bachelor Thesis is to analyze productivity and applications of
microalgae. The paper gives and overwiev of 1) microalgal biology and different species; 2)
requirements for cultivation; 3) different cultivation technologies and 4) microalgal

applications.

Microalgae are known as one of the oldest organisms on the Earth. They are very primitiive
plants without stems, leaves and roots. Due to their simple construction they may survive in
different environment. There is huge amount different species and only a small part of them
have been determined. The most well-known and cultivated algae are Chlorella, Dunaliella,

Haematococcus, Botryococcus, Nannochloropsis, Spirulina and Aphanizomenon.

Most of the microalgae are photorophic which means they need light for growth. Usually
natural sunlight is used for large-scale production. Important components for cultivation are
also nutrients, specially nitrogen and phosporus. They also need CO, as carbon source. For
optimal biomass growth the suitable temperature of the medium should be retained. Salinity

and pH level are also important factors considering biomass growth and lipid accumulation.

Mainly two production systems are used — open (raceway) ponds and photobioreactors. Open
pond systems are more common in large-scale production because lower kapital and operating
costs. However, biomass productivity is lower than photobioreactors and cultivation
environment is very difficult to control. Photobioreactores proovide higher growth rate due to
control of the culture meedium, but the kapital investments are very high and therefore the

system is not commonly used in large-scale production.

Microalgae have successfully been used in food industry considering their valuable nutrients,
vitamins and pigment. Essential compunds among others are important amino acids and fatty
acids that can not be synthesized by human organism. The main products are food additives

and nutraceuticals. Pigment are widely used as natural colorings.

In last 50 years microalgae have been intensively investigated considering biofuels. It suppose
to have the potential to replace the fossil fuels but until now the technologies are far too

expensive to produce biofuels with competitive price.

55



As the concentration of algal biomass is very low, to restore the biomass from a huge amount

of liquid in different stages needs to be processed and all these technologies are expensive.

Biorefinery is a keyword to make the microalgal products more competitve. It means all the
compunds of microalgae should be used to produce a valuable goods. At the moment more
common is to focus on one product which is irrationale and expensive. Microalgae cultivation
has nowadays also tried to integrate with sewage treatment. Domestic, agricultural and
industrial sewage include a lot of nutrients like N and P which are exactly needed for biomass
cultivation. In addition, no or less fresh water will be needed for cultivation. There are also
genetical investigations to find new species or strains with better characteristics for

autotrophic cultivation. Strains genetic engineering also seems to be a possibility.
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Lisa 1. Biomassi tootmise skeem ja vdimalikud rakendused erinevate 1dpp-produktide niol.
(Milano et al. 2016)
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Lisa 2. Green Wall Panel - reaktor fotosiinteetiliste mikroorganismide todstuslikuks
kultiveerimiseks.

W02004/074423 §

Kéesolev leiutis kujutab kuluefektiivset reaktorit fotosiinteetiliste mikroorganismide
kultuuride viljelemiseks, lihtne muuta suuremaks to0stuslikul tasemel ja voimeline saavutama
korget mahuproduktiivsust ning korget rakukontsentratsiooni. Koosneb kultuuri kambrist, mis
on valmitatud ldbipaistvast materjalist suuresilmalise vorkstruktuuriga fotosiinteesi
voimaldamiseks. (Tredici, Rodolfi 2004)
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Lisa 3. Biokiituste klassifikatsioon. Dragone et al. (2010)
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Lisa 4. Siisivesikute/lipiidide akumuleerumine erinevates mikrovetikates varieeruvas keskkonnastressi situatsioonis.
Kohandatud Ho et al. 201

Liik Keskkonna stressor Eesmark Tulemused Allikas
Scenedesmus | Kiirgusintensiivsust suurendati Siisivesikud * Susivesikute sisaldus suurenes 15%-It 38%-ni Ho et al. 2012
obliquus 60-It 420 umol/m2/s-ni * Biomassi tootlikkus suurenes ligikaudu 3 korda '
* Siisivesikute sisaldus vahenes 70%-It 50%-ni
Chlorella Temperatuuri suurendati 5°C-It . * Spetsiifiline kasvumaar suurenes temperatuuri | Hosonso et al
, o Susivesikud , e
vulgaris 20°C-ni suurendamisega, kuid siis vdhenes taas 2009
temperatuuri edasisel tostmisel 5°C vorra 25°C-ni.
Nannochloropsis N vaesus Liniidid * Lipiidide sisaldus suurenes 39%-It 69%-ni Bondioli et al.
P & P * Biomassi tootlikkus vahenes markimisvaarselt 2012
L * Trigltseriidide sisal suurenes 40%-It 57%-ni .
Dunaliella Soolsus NaCl kontsentratsiooni o :g utseru.(.jll.dems.lsa dus " > o Takagi et al.
, . . Susivesikud Kasvumaar jai enam-vahem samaks antud
tertiolecta suurendati 0,5 -1,0 M-ni . 2006
soolsuse vahemikus
Chlomydomonas | Soolsus (NaCl kontsentratsiooni . .l . Siaut et al.
Tarklise TA * Tarkl I ligik 4k
reinhardtii suurendati 0-1,0 M-ni arklise TAG arklise sisaldus suurenes ligikaudu 4 korda 2011







