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MERKINNAT, LYHENTEET JA TERMIT

BC

bioreaktori

CMC

DPy

genotyyppi

hydrolysaatti

ilmastus

kimmomoduuli

kiteisyys

Komagataeibacter

lignoselluloosa

maissirankki

melassi

Bakteeriselluloosa tai bakteerinanoselluloosa (BNC),
molempia kdytetddn, tarkoittavat samaa.

Laite tai sdilio, jossa ylldpidetddn suotuisia olosuhteita
biologiselle prosessille, kuten fermentaatiolle.

Karboksimetyyliselluloosa

Polymeroitumisaste: Montako monomeeria keskimaarin on
aineen polymeereissd. Téssa siis: montako glukoosi-
molekyylid (monosakkaridi) on kovalenttisesti sitoutuneena
selluloosaksi (polysakkaridi) keskim&arin.

Samoilla genotyypeilld on samanlaiset geenit periméassa.
Selluloosaa tuottamattomalta genotyypiltd puuttuu sen
mahdollistavat, toimivat geenit.

Yleisnimi hydrolyysissd syntyville tuotteille. Esimerkiksi
lignosellujen késittelysséd korkeassa lampdtilassa ja
matalassa pH:ssa lohkeaa etenkin ligniinistd aromaattisia 5—
10 hiiliatomisia yhdisteitd, jotka inhiboivat mikrobien
kasvua.

[lman sy6tto nesteeseen pumpulla esimerkiksi siksi, ettd
happea liukenisi nesteeseen kuplien pinnalta.

Kiintedn materiaalin jaykkyyttd, venymén suhdetta
jannitykseen, kuvaava fysikaalinen suure.

Aineen kiinteédn faasin (osittainen) jarjestiytyminen
sadnnolliseen kiderakenteeseen, jotta molekyylien vilisten
sidosten méédra maksimoituisi.

BC:td syntetisoivan, malliorganismiksi valikoituneiden
lajien K. xylinuksen ja K. hanseniin suvun
latinankielinen nimi. On huomattava, ettd K. xylinuksen
vaihtoehtoisia ja entisid nimid ovat myos Acetobacter
xylinum, Gluconacetobacter xylinus ja Bacterium xylinum.
K. hanseniin synonyymeja ovat Gluconacetobacter
hansenii ja Acetobacter hansenii.

Kasvien tuottama biomassa, joka koostuu selluloosan
liséksi ligniinistd, hemiselluloosasta.

Maissin jauhatuksessa syntyva viskoosi sivutuote.

Sokerin valmistuksessa syntyvé siirappimainen sivutuote.



metabolia

metaboliitti

monosakkaridi

nanokomposiitti

NFC

oblikaatti aerobi

ominaispinta-ala

PEG

pellikkeli

pKa

PU

PVA

Solun aineenvaihdunta: ravintoaineiden pilkonta ja
muokkaus yksinkertaisemmiksi molekyyleiksi ja siitd
saatavan energian hyddyntdminen monimutkaisempien
molekyylien rakentamisessa.

Yleisnimitys aineenvaihdunnan vili- ja lopputuotteille -
suuri kirjo erilaisia orgaanisia yhdisteita.

Yksinkertainen hiilihydraatti, jonka kemiallinen kaava on
CesH1206. Esimerkiksi glukoosi tai fruktoosi.

Komposiitti, jonka komponenteista ainakin yksi omaa
nanokoon (< 100 nm) mittasuhteet.

Nanofibrilloitu selluloosa tai selluloosananofibrillit (CNF):
kasviperdisestd lignoselluloosasta esimerkiksi jauhamalla
valmistettu nanoselluloosa.

Mikrobi, jonka kasvulle hapensaanti on vilttamatonta.

Aineen kolmiulotteinen pinta-ala, laskien mukaan sen
sisdisen huokoisuuden.

Polyetyleeniglykoli
Geelimadisid, irrallisia, silmin havaittavia BC-kasvustoja,
joista muodostuu rauhallisissa fermentointiolosuhteissa

yhtendinen kalvo astian pinnalle.

Happovakio: kertoo hapon vahvuuden, kuinka suuri osa
haposta luovuttaa vetyionin liuokseen.

Polyuretaani

Polyvinyylialkoholi



1 JOHDANTO

Tulevaisuuden teknologiat tulevat tarvitsemaan monenlaisia nanomateriaaleja.
Verkkomaiseen, kolmiulotteiseen muotoon laskostuva bakteerin ulkopuolelleen erittdma
selluloosapolymeeri on yksi niistd. On kiehtovaa, miten mikrometrien kokoiset bakteerit
voivat valmistaa meille nanokoon fibrilleistd koostuvaa huokoista materiaalia, jolla

vieldpd on meididn metrimaailman elididen mielestd aivan huikeat ominaisuudet.

Eri nanoselluloosamateriaaleille valmiita kayttokohteita 10ytyy jo paljon ja lisda
keksitddn. Tiedemaailman fokus vaikuttaa olevan vahvasti kasvipohjaisessa,
lignonanoselluloosassa. Ehkdpé on luonnollista ajatella sen olevan helpompi tie, pilkkoa
suuremmasta pienempid, vaikka samaan puhtauteen ja mekaaniseen kestivyyteen ei
bakteerinanoselluloosaan verrattaessa aina pédstdisikdédn. Kun pienet ohjelmoitavissa
olevat eliot kutovat meille materiaalia, jonka veroista ei puusta saa, niin miksi sitd sitten

tuotetaan vield niin vdhin?

Bakteerinanoselluloosaa (BNC) on tutkittu vuosikymmenid ja sitd voidaan sanoa
valmistettavan jo teollisessa mittakaavassa, joskin rajoittuneesti. Tdhén tartun tyoni
loppupuolella esittelemélli BNC:n tuotannon tdméanhetkisen tilanteen, ajatuksia
tehokkaan sekoitusreaktorin kokoonpanosta, fermentoinnissa tunnistetut haasteet ja
nithin 10ytyvit ratkaisut. Millaiset olosuhteet on luotava tehokkaalle synteesille ja
millaisia asioita tulisi ottaa bioreaktorin kokoonpanossa huomioon? Milld
ominaisuuksilla bakteeriselluloosa voi kilpailla kasvipohjaisia nanoselluloosalaatuja

vastaan?



2 BAKTEERINANOSELLULOOSA

Bakteerinanoselluloosaa tuottavat useat eri sukujen bakteerit. Tuottavimmat lajit, kuten
malliorganismiksi valikoituneet Komagataeibacter xylinus ja Komagataeibacter
hansenii, syntetisoivat osan saamastaan sokereista selluloosarihmoina solun ulkopuolelle.
Solun pédssd olevista huokosista erittyvét yksittdiset glukoosimolekyylin paksuiset

haarautumattomat polymeerit sitoutuvat pitkiksi, 25-100 nm paksuiksi mikrofibrilleiksi

(kuva 1), joista muodostuu nanokoon nauhoja (Jonas ja Farah 1997).

Kuva 1. Bakteeriselluloosaa syntetisoiva bakteeri suuntaa-antavine mittasuhteineen:

mikrofibrillien ja nanokoon nauhojen synty.



7
K. Xylinus obligaattina aerobina, kuten suurin osa muistakin bakteerinanoselluloosaa eli
BNC:td (myds BC) tuottavista lajeista, tarvitsee happea selviytydkseen. Solun
ulkopuolelle tuotettu, kelluttava ja geeliméinen, selluloosarihmasto tuo bakteerit pinnan
laheisyyteen (Gromet ym. 1957). Pintakerrokseen nousseet geelimédiset pellikkelit
muodostavat keskenddn kalvomaisen rakenteen nesteen pinnalle. Selluloosapellikkelin
on my0s epdilty suojaavan bakteereja liialta auringon UV-siteilyltd (Williams ym. 1989)
sekd mahdollisesti estdvan haitallisten raskasmetalli-ionien péédsyd soluun (Iguchi ym.
2004). Paksu nanoselluloosakerros tosin hidastaa samalla hapen ja ravintoaineiden
diffuusiota ja on osoitettu, ettd aktiivisia, selluloosaa syntetisoivia yksiloitd, eldd vain

noin millimetrin syvyydessa pellikkelin tai kalvon pinnalla (Hornung ym. 2006).

2.1 Bakteerinanoselluloosan ominaisuudet

Bakteerien tuottama selluloosamolekyyli on kemiallisesti identtistd kasvien tuottaman
selluloosan kanssa (Hestrin ja Schramm 1954). BNC on valmiiksi hyvin puhdasta
sisdltien puhdistamattomana vain soluja, pienid miérid ravintoaineita ja joitakin
metaboliatuotteita. Laadukkaiden nanoselluloosamateriaalien valmistuksen kannalta se
viistdd eri lignoselluloosaraaka-aineiden haasteet, silld siind ei ole ligniinid tai edes
hemiselluloosaa ja se on valmiiksi tasaisesti nanofibrilloitunutta. Sellunkeiton lipeéd,
rikkiyhdisteitd tai valkaisua ei tarvita, kuten ei myoOskddn nanokokoon tdhtddvad

mekaanista tai kemiallista kuitujen hajotusta (Kangas 2014).

Puhtaampi muoto lupaa myds parempia ominaisuuksia: BNC:1la on korkeampi kiteisyys
ja polymeroitumisaste sekd suurempi ominaispinta-ala lignosellupohjaisiin vastaaviin
laatuithin verrattuna. Harvempien vieraiden komponenttien tarjotessa vihemmain
haitallisia kilpailevia reaktioita, on puhtaampi materiaali myos paremmin kemiallisesti
muokattavissa. Mekaanista kestdvyyttd parantava korkea kiteisyys syntyy osin juuri
materiaalin puhtaudesta, jolloin heteromolekyylit eivdt pddse epédsddnnollistimiin
selluloosamolekyylien vilisid ja sisdisid vetysidoksia. Esimerkiksi lignonanosellujen
valmistuksessa on havaittu, ettd polymeerien sekaan jaéneet hemiselluloosamolekyylit,
kuten ksylaani, vihentdvét materiaalin kiteisyyttd ja siten materiaalin kestavyyttd (Arola

ym. 2012).
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Korkea polymeroitumisaste tarkoittaa pitkid polymeerejd, joiden synteesi on jatkunut
yhtdjaksoisena ja joita ei olla valmistuksen prosesseilla, kuten jauhamalla, katkottu.
Talloin kovalenttisia, vahvoja sidoksia, on keskimddrin enemmaén, jolloin myos
mekaanisessa kestdvyydessd (esim. vetolujuus ja kimmomoduuli) voidaan piaistd

pidemmélle (Watanabe ym. 1997).

Tasainen, erittdin hieno mikrofibrillien verkkorakenne luo suuren ominaispinta-alan
materiaalin kolmiulotteiseen rakenteeseen,  jolloin glukoosimonomeerien
hydroksyyliryhmaét ovat vapaina sitomaan vetysidoksin muita polaarisia yhdisteitd, kuten
vettd. Erittdin hydrofiilisend ja huokoisena materiaalina, BNC:n vedenpidétyskyky on

monia muita nanoselluloosamateriaaleja suurempi (Ul-Islam ym. 2012).

BNC on materiaalina biohajoava sekd bioyhteensopiva, mikd mahdollistaa sen kdyton
elintarviketeollisuudessa seki ladketieteellisissd sovelluksissa. Puhtaus haitta-aineista ja
minimaalisempi tarve kemiallisille kisittelyille tekevat materiaalista samalla ympaéristolle
ystavéllisen vaihtoehdon. Tosin selluloosaa tehokkaasti tuottavat bakteerit ovat kaikki
gram-negatiivisia, jolloin niiden solukalvoilta 10ytyy eldimille haitallisia endotoksiineja
sen verran, ettei ilman tehokasta puhdistamista BNC:td voi kéyttdd esimerkiksi

haavasiteend tai implanttina (Pigaleva ym.2019).

2.2 BNC:n synteesin ravinne- ja olosuhdevaatimukset

Lisddntyédkseen ja nanoselluloosaa tuottaakseen, bakteerin tulee saada kasvatusliuoksesta
sopivia hiili- ja typpiyhdisteitd sekd happea, ja liuoksen pH:n ja ldmpdtilan tulee olla
suotuisia. Kappaleen loppuun on koottu ehdotus synteettisestd kasvatusliuoksesta

olosuhteineen (taulukko 1).

2.2.1 Hiiliyhdisteet

Hiiliyhdisteet toimivat solun péddtoimisena rakennusmateriaalina kuten my0s
selluloosasynteesin raaka-aineena ja niiden sidoksista saadaan tarvittava kdyttdvoima
solun metaboliaan. K. xylinus kykenee kdyttdméén energian ja hiilien 1&hteinddn useita
eri monosakkarideja sekd joitakin oligosakkarideja, orgaanisia happoja ja alkoholeja
(Ramana ym 2000). Kuitenkin tehokkaimpina selluloosan tuoton kannalta on osoitettu

olevan glukoosi, fruktoosi, maltoosi ja glyseroli (Satoshi ym. 1993 ja Chen ym. 2019a),
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joista ensin mainittu, tarkemmin D-glukoosi, toimii solussa selluloosapolymeerin
“rakennuspalikkana”, monomeerind (Hestrin ja Schramm 1954). Myos sakkaroosi
pitoisella melassilla on padsty suuriin saantoihin (Keshk ja Sameshima 2006). Etanoli-
(Minor ym. 1954) ja laktaattipitoisuuksien (Matsuoka ym. 1996) on havaittu jopa
moninkertaistavan selluloosan tuoton glukoosi- tai fruktoosipohjaisen kasvatusliuoksen
lisénd. Hiilildhteen valinnalla on joitakin vaikutuksia BNC-materiaalin ominaisuuksiin,

kuten fibrillien paksuuteen, polymeroitumisasteeseen ja kiteisyyteen (Chen ym. 2019a).

2.2.2 Typpiyhdisteet

Typpiyhdisteiden avulla bakteeri kykenee valmistamaan DNA- ja proteiinisynteesille
valttdmattomid amino- ja nukleiinihappoja, joita tarvitaan hengissd pysymiseen,
kasvamiseen ja lisddntymiseen. Biomassan ja BC:n tuoton on havaittu paranevan
yliméaarélla kadyttokelpoista typped. Sopivana typenldhteend on kdytetty mm. hiivauutetta
tai maissirankkia, jotka molemmat tarjoavat samalla liuokseen hyodyllisid vitamiineja ja
kivenniisaineita, ja joista huomattavasti edullisempi maissirankki siséltdd lisdksi
laktaattia. Metioniini-aminohapon on osoitettu olevan tehokas komponentti

kasvatusliuokseen (Matsuoka ym. 1996).

2.2.3 pH

Kasvatusliuoksen optimaalinen pH-alue maardytyy bakteerilajin ja -kannan mukaan. K.
Xylinus kykenee syntetisoimaan selluloosaa noin pH-alueella 7,5 — 4,0
tehokkaimmillaan noin pH 6,0 — 4,5 (Masaoka ym. 1993). Bakteerisolujen metaboliassa
syntyneet happamat lopputuotteet, kuten erilaiset orgaaniset hapot, laskevat liuoksen pH-
arvoa. Erityisesti glukoosimetaboliassa syntyy glukonihappoa. Télloin fermentatiivisen
prosessin tehokkuus laskee sen edetessd, ellei liosta ole puskuroitu tai ellei kdytetd
vihemmén pH:ta laskevia sokereita, kuten arbitolia (Oikawa ym. 1995). Sopivana

puskurina voidaan kéyttda asetaattia, jonka pKa-arvo on osuvasti 4,74 (Kuo ym. 2016).
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2.2.4 Lampétila
Samoin kuin pH, my0s ldmpoétila vaikuttaa suoraan bakteerin toimintakykyyn ja
optimildmpotila on lajiriippuvaista. Viiledssd solun molekyylien lampdliike on
vdhdisempdd ja monet entsymaattiset reaktiot tapahtuvat hitaammin molekyylien
l6ytdessd harvemmin toisensa ja tormitessd keskimiidrdisesti pienemmalld nopeudella.
Liian suurissa ldmpdtiloissa herkimmait molekyylit voivat hajota, proteiinit denaturoitua
ja perimd vaurioitua. K. xylinus on mesofiili, eli se on sopeutunut noin 20 - 45 °C:n

lampdtilaan, kuitenkin ollen tehokkaimmillaan selluloosan tuotannossa noin 30 °C:ssa.

2.2.5 Happi

Runsas  hapensaanti on  erityisen tirkedd  selluloosasynteesin  kannalta.
Sekoittamattomissa olosuhteissa ilman ilmastusta, happea pédsee liukenemaan
nesteeseen vain pinnalta, jolloin selluloosaa tuottavat vain bakteerit pinnan ldheisyydessa.
Lampdotilassa 30 °C hapen liukoisuus veteen on vain 7,56 mg/L. Tosin liian
kasvatusliuoksen ilmastuksen on osoitettu vdhentdvin saantoa (Minor ym. 1954) ja

sopivaksi liuoksen happisaturaatioksi on ehdotettu 10 % (Hwang ym. 1999).

Taulukko 1. Esimerkki yksinkertaisesta synteettisesti  bakteerinanoselluloosan
kasvatusliuoksesta ja sen olosuhteista. Maissirankki sisdltdd sopivan typenlihteen, kuin
myos BNC:n tuottoa lisddvid laktaattia, hyodyllisia kivenndisaineita ja vitamiineja,

kuten. pyrioksiinia (B6), niasiinia (B3) ja biotiinia (B7).

Olosuhteet
Lampotila 28-30°C
Happamuus pH 4,5
Happisaturaatio 10% (= 0,76 mg/L)

Kasvatusliuos

Glukoosi 40 g/L
Maissirankki 80 ml/L
Etanoli 6g/L
Asetaattipuskuri 200 mM

(Mchscoo- = 59,04 g/mol)

=11,8 g/L (CHsCOO)

Metioniini

2.5 mg/L




11

2.3 BNC:n valmistusmenetelméit

Bakteerinanoselluloosan valmistustavat voidaan jakaa karkeasti sekoittamattomiin-
(staattisiin)  ja  sekoitusmenetelmiin  (agitoituihin). Eri  menetelmilld  tai
bioreaktorityypeillé ei ole vaikutusta selluloosapolymeerin kemialliseen rakenteeseen (pl.
polymeroitumisaste), vaikkakin olosuhteet, muut metaboliitit ja kasvatusliuoksen
komponentit vaikuttavat selkedsti materiaalin fysikaalisiin ominaisuuksiin, kuten
vetolujuuteen, fibrillien kokoon ja haaroittumiseen, huokoisuuteen sekd kiteisyyteen

(Chen ym. 2019a).

2.3.1 Staattinen fermentaatio

Perinteisemmassé, staattisessa valmistustavassa selluloosaa tuottavan bakteerin annetaan
kasvaa liuoksessa ja nanoselluloosakalvon muodostua pinnalle fermentaation edetessa.
Indonesiassa titd valmistustapaa kiytetadn paikallisten jilkiruokien kuten Nata de Coco:n
ja Nata de Pina:n valmistuksessa: hedelmi- tai kookosmehun pinnalle syntyy geelimdinen
hyyteldo K. Xylinus - bakteerin fermentoinnin tuotteena. Menetelmd on hidas ja tilaa
vaativa, mutta toisaalta se ei vaadi erityistd vaivaa kasvatuksen aikana. Tyypillinen BC:n
saanto staattisissa olosuhteissa on 27 pdivin fermentaatiolle noin 5g/L. Esimerkiksi Nata
de Coco:n valmistus kestdd kymmenestd pidivistd kuuteen viikkoon. Staattisessa
fermentoinnissa hapen saanti rajoittaa tuottoa, mutta ilman virtauksella ja kosteudella

voidaan tehostaa sen diffusioitumista kalvon lépi (Cielecka ym. 2020).

2.3.2 Agitoitu fermentaatio

Kun selluloosaa muodostuu staattisessa liuoksessa geelin vain noin millimetrin
syvyydessd, on selvdd, ettd tehokas fermentointitilavuus on verrattain hyvin pieni.
Sekoituksella parannetaan hapen liukenemista sekd ravinteiden kulkeutumista soluille.
Leikkausvoimat pienentdvit syntyvid nanoselluloosapellikkeleitd, jolloin kasvatusliuos
homogenisoituu ja pellikkelien pinta-ala moninkertaistuu. Samalla 1dmpdétilan ja pH:n

tasainen jakautuminen bioreaktorissa tehostuu.

Sekoitusreaktorissa (eng. stirred-tank reactor, STR) saadaan jopa 7-11 kertaistettua
BNC:n saanto — kahden vuorokauden sekoitettu fermentaatio vastaa siis jopa 27 pdivin
staattista fermentaatiota (5g/L). Haasteena on, ettd sekoitus suosii selluloosaa
tuottamattomien genotyyppien yleistymistd populaatiossa (Hestrin ja Schramm 1954),

jolloin usein sekoituksen saanto jdd noin puoleen juuri toivotusta eli 2,5 g/ (Dudman
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1960). Rauhallisella, vihemman leikkausvoimia synnyttavilld sekoituksella padstddn
laadultaan vidhintddn yhtd hyvédn, jopa parempaan, BNC:n polymeroitumisasteeseen,
kiteisyyteen ja siten mekaaniseen kestdvyyteen kuin staattisella valmistuksella (Chen ym.

2019b).

Yksinkertaisimmillaan, panos-sekoitusreaktorissa (eng. batch stirred-tank reaktor,
BSTR), ravinnekomponentit ja bakteeripitoinen esiliuos syotetddn steriloituun,
sekoituksella varustettuun reaktiosdilioon. Jatkuva ravintoliuoksen syotto, ilmastus ja
pH:n séitd, esimerkiksi jatkuvatoimisessa sekoitusséilioreaktorissa (eng. continuous
stirred-tank reactor, CSTR), tasaavat ja parantavat bakteerien elinympdristdd ja samalla
lisdtty seké tuottavuutta ettd saantoa. Parempaa ilmastusta ja tasaisempaa ravinteiden
saatavuutta ajatellen, on kokeiltu BNC:n tuottoa mydskin mm. aerosolibioreaktoreilla,
kiekkobioreaktoreilla (eng. rotary bioreactor / rotating disk bioreactor) (Lin ym. 2016) ja

membraanibioreaktoreilla.

2.4 BNC:n sovelluskohteita

Bakteerinanoselluloosan  erityiset ~ominaisuudet:  puhtaus, huokoinen hieno
mikrofibrillirakenne, korkea kiteisyys ja polymeroitumisaste, ldpindkyvyys seka

bioyhteensopivuus mahdollistavat laajan skaalan eri sovelluskohteita (taulukko 2).

BNC:aa soveltuu hyvin erilaisiin komposiittimateriaaleihin ja korkean kiteisyyden ja
polymeroitumisasteen ansiosta sen on osoitettu toimivan komposiitin lujittavana
osapuolena NFC:n veroisesti tai jopa paremmin (Lee ym. 2012). Hydrogeelit soveltuvat
moniin ladketieteellisiin sovelluksiin (Chang ja Zhang 2010) ja membraaneja voidaan

kayttdd monenlaisiin suodatustarpeisiin (Iguchi ym. 2004).



Taulukko 2. BNC:n sovelluskohteita kirjallisuudesta.
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Sovelluskohteita

Materiaalikuvaus
(kasittely)

BNC:n hyoétyja

Esimerkkeja

ELEKTRONIIKKA:

Sahkoa johtavat
kalvot

komposiitti (hiilinanoputket)

muokattavuus,
kalvomaisuus, ohuus,
mekaaninen kestavyys

taipuvat ndytot

Akustiset kalvot

ohut kalvo (lampopuristus)

muodonpitdvyys, ohuus,
vetolujuus, ddnen
nopeus,
vaimenemattomuus

kaiuttimet ja
kuulokkeet

Optoelektroniikka

komposiitti (akryyli/PCL/PU)

lapindkyvyys,
muokattavuus, mek.
kestavyys

OLED-néytot

Sensorit

ohut pinnoite kvartsikivivaaka-
sensorille

huokoisuus, pinta-ala,
hydroskooppisuus,
ohuus

kosteus- tai
kaasusensori

Magnetoitavat
kalvot

haavasidokset

joustava kalvo (magnetiitti)

hydrogeeli
(+ladkeaine/antibiotti)

muokattavuus,
huokoisuus, keveys,
taipuvuus, joustavuus,
mek. kestavyys

bioyhteensopivuus,
vedenpidatyskyky,
elastisuus, imukyky,

tiedon tallennus

Biofill®

3D-kasvatusalustat

hydrogeeli
(perjodaattihapetus)

bioyhteensopivuus, 3D-
rakenne, huokoisuus,
geelimaisyys

kudosten kasvatus
muotoon

synteettiset

komposiitti (PVA, jaadytys-

bioyhteensopivuus,

sarveiskalvo,

kudokset sulatus) mek. kestavyys, verisuonet
PAPERI JA KARTONKI:
Kestavat BNC pitoinen paperi suurempi setelipaperi,

paperilaadut

kimmomoduuli,
repdisylujuus ja
taitettavuus

raamattupaperi

Tiiviit ja taipuisat
kartongit

Membraani

sakeuttamisaine

BNC pitoinen kartonki

komposiitti (muu
selluloosapolymeeri/PEG/CMC)

lisdaineena elintarvikkeessa

parannetut barrier-
ominaisuudet,
kestavyys, taitettavuus,
keveys, turvallinen
syoda

ohuus, huokoisuus,
mekaaninen kestavyys,
hyva lapaisevyys,
kasvatus toisen
komponentin sekaan

[ammonkestavyys,
viskositeetti,
turvallisuus,
ominaisuuksien
sailyvyys eri pH:ssa

korkealaatuinen
pakkauskartonki

ultrafiltraatio,
pervaporaatio,
dialyysi

jaatelo, sakeat
juomat, tofu, Sun
Artist®
CELLULON™

vahakaloriset ruoat

lisdaineena elintarvikkeessa

rakenne, kalorittomuus

Nata de Coco,
laihdutusdieetit
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3 BNC:N TEOLLINEN TUOTANTO

3.1 BNC-tuotanto maailmalla

Bakteeriselluloosan markkina-arvo maailmalla vuonna 2019 oli noin 274 M€ ja vuoteen
2026 mennessi on arvioitu sen kasvavan jopa 662 M€:n arvoon. Vuotuinen kasvu on ollut
2010-luvun ajan noin 10-15 % (360 Market Updates, 2021). Suurin osa BNC:sti
kasvatetaan staattisesti, vaikkakin agitoituja, sekoituksella varustettuja fermentoreita on

jo teollisessa kaytdssa.

Staattisesti valmistetusta BNC:sta suurin osa tuotetaan Kaakkois-Aasiassa, jossa lammin
ilmasto suo edullisemmat puitteet tilaa vievien fermentaatiovuokien sdilytykselle. Oman
haasteensa staattiseen fermentointiin tuo suuri kontaminaatioriski, silld se vaatii paljon
steriloitua astiapinta-alaa seké puhdasta varastotilaa, samalla kun 30°C lampétila parantaa
my0s muiden mikrobien kasvua ja midrdd tuotantoympdiristossd. Kontaminaatioriski
vaikuttaa osaltaan tuotantokapasiteettiin ja tuotteen elintarviketurvallisuuteen. (Zhong,

2020)

Agitoiduissa  olosuhteissa BNC:ta  valmistetaan l&hinnd sakeuttamisaineeksi
elintarviketeollisuuteen. Suuret tuottajat CPKelco ja japanilainen San-Ei Gen F.F.1. Inc.
valmistavat agitoidulla fermentaatiolla mm. tuotemerkkeji CELLULOON™ ja Sun

Artist®,
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3.2 BNC:n teollisen tuotannon haasteita ja ratkaisuja

Suurimmat tuotannolliset haasteet liittyvdt prosessin saantoon ja raaka-
ainekustannuksiin.  Saannon haasteita ovat tehokkaan fermentaatioprosessin
olosuhdevaatimukset, satunnaiset kontaminaatiot ja bakteerin geneettiset ominaisuudet.
Raaka-ainekustannusten madaltaminen suurivolyymisen tuotannon mahdollistamiseksi
vaatii slirtymistd synteettisistd kasvatusliuoksista maatalouden ja teollisuuden

sivuvirtojen hyodyntdmiseen.

3.2.1 Bioreaktorin optimointi BC:n kasvautkselle

Bioreaktorin liuoksen l&dmpdtilan, pH:n ja happisaturaation hallintaan 16ytyy markkinoilta
valmiita mittareita ja laitteita. Kontaminaatioriskid vdhentdd prosessin ajo happamalla
pH-alueella, ilmastusilman filtterdinti ja sopivat puhdistusvélit. Myos ravintoliuoksen ja
sen annosteluun kéytettdvien yhteiden tulee olla steriloitavissa. Jatkuva kasvatusliuoksen
syotto vaikeuttaa bakteereja kulkemasta ja pesiytymaésti vastavirtaan. [soissa reaktoreissa
kasvaa kontaminaation riski, joten sopivalla reaktorikoon porrastuksella voitaisiin vélttya
kokonaisen reaktoritilavuuden rejektdimiseltd. Esimerkiksi ennen useamman kuution
reaktoritilavuutta voisi olla jarkevaa tuottaa esireaktoreissa pienempié, vaikkapa 50 litran
annoksia. Oikean bakteeritiheyden ja laadun kannalta varmistettu annos voitaisiin syottia
padreaktoriin, jolloin varmistettaisiin K. Xylinuksen maéaéarillinen dominanssi ja kasvu
reaktorissa. Vaikka reaktoriin eksyisikin muutama sielld pérjddvd muu bakteerilaji,
pysyisi niiden maird merkityksettomind pidempidén ja ajojaksot sterilointien vélissd

pitkina.

Sopivina ajoparametreind voitaisiin kayttdd sakeutta ja pH-arvon muutosta. Riittdvassi
sakeudessa voitaisiin kierrattda liuosta erottimen kautta (Kuva 2). Pumpulla varustetussa
kiertoyhteessd voisi samalla olla mittalaitteet, jotta ne huuhtoutuisivat ajossa. Ladmpétilan,
pH:n ja sakeuden mittauksen lisdksi yhteeseen voisi liittdd happisaturaatiota mittaavan
laitteen, jonka avulla madrittdd ilmastuksen paine. Osa erotuksen kautta kiertdvésti
kasvatusliuoksesta tulisi rejektoida, jottei haitallisten metaboliittien madrd kasvaisi
lopulta tuotantoa rajoittaviin pitoisuuksiin. Ehkdpd myos kierron alkupéén sijainnilla tai
reaktoriastian muodoilla voidaan avittaa bakteeriselluloosa pellikkelien kulkeutumista

kiertoon.
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Kuva

PuHDISTU S
1.

2. Yhdenlainen hahmotelma bakteerinanoselluloosaa tuottavasta CSTR-

bioreaktorista instrumentteineen. Kuvassa 2 esitettyjen numeroiden tarkempi selitys on
esitetty alla.

W © N Nk w D=

H_.
—_ O

12.

Hoyry-yhde reaktorin ja yhteiden pesuun seké autoklaviointiin
Pesukemikaaliyhde

Ravintoliuoksen ja veden syotto reaktoriin

Esireaktorit fermentoinnin tehokkaaseen kdynnistdmiseen, aina pesun jalkeen
Kuumavesilinja sekd lammdnmittaus ja -sdéto (TIC) automaattiventtiililla
IImastus: puhallin, suodatin, paineenmittaus ja -sdéto (PIC)

Pinnanmittaus ja -sdéto ravintoliuoksen sy6tolld; pH:n mittaus ja sddto (QI)
Rejektin ajo ulos prosessista ja ndytteenotto

Sakeusmittaus (QI) ja erottimelle menevén virtauksen avaus sopivassa sakeudessa

. Reaktorin kierron sdito ja erottimelle menevén virtauksen sdito (FIC)

. Erottimelta otetaan osa kasvatusliuoksesta takasisin reaktoriin ja osa voidaan
rejektoida.
Puhdistus voidaan suorittaa, halutusta puhtaudesta riippuen ylikriittiselld

hiilidioksidilla (Pigaleva ym. 2019) tai vedella ja alkalilla.
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3.2.2 Geenitekniikka — uusia mahdollisuuksia ja saannon parantaminen

Geenitekniikka on yksi kulmakivi fermentointiprosessin saannon parantamisessa.
Selluloosaa tuottaville bakteereille on viime vuosina luotu jo omia spesifejé
geenitekniikan tyokaluja (Florea ym. 2016). Selluloosasynteesiin kykenevélle bakteerille
on mm. siirretty entsyymi, joka mahdollistaa uuden metaboliareitin BC-synteesiin,
parantaen saannon jopa 3-kertaiseksi (Nakai ym. 1999). Myos laktaasientsyymin geeni
on saatu siirrettyd K. xylinukselle, jolloin kanta pystyy valmistamaan BC:aa esimerkiksi
juustoteollisuuden sivutuotteena syntyvéstd laktoosipitoisesta herasta (Battad-Bernardo
ym. 2004). Siirtdimélla happea sitovan proteiinin, bakteerihemoglobiinin geenit toisesta
bakteerilajista on saatu kanta, joka kykenee BC-synteesiin aikaisempaa niukemmassa
happipitoisuudessa (Chien ym. 2006). Perimdd muokkaamalla on voitu myos
hyddyllisesti vaikuttaa materiaalin huokoisuuteen ja kestdvyysominaisuuksiin (Jacek ym.

2018).

Joskus BC:td tuottava bakteerikanta voisi my0s pystyd tuottamaan itse tarvittavat
entsyymit  puukuidun pilkkomiseen ravinnokseen. Agitoidun fermentaation
genotyyppiongelman hillitsemiseksi voitaisiin tehdd geneettinen tappokytkin, joka
linkittdd selluloosan tuoton ehdoksi johonkin sen vitaaliin elintoimintoon tai
jakautumiseen. Ehképa selluloosaa tuottamattomien genotyyppien yleistymisti voitaisiin
rajoittaa myds sellaisella valikoivalla valmistusprosessilla, joka fyysisesti suosisi

selluloosaa tuottavien yksildiden sdilymistd kasvatusliuoksessa.

3.2.3 Sivuvirtojen hyodyntiminen raaka-aineena

Maatalouden ja teollisuuden sivuvirtojen kdyton fermentaation raaka-aineina arvioidaan
alentavan merkittdvdasti BNC:n valmistuskustannuksia ja avaavan mahdollisuuksia
suurempivolyymisiin, perinteisesti kasvipohjaisten lignonanoselluloosien hallitsemiin
sovellutuskohteisiin. Kaikenlaisia sokeripitoisia elintarviketeollisuuden téhteitd (Hong ja
(Hong ym. 2011) ja kuituteollisuuden jitelietteitd on kokeiltu BNC:n tuotannossa.
Esimerkiksi sellu- ja paperiteollisuuden sivuvirtana syntyvéstd kuitulietteestd saadaan
entsymaattisesti pilkottua fermentointiin sopiva, tuottavuudeltaan synteettisen glukoosin

veroinen hiilenldhde (Chen ym. 2017). Lignosellupohjaisten raaka-aineiden
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haittapuolena on késittelyssd syntyvit hydrolysaatit, jotka rajoittavat bakteerien kasvua
(Jonsson ja Carlos 2016). Téhin on vastattu etsimilld paremman toleranssin omaavia

kantoja (Zou ym. 2017).

4 YHTEENVETO

Bakteerinanoselluloosa on materiaalina hyvin uniikki ja séilyttdnee kasvavan paikkansa
erityisesti  elintarviketeollisuudessa,  kauneudenhoidossa ja  ladketieteellisissd
sovelluksissa. Tuotantokustannusten madaltuessa mahdollistuisi BNC:n mm. kéytto
paperi- ja kartonkiteollisuudessa, parantaen esimerkiksi arkkien mekaanista kestdvyytta

ja titviytta.

Valmistuskustannusten lasku vaatii tehokkaampien, agitoituja olosuhteita ylldpitdvien
bioreaktorien optimoimista BC:n tuotannolle ja olemassa olevien teollisuuden
sivuvirtojen hyddyntdmistd. Arvokkaan ja kestdvin materiaalin tuottaminen teollisuuden

orgaanisista sivuvirroista tukisi samalla kiertotalouden tavoitteita.

Fermentaatioon liittyvdt haasteet on tunnistettu ja nithin on ldydetty ratkaisuja.
Tuottavuus on viime vuosikymmenind kasvanut uusien bakteerikantojen,

kasvatusliuoksen optimoinnin ja soveltuvien bioreaktorien kehityksen ansiosta.

BC-materiaalien markkinat ovat kasvaneet tasaisesti viimeiset 10 vuotta. Useampi yritys
on jo tarttunut mahdollisuuteen, jolloin arvatenkin osa tutkimus- ja kehitystyostd tehddan
tieteellisten julkaisujen ulkopuolella. Jatkuvasti edullistuva geenitekniikka mahdollistaa
yhd wuusien sivuvirtojen hyoddyntdmisen sekd myoskin osaltaan parantaa BC:n
fermentoinnin saantoa. Endd vain markkinatalouden paine puuttuu, jotta uusia ratkaisuja
todella toimeenpantaisiin: BC kilpailee lignonanoselluloosan kanssa monista samoista

korkean volyymin sovellutuskohteista.
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