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Tiivistelma

Mikrolevat ovat 1&hinnd vesistdissd eldvida yksisoluisia tai yksinkertaisia monisoluisia kasveja,
syanobakteereja tai alkuelidita. Kyseessd on uusiutuva luonnonvara, jota parhaillaan hyddynnetdan muun
muassa elintarvikkeina, rehuna ja arvokkaiden biomolekyylien sekd monenlaisten lipidien tuottamisessa.
Ylikriittinen hiilidioksidiuutto on potentiaalinen lipidien eristysmenetelma, jossa ei tarvita ihmisille ja
ymparistolle myrkyllisia liuottimia. Uuton tehoa ja selektiivisyyttd voidaan optimoida vaihtelemalla
uuttolampdtilaa ja painetta seka uuton kestoa ja hiilidioksidin virtausnopeutta.

Tutkielman Kkirjallisuuskatsauksen tavoitteena oli tarkastella teoreettisesti lipidien uuttomenetelmia,
erityisesti ylikriittistd uuttoa, seka kdyda lapi kirjallisuudessa jo esiintyvaa aineistoa mikrolevien lipidien
laadusta, madrasta ja ndihin vaikuttavista tekijoistd. Erityistd huomiota oli tarkoitus kiinnittaa
kirjallisuuteen koskien kokeellisessa osassa kaytettdvia levélajeja. Lisdksi tavoitteena oli tarkastella
mikrolevien lipidien mahdollisia k&yttdsovelluksia. Tutkimuksen kokeellisen osan tavoitteena oli selvittad
ylikriittisen hiilidioksidiuuton (SFE) kayttokelpoisuutta mikrolevien lipidien uuttamisessa verrattuna
aiemmin k&ytossa olleeseen ja mikrolevia varten optimoituun kiihdytettyyn liuotinuuttoon (ASE).
Tarkoituksena oli myds selvittda ylikriittisen hiilidioksidiuuton uuttoparametrien ja ndytekoon vaikutusta
uuton tehokkuuteen ja selektiivisyyteen seka tutkia mikrolevien lipidikoostumusta.

Kaikkien tutkittujen lipidikomponenttien SFE-uutolla saavutettu suhteellinen saanto oli poikkeuksetta
pienempi verrattuna ASE-uuton saantoon. Kuitenkin vaihtelua oli runsaasti kaytettaessa erilaisia uutto-
olosuhteita ja etenkin levalajien vélilla. Suurin osa lipidisaannosta uuttui SFE:ll& jo ensimmaéisen 10
minuutin aikana, jonka jalkeen uuttuminen oli vahaista. Eikosapentaeenihapon (EPA) saanto SFE-uutolla
oli suhteellisesti jonkin verran pienempad ASE-uuttoon verrattuna, mika viittaa siihen, ettd EPA on
kiinnittyneena lahinna poolisiin lipideihin, kuten fosfolipideihin tai glykolipideihin. Tutkittavien
mikrolevien lipidipitoisuudet olivat melko pieni& moniin kirjallisuudessa esitettyihin lukuihin verrattuna,
joten poolisten lipidien osuus kokonaislipideistd on luultavasti kohtalaisen suuri. Toisaalta vertailussa
tulee huomioida se, ettd monissa kirjallisuudessa esitetyissa tuloksissa levat on kasvatettu lipidien
summana. SFE-uutto vaikuttaa tehoavan paremmin neutraalilipideihin ja sellaisiin mikroleviin, joiden
soluseina ei ole erityisen vahva.
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Abstract

Microalgae are microscopic unicellular or filamentous organisms that belong to the groups of
cyanobacteria, plants or protozoa. As a rapidly multiplying source of renewable biomass, microalgae are
currently cultivated for food, feed valuable bioactive compound production, and increasingly for biofuels.
Supercritical fluid extraction (SFE) using CO; as solvent is a potential method for separating lipid fraction
from algal biomass without the use of toxic organic solvents. The efficiency and selectivity of the
extraction can be optimized by modifying the extraction temperature and pressure as well as the length of
the extraction and CO; flow rate.

The objective of the literature review in this thesis was to theoretically contemplate lipid extraction
methods, especially SFE, as well as to review the existing knowledge over the quantity and quality of
microalgal lipids and the factors affecting to the lipid content. The aim was also to review the potential
applications for microalgal lipids. The objective of the experimental part was to research the possibilities
of SFE as a separation method for microalgal lipids, especially compared to accelerated solvent extraction
(ASE). The ASE-method had been optimized to completely extract microalgal lipids for analytical
purposes and used previously within the research group. The aim was also to explore the impacts of SFE
parameters to the efficiency and selectivity of the extraction as well as to study microalgal lipid
composition.

The SFE yield was invariably smaller compared to ASE regarding all measured lipid components.
However, a lot of variation could be observed when different extraction parameters were used and
especially between different algae species. The majority of lipid yield was extracted already during the
first 10 minutes of SFE. After that the extraction yield was relatively low. The SFE yield of EPA is
relatively somewhat smaller compared to ASE, which refers to the assumption, that EPA was mainly
bound to polar lipids, such as phospho- and glycolipids. The overall lipid contents of investigated
microalgae species were quite low compared to those appearing in the literature, so presumably the portion
of polar lipids was relatively high in the samples. However, in many studies found in the literature the
algae have been cultivated specifically to accumulate lipids and/or gravimetric methods have been used
for lipid quantification. These factors should be observed in the comparison. The SFE appears to be a more
efficient extraction method for neutral lipids and for those microalgae species that don’t possess very thick
cell walls.
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Esipuhe

Tama maisterin tutkielma kuuluu ALGOMEG- ja LEVARBIO -projekteihin, joissa Helsingin yliopisto
on osallisena. Projekteissa pyrittiin selvittdmaan mikrolevissa esiintyvien terveyttéd edistavien aineiden
tuottamis- ja prosessointimenetelmid sekd hyodyntdmiskohteita elintarvikkeissa ja rehuissa. Tutkielman
suunnitteleminen aloitettiin kesélla 2015 ja kokeellinen osio suoritettiin Helsingin yliopiston Viikin
kampuksella elintarvikekemian osaston laboratoriotiloissa lokakuun 2015 ja huhtikuun 2016 valilla.
Tutkielman ohjaajina toimivat professori Vieno Piironen, dosentti Anna-Maija Lampi seké tohtori

Minnamari Edelmann.

Helsingin yliopisto tarjosi minulle hyvat puitteet ja viihtyisan tydympariston tutkimuksen kirjallisen ja
kokeellisen osan tekoa varten mutta ennen kaikkea mielenkiintoisen ja inspiroivan aiheen tutkittavaksi.
Mikroleviin liittyva tutkimus on tulevaisuuteen suuntaavaa ja parhaillaan vahvasti kiinnostuksen
kohteena ympari maailman. Olemassa oleva ja tuleva tutkimustieto yhdistettynd tahtoon panostaa
kestdvddn ja kokonaisvaltaiseen ruoantuotantoon tulee olemaan avainasemassa ympaériston

monimuotoisuuden ja ihmisten terveyden séilyttamisessa ja edistdmisessa.

Lampimét kiitokset ohjaajilleni sujuvasta yhteistyostd seka asiantuntevasta ja madrétietoisesta
ohjauksesta tutkielman taustalla ja toteuttamisessa. Kiitokset myds laboratorion teknikoille Kati
Hakalalle ja Miikka Olinille, jotka auttoivat aina tarvittaessa kokeellisen tyon teknisten seikkojen
ratkaisemisessa. Liséksi kiitokset kuuluvat hyville ystavilleni, tohtorikoulutettava Zhen Yang’lle ja
opiskelijakollegoille Otto Mustoselle ja Niklas Rennerille, joiden kanssa kdydyt lukuisat oppimista
stimuloivat keskustelut olivat elintarkeitd koko opintojeni ajan. Haluan samalla kiittd4 perheenjdseniéni

ja kaikkia ystavia osallistumisesta ja taustatuesta tahén pisteeseen johtaneen opintopolun aikana.

Mikko Immonen
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1 Johdanto

Mikrolevat ovat l&dhinnd vesistoissd eldvia yksisoluisia tai hyvin yksinkertaisia monisoluisia kasveja,
syanobakteereja tai alkueliditd. Kyseessd on uusiutuva luonnonvara, jonka avulla voidaan kehittda
ymparistoystavallisig, kestdvid menetelmid muun muassa ravinnon, rehun, biopolttoaineiden ja
bioaktiivisten aineiden tuotantoon, maakaasun ja jatevesien puhdistamiseen sekd maaperédn
rikastamiseen (Chisti 2007; Plaza ym. 2009; Yaakob ym. 2014; Rothlisberger-Lewis ym. 2016).
Teoreettiset mahdollisuudet mikrolevien hyodyntdmiseen osana kokonaisvaltaista aineiden kiertoa ovat
valtavat. Pitk&lla aikavalilla mikrolevien avulla voidaan mahdollisesti véhent&a aliravitsemusta,
fossiilisten polttoaineiden kulutusta ja vesistdjen saastumista seka tarjota luonnollisia ja laadukkaita
raaka-aineita muun muassa funktionaalisiin elintarvikkeisiin, terveyttd edistaviin ravintolisiin ja
kosmetiikkatuotteisiin. Tutkittavana oleva ylikriittinen hiilidioksidiuutto on mahdollinen vaihtoehto
kaytetyille liuotinuutoille tutkimus- ja teollisuuslaitoksissa, jolloin puolestaan pystytddn vahentdmaan
ihmisille ja ymparistolle haitallisten liuottimien, kuten heksaanin ja kloroformin, kéyttoa.

Mikrolevien kasvatuksen, ominaisuuksien sek& koostumuksen tutkimus on ollut viimeisen noin
kymmenen vuoden aikana hyvin intensiivistd lisddntyen koko ajan. Kuitenkin sovellusten
kaupallistaminen ja k&ytt6onotto on ollut suhteellisen vahaista. Parhaillaan merkittdvimpana rajoittimena
mikrolevaperaisen biomassan tuotannolle on viljelyn ja biomassan kasittelyn hinta (Uduman ym. 2010;
Chisti 2013a; Zhang ym. 2016). Toisaalta levéaperaisten biopolttoaineiden tuotannon kayttoonottoa ja
tutkimuksen rahoitusta on viime vuosina rajoittanut osaltaan poikkeuksellisen matala maadljyn hinta.
Né&in ollen viljely-, harvestointi- ja prosessointisektorilla kaivattaisiin kipeésti teknologisia

edistysaskeleita vastaamaan taloudellisiin vaatimuksiin.

Tahan mennessé on pystytty kartoittamaan laaja kirjo erilaisia levien siséltdmia biomolekyyleja, joista
lipidit ovat olleet viime aikoina erityisen suuren mielenkiinnon kohteena (Kumari ym. 2013). Juuri
lipidien tuotantonsa johdosta mikrolevét tarjoavat potentiaalisen mahdollisuuden toimia tehokkaina
biopolttoaineiden, kuten uusiutuvan biodieselin, mutta myos elintarvikkeeksi kelpaavan 6ljyn lahteena
(Chisti 2007; Harun ym. 2010). Lisaksi mikrolevat tarjoavat runsaasti bioteknologisia vaihtoehtoja muun
muassa rasvahappojen, karotenoidien, proteiinin, ruoan ja rehun tuotannossa (Milledge 2011).

Tunnetusta mikrolevien lajikirjosta vain pienen osan kemiallinen koostumus on kartoitettu.



Levien kayttoonotto voi tapahtua montaa eri reittid. Kasvatus voisi teoriassa olla osa teollisen
mittakaavan prosesseja, joissa ravinteita, kuten typped ja fosforia, halutaan suodattaa pois tai ottaa talteen
jatevesistd, maatalouden valumavesista tai teollisuuden lampimistd lauhdevesistd. Toisaalta ruoaksi
kasvatettavien levien kasvuolosuhteiden tulee olla tarkoin kontrolloituja seké hygieeniseltd laadultaan
valvottuja. Biopolttoaineiden tuotantoa varten kasvatusalustan kontaminoituminen ei sindnsd ole
ongelma, miké&li levdbiomassan lisdantyminen ja koostumus ovat toivotulla tasolla. Tehokkaiden
uuttomenetelmien kehittdminen teolliseen mittakaavaan on hyvin oleellista ja mahdollistaa biomassan
lipidifraktion hyodyntdmisen erillisend tuotteena. Toimivan uuton on toteuduttava toistettavasti ja
parhaimmillaan ilman tyontekijoille ja ymparistolle myrkyllisid orgaanisia liuottimia. Lipidien
uuttamisen seurauksena jaljelle jadva uuttojaannos siséltéa levalajista riippuen vaihtelevassa suhteessa
proteiinia ja hiilihydraatteja mutta my6s muun muassa vesiliukoisia vitamiineja ja joitakin mineraaleja.
Uuttojaédnndksen hyddyntaminen on tarkeda, jotta kallis tuotantoprosessi voitaisiin saada taloudellisesti
kannattavaksi. Erds hyvin merkittdva teknologinen haaste mikrolevabiomassan tuotannossa on
levasolujen eristdminen niiden kasvualustasta (vedestd). Tdma haaste vaatii teknologisia innovaatioita,
jotta koko tuotantoprosessi saadaan taloudellisesti tarkoituksenmukaiseksi, erityisesti biopolttoaineiden

tuotantoa ajatellen (Uduman ym. 2010).

Lipidien uuttaminen elintarvikematriiseista on tehty perinteisesti puristamalla tuotteesta 0ljya ja
lahihistoriassa taydellisemmin erilaisilla liuotinuutoilla. Liuotinuutoilla pystytdan eristdméan tuotteesta
lipidit hyvin perusteellisesti, mutta menetelméan kayton ongelma suuressa mittakaavassa on liuottimien
verrattain kallis hinta ja myrkyllisyys ihmiselle ja ymparistélle (Machado ym. 2013). Tdma on johtanut
korvaavien uuttomenetelmien kehitykseen, joista lupaavimmalta vaikuttaa ylikriittinen hiilidioksidiuutto
(Brunner 2005). Kaasut kuten hiilidioksidi voidaan saattaa ylikriittiseen tilaan, kun systeemin painetta ja
lampotilaa nostetaan riittavasti, yli kyseisen kaasun Kriittisen pisteen. Kriittisessa tilassa olevan fluidin”
fysikaaliset ominaisuudet, kuten tiheys, viskositeetti ja diffuusiivisuus muuttuvat parantaen monilta osin
aineen liuotinominaisuuksia. Uuttoliuottimena oleva hiilidioksidi palaa normaaliin olotilaansa, kaasuksi,
kun uuttolaitteiston paine palautetaan normaaliksi ilmanpaineeksi. Siten varsinaiseen uutteeseen ei jaa
jadmid uuttoliuottimesta ja hiilidioksidi voidaan mahdollisesti kierrattdd uusiokayttoon tai vaikkapa
johtaa mikrolevékasvustojen fotosynteesin raaka-aineeksi. Ylikriittisen uuton tehokkuutta ja
selektiivisyyttd voidaan muokata vaihtelemalla uuttoparametreja, joita ovat esimerkiksi paine, lampétila

ja ylikriittisen fluidin virtausnopeus (Palavra ym. 2011; Taher ym. 2014). Kokonaistuoton isotermin



laatimisen avulla puolestaan pystytdadn arvioimaan menetelméan taloudellisuutta saannon ja kaasun
kulutuksen suhteen (Meireles 2013).

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd ylikriittisen hiilidioksidiuuton kayttokelpoisuutta mikrolevien
lipidien uuttamisessa verrattuna aiemmin tutkimusryhméssd kaytossa olleeseen ASE-uuttoon
(Accelerated Solvent Extraction). Tarkoituksena oli myos selvittdd ylikriittisen hiilidioksidiuuton
uuttoparametrien, kuten paineen, lampdtilan ja virtausnopeuden seka staattisen vaiheen ja naytekoon
vaikutusta uuton tehokkuuteen ja selektiivisyytteen seké tutkia viiden mikrolevalajin (Euglena gracilis,
Selenastrum sp, Nannochloropsis gaditana, Chlorella vulgaris ja Spirulina platensis) lipidikoostumusta.
Laajemmin koko projektissa pyrittiin muun muassa selvittdmaan erilaisten kasvatusalustojen ja
kasvuolosuhteiden mahdollista vaikutusta mikrolevien kasvuun ja lipidiprofiiliin sekd kartoittamaan
mikrolevabiomassan prosessointi- ja kayttdmahdollisuuksia. Kirjallisuuskatsauksen tavoitteena oli
tarkastella teoreettisesti lipidien uuttomenetelmid, erityisesti ylikriittistd uuttoa, sekd kayda lapi
kirjallisuudessa jo esiintyvéa aineistoa mikrolevien lipidien laadusta, maarasta ja naihin vaikuttavista
tekijoista. Erityistda huomiota oli tarkoitus kiinnittdd kirjallisuuteen koskien kokeellisessa osassa

kaytettavia lajeja. Lisaksi tavoitteena oli tarkastella mikrolevien lipidien mahdollisia kéyttoésovelluksia.

2 Kirjallisuuskatsaus

2.1 Ylikriittinen hiilidioksidiuutto (Supercritical Fluid Extraction, SFE)

2.1.1 Teoriaa

Ylikriittisell& fluidilla tarkoitetaan ainetta, joka on saatettu kaasusta ylikriittiseen tilaan eli kaasun
lampdtila ja paine ovat kyseisen aineen Kkriittisid arvoja suuremmat (Kuva 1). T&m& muuttaa aineen
fysikaalisia ominaisuuksia. Aineella on silloin sekd nesteen ettd kaasun ominaisuuksia. Aineen tiheys,
viskositeetti ja diffuusiivisuus lisdantyvét kaasun vastaaviin verrattuna samalla kun sen l&pdisevyys
kiintedssa tai puolikiintedssa aineessa paranee (Machado ym. 2013). Kriittisessé pisteessa olevan fluidin

neste- ja kaasufaasien tiheys on tdsmalleen sama. Liuottimen nestefaasiin verrattuna ylikriittisen fluidin



pintajannitys ja viskositeetti ovat matalampia, mink& vuoksi ylikriittinen fluidi pystyy tunkeutumaan
naytteessa olevien kapeiden kanavien lapi tehokkaammin ja siten saavuttamaan hienojakoisenkin
matriisin osat, joihin nestemaiset liuottimet eivat mahdollisesti paasisi. Kuitenkin nestefaasiin verrattuna
fluidin liuotusominaisuudet ja kyky kuljettaa aineita, erityisesti suurikokoisia molekyyleja, voivat
painvastoin heikentya. Kdytannossa uuttoa toteutettaessa korkea uuttopaine osaltaan auttaa uutettavien

aineiden kuljettamisessa.
Ylikriittisen uuton liuottimet

Hiilidioksidi on ylivoimaisesti eniten kaytetty kaasu ylikriittisessd uutossa. Sen etuihin lukeutuvat
edullinen hinta, turvallisuus, helppo saatavuus, helposti saavutettava korkea puhtausaste ja hiilidioksidin
verrattain matalat lampatilan ja paineen kriittiset arvot (31,1 °C ja 73,8 bar) (Guglu-Ustiindag ja Temelli
2000; Temelli 2009; Machado ym. 2013; Goto ym. 2015). Esimerkiksi etanolin Kriittisen pisteen
lampdatila ja paine ovat 240,9 °C ja 61,4 bar ja veden 374,1 °C ja 220,6 bar (Brunner 1994). Teoriassa
siis lampoherkkia yhdisteitd, kuten monityydyttymattomia rasvahappoja ja rasvaliukoisia vitamiineja,
voidaan uuttaa hyvinkin matalissa lampdtiloissa ylikriittisen hiilidioksidin avulla. Hiilidioksidin tiheys
kaasusta ylikriittiseen fluidiin kasvaa véahintéan yli 200-kertaisesti. Hiilidioksidikaasun tiheys ilmakehén
paineessa ja 25 “C:een limpétilassa on noin 1,98 kg/m® mutta saturoituneen nestemaisen hiilidioksidin
tineys kriittisessa pisteessd on 417,2 kg/m® (Meireles 2013). Vastaavasti paineen ollessa 500 bar ja
lampétilan 80 °C ylikriittisen hiilidioksidin tiheys on noin 876 kg/m3. Ylikriittinen etaani ja propaani
voisivat toimia tehokkaampina liuottimina vain poolittomille yhdisteille, mutta merkittdvana ongelmana
laajemmassa kéytossd on néiden aineiden syttymisherkkyys. L&htokohtaisesti ylikriittisessa tilassa
poolittomana liuottimena hiilidioksidi ei uuta tehokkaasti poolisia lipidejd, kuten fosfolipideja ja
glykolipideja. Kuitenkin uuton paine ja lamp6tila vaikuttavat hiilidioksidin poolisuus-kayttdytymiseen,
silla lampatilan ja paineen kasvaessa runsaasti yli kriittisen pisteen arvojen hiilidioksidi saa poolisempia
ominaisuuksia (Meireles 2013). Matalassa paineessa, esimerkiksi 100 bar, ylikriittinen hiilidioksidi
uuttaa helposti massaltaan pieniéd ja haihtuvia yhdisteitd, kuten elintarvikkeiden aromiaineita (King
2002). Hiilidioksidin ohella uutossa on myds mahdollista ké&yttdd niin kutsuttuna oheisliuottimena
poolisia liuottimia, kuten etanolia tai isopropanolia, jolloin pystytddn perusteellisemmin eristdimaan
naytteen pooliset lipidifraktiot (Meireles 2013). Oheisliuotinta valitessa on syytd ottaa huomioon
menetelmille mahdollisesti tavoiteltavan “Puhtaan teknologian” tai ”Vihredn teknologian” termien

kéyton lainsdadanndlliset edellytykset.
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Kuva 1. Hiilidioksidin faasikaavio (NASA 2003)

Uuttoparametrit

Ylikriittisessa uutossa merkittdvimmat uuttoparametrit ovat virtausnopeus, lampdtila, paine ja uuton
kesto. Nditd parametreja muuttamalla voidaan vaikuttaa lipidien uuton tehokkuuteen ja selektiivisyyteen,
ja siten optimoida menetelma tarkoituksenmukaiseksi (King 2002). Optimoinnissa tulee tavallisesti ottaa
huomioon uuton hinta liuottimen kulutuksen, laitteiston ja uuton keston osalta seka uutettavan tuotteen
saanto ja haluttu puhtaus. Uuton tehokkuutta kuvaavat erityisesti diffuusiivisuus ja liukenevuus. Liuotin-
hiilidioksidin diffuusiivisuus ndytematriisiin paranee, kun lampdtilaa nostetaan ja kun kiinted néyte on
mahdollisimman hienojakoista. Liuotettavien aineiden liukoisuus hiilidioksidiin puolestaan kasvaa, kun

uuttohylsyn painetta nostetaan.

Uutto voidaan myds suorittaa staattisena tai dynaamisena. Staattisessa uutossa nadytematriisiin painetaan
aluksi uuttoliuotinta ja virtaus pysaytetddn halutuksi ajaksi (staattinen vaihe). Tdaméan jélkeen aloitetaan
uuttoliuottimen jatkuva virtaus (dynaaminen vaihe). Dynaamisessa uutossa uuttoliuotin virtaa naytteen
1api koko uuton ajan. Staattisen vaiheen aikana on oletettavaa, ettd uuttopatruunan sisalla paineistettu
hiilidioksidi tunkeutuu naytematriisin sisdén perusteellisemmin kuin virratessaan ainoastaan néytteen

lapi. Néin ollen staattinen vaihe voi lisdtd saantoa seka liséksi vahentdd hiilidioksidin kulutusta



korvatessaan aikaa dynaamiselta uutolta. Staattisen vaiheen aikana liuotin ei virtaa ndytepatruunasta ulos,
joten liuotinta ei myoskd&dn kulu vaiheen aikana. Uutettavan kiintedn aineen ollessa jokin
elintarvikematriisi, kuten mikrolevajauhe, se sisaltad vaihtelevan méaaran hiilidioksidiin liukenemattomia
aineita, erityisesti polysakkarideja, proteiineja sekd mineraaleja. Uutettavien aineiden liukoisuus
hiilidioksidiin vaihtelee ja siten uuttoparametreja muuttamalla voidaan vaikuttaa eri yhdisteiden
uuttumiseen (Meireles 2013). Naytematriisin lipidien uuttamista voidaan tehostaa nostamalla
uuttopainetta. Kuitenkin uuttopaineen vaikutus uuton tehoon vahentyy, kun painetta kasvatetaan yli 300
baarin. Erdén tutkimuksen mukaan paineen nostaminen 300 bar:n ja 700 bar:n valilla 50-70 °C:ssa

tehostaa naytteen lipidien uuttumista vain hieman (King 2002).

Paineen lasku alle aineen kriittisen pisteen aiheuttaa ylikriittisen fluidin palautumisen kaasuksi, jolloin
se menettda liuotinominaisuutensa ja liuotetut yhdisteet saostuvat. Samanaikainen paineen ja lampdétilan

nousu lisda aineen liukoisuutta.

Uuton saannon optimointiin kaytetddn niin kutsuttua kokonaistuoton (Xo) isotermia (Global Yield
Isotherm, GYI), joka mééritetddn tavallisesti paineen ja saadun tuoton suhteen véhintdan kahdessa eri
lampdotilassa (Kuva 2) (Quispe-Condori ym. 2005; Meireles 2013). Kokonaistuoton isotermia
maéaritettdessd kdytetddn valittua liuotin/ndyte-massasuhdetta (Solvent mass to Feed mass, S/F), jonka
tulisi olla vahintdaan 17 (Meireles 2013). Liuottimen kulutuksen massa puolestaan lasketaan kaytetyn
virtausnopeuden (kg/s) ja uuton keston avulla. Siten esimerkiksi 1 g ndytteen uuttaminen 1 h ajan
edellyttad vahintaan hiilidioksidivirtauksen 4,72 x 10% kg/s, jotta S/F-arvoksi saadaan 17.

Oheisliuottimen kaytté uuton yhteydessé voi tosin sekoittaa kokonaistuoton tuloksia (Meireles 2013).

Uuttokayrilla (Overall Extraction Curves, OEC) kuvataan uuton kulkua useimmiten saannon ja
hiilidioksidin kulutuksen suhteen. Kayrat tehdaén erikseen eri lamp@tiloissa ja virtausnopeuksissa, ja

uuttojen aikana naytetta kerdtéan tietyissa pisteissa saannon méaérittamista varten.
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Kuva 2. Kokonaistuoton isotermi Artemisia annua -lehtien uuttamiseen ylikriittiselld hiilidioksidilla (Quispe-Condori ym. 2005)

Ylikriittisia fluideja varten vaaditaan turvalliset, painetta ja lampdtilaa kestavat laitteistot. Talla hetkella
laitteistot ovat merkittavasti kalliimpia perinteisiin uuttolaitteistoihin verrattuna, mika osaltaan hidastaa
menetelman k&yttoonottoa teollisessa mittakaavassa. Erilaisten lipidiluokkien liukoisuus ylikriittiseen
hiilidioksidiin vaihtelee ja on riippuvainen etenkin lampdtilasta ja paineesta. Aineiden liukoisuutta on
pyritty kuvaamaan laskennallisesti Chrastilin yhtalon avulla (Giiglu-Ustiindag ja Temelli 2000; Guclii-
Ustiindag ja Temelli 2004).

Muut lipidien uuttomenetelmat

Ylikriittisella hiilidioksidiuutolla on mahdollista korvata joitain perinteisempié liuotinuuttoja, neste-
neste-uuttoja seka mahdollisesti mekaanisia uuttoja. Mekaaniset uutot tapahtuvat usein puristamalla,
jolloin mikrolevien lipidisaanto j&& jonkin verran liuotinuuttoja pienemmaksi. Liséksi mekaaninen
puristus voi olla kohtalaisen hidas uuttomenetelména (Harun ym. 2010). Kemiallisessa analytiikassa
ASE-uutto (Accelerated Solvent Extraction), Folchin menetelmé& (Folch ym. 1957) ja Blighn ja Dyerin
menetelmd (Bligh ja Dyer 1959) sekd Soxhlet-uutto ovat olleet laajalti kdytdssa mikrolevien
kokonaislipidien uutossa. Kaikki edelld mainitut menetelmét uuttavat tehokkaasti levéasolujen lipidit,
osittain riippuen esikasittelysta, mutta sisaltavat orgaanisia liuottimia, jotka ovat enemman tai vahemman

haitallisia ihmisille. Erddssa tutkimuksessa kloroformin ja metanolin seos (1:1, v:v) osoittautui
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tehokkaimmaksi uuttoliuottimeksi Chlorellan lipidien uuttamisessa (Choi ym. 2014). ASE-uutolla
saadaan erittain tehokkaasti uutettua ndytematriisin lipidit k&yttden liuottimena esimerkiksi pelkkaa
etanolia (Herrero ym. 2005). ASE-uutto muiden orgaanisia liuottimia hyddyntavien menetelmien ohella
ei kuitenkaan suoraan sovellu teollisen mittakaavan uuttoon, jossa uutteesta on tarkoitus suoraan tuottaa
esimerkiksi elintarvikekelpoista materiaalia. Tdma johtuu siitd, ettd uutetut lipidit ovat liuenneena
suureen madraan liuotinta. Sen sijaan SFE-uutossa uute ei sisalla liuotinta kaytdnndssa ollenkaan.
Teollisen mittakaavan uuttojen lisaksi SFE-uuttoa voidaan soveltaa my6s moniin muihin kemiallisiin
analyyseihin, kuten esikésittelymenetelmand ennen nestekromatografiaa tai osana proteiinien
puhdistusta (Careri ym. 2001).

2.1.2 Kaytto elintarvikematriisien uuttoprosesseissa

Ylikriittinen hiilidioksidiuutto ymparisto- ja kayttajaystavallisend menetelmand tarjoaa runsaasti
mahdollisuuksia erilaisten elintarvikematriisien kasittelyyn sek& tutkimustarkoituksessa etta teollisessa
mittakaavassa. Menetelmén tarkeimpand etuna voidaan pitdd juuri toimimista niin kutsuttuna vihreana
teknologiana. Muita merkittavid etuja ovat kuitenkin myods edullinen ja puhdas liuotin, mahdollisuus
uuttaa tarvittaessa verrattain matalissa lampdtiloissa ja sopivan optimoinnin seurauksena saavutettava

uuton selektiivisyys.
Tunnetut kayttokohteet

Toistaiseksi ylikriittistd hiilidioksidiuuttoa on kaytetty monipuolisesti erilaisissa elintarvikkeiden
uuttoprosesseissa. Tallaisia ovat esimerkiksi erilaisten 6ljyjen tai muiden lipidifraktioiden uuttaminen
elintarvikkeista, kuten siemenista ja lehdista, ja proteiinien tai muiden polymeerien puhdistaminen (Ayas
ja Yilmaz 2014; Ma ym. 2014). Menetelm&a on kéytetty lisdksi muun muassa 6ljyjen uuttamiseen
mekaanisen kylmapuristuksen seurauksena syntyvastd siemenjaannoksestda sek& useiden fenolisten
aineiden ja makuaineiden eristykseen (Pyo ja Kim 2014; Aladic ym. 2014; Garmus ym. 2015). My0s
raskasmetallien poistaminen elintarvikematriisista voi onnistua ylikriittisella hiilidioksidiuutolla (Lin
ym. 2014). Mikrolevien lipidien ja bioaktiivisten aineiden uuttamisessa ylikriittinen hiilidioksidiuutto
vaikuttaa lupaavalta vaihtoehdolta (Meireles 2013; Goto ym. 2015). Poolittomien lipidien, kuten

triasyyliglyserolien (TAG) ja erdiden pigmenttien eristdminen, voi olla tehokasta juuri ylikriittisen uuton
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avulla (Goto ym. 2015). Esimerkiksi C. vulgaris -viherlevdn pigmentteja on onnistuttu uuttamaan
hiilidioksidilla (Kitada ym. 2009). TAG:en tiedetdan liukenevan ylikriittiseen hiilidioksidiin melko
huonosti matalissa lampd6tiloissa, mutta l&mpdétilan noustessa yli 60 °C:n lisdéntyy liukoisuus
merkittavasti. Tama edellyttdd kuitenkin samalla yli 800 bar:n paineen. Toisaalta 80 °C:ssa TAG:en

liukoisuus lisdéntyy merkittavasti, kun paine on yli 700 bar:a (King 2002).

Levamatriisin esikasittely voi vaikuttaa merkittavasti lipidien erottumiseen mikrolevédmatriisista, silla
erilaiset uutettavat aineet voivat sijaita mikrolevasoluissa solukalvolla, lipidipisaroissa solulimassa tai
vaikka kloroplastien kalvoilla. Siten muun muassa solujen hajotusaste vaikuttaa eri lipidiluokkien
irtoamiseen levamatriisista ja liukenemiseen ylikriittiseen hiilidioksidiin. Botryococcus braunii -
mikrolevéa puolestaan on ainoa tunnettu laji, joka tuottaa lipideja pisaroina solujen ulkopuolelle (Largeau
ym. 1980). Mikrolevanéaytteille tehddan useimmiten kylmékuivaus (lyofilisaatio) ennen uuttoa, jotta
naytteen vesipitoisuus saadaan lampdherkkié aineita hajottamatta mahdollisimman pieneksi. Joidenkin
potentiaalisten mikrolevalajien lipidien hyddyntdmistd hankaloittaa vahva soluseind, joka estaa lipidien
tehokkaan uuttumisen (Lee ym. 2012). Esimerkiksi karotenoidien saannon on todettu olevan hyvin
erilainen, jos uutto on tehty perusteellisesti hienonnetulle levéandytteelle verrattuna vain osittain
hienonnettuun levandytteeseen. Saanto nimenomaan kasvaa silloin, kun solurakenteet on saatu hajotettua
ennen ylikriittist4 uuttoa. Kyseinen karotenoidien uuttokoe suoritettiin 40 °C:n l[ampdtilassa ja 300 bar:n
paineessa kayttden 0,04 kg/h uuttovirtausta (Palavra ym. 2011). Samassa tutkimuksessa tutkittiin
uuttopaineen vaikutusta Botryococcus braunii -mikrolevan hiilivetyjen uuttumiseen 40 °C:n
lampotilassa. Kaytetyt uuttopaineet olivat 125 bar, 200 bar ja 300 bar, joiden perusteella voitiin huomata
saannon kasvavan paineen kasvaessa. Kaikkiaan hiilivetyjen saanto oli noin 60 % suurempi 300 bar:n
paineessa verrattuna 125 bar:n uuttoon (Palavra ym. 2011).

Erddssé toisessa tutkimuksessa B. braunii -mikrolevén lipideja uutettiin 200-250 bar:n paineessa ja 50—
80 °C:n lampdtilassa. Talléin suurin saanto rasvahappoina laskettuna saavutettiin 250 bar:n paineessa ja
50 °C lampdtilassa. Rasvahappojen saanto oli vain noin 3,4 % pienempi verrattuna Blighn ja Dyerin
menetelmalld suoritetun uuton saantoon (Santana ym. 2012). My6s Mendes ym. (1995) totesivat
tutkimuksessaan, etta uuttopaineen kasvattaminen lis&é lipidien saantoa. Liséksi korkeamman lampétilan
(55 °C verrattuna 40 °C) todettiin lisddvéan hieman saantoa korkeassa paineessa (350 bar verrattuna 200
bar), mutta vahentévan saantoa matalammassa paineessa (Mendes ym. 1995). Tdma johtuu oletettavasti

siitd, ettd l&mpdtilan noustessa fluidin tiheys pienenee siten, ettd lipidien liukoisuus vahenee. Uuton
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tehokkuutta ja hiilidioksidin  kulutusta tulee arvioida tarkoituksenmukaisesti esimerkiksi
kokonaistuottoisotermin (GY1) ja uuttokéyrien (OEC) avulla (Quispe-Condori ym. 2005; Taher ym.
2014).

Mahdollisia kayttokohteita

On oletettavaa, etta uuton alkuvaiheessa levamatriisista erottuu solujen ulkopuolella mahdollisesti olevat
lipidit (mikali sellaisia ndytteessa on) ja vasta tdman jalkeen solun sisaiset ja solukalvon lipidit. Tosin on
mahdollista, ettd tehokkaassa uutossa l&dhes kaikki uuttuvat aineet irtoavat naytteesta samaan aikaan pian
uuton aloittamisen jalkeen. Voimakkaasti poolisia osia siséltdvien lipidien, kuten fosfolipidien ja
glykolipidien uuttaminen ylikriittisella hiilidioksidilla on usein epataydellisempaa verrattuna poolisiin
lipideihin ilman oheisliuottimien kéyttéd, johtuen juuri hiilidioksidin poolisesta luonteesta. Tdma on
kuitenkin vahvasti riippuvaista levélajista ja esimerkiksi levan soluseinan koostumuksesta. Muun muassa
piiman lipidien uuttaminen SFE:lla poistaa ndytteesta suhteessa enemman poolittomia lipideja (Astaire
ym. 2003). Myo6s Nannochloropsis oculata -mikrolevan lipidien uuttaminen SFE:lla tuotti uutteen, jossa
TAG:aoli noin 94 % lipideista (Mouahid ym. 2013). Monilla mikrolevélajeilla on voimakkaat soluseinat,
jotka voivat siséltad useana kerroksena esimerkiksi selluloosaa, mannoosia sisaltavia tai muita hyvin
kompleksisia  polysakkarideja. ~ Solurakenteiden  hajottaminen  ennen  uuttoa  esimerkiksi
mikroaaltokésittelylla voi parantaa SFE-uuton lipidisaantoa (Dejoye ym. 2011). Solurakenteiden
hajotukseen on kaytetty muun muassa liuottimia, happokasittelyd, ultradantad, mikroaaltokésittelya tai
naiden yhdistelmid. Myos ylikriittinen hiilidioksidi pystyy teoriassa hajottamaan solurakenteita jonkin
verran (Kim ym. 2015). Erityisesti elintarvikesovelluksissa esikésittelymenetelmi& valitessa tulee ottaa
huomioon mahdollisesti herkasti tuhoutuvien yhdisteiden kéyttaytyminen.

Ylikriittisen uuton jélkeen eristetystd uutteesta voidaan tehdd paljon kemiallisia maéarityksia.
Tavanomaisia uutteesta tutkittavia aineita ja mahdollisia maaritysmenetelmid ovat muun muassa
seuraavat:  lipidiluokkien  osuudet ja  koostumus  (esim.  nestekromatografisesti  tai
ohutlevykromatografisesti),  rasvahappokoostumus  kaasukromatografialla  kayttden  liekki-
ionisaatiodetektoria, karotenoidien laatu ja pitoisuudet nestekromatografialla (k&anteisfaasi) kéayttden
UV/VIS-detektoria, kokonaiskarotenoidit ja klorofyllit spektrofotometrilld, sterolien maara ja laatu
kaasukromatografisesti  seka rasvaliukoisten  vitamiinien, kuten alfa-tokoferolin  mé&éara

nestekromatografisesti (Palavra ym. 2011).
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2.2 Mikrolevien lipidit

2.2.1 Yleista mikrolevista

Mikrolevat ovat hyvin monimuotoinen joukko yksisoluisia tai yksinkertaisia monisoluisia, usein
fotosyntetoivia eliitad. Taksonomisesti madriteltyna suurin osa mikrolevista on kasveja, kuten viherlevét
(Chlorophyta) ja punalevat (Rhodophyta), mutta myos osa alkuelidistd, kuten Excavaatit (Excavata) ja
Kromalveolaatit (Chromalveolata) luokitellaan kayttaytymisen ja morfologiansa perusteella
mikroleviin. Liséksi prokaryooteista syanobakteerit (Cyanophyta) katsotaan usein osaksi mikrolevien
joukkoa. Useimmat mikrolevalajit ovat fotoautotrofeja, mutta myos miksotrofisia ja heterotrofisia tai
energian saannin osalta joustavia lajeja tunnetaan. Mikrolevat ovat vesistjen merkittavin perustuottajien
joukko, eli ne palauttavat ilmakehéasta veteen liukenevaa hiilidioksidia orgaaniseen muotoon ja siten
ylempien trofiatasojen elididen kéaytettavaksi. Mikrolevien tehokasta epdorgaanisen hiilen, typen ja
fosforin kasittelya olisi hyvin toivottavaa saada hyddynnettyd suuressa mittakaavassa vastapainoksi
vallitsevalle fossiilisten polttoaineiden ja synteettisten lannoitteiden kaytolle, joiden seurauksena

hallitsemattomia mé&arié hiilidioksidia vapautuu ilmakeh&an ja ravinteita valuu vesistoihin.

Mikrolevia hyddynnetddn parhaillaan mm. elintarvikkeina, rehuna, arvokkaiden biomolekyylien
tuottamisessa sekd enenevissda méaarin biopolttoaineiden tuottamisessa. Teoreettisesti tarkasteltuna
mahdollisuudet mikrolevien hyddyntdmisessa ovat valtavat. Nopea uusiutuvan biomassan tuotanto
alueilla, joilla se ei vie tilaa viljelysmaalta, houkuttelee biopolttoaineiden tuotantoon (Chisti 2007).
Uusien antimikrobisten tai farmakologisesti aktiivisten aineiden l16ytyminen mikrolevien tuottamina
kiinnostaa useita tutkijoita (Milledge 2011). Lis&ksi mikrolevat sisdltavat kuivapainoonsa néhden
valtavasti proteiinia, vitamiineja, kivenndisaineita sek& joissakin tapauksissa monia muita arvokkaita
biomolekyyleja, kuten antioksidantteja, karotenoideja ja pitkdketjuisia monityydyttymattomié
rasvahappoja (Chu 2011; Guedes ym. 2011; Christaki ym. 2013).

Kiinnostava metabolinen piirre mikrolevissa on niiden kyky sopeuttaa aineenvaihduntaansa vallitseviin
ympariston olosuhteisiin. Kasvuympdriston abioottiset tekijat, kuten sateilyn voimakkuus, ravinteiden
saatavuus, lampotila ja pH vaikuttavat olennaisesti mikrolevésolujen kasvuun ja syntetoimien

yhdisteiden laatuun (Christaki ym. 2011; Takaichi 2011; Skjanes ym. 2013). Jotkin levélajit reagoivat
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stressiolosuhteisiin tuottamalla suojakseen tiettyja aineita, kuten sekundaarisia karotenoideja (He ym.
2007). Mikali tallaiset aineet ovat kiinnostuksen kohteena, tulee tunnettuja stressitekijoita hyodyntaa
kasvatuksen vaiheissa. Eri mikrolevélajeilla on my6s hyvin erilaisia vaatimuksia optimaalisista
kasvuolosuhteista. Esimerkiksi viherleva Dunaliella salina kasvaa erinomaisesti hyvin suolapitoisessa
(jopa 21 % NaCl) vedessa (Marin ym. 1998).

2.2.2 Lipidifraktiot

Triasyyliglyseroleja esiintyy mikrolevissa laajasti, mutta niiden mééré ja osuus kokonaislipideisté
vaihtelee huomattavasti lajin ja kasvuolosuhteiden mukaan. Hyvin merkittava tekija mikrolevien TAG-
pitoisuudelle on elinympariston typpi- ja fosforipitoisuus. Runsas typen ja fosforin maara edistaa
mikrolevien proteiinisynteesia ja siten kasvua ja lisdantymistd. Samalla muun muassa
proteiinisynteesissa tarvittavien vitamiinien, erityisesti B-vitamiinien, pitoisuus on oletettavasti
suurimmillaan. V&hdinen typen madrd vastaavasti ohjaa solujen metaboliaa proteiinisynteesin sijaan
lipidisynteesiin ja siten johtaa TAG:en kertymiseen pisaroiksi soluihin (Guedes ym. 2011). Liséksi levien
kasvu voimakkaassa sateilyn intensiteetissé tai muutoin yhteyttdmisen kannalta otollisissa olosuhteissa
voi aiheuttaa soluihin energiaylijadmaa, joka kanavoituu lipidisynteesiin samalla kun aminohappojen
tuotanto on maksimissaan. Kasvuolosuhteet ja kasvun vaihe voivat edelleen vaikuttaa levien
rasvahappoprofiiliin.  Esimerkiksi pitkaketjuisten monityydyttymattémien rasvahappojen osuus
kokonaisrasvahapoista vaihtelee merkittavasti eri kasvuvaiheissa (Tonon ym. 2002). Neutraalilipideista
suurin  luokka mikrolevissdé on tavallisesti juuri TAG:t niiden toimiessa tiiviind energian

varastointimuotona (Kumari ym. 2013).

Mikrolevistd etenkin Chromalveolata-kuntaan kuuluvat suvut, kuten Nannochloropsis, sisaltavét usein
pitkaketjuisia monityydyttymattomia rasvahappoja (PUFA), joita ei esiinny maalla viljeltavissa
kasveissa. Viherlevét, kuten Chlorella, punalevat sekd syanobakteerit, kuten spirulina, sisaltavat hyvin
vahén yli 18 hiilta pitkia tyydyttymattémia rasvahappoja, mutta voivat sisaltaa jonkin verran 6ljyhappoa,
linoli-, alfa-linoleeni-, ja gamma-linoleenihappoa (Lang ym. 2011). Monityydyttyméattomista
rasvahapoista  pitkéketjuiset  arakidonihappo  (AA),  eikosapentaeenihappo  (EPA) ja

dokosaheksaeenihappo (DHA, Kuvat 3 ja 4), ovat tunnusomaisia erdille merissd elaville
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mikrolevélajeille, kun taas makean veden levisséd esiintyy pdadasiassa linolihappoa, gamma-
linoleenihappoa  ja alfa-linoleenihappoa (Kumari ym. 2013). PUFA:n osuus
kokonaisrasvahappomaérasta vaihtelee kaikkiaan 10 ja 70 %:n vélilla. Monia muita maakasveissa
harvinaisia rasvahappoja esiintyy vaihtelevasti pienia méaria mikrolevissa. Esimerkiksi dinoflagellata-
leviin kuuluvissa suvuissa Karenia, Karlodinium ja Takayama on havaittu pienia maaria (alle 1 %)
erittdin pitkaketjuisia 28:7 (n-6)- ja 28:8 (n-3)-rasvahappoja sekda useita muita harvinaisia
rasvahappoja(Mooney ym. 2007). Rasvahapot ovat levasoluissa kiinnittyneind pdadasiassa
triasyyliglyseroleihin, fosfolipideihin, vahoihin, glykolipideihin ja sfingolipideihin, joskin néiden
lipidiluokkien osuudet ovat useimpien levien osalta selvittaméttd. Monityydyttyméattomien
rasvahappojen hapettuessa soluihin voi myds muodostua hapettumistuotteita oksilipiineja (Kumari ym.
2013).

Muun muassa Nannochloropsis oceanica (Eustigmatophyceae)- ja Phaeodactylum tricornutum
(Bacillariophyceae) -mikrolevien on todettu kerryttévén itseensa EPA:a 2,8 % ja 2,3 % kuivapainostaan,
kun taas Isochrysis galbana ja Pavlova sp. (Prymnesiophyceae) voivat siséltdd huomattavia maaria
DHA:a (1,6 % ja 1,3 % kuivapainostaan) (Patil ym. 2007; Khozin-Goldberg ja Boussiba 2011).
Normaaleissa kasvuolosuhteissa néiden pitkdketjuisten monityydyttymattémien rasvahappojen
katsotaan enimmé&kseen olevan liittyneend mikrolevien poolisiin lipideihin, kuten fosfolipideihin, kun
taas tyydyttyneet ja kertatyydyttyméattomat rasvahapot ovat enemmisténd TAG:eissa (Mitra ym. 2015).

Ihmisen elimisto tarvitsee EPA:a ja DHA:a ja pystyy itse tuottamaan nditd rasvahappoja ravinnosta
saatavasta alfa-linoleenihaposta (C18:3 n-3). Elimistossé EPA toimii l&htbaineena erdille
kudoshormoneille, kuten leukotrieeneille, prostaglandiineille ja tromboksaaneille (Poorani ym. 2016).
DHA puolestaan toimii muuna muassa rakenteellisena osana eréille lipideille muun muassa silmissa ja
aivoissa (Horrocks ja Yeo 1999). EPA:n ja DHA:n merkitystd ihmisen terveydelle on tutkittu runsaasti,
ja niiden vaikutus esimerkiksi normaaliin sikionkehitykseen, sydan- ja verisuoniterveyteen seké
kognitiiviseen toimintakykyyn on pystytty tutkitusti osoittamaan (Swanson ym. 2012). Lis&ksi kyseisten
rasvahappojen toiminta tulehdusta alentavina aineina on merkille pantava ominaisuus (Siriwardhana ym.
2012).
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Kuva 3. Gamma-linoleenihapon (C18:3 n-6) rakennekaava.

H;C

OH

Kuva 4. Eikosapentaeenihapon (C20:5 n-3) rakennekaava.
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Kuva 5. Dokosaheksaeenihapon (C22:6 n-3) rakennekaava.

Fosfolipidit muodostavat  bipolaarisen  luonteensa  vuoksi  soluissa  yleisesti  esiintyvia
kaksoiskalvorakenteita, liposomeja ja miselleja. Siten niita esiintyy jonkin verran kaikissa mikrolevissa
eikd niiden pitoisuus vaihtele kasvuolosuhteiden vuoksi yhtd paljon kuin TAG:en. Tavallisimpia
mikrolevien siséltdamid fosfolipideja ovat fosfatidyylikoliini (PC, jopa yli 60 % fosfolipideista
punalevissd), fosfatidyylietanolamiini (PE), fosfatidyyliglyseroli (PG, 20-47 % fosfolipideista
viherlevissd), fosfatidyyliseriini (PS), fosfatidyyli-inositoli (PI) ja fosfatidihappo (PA), mutta pienia
maaria sfingolipidejékin esiintyy levissa, erityisesti punalevisséd (Khotimchenko ym. 2000; Kumari ym.
2013).

Glykolipideja, eli hiilihydraattiosan sisaltavia lipidej, esiintyy laajasti mikrolevien yhteyttamiskalvoilla.
Néista yleisimpia ovat monogalaktosyylidiasyyliglyseroli (MGDG), digalaktosyylidiasyyliglyseroli
(DGDG) seka sulfoniryhman sisédltdva sulfokinovosyylidiasyyliglyseroli (SQDG). My0s joitakin
betaiinilipidityyppeja on havaittu esiintyvan muun muassa viherlevissa ja ruskolevissé. Sterolit ovat
tarkeitd solukalvojen komponentteja eukaryoottisille mikroleville siind missd maakasveille ja
eldimillekin. Steroleja solut tarvitsevat esimerkiksi lipidikalvojen juoksevuuden séételyyn ja siten niita
esiintyy laajasti mikrolevissa. N&iden liséksi levissa esiintyy vaihtelevasti pienid maaria harvinaisempia

lipidikomponentteja (Kumari ym. 2013).

Mikrolevat tuottavat my6s runsaasti pigmenttejd, joista o0sa on ominaisia vain leville.
Yhteyttdmispigmentteja  ovat  esimerkiksi  klorofyllit,  fykobiliproteiinit ja niin  kutsutut

priméarikarotenoidit (Pulz ja Gross 2004). Lisaksi mikrolevét tuottavat ympariston olosuhteista riippuen
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vaihtelevan maaran sekundaarikarotenoideja, joiden merkitys on suojata solua muun muassa lammon ja
sateilyn  aiheuttamalta  stressiltd.  Esimerkiksi — astaksantiini  toimii  tarkednd suojaavana
sekundaarikarotenoidina monille lajeille, kuten Haematococcus pluvialis -viherlevélle, joka pystyy

sopivissa kasvuolosuhteissa tuottamaan tété karotenoidia jopa 3 % kuivapanostaan (Christaki ym. 2011).

Alfa-tokoferoli eli tuttavallisemmin E-vitamiini on lipidiantioksidantti, jota esiintyy laajasti
elibkunnassa.  Alfa-tokoferoli  koostuu kromanolirenkaasta, jossa on Kkiinnittyneenda yksi
hydroksyyliryhma, seka alifaattisesta hiilivetyketjusta (Kuva 5). Rakenteensa vuoksi alfa-tokoferoli
sijoittuu soluissa paasaantoisesti lipidikalvoille, etenkin solukalvolle, joissa se toimii antioksidanttina
suojaten hapettumiselta kalvojen muita lipidejd, kuten monityydyttymattomi& rasvahappoja.
Tutkimusryhman aiempien kokeiden perusteella monet mikrolevat nayttavat sisdltdvan jonkin verran
alfa-tokoferolia. My6s kirjallisuudessa on esitetty erdiden mikrolevien siséltdvan merkittdvia maaria
alfa-tokoferolia (Mudimu ym. 2015). Erdassa tutkimuksessa N. oculata -mikrolevan todettiin sisdltavan
parhaimmillaan noin 2300 pg/g alfa-tokoferolia (Durmaz 2007). Useimmissa mikrolevien lipideja
pigmenttejd, mutta vain harvoin tokoleita. Kuitenkin tokolipitoisuuksien tunteminen on hyvin olennaista
niiden ravitsemuksellisen ja antioksidatiivisen vaikutuksensa vuoksi, mikali tavoitteena on tuottaa

elintarvikkeeksi tarkoitettuja tuotteita.

CH,

H CH, H CHs CHs

HO

CHj,

Kuva 6. Alfa-tokoferolin rakennekaava
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Euglena

Alkuelidihin kuuluvien Euglena (Euglenophyceae, Excavata) -mikrolevien, kuten E. gracilis, sisalla
olevissa plastideissa eldd endosymbioosissa viherlevasoluja (Ahmadinejad ym. 2007). Nama
metabolialtaan joustavat levét voivat tuottaa tarvitsemansa energian yhteyttdmalla, miksotrofisesti tai
heterotrofisesti kayttaméallad orgaanista hiilen lahdettd (Krajcovic ym. 2015). Lisdksi ne pystyvét
kasvamaan hyvin laajalla pH-alueella (Yamane ym. 2001). Euglena-levét voivat kerryttdad itseensa
merkittdvan maaran lipideja kasvaessaan typen puutteessa. Euglenojen tuottamiin lipideihin kuuluu
muun muassa steroleja, vahaestereitda (tyydyttyneiden rasvahappojen ja rasva-alkoholien estereitd),
rasvahapoista etenkin palmitiini-, alfa-linoleeni- ja linolihappoa sek& tokoleja, joista erityisesti alfa-
tokoferolia (Mahapatra ym. 2013; Krajcovic ym. 2015). Myo6s laaja kirjo pitkéketjuisia
monityydyttymattomia rasvahappoja on madritetty euglena -soluista (Korn 1964). Kiinnostusta on
herattanyt erityisesti euglenojen mahdollinen kéyttd jatevesien kasittelyssa ja biopolttoaineiden
tuotannossa, mutta myos oivallisena rehuna tuotantoeléimille vesiviljelyyn (Das ym. 2009; Mahapatra
ym. 2013). Tutkimuksessaan Mahapatra ym. (2013) kasvattivat Euglena sp. -mikrolevaé jatevedessa,
jolloin levamassaan kertyi lahes 25 % lipideja kuivapainosta. Rasvahapoista noin 49 % oli tyydyttyneita,
47 % monityydyttymattomia ja kaikkiaan noin 97 % oli rungoltaan 16-18-hiilisia. Eraassa tutkimuksessa
E. gracilis kerrytti itseensa lipideja 20 % kuivapainostaan kasvaessaan valossa (fotoheterotrofisesti) ja
11 % kuivapainostaan kasvaessaan pimedssa (heterotrofisesti). N&issa lipideissd rasvahapoista esiintyi

eniten myristiini-, palmitiini- ja arakidonihappoa seka hieman myds DHA:a (Schwarzhans ym. 2014).
Selenastrum

Makean veden viherleva Selenastrum on lipidikoostumuksensa osalta toistaiseksi melko vahéan tutkittu
mikrolevd, vaikkakin sitd on k&ytetty maailmanlaajuisesti runsaasti muun muassa kemiallisen
toksisuuden  biomarkkerilajina.  Eré&ssd  tutkimuksessa  mitattiin  Selenastrum  sp.:n
tiedetdan siséltdvan normaalikasvuolosuhteissa rasvahapoista eniten palmitiinihappoa ja 6ljyhappoa (20—
30 % kumpaakin) sekd 5-10 % 16:1-, 16:4-, 18:2-, 18:3- ja 18:4-rasvahappoja (McLarnon-Riches ym.
1998). S. minutum -lajin rasvahappokoostumus puolestaan sisaltaa lahes 40 % linoleenihappoa, 24 %

palmitiinihappoa ja 20 % 0Oljyhappoa (Axelsson ja Gentili 2014).
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Nannochloropsis

Ruskoleva Nannochloropsis (Eustigmatophyceae, Chromalveolata) -suvun lajit, kuten aiemmin todettu,
voivat tuottaa kuivapainostaan merkittdvan maéran arvokasta EPA:a. Nannochloropsis sp. -levasta
mitattiin erddssa tutkimuksessa 1,6 ja 3,8 %:n vélill4 vaihtelevia pitoisuuksia EPA:a (Sukenik ym. 1993).
Merissé eldvdad N. oculata -levéad pidetddn myos potentiaalisena biomassan ja lipidien tuottajana
biopolttoaineiden valmistusta varten. Kasvuolosuhteita muokkaamalla N. oculata- ja Nannochloropsis
sp. -lajien kokonaisrasvahappopitoisuus kuivapainosta voi nousta sopivissa olosuhteissa léhelle 50 %:a
(Van Vooren ym. 2012; Mitra ym. 2015). N. gaditana -laji tuotti kuivapainostaan 5-13 % lipideja
kasvaessaan eri vakevyyden suolaliuoksissa (Matos ym. 2015). Lisaksi N. gaditana voi olla jopa N.
oculataa lupaavampi EPA:n tuotannossa, kuten taulukosta 1 k&y ilmi. Tosin erddssd tutkimuksessa
yleisen jateveden ja paperintuotannon jateveden seoksessa kasvatetun N. oculata -levén rasvahapoista
jopa 40 % osoittautui olevan EPA:a. Samassa tutkimuksessa todettiin suurimman osan mikrolevan
rasvahapoista olevan peréisin fosfolipideistd (46-65 %) ja loput TAG:sta (11-37 %), glykolipideista (12—
19 %) ja Kkolesteroliestereistd (5-6 %) kasvatusalustasta riippuen (Polishchuk ym. 2015).
Nannochloropsis sp.-levan rasvahapot jakautuvat padasiassa neutraalilipideihin (erityisesti TAG),
fosfolipideihin ja glykolipideihin, joista neutraalilipidien méaéran on todettu olevan suurin, kun kasvu
tapahtuu korkeassa valon intensiteetissa (100 pmol fotoneja/m?/s). Alemmassa valon intensiteetissa
kasvaessa fosfolipidien osuus on lipidiluokista suurin (Mitra ym. 2015). T&ll6in on oletettavaa, ettd
lipidien osuus kokonaisuudessaan kuivapainosta on pienempi kuin korkeassa valon intensiteetissa

kasvatettuna.
Chlorella

Runsaasti tutkitun mikroviherlevé Chlorellan lajeista C. vulgaris, C. pyrenoidosa ja C. luteoviridis ovat
EU:n alueella hyvéksytty kdytettavaksi elintarvikkeena, koska ne ovat olleet kdytdssé ennen vuoden 1996
uuselintarvikeasetusta (EC Novel Food Catalogue 2016). Chlorellan rasvahappokoostumus vaihtelee
huomattavasti lajin ja kannan mukaan, kuten taulukosta 1 huomataan, mutta paasaantoisesti se siséltaa
rungoltaan 16-18-hiilisi& rasvahappoja (Lang ym. 2011). Chlorella sisalt44 kuivapainostaan tavallisesti
yli 4 % klorofylleja sek& huomattavan méarén luteiinia, joka on lajissa eniten esiintyvé karotenoidi
(Miazek ja Ledakowicz 2013; Fu ym. 2014). Chlorella-biomassan vuosittaisen tuotannon on arvioitu

olevan noin 2000 tonnia ja arvo keskimaarin noin 36 USD/kg (Brennan ja Owende 2010).
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Spirulina

Spirulinalla tarkoitetaan péaasiassa kahta laajalti viljeltyd syanobakteerilajia Spirulina (Arthrospira)
platensis ja Spirulina maxima. Naisté lajeista vain S. platensis on EU:ssa hyvéksytty uuselintarvikkeeksi
(EC Novel Food Catalogue 2016). Tama sinivihred mikrolevd siséltdd kuivapainostaan selvasti
suurimman osan proteiinia. Lipidien osuus on tavallisesti 5-10 % kuivapainosta (Mendes ym. 2006;
Sajilata ym. 2008). Sinivihreda vari itsessddn on peréisin vesiliukoisesta fykobiliproteiinista
fykosyaniinista (Borowitzka 2013). Spirulinan lipideissaé mielenkiintoista on suuri gamma-
linoleenihappopitoisuus (GLA, C18:3 n-6), joka voi olla jopa 35 % kaikista rasvahapoista (Mendes ym.
2006). Ylikriittista hiilidioksidiuuttoa on jo tutkittu Spirulinan lipidien uuttamisessa. Mendes ym. (2006)
raportoivat parhaimmillaan 40 % lipidisaannon SFE-uutolla Blighn ja Dyerin menetelmdén verrattuna.
Toisaalta Sajilata ym. (2008) pystyivat uuttamaan Spirulinan lipidit taydellisesti 60 minuutin SFE-
uutolla kéytettdessa 400 bar:n painetta ja etanolia oheisliuottimena niin ikdan Blighn ja Dyerin

menetelmaén verrattuna.

Taulukossa 1 on esitetty kirjallisuusarvoina Langin ym. (2011) tutkimuksessa madritettyjen, tassé
tutkielmassa kiinnostuksen kohteena olevien mikrolevien erdiden rasvahappojen pitoisuudet. Joidenkin
mikrolevien, kuten N. oculatan, on todettu sisaltdvan myos runsaasti 9-oktadekeeniamidia (Kuva 6).
Lang ym. (2011) tunnistivat 9-oktadekeeniamidin GC-MS (kaasukromatografiamassaspektrometria) -

laitteistolla ja madrittivat GC-FID (kaasukromatografialiekki-ionisaatiodetektori) -laitteistolla.

H,C

NH,

Kuva 7. 9-Oktadekeeniamidin rakennekaava
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Taulukko 1. Taulukossa on esitettynd joidenkin kiinnostuksen kohteena olevien mikrolevien rasvahappokoostumukset prosentteina (%)

kokonaisrasvahapoista (Lang ym. 2011). Selenastrum -suvun lajeja ei tutkittu kyseisessd rasvahappoprofiilien kartoituksessa. *Kyseisen

lajin useita eri kantoja oli tutkittu ja rasvahappoprofiilit saattoivat vaihdella huomattavasti. Erityisen suuri vaihtelu on E. gracilis -levdn
kahden hyvin erilaisen kannan vadlilld.

Mikrolevilaji-> C. vulgaris C. luteoviridis E. gracilis E. gracilis N. gaditana  N. oculata
Rasvahappo (211-11b)* (211-2b)* (1224-5/15)* (1224-5/1f)*

C14:0 0 0 1,8 79,2 0 0
C16:0 10 11,9 4,1 13,2 14,8 8,5
Cle:1 10,8 1,5 4,9 0 29,3 13
ci1s8:1 4,4 1,9 0 7,6 51 0
C18:2 19,5 38,3 4,2 0 0 0
ci1s8:3 26,6 7,1 3,5 0 8,9 0
C20:4 0 0 11,7 0 3,8 0
C20:5 0 0 0 0 34,1 20,5
C22:6 0 0 2 0 0 0
9-oktadekeeniamidi 7,6 19,6 20,9 0 3,1 58
Muut rasvahapot 21,1 19,7 46,9 0 0,9 0
Yhteensa 100 100 100 100 100 100

2.2.3 Lipidien kayttosovellukset

Elintarvikkeet ja rehut

Mikrolevien muodostamaa biomassaa on mahdollista kayttad monella nykyaikaisen yhteiskunnan osa-
alueella. Mahdollisuuksia mikrolevistéd peréisin olevien aineiden hyddyntdmiseen on arvioitava laajasti
ottaen huomioon viljelyn vaikutukset ympéristoon verrattuna Kilpailevan tuotantomenetelman
vaikutuksiin. Elintarviketeollisuuden nékodkulmasta mikrolevat herattdvat mielenkiintoa erityisesti
suuren proteiinipitoisuutensa ja sisaltdmiensé rasvahappojen ja vitamiinien ansiosta (Plaza ym. 2009;
Yaakob ym. 2014). Mikrolevisté perdisin oleva 0ljy voi toimia kasviperdisena lahteend pitkaketjuisille
monityydyttymattomille rasvahapoille. Kuten aiemmin todettiin, monet levalajit pystyvét tuottamaan
merkittdvida madria EPA:a ja DHA:a. Karotenoidien tuottaminen mikrolevien avulla on jo osoittanut
kaupallisen potentiaalinsa, jota on mahdollista uusien lajien kartoittamisella ja uusilla viljelytekniikoilla
lisata (Borowitzka 2013). Mikrolevid, 1ahinna Chlorellaa ja Spirulinaa, myydaan parhaillaan syotavaksi

tarkoitettuna muun muassa jauheena ja puristeina. Lisaksi levia voidaan lisétd esimerkiksi smoothieihin,
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mehuihin, patukoihin ym. tuotteisiin antamaan véria tai kohottamaan proteiini- tai rautapitoisuutta.
Mikrolevistd peréisin olevien, terveyttd edistdvien aineiden myyminen ravintolisind on myos
potentiaalinen keino hyodyntéd tiettyjd levdbiomassan fraktioita. Mikrolevien elintarvikekéytolle
saattaisi etenkin olla tarvetta monissa kehitysmaissa. Monin paikoin ruokavaliosta puuttuu proteiinia,
rautaa, n-3-rasvahappoja ja/tai A-vitamiinia. Mikrolevien tuotannon ja elintarvikesovellusten avulla
voitaisiin tarjota mahdollisuuksia tdydent&a néitd ruokavalion puutteita. Vain joitain mikrolevélajeja on
toistaiseksi EU:n sisalla hyvaksytty elintarvikekayttoon (EC Novel Food Catalogue 2016), mutta tiedon

lisadntyminen lajien turvallisuudesta varmasti ennen pitkaan lisdd myods kdytettavien lajien maaraa.

Elintarvikkeiden lisdksi mikrolevida voidaan hyddyntdd rehuna vesiviljelyssd tai tuotantoeldimille.
Mikrolevat ovat merkittdvd ravinnon lahde luontaisesti eldinplanktonille, kuten myos ayridisille,
katkaravuille ja useille kalalajeille. Kasvatettua mikrolevaa kaytetaankin runsaasti rehuna vesiviljelysséa.
Monet mereneldvien vdriaineista ja pitkaketjuiset rasvahapot ovat perdisin niiden ravintonaan
kayttamistd mikrolevista (Patil ym. 2007). Miké&li vesiviljelyssa tuotettujen elintarvikkeiden vari ja
rasvahappokoostumus halutaan pitad lahelld luonnollista, taytyy mikrolevid tai niisté eristettyja aineita
kayttdd vahintddn osana rehusta. Vastaavasti on mahdollista lisdtd muista lahteistd peréisin olevia
kyseisid aineita rehuun, mutta tdmé tuo osaltaan lisdd kustannuksia tuotantoon. Vesiviljelyn liséksi
mikrolevien kayttd maaeldinten rehuna on mahdollista tai jopa hyodyllista korkean proteiinipitoisuutensa
sekd rasvahappokoostumuksensa ansiosta  (Yaakob ym. 2014). Lipidien uuttaminen
mikrolevabiomassasta tuottaa aina uuttojddnnoksen, joka siséltdd paasaantdisesti proteiinia ja jonkin
verran hiilihydraatteja. N&in ollen uuttojaannokselle on mahdollista 16ytda kayttokohteita rehuna,

viljelysmaahan sekoitettuna lannoitteena tai biopolttoaineiden tuotannossa.
Mikrolevat biopolttoaineiden tuotannossa

Viljeltdvistd organismeista mikrolevdat ovat ainoa potentiaalinen vaihtoehto tuottamaan suuressa
mittakaavassa korvaavaa biodieselid maadljysta perdisin olevan polttoaineen tilalle (Chisti 2007). Tama
johtuu ennen kaikkea mikrolevien maakasveja korkeammasta yhteyttamistehokkuudesta seka
nopeammasta biomassan tuotannosta (Zhu ym. 2008; Chisti 2013b). Tuotannon kaupallinen kilpailukyky
muiden tarjolla olevien polttoainevaihtoehtojen kanssa on tall4 hetkelld rajoittava tekijad kaytdnnon
yleistymiselle. Hiljattain julkaistussa kirjallisuuskatsauksessa on Kkartoitettu laajasti mikrolevien
mahdollista hyddyntdmistd biodieselin tuotannossa ja teoreettisia keinoja tuotannon taloudellisen
kilpailukyvyn parantamiseksi (Dickinson ym. 2016). Mikrolevien lipideistd voidaan melko vaivattomasti
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tuottaa biodieselia polttoaineeksi muun muassa liikenteen kayttéon. Levista uutetut TAG:t muutetaan
biodieseliksi uudelleen esterimélld ne rasvahappojen metyyliestereiksi (trans-esterdinti). Reaktiota
varten TAG:en joukkoon lis4tddn runsaasti metanolia sekd happoa, eméstd tai lipaasi-entsyymeja
katalysoimaan reaktiota (Fukuda ym. 2001). Jéljelle jaanyt glyseroli ja metanoli pestaan tuotteesta
vedelld (Chisti 2007).

Mikrolevien lipidien uuttaminen biodieselin tuotantoa varten tuottaa aina sivutuotteita, joista proteiinien
ja hiilihydraattien osuus on tavallisesti suurin. Sivutuotteiden hyddyntdminen on oleellista ekologisesta
nakokulmasta, mutta ldhes vélttdmatonta taloudellisesti, koska mikrolevaperdinen biopolttoaine ei
toistaiseksi ole hinnaltaan kovin kilpailukykyinen markkinoilla olevien vaihtoehtojen, fossiilisen
polttoaineen tai 6ljykasveista tuotetun biopolttoaineen kanssa (Chisti 2007). Itse lipidien uutto on varsin
kallis vaihe biopolttoaineiden tuotannossa. Mikrolevien uuttojdé@nndsta voidaan muun muassa kayttaa
tuotantoeldinten tai vesiviljelyn rehuna tai siitd voidaan tuottaa metaania anaerobisen fermentaation
kautta (Chisti 2007; Kroger ja Mdller-Langer 2012). Hiilihydraattipitoisen biomassan uuttojaannds
voidaan puolestaan prosessoida bioetanoliksi polttoainekayttoon. Lisaksi uuttojadnndstad on mahdollista
lisata kdyhtyvaan maaperaan, jolloin maa-aineksen orgaanisen hiilen ja typen maaréé voidaan kasvattaa
ilman epdorgaanisia lannoitteita (Rothlisberger-Lewis ym. 2016). Kokonaisvaltainen tuotetun biomassan
hyodyntdminen voi olla avainasemassa mikrolevaperaisten biopolttoaineiden kaupallisessa tuotannossa
(Zhang ym. 2016). Sopivilla ympariston stressitekijoilla voidaan maksimoida solujen lipidien tuotanto
ja samalla on Kartoitettava keinoja hyodyntdd olemassa olevia valmiita tai osittain valmiita

kasvatusalustoja, kuten jatevesia ja lampimia lauhdevesia.
Viljelyn yhdistaminen teollisuuden ja maatalouden sivuvirtoihin seké jateveden puhdistukseen

Nykyinen teollisuus ja maatalous tuottavat runsaasti niin kutsuttuja sivuvirtoja varsinaisen kaupallisen
tuotteen ohella. Sivuvirtojen hyddyntdminen kaupallisesti on sekd prosessin taloudellisen
kannattavuuden ettd ympéristovaikutusten osalta kannatettavaa. Jotta voidaan valttyd suurilta maarilta
jatteitd, taytyy sivuvirtojen aineet saada tehokkaasti kiertoon, missa apuna voidaan hyodyntaa
esimerkiksi mikrolevid ja/tai tarvittaessa muita mikrobeja. Mikrolevdt ovat erityisen tehokkaita
kéayttdmaan ravinteita vesiliuoksista samaan aikaan voimakkaan yhteyttdmisen kanssa. Teollisuuden
lauhdevedet saattaisivat olla ennalta lampimia siséltden osan tai mahdollisesti kaiken levien tarvitsemista
ravinteista. My0s jatevedet sisdltdvat ennalta suuren maaran ravinteita, joita mikrolevét pystyvét
hyodyntdmaan. Mikrolevien kasvuunsa kéyttamat ravinteet, kuten fosfaatit ja nitraatit, ovat juuri niita,
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jotka suurina maarind aiheuttavat vesistdjen rehevoitymista ja horjuttavat vesiekosysteemien tasapainoa
(Smolders ym. 2010; Kundu ym. 2015). Né&in ollen mikrolevien kasvattaminen vesissa ennen niiden
paasya luonnollisiin vesistoihin tuottaa ymparistollisen hyddyn sekd hyodyllistéd biomassaa kéytettavaksi
esimerkiksi energiaksi, polttoaineeksi tai rehuksi. Useissa tutkimuksissa on jo saatu viitteitd jatevesien
ja maatalousjatteiden soveltuvuudesta mikrolevien kasvatusalustoina (Aida ym. 2016; Onome Tighiri ja
Ahmet Erkurt 2016; Zuliani ym. 2016). Mikrolevien kasvattaminen avoimissa altaissa sitoo ilmakehasta
pois hiilidioksidia, joka palaa takaisin ilmakehadn myohemmin, mikali levésta valmistetaan esimerkiksi
biopolttoaineita. Talldin tuotanto on “hiilineutraalia”, jos itse viljely, levdmassan késittely ja kuljetus
eivat merkittdvissa maarin kuluta fossiilisia polttoaineita. Levien kasvuun tarvittava hiilidioksidi on
teoriassa mahdollista ohjata suoraan teollisuuden polttoprosesseissa syntyvistd paastokaasuista, jotka
muutoin vapautuisivat suoraan ilmakeh&an. Paastokaasut sisaltavat usein hiilidioksidin liséksi typen ja
rikin oksideja. Typen oksidit liuetessaan veteen toimivat ravinteina mikroleville, mutta rikin oksidit

suurina maarina voivat alentaa kasvualustan pH:ta ja siten inhiboida levasolujen kasvua (Yen ym. 2015).

3 Kokeellinen tutkimus

Tutkimuksen kokeellisen osan tavoitteena oli selvittaa ylikriittisen hiilidioksidiuuton kéayttokelpoisuutta
viiden mikrolevélajin (E. gracilis, Selenastrum sp, N. gaditana, C. vulgaris ja S. platensis) lipidien
uuttamisessa verrattuna aiemmin tutkimusryhméssé kaytossé olleeseen ASE-uuttoon (Accelerated
Solvent Extraction). Tarkoituksena oli myo6s selvittad ylikriittisen hiilidioksidiuuton uuttoparametrien,
kuten paineen, lampdtilan ja virtausnopeuden sekd staattisen vaiheen ja ndytekoon vaikutusta uuton
tehokkuuteen ja selektiivisyytteen sekd tutkia levalajien lipidikoostumusta. Ylikriittinen uutto
menetelmana oli kiinnostuksen kohteena ensisijaisesti ajatellen juuri teollisen mittakaavan uuttoja eiké
niinkdan lipidianalytiikkaa. Tavoitteellisena kayttoalueena ylikriittiselle uutolle ovat juuri sellaiset
suuren mittakaavan uutot, joissa pystyttdisiin tuottamaan mikrolevaperdisia lipideja jatkok&ayttoon
esimerkiksi elintarvikesovelluksissa. ASE-uuton puolestaan tiedettiin toimivan oivallisesti juuri
lipidianalytiikkaa varten ja sopivan siten hyvin vertailumenetelméksi ylikriittiselle uutolle. Laajemmin
koko projektissa pyrittiin muun muassa selvittdméaan erilaisten kasvatusalustojen ja kasvuolosuhteiden
mahdollista vaikutusta mikrolevien kasvuun ja lipidiprofiiliin, sek& kartoittamaan mikrolevabiomassan

prosessointi- ja kayttdmahdollisuuksia.
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3.1 Materiaalit ja menetelmat

3.1.1 Tutkimuksen kulku

Tutkimuksen kokeellisen osan suorittaminen alkoi lokakuun loppupuolella 2015 ja viimeiset uutot ja
maéaritykset tehtiin huhtikuussa 2016. Alla on esitetty karkeasti, kuinka kokeellinen osuus jakautui
kronologisesti vaiheittain. Varsinaisen Kkiinnostuksen kohteena oleva tutkimusaineisto tuotettiin

vaiheiden 11, Il ja IV aikana.

Vaihe | N. gaditana-nédytteen tarkistus ASE-uutolla ja metylointimenetelmien

(rikkihappokatalysoitu ja booritrifluorireagenssi menetelma) vertailu.

Vaihe Il Ylikriittisen hiilidioksidiuuton kokeilu ja parametrien testaus ja optimointi

N. gaditana-mikrolevalla.

Vaihe Il Muiden mikrolevalajien (Euglena gracilis, Selenastrum sp, Chlorella ja

Spirulina) lipidikoostumuksen tutkiminen ASE-uutolla.
Vaihe IV Muiden mikrolevalajien tutkiminen ylikriittiselld uutolla

Vaihe V  Tulosten taulukointi ja késittely

3.1.2 Naytemateriaalit

N. gaditana -ndytetta saatiin Helsingin yliopiston Maataloustieteen laitokselta, jossa sitd oli kéytetty
kokeiluissa muun muassa lypsylehmien ruokintaan ja séilytetty kylmé&huoneessa noin 4 °C:n
lampdtilassa jo yli vuoden ajan. Samaa ndytettd oli hankinnan jalkeen séilytetty pieni erd myds
pakastimessa. Alun perin nayte oli kasvatettu Hollannissa ja hankittu Helsingin yliopistolle Duplaco-
yrityksen kautta (Duplaco BV, Hengelo, Hollanti). Ennen tutkimuksen aloittamista N. gaditana -ndyte

tarkistettiin vertaamalla ndytteen lipidiprofiilia ndytteeseen, jota oli koko ajan séilytetty kylmahuoneen
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sijaan pakastimessa (-18°C). Vertailu suoritettiin tekemélld kolme ASE-uuttosarjaa, joissa kaikissa oli
kolme rinnakkaista molempia ndytteitd. Naistda uutteista maédritettiin  tokolipitoisuudet ja
rasvahappopitoisuudet, joiden perusteella tehtiin padtds ndytemateriaalin kelpuuttamisesta. Alfa-
tokoferolipitoisuudet olivat pakastimessa sailytetyssa ndytteessa 2870 % ja rasvahappopitoisuudet 16—
25 % suurempia verrattuna kylmahuoneessa sailytettyyn levaan. Selvéstikin siis ndytteessé oli tapahtunut
séilytyksen aikana hapettumista ja rasvojen pilkkoutumista jonkin verran. Kylmé&huoneessa sailytetty N.
gaditana -nédyte péaatettiin kuitenkin kelpuuttaa tutkimukseen SFE-uuton optimointia varten, missé

késitellaan paéasiassa suhteellisia lipidien pitoisuuksia ja melko suuria ndytemaaria.

Spirulina- ja Chlorella -naytteet oli hankittu vahittaiskaupasta padkaupunkiseudulta. Spirulina -néyte
oli tarkemmin Spirulina Pacificaa, joka on kauppanimi erdélle S. platensis -lajin kannalle (Puhdistamo,
alkuperdmaa: Taiwan). Chlorella -ndyte oli puolestaan Chlorella vulgaris -lajia (Cocovi, alkuperdmaa:
Intia). Valmistajan ilmoittama Spirulinan rasvapitoisuus oli 5 g/100 g, GLA-pitoisuus 1067 mg/100 g ja
beetakaroteenipitoisuus 375 mg/100 g. Chlorellan rasvapitoisuudeksi valmistaja oli ilmoittanut 2,3 g/100
g, josta tyydyttyneitd rasvahappoja 0,6 g, ja E-vitamiinipitoisuudeksi 18 mg/100 g.

E. gracilis ja Selenastrum sp. olivat Helsingin yliopiston ympéristotieteiden laitoksen Lahden
kampuksella kasvatettuja mikrolevid. Levat kasvatettiin  kolmessa rinnakkaisessa 200 I:n
fotobioreaktorissa, joihin syotettiin ilmaa 70 I/min. Molempien levien kasvatuksessa valo:pimeé-rytmi
ja hiilidioksidinsyottorytmi oli sama 16 h/vrk. E. gracilis kasvatettiin ohran mallastusprosessissa
syntyvassa likovedessd, johon lisattiin typenldhteeksi natriumnitraattia 0,5 g/l. Selenastrum sp.
puolestaan  kasvatettiin ~ modifioidussa =~ COMBO-liuoksessa, jonka natriumnitraatti-  ja
kaliumvetyfosfaattipitoisuutta kasvatettiin normaalista 10- ja 14-kertaiseksi. Levamassa erotettiin
kasvatusalustasta sentrifugoimalla ja pakastettiin valittdmaésti. Taman jalkeen massa pakkaskuivattiin ja
murennettiin/hienonnettiin kasin pussin sisélld. E. gracilis- ja Selenastrum sp. -néytteet eivat olleet
lopulta yhtd hienojakoisia jauheita kuin kaupalliset levét, vaan seassa oli jonkin verran suurempia
huokoisia partikkeleita. Kaikki naytteet séilottiin tutkimuksen ajan minigrip-pusseissa pakastimessa (-18
°C).
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3.1.3 Reagenssit ja liuottimet

Ellei ole toisin ilmoitettu, kokeellisessa tutkimuksessa kaytdssé olleet reagenssit ja liuottimet olivat
seuraavat:

Heptaani: HPLC-laatu, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Isopropanoli: HPLC-laatu, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Kuiva metanoli: > 99,8 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Dioksaani: Fisher Scientific, Loughborough, UK

Tolueeni: Fisher Scientific, Loughborough, UK
BF3CH3OH-reagenssi: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Vesi: MilliQ

Vedeton Na2SOa: Merck, Darmstadt, Saksa

NaCl: Merck, Darmstadt, Saksa

3.1.4 Kiihdytetty liuotinuutto (ASE)

ASE-uutto eli kiihdytetty liuotinuutto on tehokas tapa uuttaa nopeasti ndytteen ainesosia. Tata
uuttomenetelmaa kaytettiin vertailumenetelmana ylikriittiselle uutolle. ASE-uuttoja tehtiin aluksi N.
gaditana -levélle ja my6hemmin my6s muille tutkittaville mikrolevalajeille. Liuottimena kéaytettiin
etanolia (Etax A, Altia Oyj, Rajaméki, Suomi), joka oli tutkimusryhmén aiemmissa kokeissa
osoittautunut parhaaksi liuottimeksi. Myos kaytetty uuttomenetelma oli optimoitu mikrolevien lipidien
mahdollisimman téydellista uuttamista varten. Menetelmassa uuttolampdtila oli 125 °C, paine 1500 psi

(103,42 bar) ja ajoaika 18 min/nayte, josta varsinaista liuotinuuttoa oli 11 minuuttia.
Uuton toteutus

Uutot tehtiin pa&séantoisesti jokaisesta ndytteestd kolmena rinnakkaisena siten, ettd ndytteet jatettiin

uuttumaan yon yli ja seuraavana aamuna jatkettiin uutteiden kasittelya. Terdksisten ASE-patruunoiden
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pohjalle tampattiin selluloosasuodatin (ASE 200 Cell, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), jonka
paalle punnittiin tarkasti noin 0,1 g ndytettd. Naytteen joukkoon sekoitettiin noin ndytteen maarén verran
kuivattua hiekkaa ja patruuna taytettiin lopuksi kuivatulla hiekalla ja suljettiin tiiviisti. Itse uutto
suoritettiin ASE-200-laitteistolla (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA), jolloin etanoliin uuttuneet
naytteen aineet paatyivat 40 ml:n kerdysvialeihin. Kerdysvialista etanoliuute siirrettiin kvantitatiivisesti
pyorokolviin ja etanoli haihdutettiin py6rohaihduttimella (Heidolph WB 2000, Labexchange,
Burladingen, Saksa) noin 37 °C:n lamp0isessa vesihauteessa. Taman jalkeen nayte liuotettiin
pyorokolvissa heptaani-isopropanoliin (3:2; v:v) ja siirrettiin kvantitatiivisesti 10 ml:n mittapulloon.
Mittapullo  taytettiin  merkkiviivaan heptaani-isopropanoli-seoksella ja ndytteet sailytettiin
kylméhuoneessa (4 °C) tokolimé&aritysté ja rasvahappomadritysta varten. Ndiden maaritysten jalkeen
loppundytteet siirrettiin  kierrekorkillisiin vialeihin, jotka sdilytettiin pakastimessa (-18 °C)

pigmenttimaarityksia ja neutraalilipidiméaarityksia varten.

3.1.5 Ylikriittinen uutto (SFE)

Uuton aloittaminen

Ylikriittinen uutto toteutettiin Spe-ed SFE 2/4 -laitteistolla (Applied Separations, Inc., Allentown, PA,
USA). Uuttoliuottimena kéytettiin hiilidioksidikaasua (puhtaus > 99,8 %, AGA, Espoo, Suomi), joka
paineistettiin ja lammitettiin ylikriittiseen tilaan uuttopatruunoiden sisélla. Uuttolinjoja oli kaikkiaan
nelja, joten yhdestd néytteestd saatiin kerralla parhaimmillaan nelja rinnakkaista uutetta.
Uuttopatruunoina kaytettiin teraksisid, tilavuudeltaan 10 ml:n hylsyj&, joiden pohjalle tampattiin ensin
teflonfritti (Applied Separations, Allentown, PA, USA) ja sen jalkeen joko polypropyleenivilla (Spe-
ed™ Wool, Applied Separations, Allentown, PA, USA) tai tavallista puuvillaa. Suoraan patruunaan,
villan padlle, punnittiin vaa’alla (Mettler PE360, Mettler Toledo International Inc., Langacher
Greifensee, Sveitsi) levanaytettd tarkasti haluttu massa, joka tampattiin tiiviiksi patruunan sisalla.
Patruunan tyhjaksi jaanyt osa taytettiin kuivatulla hiekalla (Ottawa, Fisher Scientific, Loughborough,
UK) ja ylimméksi tuli ohut kerros polypropyleenivillaa tai puuvillaa. Patruunat pakattiin siten, etta
levandayte asettui lahemmaksi liuottimen ulosmenopéatda ja tdytehiekka lahemmaksi liuottimen
sisdantulopéatd. Ennen varsinaisen uuton aloittamista séédettiin laitteiston ulostuloventtiilien ja uunin

lampotilat haluttuun arvoon ja odotettiin 1&mpdtilojen tasaantumista. Patruunoiden [&mpd6tilaa mitattiin
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erillisella lampomittarilla, joka asetettiin Kiinni yhteen uunissa olevista patruunoista. Lampdétilan
tasaantumisen jalkeen uuttopatruunat paineistettiin pikkuhiljaa haluttuun paineeseen, jolloin myos
tarkkailtiin paineen pysyvyyttd mahdollisten vuotojen varalta. Joissakin uutoista yksi tai jopa kaksi
patruuna vuotivat, jolloin ne yritettiin sulkea tiukemmin tai kyseiset linjat suljettiin ja uutto suoritettiin
kolmella tai kahdella rinnakkaisella linjalla. Lamp@étilan ja paineen ollessa halutuissa lukemissa avattiin
patruunoiden ulostulolinjat yksitellen ja sd&dettiin virtausnopeus késin haluttuun arvoon. Virtausnopeutta
jouduttiin uuton aikana s&dataméan useaan kertaan, silld virtaus saattoi laskea tai ajoittain jopa nousta
halutusta lukemasta, ja linjojen vélille syntyi vélilla eroja, koska jokaisen linjan virtaus saadettiin

erikseen.

Eri uuttoajat ja naytekoot

Padsaantoisesti uuttoa jatkettiin aina 60 minuutin ajan ja aika mitattiin sekuntikellolla, joka
kéaynnistettiin, kun kaikki uuttolinjat oli avattu. Kaytettdessé staattista vaihetta uuttoaika laskettiin
alkavaksi silloin, kun uuttopatruunoiden paine nostettiin halutulle tasolle. Tallin kokonaisuuttoajaksi
tuli myos 60 minuuttia ja se jakautui siten, ettd 15 minuuttia patruunat pidettiin paineistettuna, mutta
hiilidioksidi ei paassyt virtaamaan ulos patruunoista, ja 45 minuuttia suoritettiin dynaamista uuttoa, jossa
hiilidioksidi virtasi normaalisti ndytteen Iapi kerdysvialeihin. Tutkimuksessa tehtiin my6s kolme eri
pituista koe-uuttoa, joissa selvitettiin uuttoajan vaikutusta lipidien saantoon. Namé& koe-uutot tehtiin

seuraavasti:

1. 10 minuuttia dynaamista uuttoa—uutteen kerdys—10 minuuttia dynaamista uuttoa uudestaan
2. 30 minuuttia dynaamista uuttoa—uutteen kerdys—10 minuuttia dynaamista uuttoa uudestaan

3. 60 minuuttia dynaamista uuttoa

Néissa koe-uutoissa uuttopaine oli 500 bar ja lampdtila 105 °C. Uutteen kerdys uuton kesken edellytti
sit4, ettd uuttolinjat huuhdellaan 10 ml:lla heptaani-isopropanoli-seosta (3:2; v:v). Ennen huuhtelua
uuttopatruunat taytyi poistaa laitteistosta, jolloin ne jadhtyivét jonkin verran. Taman jalkeen patruunat
kiinnitettiin uudestaan ja lammitettiin uudelleen haluttuun lampétilaan, minka jalkeen uuttoa pystyttiin

jatkamaan.

Kokeellisen tutkimuksen alkuvaiheessa vertailtiin my0ds eri ndytemaarien vaikutusta lipidisaantoon.
Kaytossé olevat vertailtavat ndytemadrat olivat 1 g ja 3 g ja kédytetyt olosuhteet 500 bar, 85 °C, CO»-
virtaus 4 I/min ja uuttoaika 60 minuuttia. Mydhemmin tutkimuksen kuluessa ndytemaarana kaytettiin

aina 1 g:a.
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Uuton lopettaminen

Halutun uuttoajan kuluttua laitteiston pumppu pysaytettiin ja paineen annettiin laskea patruunoista.
Ennen patruunoiden poistamista laitteistosta loppu paine vapautettiin takaventtiilien kautta tai suoraan
keréysvialeihin. Patruunat poistettiin laitteistosta ja uuttolinjat huuhdeltiin samoihin keraysvialeihin noin
10 mil:lla heptaani-isopropanoli-seosta (3:2; v:v). Liuotettu uute siirrettiin kerdysvialeista 20 ml:n
mittapulloihin ja vialeita huuhdellen mittapullot taytettiin merkkiin heptaani-isopropanolilla. Uutteita
séilytettiin suljetuissa 20 ml mittapulloissa kylmahuoneessa tokolimaarityksia ja rasvahappomaarityksia
varten. Ndiden maaritysten jalkeen uutteiden loppuosat siirrettiin Kierrekorkillisiin vialeihin sailytykseen

pakastimeen (-18 °C) odottamaan pigmentti- ja neutraalilipidimaarityksia.

3.1.6 Tokolimaaritys

Esikasittely

Tokolimadritysta varten koeputkeen otettiin heptaani-isopropanoliin (3:2; v:v) liuotettua SFE- tai ASE-
uutetta tdyspipetilld 1 ml ja ndyte haihdutettiin typpivirralla kuivaksi noin 37 °C:ssa. Kuiva néyte
liuotettiin uudelleen nédytekoosta riippuen 1 tai 2 ml:aan heptaania ja putkea ravisteltiin
koeputkiravistelijalla kevyesti. Tdmén jalkeen ndytettd suodatettiin ruiskulla membraanisuodattimen
(0,45 um, Pall Life Sciences, Ann Arbor, MI, USA) lapi HPLC-vialiin (Clean Pack, La-Pha-Pack GmbH,

Saksa), jotka suljettiin tiiviisti.
Analysointi

Tokolien analysointi suoritettiin HPLC-laitteistolla (néytteensyottaja: Waters 717plus Autosampler,
pumppu: Waters 515, fluoresenssidetektori: Waters 2475, Waters Corporation, Milford, MA, USA)
kayttden normaalifaasikolonnia (Inertsil 5 SI, 5 um, 30 cm x 3,9 mm, Varian Inc., Palo Alto, CA, USA),
silika-esikolonnia (4,0 x 3,0 mm, Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA) ja tulosten kasittelyyn
Empower 2 -kromatografiaohjelmistoa. Naytteensyottajassa pidettiin lampdtilana 8 °C ja kolonniuunissa
30 °C. ltse ajo tehtiin isokraattisena kayttaen ajoliuoksena heptaanin ja dioksaanin 97:3 (v:v) -seosta ja
virtausnopeutena 2 ml/min. Detektorin viritysaallonpituus (Aex) oli 292 nm ja emissioaallonpituus

puolestaan (Aem) 325 nm. HPLC-ajoissa kaytettiin laboratorion sisdisend referenssimateriaalina
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pakastimessa (-18 °C) sailytettya rypsioljyé, jota oli liuotettu tunnettu maaré (noin 50 mg) 10 ml:aan
heptaania. Tokoferolien standardisuora laadittiin itse valmistetusta tokoferolien seoksesta. Seoksia
valmistettaessa tokoferolien kantaliuosten tarkka pitoisuus tarkistettiin spektrofotometrisesti, ja uusi seos
tehtiin kerran kuukaudessa. Standardisuoraa varten injektoitiin sarja standardiseosta seitsemalla eri
injektiotilavuudella (2-100 pl, pitoisuus esim. 1,88 pg/ml), joissa tokoferolien maarét olivat noin 3-200
ng. Sarja ajettiin aina ennen néytteitd sekd naytteiden jalkeen ja n&ytteen tokoferolit kvantitoitiin

standardisuoran mukaan.

Tokolimadritys tehtiin paasaantoisesti valittdmasti uuton jalkeen, mutta tutkimuksen aikana tehtiin koe,
jossa saman ndytteen uutetta sailottiin HPLC-vialeissa -18°C:ssa kolmen vuorokauden ajan ja tehtiin
tokoliméaritys heti uuton jalkeen ja kolmen vuorokauden sailytyksen jalkeen. Sailytyksen aikana el
pystytty havaitsemaan merkittdvaa tokolien tuhoutumista, joten mydéhemmin tutkimuksen edetessa
perakkéisten pdivien (maksimissaan kolmen péivan) aikana tehtyjen SFE-uuttojen tokolit séilytettiin

HPLC-vialeissa pakastimessa ja madritettiin kromatografisesti viimeisen uuton jalkeen.

3.1.7 Rasvahappojen metylointi ja maaritys

Esikasittely

Rasvahappojen maéritysta varten heptaani-isopropanoliin (3:2; v:v) liuotettua uutetta pipetoitiin
tayspipetilld 5 ml:n koeputkeen, johon lisattiin sisdisend standardina heptaaniin liuotettua C19:0-
rasvahapon metyyliesterié (pitoisuus 2,5 mg/ml) 1 ml. Uute haihdutettiin kuivaksi typpivirralla noin 37

°C:ssa.
Booritrifluorimetanoli-menetelmaa kaytettdessa:

Taman jalkeen putkeen liséttiin 1 ml natriumhydroksidi-metanoli-liuosta, suljettiin putki korkilla ja
keitettiin kiehuvassa vesihauteessa 5 minuutin ajan. Koeputki jadhdytettiin jaiden avulla, minké jalkeen
sithen lisattiin 2 ml BFs-CHs-OH-metylointireagenssia. Putki suljettiin uudestaan ja sitd keitettiin

kiehuvassa vesihauteessa 5 minuutin ajan. Keiton jalkeen putki jd&hdytettiin jaiden avulla.
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Rikkihappokatalysoitua menetelmaa kéaytettaessa:

Koeputkeen lisattiin 0,5 ml tolueenia sekda 2 ml 1-prosenttista rikkihappoa metanolissa. Putkea
vorteksoitiin kevyesti ja sitda lammitettiin lampdblokissa 85 °C:ssa 60 minuutin ajan. Tamén jalkeen

putken annettiin jaahtya hetki.

Jaéhtyneeseen putkeen liséttiin ensin 2 ml heptaania ja sen jalkeen 2 ml NaCl:lla kyllastettyé vesiliuosta.
Koeputkea ravisteltiin noin 1 minuutin ajan ja nestefaasien annettiin erottua hetken ajan. Ylempi
heptaanifaasi siirrettiin pasteur-pipetilla uuteen koeputkeen, johon oli lisatty pohjalle kuivausaineena
hieman vedetontd Na>SOs-jauhetta. Ndytetta pidettiin kuivauksessa vahintdan 30 minuutin ajan, minka
jalkeen naytetta siirrettiin noin 1 ml GC-vialeihin (Clean Pack, La-Pha-Pack GmbH, Saksa).

Analysointi

Néytteen rasvahappojen metyyliesterit analysoitiin kaasukromatografisesti (laitteisto: 6890N Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA, injektori: HP6890 Series, Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA,
kolonni: Omegawax 320, 30 m x 0,32 mm ID, 0,25 um, Supelco, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
kayttden liekki-ionisaatiodetektorita (FID). Naytteen ajossa injektorin lampétila oli 240 °C, uunin
lampétila alussa 160 °C nousten 240 °C:een 4 °C/min ja pysyen siind 5 minuuttia, ja detektorin lampétila
oli 260 °C. Rasvahappojen metyyliesterit tunnistettiin GLC-63- ja GLC-484-standardien retentioaikojen
perusteella ja kvantitoitiin sisaisen standardin tunnetun pitoisuuden ja ohjelman laskeman pinta-alan
mukaan. Osa naytteiden siséltamistd harvinaisemmista rasvahapoista tunnistettiin kaasukromatografia-
massaspektrometrialla.  Kokonaisrasvahappopitoisuus saatiin  laskemalla yhteen tunnistettujen

rasvahappojen pitoisuudet.

3.1.8 Neutraalilipidien maaritys

Esikasittely

Neutraalilipidien méaéarittdmisessa pyrittiin selvittdméaan ndytteiden TAG-, diasyyliglyseroli (DAG)-,
monoasyyliglyserolien (MAG)- sekd vapaiden rasvahappojen (FFA) pitoisuudet. Maéritys tehtiin
kerralla suuremmasta maarasta heptaani-isopropanoliin (3:2) liuotettuja uutteita, joita oli séilytetty

kierrekorkillisissa vialeissa pakastimessa (-18 °C). Uutteista tehtiin 1:10 laimennokset heptaaniin ja
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laimennosta suodatettiin ruiskulla 0,45 pm:n membraanisuodattimen lapi (Pall Life Sciences, Ann Arbor,
MI, USA) kierrekorkillisiin LC-vialeihin (Clean Pack, La-Pha-Pack GmbH, Saksa).

Analysointi

Neutraalilipidien analysointi toteutettiin HPLC:lla (Waters 2690, Waters Corporation, Milford, MA,
USA) kayttden normaalifaasi-diolikolonnia (LiChrosorb Diol, 5 um, 3 x 100 mm, VDS optilab
Chromatographietechnik GmbH, Berliini, Saksa) ja detektorina ELS-detektoria (Evaporative Light
Scattering Detector, Waters 2420, Waters Corporation, Milford, MA, USA). Analysoinnissa kaytettiin
kahta ajoliuosta; heptaania jossa 0,1 % etikkahappoa (liuos A) ja heptaania jossa 2 % isopropanolia ja
0,1 % etikkahappoa (liuos B). Ajoliuosten virtausnopeus oli 0,5 ml/min. Kolonniuunin lampétilana
pidettiin 25 °C, detektorin sisadntulolampétilana 60 °C ja sumutuslampétilana 42 °C. Eri
neutraalilipidien retentioajat tunnistettiin TLC-18-6 A-standardin (Nu-Chek Prep, Elysian, MN, USA)
mukaan. Kvantitointia varten sarjan yhteydessé ajettiin kaksi kertaa viisi eri tilavuutta standardiseosta,
joka sisalsi Oljyhappoa, palmitiinihappoa seka palmitiinihapon mono-, di-, ja triasyyliglyseroleja.
Standardien tulosten mukaan piirrettiin ELSD-vastekayra, joka mukailee toisen asteen yhtaloa (Kuva 7).

Yhtalo tehtiin erikseen eri neutraalilipidiluokille ja niiden mukaan kvantitoitiin pitoisuudet ndytteissa.
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Kuva 8. Esimerkki ELS-detektorin vastekdyrdstd ajettujen TAG-standardien mukaan.
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3.1.9 Pigmenttien analysointi

Karotenoidien ja klorofyllien maééritystd varten heptaani-isopropanoliin (3:2; v:v) liuotetuista,
pakastimessa (-18 °C) sailytetyista levauutteista tehtiin laimennos (1:10) heptaaniin. Laimennosta
suodatettiin ruiskulla 0,45 pm:n membraanisuodattimen (Pall Life Sciences, Ann Arbor, MI, USA) l&pi
kertakayttokyvetteihin (PS 1,5 ml, Brand GmbH, Wertheim, Saksa) ja mitattiin liuosten absorbanssi
spektrofotometrilla (Lambda 25 UV/VIS Spectrometer, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) 450 nm:n
aallonpituudella. Yhteen kyvettiin lisattiin pelkk&a heptaania ja sitd kéytettiin nollausnaytteend ennen
sarjan madritystd. N&ytteen karotenoidipitoisuus lasketaan absorbansseista Lambert Beerin lain
mukaisesti kiyttden apuna p-karoteenin spesifista absorptiviteettia (E**1cm = 2592) kaavoista:

¢ (pitoisuus liuoksessa, g karotenoideja/100 ml liuosta) = A/E'%
Pitoisuus 6ljyssa (g karotenoideja/g 6ljyd) = VC? jossa V =10 ml ja a ndytteen paino, g

Klorofyllien maaritysta varten laite nollattiin uudelleen heptaanikyvetilla ja absorbanssit mitattiin

aallonpituuksilla 630 nm, 670 nm ja 710 nm. Pitoisuus laskettiin kaavasta:

A670-0,5 (4630 + A710)
0,1016

(ug klorofyllia/g 6ljya) = X (g) jossa V = 10 ml ja a = naytteen paino, g

3.2 Tulokset

Tuloksissa méaéritetyt aineiden pitoisuudet levdmassassa ovat esitettynd aina levdmassan kuivapainoa
kohden (ug/g tai mg/g). Kaikki taulukoissa ja kuvissa esitetyt pitoisuudet ovat saman uuttosarjan
rinnakkaisten néytteiden (n = 2-6) keskiarvoja. Saman uuton rinnakkaisten tulosten keskihajonnat on
ilmoitettu SFE- ja ASE-uuttojen vertailua kasittelevissa kuvissa ja lopussa eri uuttomenetelmien

hajontoja vertaillaan taulukossa 5 variaatiokertoimien avulla.
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3.2.1 Néytekoon vaikutus

Tutkimuksen aikana tehtiin ylikriittisid uuttoja kokeillen ndytekokoja 1 g ja 3 g, joista 1 g:n néytekoko
oli kaytdssé uuton optimoinnissa seka tehtaessa uuttoja eri mikrolevélajeilla. N&in ollen kaikki vertailevat
uutot on suoritettu 1 g:n ndytekoolla. Taulukossa 2 on esitetty viisi uuttoa, jotka on tehty kolmen
gramman tai yhden gramman naytekoolla kéyttden kokonaan dynaamista uuttoa tai aluksi staattista
vaihetta. Osassa uutoista rinnakkaisten lukumaaré on vahemman kuin neljé, koska etenkin tutkimuksen
alkuvaiheessa laitteistossa esiintyi vuotoja, minka vuoksi uutto suoritettiin kahdella tai kolmella linjalla.
Kaikkien taulukossa esitettyjen uuttojen ndytemaéraan suhteutetut alfa-tokoferoli- ja rasvahapposaannot
ovat hyvin lahella toisiaan ja keskihajontojen perusteella rinnakkaisten valilla ei ole suurta vaihtelua. Itse
lipidisaanto oli siis 3 g:n nayteméaarasta noin kolme kertaa suurempi kuin 1 g:n ndytemaarésta. 15
minuutin staattinen vaihe uuton alussa ndytti hieman lisadvan sek& alfa-tokoferoli- ettd
rasvahapposaantoa 3 g:n nédytekoolla, mutta 1 g:n ndytekoolla alfa-tokoferolisaanto hieman vaheni ja
rasvahapposaanto pysyi samana. Kuitenkin kaikki uuttojen véliset saantoerot olivat adrimmaisen pienia
janéin ollen yleisesti voidaan todeta, ettd ndytekoolla 1 g tai 3 g ei ole ndyteméaaraéan suhteutetun saannon

suhteen merkittdvaa eroa, eli SFE-uuton teho pysyy samana ndyteméaarén kasvaessa 3 g:aan.

Taulukko 2. Ndytekoon vaikutus N. gaditana -uutteen alfa-tokoferoli- ja rasvahappopitoisuuteen. Taulukossa esitetyt uutot on tehty
olosuhteissa: 500 bar, 85 °C ja CO-virtauksella 4 I/min. Sarake CO, viittaa uuton teoreettiseen hiilidioksidinkulutukseen, kg
ndytegrammaa kohden, m = massa, n = rinnakkaisten uuttolinjojen mddrd, Alfa-T = alfa-tokoferoli, KA = keskiarvo, KH = keskihajonta, D
=dynaaminen uutto ja S = staattinen vaihe. Esitetyt pitoisuudet ovat mddrd/g uuttopatruunassa olevaa ndytettd.

Nayte m (g) Ajo CO2 (kg/g) n Alfa-T(ug/g) KA KH FA(mg/g)KA KH
N. gaditana 3 60 min D 0,1584 3 40,6 0,7 16,7 0,3
N. gaditana 3 15 min S+ 45 min D 0,1188 2 42,7 0,6 17,7 0,4
N. gaditana 1 60 min D 0,4752 3 39,4 0,3 18,0 0,2
N. gaditana 1 60 min D 0,4752 4 40,4 0,8 17,7 0,5
N. gaditana 1 15minS+45 min D 0,3564 4 38,8 1,3 17,9 0,5

3.2.2 SFE-uuton optimointi

SFE-uuton optimoinnissa keskityttiin tutkimaan uuttoldampdtilan ja -paineen seké staattisen vaiheen ja
dynaamisen uuton keston vaikutusta tutkittavien merkkiaineiden (alfa-tokoferoli, rasvahapot, klorofyllit,

karotenoidit ja neutraalilipidit) saantoon. Optimoinnissa kédytettiin N. gaditana -néytetta.
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Alfa-tokoferoli

Alla olevassa kuvaajassa (Kuva 8) on esitetty alfa-tokoferolin saanto N. gaditana -levasta tutkituissa
olosuhteissa. Parhaimmillaan saanto oli vajaa 45 pg/g ja se saatiin korkeimmassa kaytetyssa paineessa
ja lampaotilassa. Lampdatilan nosto tutkitulla alueella (65-105 °C) lisasi selvasti saantoa. MyGs paineen
lisdédminen tutkitulla alueella (200-500 bar) lisdsi saantoa jonkin verran, mutta 85 °C:ssa paineen
vaikutus oli pienempi kuin 65 °C:ssa. 15 min pituisen staattisen vaiheen kayttd uuton alussa ei lisdénnyt

saantoa vaan pikemminkin véhensi sitd, etenkin 200 bar:n uuttopaineessa.
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Kuva 9. Alfa-tokoferolin uuttokdyrd saannon ja paineen suhteen tutkituissa Iémpdtiloissa ja 15 min staattisen vaiheen kanssa (Sta). 105
°C:ssa uutto tehtiin vain 500 bar:n paineessa, joten kuvassa kyseisessé limpétilassa on vain yksi piste.
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Rasvahapot

Rasvahappojen saannon kuvaajasta (Kuva 9) voidaan huomata, ettd saanto ei ollut aivan
sddnnonmukainen paineen ja ldmpdtilan suhteen toisin  kuin alfa-tokoferolin saanto. Paras
rasvahapposaanto kuitenkin saatiin 500 bar:n paineessa lampdtilan ollessa 85 °C tai 105 °C. Téallgin
saanto oli noin 18 mg/g. Uutto 500 bar:n ja 65 °C:n olosuhteissa tuotti noin 10 % pienemmé&n saannon
verrattuna samassa paineessa ja korkeammissa lampotiloissa tehtyihin uuttoihin. Joidenkin
rasvahappojen suhteellinen osuus saannosta muuttui olosuhteiden muuttuessa. Tdma muutos nakyi
erityisen selvasti EPA:n kohdalla (Kuva 11), jonka suhteellinen osuus selvasti kasvoi uuttopaineen
kasvaessa. Toisaalta uuttolampétila ei juurikaan vaikuttanut EPA:n suhteelliseen saantoon.
Suurimmillaan EPA:n osuus SFE-uutteen rasvahapoista oli noin 14 %, joka saatiin 500 bar:n paineessa.
Vastaavasti 200 bar:n uuttopaineessa EPA:n saanto oli vain noin 4 % rasvahapoista. Staattinen vaihe

uuton alussa ei vaikuta parantavan EPA:n suhteellista saantoa.
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Kuva 10. Rasvahappojen saantojen uuttokdyrdt tutkituissa olosuhteissa ja 15 min staattisen vaiheen kanssa (Sta). 105 °C:ssa uutto
tehtiin vain 500 bar:n paineessa, joten kuvassa kyseisessd Iimpdétilassa on vain yksi piste. 500 bar:n paineessa 85 °C:ssa, 85 °C:ssa + Sta
ja 105 °C:ssa saanto oli Idhes sama, joten pisteet ovat kuvaajassa pddllekkdin.
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EPA:N %-OSUUS RASVAHAPOISTA
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Kuva 11. Eikosapentaeenihapon (EPA) %-osuuksien (kaikista rasvahapoista) uuttokdyrdt tutkituissa olosuhteissa ja 15 min staattisen
vaiheen kanssa (Sta). 105 °C:ssa uutto tehtiin vain 500 bar:n paineessa, joten kuvassa kyseisessd ldmpétilassa on vain yksi piste.

EPA:n suhteellinen saanto kasvoi uuttopaineen kasvaessa, jolloin vastaavasti palmitiinihapon (C16:0) ja
palmitoleiinihapon (C16:1) suhteelliset saannot pienenivét. Alla olevassa kuvassa (Kuva 11) esitetyissa
pylvasdiagrammeissa on esitetty N. gaditana -levén rasvahappoprofiilit eri SFE-uuttopaineissa seké
ASE-uutossa saaduissa uutteissa. Parhaimmillaan N. gaditanasta pystyttiin tunnistamaan 18 eri
rasvahappoa, joista palmitiinihappo (C16:0), palmitoleiinihappo (C16:1) ja EPA muodostavat valtaosan.
Suurin ero ASE- ja SFE-uutteiden rasvahappoprofiilien valilla on juuri EPA:n osuus, joka oli ASE-
uutteissa jopa 27 % mutta SFE-uutteissa vain 4-14 %. ASE-uutteessa vastaavasti palmitoleiinihapon ja

6ljyhapon osuudet olivat suhteellisesti pienempié.
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N. gaditana rasvahappoprofiilit
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Kuva 12. N. gaditanan rasvahappoprofiilin muutos uutteessa eri SFE-uuttopaineissa ja verrattuna ASE-uuttoon. X-akselilla lukuarvot 0,0—
100,0 kuvaavat rasvahappojen prosenttiosuutta kaikista rasvahapoista.

Pigmentit

Uuttoparametreilla ndytti olevan vaikutusta my6s pigmenttien, karotenoidien ja klorofyllien
uuttumiseen. Karotenoidien osalta saanto oli suurin, vajaa 400 pg/g, 500 bar:n paineessa ja 85 °C:n
lampdotilassa mutta lahes yhté suuri 350 bar:n paineessa ja 65 °C:n lampdtilassa (Kuva 12). Uuttuvuus
oli 200 bar:n paineessa vain noin 150-225 ug/g. Liséksi 105 °C:n lampdtilassa saanto putosi reiluun 250
pg:aan/g vaikka paine oli 500 bar:a. Klorofyllien saanto kasvoi tutkitulla alueella sitd mukaa, kun
painetta ja lampdotilaa kasvatettiin, kuten alla olevasta kuvasta (Kuva 13) voidaan huomata. 200 bar:n
uuttopaineessa saanto oli lahes olematonta, vain 10-15 ug/g, jolloin myds saatu uute oli variltaan
kellertdvaa. 350 bar:n uuttopaineessa uutteen Klorofyllipitoisuus oli noin 100 pg/g ja 500 bar paineessa
185-300 pg/g. Liuotetun uutteen vari oli vaalean vihredd 350 bar:n ja tummemman vihreda 500 bar:n
paineessa saaduissa uutteissa. Uuttolampdtilalla oli vaikutusta klorofyllien uuttuvuuteen vasta 500 bar:n

paineessa, jolloin korkeampi ldmp@tila tuotti suuremman saannon.
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Kuva 13. Karotenoidien saantojen uuttokdyrdt tutkituissa olosuhteissa. 105 °C:ssa uutto tehtiin vain 500 bar:n paineessa, joten kuvassa
kyseisessd Idmpétilassa on vain yksi piste.
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Kuva 14. Klorofyllien saantojen uuttokdyrdit tutkituissa olosuhteissa. 105 °C:ssa uutto tehtiin vain 500 bar:n paineessa, joten kuvassa
kyseisessd Idmpdtilassa on vain yksi piste.
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Neutraalilipidit

SFE-uutossa kaytetylla lampdétilan ja paineen alueella ei havaittu kovin suurta vaihtelua uutteiden
neutraalilipidisaannossa. Neutraalilipidien uuttuvuus ei ollut suoraan suhteutettavissa paineeseen tai
lampdtilaan, mutta suurin saanto, ldhes 15 mg/g, saatiin kuitenkin 500 bar:n paineessa ja 105 °C:n
lampotilassa. Alla olevassa kuvassa (Kuva 14) on esitetty TAG:en uuttokédyrat. TAG:t muodostavat
selvasti suurimman osan, 85-93 %, N. gaditana -nédytteessa havaituista neutraalilipideista. Loput
neutraalilipideista ovat lahinnd DAG:a ja hieman vapaita rasvahappoja (FFA). Alla olevassa kuvassa
(Kuva 15) on puolestaan esitetty TAG:en, DAG:en ja FFA:n summien uuttokayrat, jotka mukailevat
melko tarkasti TAG:en saantojen kayrid. Suurimmillaan TAG:en saanto oli 12,7 mg/g ja pienimmillaén
8,9 mg/g. TAG + DAG + FFA saantojen summa puolestaan oli suurimmillaan 14,8 mg/g ja

pienimmillaan 9,6 mg/g.
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Kuva 15. Triasyyliglyserolien (TAG) saannon uuttokdyrdt tutkituissa olosuhteissa. 105 °C:ssa uutto tehtiin vain 500 bar:n paineessa, joten
kuvassa kyseisessd Idmpétilassa on vain yksi piste.
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TAG + DAG + FFA
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Kuva 16. Triasyyliglyserolien (TAG), diasyyliglyserolien (DAG) ja vapaiden rasvahappojen (FFA) summan uuttokdyrdt tutkituissa
olosuhteissa. 105 °C:ssa uutto tehtiin vain 500 bar:n paineessa, joten kuvassa kyseisessd Idmpétilassa on vain yksi piste.

Uuttoajan vaikutus saantoon

SFE-uuttoja tutkimuksen aikana tehtdessa kaytettiin uuttoaikana péadasiassa yhta tuntia, joka oli
aiemmissa kokeissa osoittautunut kayttokelpoiseksi vaihtoehdoksi. Kuitenkin myds uuttoajan vaikutusta
saantoon testattiin. Alla olevissa pylvasdiagrammeissa (Kuva 16) on esitetty alfa-tokoferolin,
kokonaisrasvahappojen ja EPA:n SFE-uuttojen saannot eri pituisissa uutoissa. Kaikki kyseiset uutot
tehtiin 500 bar:n paineessa ja 105 °C:n lampétilassa. Alfa-tokoferolin ja rasvahappojen
uuttuvuusdiagrammit olivat l&hes samanlaisia. Niissa uuttoajalla 10 minuutin ja 60 minuutin valilla ei
ollut juurikaan vaikutusta, vaan saanto oli 1&hes sama. Kuitenkin kun 10 minuutin ja 30 minuutin jalkeen
uuttoa jatkettiin 10 minuuttia, pystyttiin nédytteestd saamaan saantoa vield 6-11 % lisad, jolloin
yhteissaanto jopa ylitti hieman 60 minuutin uuton saannon. N&in ollen voidaan todeta, ettd SFE-uutossa
vahint&déan noin 90 % naytteen alfa-tokoferolisaannosta ja rasvahapposaannosta uuttui ensimmaisen 10
minuutin aikana. EPA:n saannon suhteen N. gaditana -ndyte toimi SFE-uutossa hieman eri tavoin.
Ensimmaisten kerdysten jélkeen EPA:n saanto oli selvéasti suurin 60 minuutin jalkeen (2,3 mg/g) ja pienin
10 minuutin uuton jalkeen (1,3 mg/g). Suurimmilleen (2,5 mg/g) saanto nousi, kun 30 minuutin uuton

jalkeen uuttoa jatkettiin vield 10 minuutilla.
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Kuva 17. Uuttoajan vaikutus alfa-tokoferoli-, rasvahappo- ja EPA-saantoon. Palkin alempi osa on kerdys 10 min, 30 min ja 60 min uuton
jélkeen. Palkin ylempi, musta osa kuvaa saantoa, joka on saatu, kun uuttoa on jatkettu 10 min kerédyksen jdlkeen. 60 min uuton jélkeen
ei tehty endd 10 min jatkouuttoa. Sarja 1 on saanto ensimmdisen kerdyksen jdlkeen ja sarja 2 mahdollisen toisen kerdyksen jilkeen.

3.2.3 ASE-uutolla tutkittu mikrolevien lipidikoostumus

Eri tokolityypeista alfa-tokoferoli oli kaikissa tutkituissa levissa vallitseva, joskin N. gaditanassa oli
delta-tokoferolia alle 10 % alfa-tokoferolin méaarésta seka hyvin vahan beeta- ja gamma-tokoferoleja.
Ymparistotieteiden laitoksen Lahden kampuksella kasvatettujen E. gracilis -levien eri kasvatusten ja
myaos rinnakkaisten kasvatusten valilla oli huomattavia eroja, ei vain alfa-tokoferolin vaan myds muiden
tutkittujen lipidien pitoisuuksissa. Juuri E. gracilis sisalsi tutkituista lajeista eniten alfa-tokoferolia, jopa
yli 1000 pg/g (yli 100 mg/100 g). Selenastrum sisélsi puolestaan alfa-tokoferolia lahes 400 ng/g, N.
gaditana noin 150 pg/g, Chlorella noin 110 pg/g, mutta Spirulina vain 55 pg/g. Rasvahapposaantoa
kaytettiin viitteend siitd, kuinka paljon lipideja levd kokonaisuudessaan siséltda. Tutkituista lajeista
Selenastrum sisélsi eniten rasvahappoja, l&hes 100 mg/g (lahes 10 % kuivapainosta). Vastaavasti vahiten
rasvahappoja sisélsi Spirulina, vain noin 54 mg/g. N. gaditana, E. gracilis ja Chlorella puolestaan kaikki
sisélsivat 60-80 mg/g rasvahappoja. Niin ik&an pigmenttien pitoisuuksissa levélajien vélilla oli suuria
eroja. Eniten sek& karotenoideja ettd klorofylleja 16ytyi Selenastrumista, molempia vajaa 17000 pg/g

(1,7 % kuivapainosta). Selenastrumissa oli jopa enemmaén klorofyllejé kuin Chlorellassa, joka on saanut
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nimensé juuri lehtivihredn mukaan. Kaikissa muissa lajeissa klorofylleja oli noin kaksi kertaa suurempi
pitoisuus kuin karotenoideja. N. gaditanassa oli selvasti vahiten molempia tutkittuja pigmenttejd, vain
noin 1500 pg/g karotenoideja ja noin 2500 pg/g klorofylleja. Alla olevassa taulukossa (Taulukko 3) on
esitetty tutkittujen levalajien ASE-uutteiden lipidipitoisuudet.

Taulukko 3. Tutkittujen mikrolevdlajien lipidikoostumus ASE-uutteista mddritettynd. Taulukossa esitetyt pitoisuudet ovat saman
uuttosarjan rinnakkaisten mddritysten keskiarvoja (n = 3, paitsi Selenastrumin uutossa n = 6). Alfa-T = alfa-tokoferoli, RH:t = rasvahapot,
Kar = karotenoidit ja Klor = klorofyllit. *Saadut tulokset on mitattu saman kasvatuksen kahdesta rinnakkaisesta reaktorista kerdtyisté

ndytteistd.
Laji Alfa-T (ug/g) RH:t(mg/g) Kar(ug/g)  Klor (ng/g)
N. gaditana 154 71,7 1460 2530
E. gracilis* 521-1050 64,1-73,5 2690-4550 6400-9360
Selenastrum 394 99,1 16600 16700
Chlorella 114 78,6 5070 11900
Spirulina 55,0 54,2 3390 7880

Tutkittujen levélajien rasvahappoprofiilit madaritettiin kaikista saaduista uutteista. Alla olevassa
pylvasdiagrammissa (Kuva 17) on esitetty eri lajien ASE-uutteesta mééritetyt rasvahappoprofiilit. N.
gaditanan rasvahappoprofiili on esitetty jo aiemmin tuloksissa (Kuva 11). E. gracilis -naytteesté
pystyttiin tunnistamaan kaikkiaan 21, Selenastrumista 15, Chlorellasta 13 ja Spirulinasta 10 eri
rasvahappoa. N. gadinasta tunnistettiin parhaimmillaan 18 eri rasvahappoa, joista C16:0, C16:1 ja C20:5
kuitenkin muodostavat yli 85 % rasvahapoista. EPA:n (C20:5 n-3) osuus oli N. gaditanassa kaikkiaan
25-27 % kaikista rasvahapoista vastaten maaraltdadn 18-19 mg/g kuivattua levdmassaa. Muista lajeista
ainoastaan E. gracilis sisélsi EPA:a, kaikkiaan 8 % rasvahapoista, ja samalla ainoana lajina DHA:a
(dokosaheksaeenihappoa, C22:6 n-3), kaikkiaan 4,6 % rasvahapoista. Muutenkin E. gracilis -uutteen
rasvahappoprofiili jakautuu melko tasaisesti useiden rasvahappojen kesken eika vallitsevia rasvahappoja
ollut havaittavissa. Uutteessa merkittdvind maéaarind esiintyvida rasvahappoja olivat pitkaketjuisten
monityydyttyméattdmien EPA:n ja DHA:n liséksi muun muassa C14:0, C16:0, C16:1, C16:2, C16:3,
C16:4, C18:1 n-9, C18:2 n-6, C18:3 n-3 ja C20:4 n-6. Selenastrumissa rasvahapoista eniten oli
6ljyhappoa (C18:1 n-9) ja muita vallitsevia rasvahappoja olivat C16:0, C16:2, C16:4, C18:2 n-6 jaC18:3
n-3. Chlorellan rasvahapot olivat paaasiassa C16:0, C16:2, C16:3, C18:2 n-6 ja C18:3 n-3 happoja. Muita
rasvahappoja oli vain pienid mééarid. Spirulinassa tunnistettiin vahiten erilaisia rasvahappoja. Naista yli
40 % on palmitiinihappoa (C16:0) ja noin 20 % kumpaakin linolihappoa (C18:2 n-6) ja gamma-
linoleenihappoa (GLA, C18:3 n-6). Itse asiassa Spirulina oli tutkituista lajeista ainoa, joka sisélsi GLA:a.
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Kuten pylvésdiagrammista voidaan huomata, eri levalajien rasvahappoprofiilit ovat hyvin omalaatuisia.
Vain C14:0, C16:0, C16:1, C18:0, C18:1 n-9 ja C18:2 n-6 rasvahappoja esiintyy kaikissa lajeissa, tosin

hyvin vaihtelevia méaria.

Rasvahappoprofiili ASE-uutteesta
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mCl6:4
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E(C18:1n-9
C18:1 n-7
#C18:2 n-6
#:C18:3 n-6
W C18:3 n-3
K C20:4 n-6
X C20:5n-3
B C22:6 n-3
% Muut rh:t
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Kuva 18. Tutkittujen mikrolevdélajien rasvahappoprofiilit ASE:lla uutetuissa ndytteissd. X-akselilla lukuarvot 0,0-100,0 kuvaavat
rasvahappojen prosenttiosuutta kaikista rasvahapoista.

Mikrolevien vélilla oli myos jonkin verran eroavaisuuksia niiden siséltdmien rasvahappojen kokonais-
tyydyttyneisyyden mukaan, kuten pylvasdiagrammista (Kuva 19) voidaan todeta. Suhteellisesti eniten
tyydyttyneita rasvahappoja oli Spirulinassa, jonka rasvahapoista noin 45 % oli tyydyttyneitd, hieman yli
40 % monityydyttymattémia ja vain 7 % kertatyydyttyméattomid. Chlorellassa oli lahes 70 %
monityydyttyméattdmia rasvahappoja, noin 20 % tyydyttyneitéd rasvahappoja ja niin ikdan vain noin 7 %
kertatyydyttyméattémia rasvahappoja. Myos Selenastrum- ja E. gracilis -naytteissé rasvahapot ovat
ldhinna tyydyttyméattdmid, mutta Selenastrumissa kertatyydyttyméttdmien osuus oli jonkin verran
suurempi. N. gaditanan rasvahapot jakautuivat melko tasaisesti kaikkiin kolmeen luokkaan, mutta

kertatyydyttymattémid oli hieman muita enemman.
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Rasvahappojen jakauma tyydyttyneisyyden mukaan

A\ -

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

N. gaditana

E. gracilis R3

Selenastrum R1

Chlorella

Spirulina

Kuva 19. Tutkittujen mikrolevélajien rasvahappojen jakautuminen tyydyttyneisiin (SAFA), kertatyydyttymdttémiin (MUFA) ja
monityydyttymdttémiin (PUFA) rasvahappoihin. Joitakin tunnistettuja rasvahappoja esiintyi uutteissa pienié mddrid eikd niiden
prosenttiosuuksia laskettu. Ndin ollen ndmd rasvahapot on taulukossa esitetty ”Ei lajitellut” -osiossa.
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3.2.4 Ylikriittinen uutto (SFE) vs. kiihdytetty liuotinuutto (ASE)

Alla olevassa taulukossa on esitetty rinnakkain eri lipidi-komponenttien saatuja pitoisuuksia samoista
levanaytteistd eri menetelmilld sekd SFE-uuton saannon prosenttiosuus ASE-uuton saannosta.
Vertailussa olevat SFE-uuton olosuhteet olivat ne, jotka uuton optimointivaiheessa valittiin kdytettavaksi
muille levalajeille, eli p =500 bar, T = 105 °C, virtaus = 4 I/min ja uuttoaika 1 h.

Taulukko 4. SFE-uuton teho suhteessa ASE-uuttoon. Uuttojen tulokset ovat pitoisuuksina alfa-tokoferolin, rasvahappojen, karotenoidien
ja klorofyllien osalta sekd SFE-uuton saantoprosentti suhteessa ASE-uuttoon. Pitoisuudet ovat saman uuttosarjan rinnakkaisten
mddritysten keskiarvoja (n = 3, paitsi Selenastrumin ASE-uutossa n = 6 ja SFE-uutossa n = 4 sekd Spirulinan SFE-uutossa n = 4).

Laji Alfa-tokoferoli (ug/g) Rasvahapot (mg/g)
ASE SFE % ASE SFE %
N. gaditana 154 43,6 28,4 71,7 17,8 24,8
E. gracilis 1050 843 80,3 73,5 30,2 41,1
Selenastrum 394 250 63,3 99,1 21,1 21,3
Chlorella 114 19,4 17,0 78,6 7,74 9,8
Spirulina 55,0 32,5 59,2 54,2 6,51 12,0
Laji Karotenoidit (1g/g) Klorofyllit (ng/g)
ASE SFE % ASE SFE %
N. gaditana 1460 263 18,0 2530 300 11,8
E. gracilis 4550 2400 52,7 9360 2630 28,1
Selenastrum 16600 3150 19,0 16700 1290 7,7
Chlorella 5070 411 8,1 11900 1380 11,6
Spirulina 3390 1080 31,9 7880 421 5,3

Taulukosta 4 nahdaan, kuinka SFE-uutolla saadut lipidi-komponenttien pitoisuudet olivat poikkeuksetta
pienempid verrattuna ASE-uutolla saatuihin tuloksiin. Vaihtelua SFE:n tehossa oli eri lipidi-
komponenttien valill4, mutta myos levélajien valilla. Alfa-tokoferoli naytti uuttuvan taydellisimmin eri
lipideistd. Myos muista tutkituista lipideistd SFE-saanto oli suhteellisesti paras E. graciliksesta.
Pigmenteisté karotenoidit uuttuivat SFE-uutolla paremmin kuin klorofyllit. Poikkeuksena oli Chlorella,
jonka Klorofylleista pystyttiin uuttamaan SFE-uutolla suurempi osa kuin karotenoideista. Tutkituista
levélajeista Selenastrum sisdlsi eniten rasvahappoja, karotenoideja ja klorofylleja. Spirulinassa

puolestaan oli vahiten rasvahappoja ja N. gaditanassa véhiten karotenoideja ja klorofylleja.
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Alfa-tokoferoli

SFE-uutolla ei paasty ASE-uuton alfa-tokoferolisaantojen tasolle. Kuitenkin E. gracilis -néytteesta SFE-
uutolla saatu saanto oli jopa yli 80 %, Selenastrumista yli 63 % ja Spirulinasta yli 59 % ASE-uuttojen
saantoihin verrattuna. Toisaalta N. gaditanan saanto oli vain noin 28 % ja Chlorellan vain 17 %. E.
graciliksessa oli my6s suurin pitoisuus alfa-tokoferolia ja vastaavasti Spirulinassa pitoisuus oli pienin.
Maaréllisesti eniten SFE:lla uuttumatonta alfa-tokoferolia jai E. gracilikseen (noin 200 ug) ja véhiten
Spirulinaan (reilu 20 pg). Alla olevassa kuvaajassa (Kuva 19) on esitetty pylvdind madritetyt alfa-
tokoferolipitoisuudet ASE- ja SFE-uutteissa. Samasta uutosta maéaritettyjen rinnakkaisten tulosten
keskihajonta oli suurimmillaan Selenastrumin SFE-uutteessa, noin 8 %. Muiden uutteiden osalta

keskihajonnat olivat noin 4 % tai vahemman.

Alfa-tokoferoli
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N. gaditana E. gracilis Selenastrum Chlorella Spirulina
OASE 154 1050 394 114 55,0
W SFE 43,6 843 250 19,4 32,5

Kuva 20. Alfa-tokoferolin pitoisuudet ja saman uuttosarjan rinnakkaisten ndytteiden (n = 3, paitsi Selenastrumin ASE-uutossa n = 6 ja
SFE-uutossa n = 4 sekd Spirulinan SFE-uutossa n = 4) pitoisuuksien keskihajonnat eri mikrolevisté ASE:lla ja SFE:/la.
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Rasvahapot

Rasvahappojen suhteellinen pitoisuus SFE-uutolla jai parhaimmillaan noin 41 %:iin (E. gracilis) ASE-
uutteen pitoisuudesta (Kuva 20). Kaikista levalajeista suhteessa vahiten rasvahappoja pystyttiin
uuttamaan Chlorellasta, vain alle 10 %. Myds Spirulinasta saanto oli vain 12 %. Méaréllisesti eniten
uuttumattomia rasvahappoja jai Selenastrumiin, jonka rasvahappopitoisuus oli suurin ja toisaalta ldhes
yhté paljon Chlorellaan. Vahiten rasvahappoja puolestaan jéai E. gracilis -ndytteeseen. Rinnakkaisten
maaritysten keskihajonta oli suurin Chlorellan SFE-uutteessa, noin 18 %. Kaikissa muissa naytteissa

keskihajonta oli alle 10 % pitoisuudesta.

Rasvahapot
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N. gaditana E. gracilis Selenastrum Chlorella Spirulina
OASE 71,7 73,5 99,1 78,6 54,2
B SFE 17,8 30,2 21,1 7,74 6,51

Kuva 21. Rasvahappojen pitoisuudet ja saman uuttosarjan rinnakkaisten ndytteiden (n = 3, paitsi Selenastrumin ASE-uutossa n = 6 ja
SFE-uutossa n = 4 sekd Spirulinan SFE-uutossa n = 4) pitoisuuksien keskihajonnat eri mikrolevistd ASE:lla ja SFE:lla.
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Karotenoidit

Myos karotenoidien SFE-uutto oli epatdydellistd (Kuva 21). Parhaimmillaan karotenoideja uuttui E.
gracilis -ndytteesta noin 53 %, mutta Chlorellasta vain noin 8 %. Selenastrumista, jossa karotenoideja
oli selvasti eniten, SFE:Ila saatiin irti vain 19 %, joten noin 13 500 ug/g karotenoideista jai naytteeseen.

N. gaditanassa karotenoideja oli kokonaisuudessaan melko vahén, 1460 pg/g, joista 18 % uuttui SFE:lla.

Karotenoidit
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N. gaditana E. gracilis Selenastrum Chlorella Spirulina
OASE 1460 4550 16600 5070 3390
B SFE 263 2400 3150 411 1080

Kuva 22. Karotenoidien pitoisuudet ja saman uuttosarjan rinnakkaisten ndytteiden (n = 3, paitsi Selenastrumin ASE-uutossa n = 6 ja SFE-
uutossa n = 4 sekd Spirulinan SFE-uutossa n = 4) pitoisuuksien keskihajonnat eri mikrolevistd ASE:lla ja SFE:/la.

Klorofyllit

E. gracilis -naytteen klorofylleistd SFE-uutolla saatiin parhaimmillaan noin 28 % talteen ja Spirulinasta
vain noin 5 % (Kuva 22). Tutkituista lipidikomponenteista juuri klorofylleistd saatiin SFE-uutolla
eristettyd keskiméarin pienin osuus. N. gaditana sisalsi vain noin 2500 pg/g klorofylleja, kun taas muut
lajit sisdlsivat vahintddn kolme kertaa suuremman pitoisuuden (véhintddn noin 8000 pg/g, mutta
Selenastrumissa jopa ldhes 17 000 pg/g). Suurin maaréd klorofyllejé jai uuttumatta Selenastrumista ja

vastaavasti pienin maard N. gaditanasta, jossa Kyseistda ainetta on huomattavasti muita naytteita
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vahemman. SFE-uutteista méaritettyjen rinnakkaisten klorofyllitulosten keskihajonnat, vaihdellen 8
%:sta ja 21 %:iin, olivat hieman suuremmat kuin muiden tutkittujen lipidikomponenttien. ASE-uutteiden
rinnakkaisten klorofyllimaaritysten keskihajonnat olivat kaikki hyvin pienid, E. gracilis-uutteissa noin 6

% ja muiden lajien osalta alle 2 %.
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N. gaditana E. gracilis Selenastrum Chlorella Spirulina
OASE 2530 9360 16700 11900 7880
B SFE 300 2630 1290 1380 421

Kuva 23. Klorofyllien pitoisuudet ja saman uuttosarjan rinnakkaisten néytteiden (n = 3, paitsi Selenastrumin ASE-uutossa n = 6 ja SFE-
uutossa n = 4 sekd Spirulinan SFE-uutossa n = 4) pitoisuuksien keskihajonnat eri mikrolevistd ASE:lla ja SFE:/la.

Samasta naytteesta tehtyjen SFE-uutteiden maaritysten keskihajonnat olivat padsaantoisesti suhteellisesti
suurempia kuin ASE-uutteiden, kuten alla olevasta taulukosta (Taulukko 5) ilmenee. Eri lajien
maéritysten  variaatiokertoimien  keskiarvot  olivat ~ ASE-uutteissa  kaikkien  tutkittujen
lipidikomponenttien osalta selvasti pienempid kuin SFE-uutteiden. Alfa-tokoferolimaarityksissa
variaatiokertoimet olivat keskimé&arin pienimpid. Suurimmat variaatiokertoimet puolestaan olivat SFE-

uutteiden klorofyllimaarityksissa ja ASE-uutteista karotenoidimaarityksissa.
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Taulukko 5. ASE- ja SFE-uutteiden rinnakkaisten lipidikomponenttimddritysten variaatiokertoimet (v %) ja niiden keskiarvot. Toisessa

sarakkeessa n = rinnakkaisten mddritysten lukumddrd.

Laji n Alfa-tokoferoli Rasvahapot Karotenoidit Klorofyllit
ASE/SFE ASE-v% SFE-v% ASE-v% SFE-v% ASE-v% SFE-v% ASE-v% SFE-v%
N. gaditana 3/3 1,0 1,2 2,5 2,4 9,4 12,6 1,5 8,1
E. gracilis 3/3 3,8 4,2 4,6 3,1 5,2 4,0 5,9 11,1
Selenastrum 6/4 3,8 8,1 2,6 10,0 0,4 9,3 0,5 21,2
Chlorella 3/3 0,6 2,3 2,2 17,8 1,9 14,6 1,7 8,2
Spirulina 3/4 0,1 3,8 3,3 1,7 1,5 4,3 1,6 8,7
Keskiarvo 1,9 3,9 3,0 7,0 3,7 9,0 2,2 11,5

Myo6s muiden levalajien kuin N. gaditanan rasvahappoprofiileissa oli eroa ASE- ja SFE-uutteiden vélillg,

kuten alla olevasta kuvaajasta (Kuva 23) E. gracilis -ndytteen osalta selvidd. E. gracilis -uutteessa

havaittiin kaikista lajeista monipuolisin rasvahappoprofiili. Kaikki rasvahapot pystyttiin erottamaan seka
ASE- ettd SFE-uutteista, joskin ASE-uutteessa EPA:n ja DHA:n osuudet olivat lahes kaksi kertaa

suuremmat. Vastaavasti SFE-uutteessa erityisesti myristiinihappoa ja alfa-linoleenihappoa oli suhteessa

enemman.
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Kuva 24. E. gracilis-levdn rasvahappoprofiili SFE- ja ASE-uutteessa. X-akselilla lukuarvot 0,0-100,0 kuvaavat rasvahappojen

prosenttiosuutta kaikista rasvahapoista.
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Neutraalilipidit

N. gaditana -ndytteen ASE-uutteesta méaritettiin my0s neutraalilipidien pitoisuudet vertailuksi SFE-
uutteille. Taulukossa 6 on esitetty allekkain molemmilla uuttomenetelmilla tuotettujen uutteiden TAG-
DAG- ja FFA-pitoisuudet. ASE-uutetusta naytteestd méaéritettiin TAG-pitoisuudeksi 20,1 mg/g naytetta
ja SFE-uutolla pitoisuus oli 12,7 mg/g. Eli SFE-uutolla pystyttiin eristam&&n TAG:sta noin 63 % ASE-
uuttoon verrattuna. DAG:a oli ASE-uutetussa néytteessa 13,4 mg/g, mutta SFE-uutolla pitoisuudeksi
saatiin vain 1,8 mg/g. FFA:a pystyttiin toteamaan hieman vain SFE-uutetusta néytteesta.
Neutraalilipidien summana mitattuna SFE-uutolla pystyttiin eristamaan ASE-uuttoon verrattuna noin 44

% neutraalilipideistd, joista noin 86 % oli TAG:a.

Taulukko 6. Neutraalilipidien uuttuminen N. gaditana -ndytteestd ASE-uutolla verrattuna SFE-uuttoon. Pitoisuudet ovat saman
uuttosarjan rinnakkaisten mddritysten keskiarvoja (n = 3). SFE-uuton olosuhteet olivat 500 bar ja 105 °C. TAG = triasyyliglyserolit, DAG =
diasyyliglyserolit, FFA = vapaat rasvahapot, KH = keskihajonta. TAG + DAG + FFA-sarake kuvaa kaikkien neutraalilipidien summaa.

Niyte Uutto TAG(mg/g) KH DAG(mg/g) KH FFA(mg/g) KH TAG+DAG+FFA (mg/g)
N. gaditana ASE 20,1 0,8 13,4 1,0 - - 33,5
N. gaditana SFE 12,7 2,2 1,8 0,4 0,3 0,0 14,8

3.3 Pohdinta

Tutkimuksen kokeellinen osa tuotti tulosaineistoa, jonka perusteella voidaan pohtia ja osaltaan lisata
tietamystd SFE-uuton soveltuvuudesta mikrolevien lipidien uutossa sekd tutkittujen levien
lipidikoostumuksen perusteella arvioida raaka-aineille mahdollisia k&yttokohteita ja jatkotutkimuksen
tarvetta. Tassa tutkielman osiossa kokeellisen tutkimuksen tuloksia pohditaan ensin osiin jaoteltuna ja
lopuksi yhdessa. Tutkimuksen kokeellisen osan kuluessa oli kokonaisuudessaan melko yllattavaa, kuinka
pienen lipidisaannon SFE-uutto tuotti suhteutettuna ASE-uuttoon, vaikka samalla tiedostettiin SFE-
uuton rajallinen teho poolisten lipidien uuttamisessa (Machado ym. 2013). Toisaalta mielenkiintoisia
seikkoja olivat my6s Selenastrumin suuri pigmenttipitoisuus ja E. graciliksen suuri, mutta vaihteleva

alfa-tokoferolipitoisuus.
SFE-uuton optimointi

Staattinen vaihe lyhensi dynaamisen uuton kestoa ja luultavasti sen vuoksi pienensi joidenkin tutkittavien

merkkiaineiden, etenkin matalassa paineessa alfa-tokoferolin saantoa. Erot uuttojen Vvélilld olivat
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kuitenkin hyvin pienid. Rasvahappojen saanto naytti jopa hieman lisaantyvan silloin, kun staattinen vaihe
oli mukana uutossa. Myo6s erdissa aiemmissa tutkimuksissa on todettu lyhyen staattisen vaiheen
parantavan uuton tehoa ja mekanismina talle sitd, ettd staattinen vaihe mahdollistaa liuottimen
tunkeutumisen perusteellisemmin néytematriisin rakenteisiin, jolloin liuotinvirta kulkee kattavammin
naytteen mikrorakenteen lapi, eikd vain naytematriisiin muodostuvia liuotinvaylia pitkin (Careri ym.
2001; Rezaee ym. 2010).

Néytekokojen 1 g ja 3 g vertailussa SFE-uuton teho pysyi samana molemmilla ndytemaarilla. Seka alfa-
tokoferolia ettd rasvahappoja uuttui ldhes saman verran naytegrammaa kohden. Suurempi ndytemaara
siis tuottaa myos méérallisesti suuremman saannon. Kéytetyt ndytekoot ovat kuitenkin viel& hyvin pienié
pilotti- ja teollisen mittakaavan uuttoihin verrattuna, joten suuremman mittakaavan uuttoja varten
tarvitaan lisaa alustavia kokeita suurilla naytemaarilla. Naytekoon kasvaessa hiilidioksidin kulutus

naytegrammaa kohden vahenee.

Eri pituisten SFE-uuttojen perusteella voitiin havaita, ettd suurin osa ylikriittisella hiilidioksidilla
uutettavissa olevista lipideistd uuttui hyvinkin uuton alkuvaiheessa. Néaytteen SFE-uuttuvasta alfa-
tokoferolista ja kokonaisrasvahapoista yli 90 % uuttui ensimmaéisen 10 minuutin aikana. Tama viittaa
siihen, ettd naytteen hiilidioksidiin liukenevat lipidit uuttuivat hyvin nopeasti ja litkkuivat kerdysvialiin
lahes valittémasti, kun hiilidioksidivirtaus patruunoista vapautettiin. Tutkituista lipidikomponenteista
EPA muodosti tissa suhteessa poikkeuksen, koska sen tehokas uuttuminen vaati pidemman ajan. Nama
tulokset SFE-uuton uuttonopeudesta antavat viitteita uuton kinetiikasta kaytetylla naytemaaralla, mutta
jotta tuloksia voitaisiin soveltaa teollisen mittakaavan uuttoon, tulisi uuttopatruunoiden olla
tilavuudeltaan vahintaan 50 ml kdytdssa olleen 10 ml:n uuttopatruunoiden sijaan (Meireles 2013). Myos

staattisen vaiheen vaikutus uuttoon tulisi todentaa suuremman néytemaaran uutolla.

SFE-uutteiden rinnakkaisten madaritysten toistettavuus oli jonkin verran huonompi ASE-uutteisiin
verrattuna, mika nékyi rinnakkaisten mééritysten keskihajontojen eroina. SFE-uutto ei analyyttisena
eristysmenetelmané ylla ASE-uuton tasolle monella osa-alueella mitattuna. Kuitenkin monet SFE-uuton

edut voidaan saada esiin suuremman, teollisen mittakaavan uuttotoiminnassa (Brunner 2005).

SFE-uutteen rasvahappoprofiilin muutos erilaisissa uutto-olosuhteissa viittaa siihen, ettd tietyt
rasvahapot ovat tyypillisemmin kiinnittyneind joko neutraalilipideihin, erityisesti TAG:iin, tai polaarisiin
lipideihin, kuten fosfo- ja glykolipideihin. Neutraalilipidejd, erityisesti TAG:a, todettiin olevan N.

gaditanassa jonkin verran. Polaariset lipidit muodostavat solujen solukalvon sekd soluelinten



55

kaksoiskalvoja. Nain ollen mikrolevien tiedetdén aina siséltdvan jonkin verran polaarisia lipideja
(Kumari ym. 2013). EPA:n uuttuminen tehokkaasti vasta korkeissa uuttopaineissa viittaa siihen, etta
EPA:sta suurin osa on kiinnittyneend polaarisiin lipideihin, joiden ennalta tiedetadn olevan huonosti
hiilidioksidiin liukenevia (Machado ym. 2013). Tata epdilya tukee myos se havainto, ettd juuri EPA:n
tehokas uuttuminen vaati pidemmén uuttoajan verrattuna alfa-tokoferoliin ja kokonaisrasvahappoihin.
Néin ollen voidaan olettaa, ettd EPA on merkittdva rasvahappo N. gaditana -solujen kalvolipideissé.
Kuitenkin rasvahappojen sijainti solussa tulee varmistaa kemiallisin, todennetuin menetelmin, ennen

kuin pidemmalle menevia johtopéaatoksia voidaan tehda.

Karotenoidit ovat ainoa lipidiluokka, joiden saanto pienentyi, kun lampétila oli 105 °C. Tama viittaa
siihen, ettd kyseisessa lampotilassa karotenoidien tuhoutuminen ylittad Iampdétilan nousun aiheuttaman
uuton tehostumisen. Lammon tiedetddn olosuhteista riippuen lisddvan karotenoidien hapettumista ja
hajoamista, joten on hyvin mahdollista, ettd uuttolampdtilan nosto 85 °C:sta 105 °C:een liséa
ratkaisevasti l&mpotilan aiheuttamaa karotenoidien hajoamista (Boon ym. 2010). Klorofyllien
uuttuminen 200 bar:n paineessa oli ldhes olematonta, vaikka samalla ndytteestd saatiin uutettua
huomattava maara muita lipidejd. Klorofyllien epailladn lisddvan valon aiheuttamaa lipidien
hapettumista, joten 6ljyjen ja rasvojen klorofyllipitoisuus on usein edullista pitdd mahdollisimman
pienend (Rukmini ja Raharjo 2010). Uuttolamp@tilan ja paineen nosto molemmat lisésivét klorofyllien

saantoa ndytteesta.
SFE vs. ASE

Samoista naytteista tehtyjen SFE- ja ASE-uuttojen perusteella saatiin tuloksia, joiden avulla voidaan
arvioida SFE-uuton tehoa verrattuna ASE-uuttoon. ASE-uuton (etanoli liuottimena) on jo aiemmissa
tutkimuksissa osoitettu olevan oivallinen keino eristéa perusteellisesti mikrolevien lipidi-fraktio (Herrero
ym. 2005). SFE-uuton kayttokelpoisuutta on tutkittu melko runsaasti esimerkiksi mikrolevien
karotenoidien ja muiden bioaktiivisten aineiden sekd TAG:en eristysmenetelméand (Mendes ym. 1995;
Santana ym. 2012; Mouahid ym. 2013; Meireles 2013). Toisaalta tutkittua tietoa SFE-uuton
soveltuvuudesta mikrolevien kaikkien lipidien uuttamiseen on hyvin rajoitetusti, joten tassa

tutkimuksessa tehdyt kokeet valottavat asiaa omalta osaltaan (Meireles 2013).

Ylikriittinen uutto ei tutkimuksessa osoittautunut ASE-uuton veroiseksi menetelméksi mikrolevien
kaikkien lipidien uuttamisessa. ASE-uutto kéyttden etanolia liuottimena on verrattain nopea ja erittdin

tehokas keino uuttaa mikrolevien lipidit kemiallista analytiikkaa ja koostumuksellista profilointia varten,
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mutta ei sellaisenaan sovellu prosessiin, jossa uutetut lipidit halutaan esimerkiksi elintarvikekayttoon,
koska itse uute on liuenneena verrattain suureen madraan etanolia (Sun ym. 2012). Kuitenkin SFE-uutolla
pystyttiin eristdimaddn suurin osa esimerkiksi monen levanaytteen alfa-tokoferolista. SFE-uutto ndyttaa
toimivan tutkituista levalajeista tehokkaimmin E. gracilikselle ja véhiten tehokkaasti Chlorellalle.
Etenkin klorofyllien uuttaminen oli hyvin epatehokasta. Liséksi ndytteiden rasvahapoista saatiin
parhaimmillaankin uutettua SFE-uutolla vain 41 %. N. gaditana -ndytteessa todettiin ASE-uutolla olevan
neutraalilipideja 33,5 mg/g, joista 20,1 mg/g oli TAG:a ja loput DAG:a. Samassa nédytteessa oli kuitenkin
rasvahappoja kaikkiaan 71,7 mg/g, joten suuri osa rasvahapoista on perdisin muista lipideista,
oletettavasti muun muassa fosfo- ja glykolipideistd. TAG:sta pystyttiin SFE-uutolla eristdmaan noin 63
%, mutta saman néytteen rasvahapoista vain noin 25 %. Tama4 viittaa vahvasti siihen, ettd TAG:t uuttuvat
SFE-uutolla huomattavasti muita lipidiluokkia tehokkaammin, mutta eivét kuitenkaan taydellisesti
ainakaan N. gaditanasta. SFE-uutteessa todettiin pieni mééra vapaita rasvahappoja, joita ASE-uutteessa
ei ollut lainkaan. On toki mahdollista, ettd pieni maara rasvahappoja irtoaa muista lipideista korkeassa

paineessa ja lampotilassa SFE-uuton aikana.

Uuton optimointia on hyvinkin mahdollista kehittdd liséd muun muassa kayttdmalla poolista
oheisliuotinta, kuten etanolia ja kokeilemalla lisad vaiheittaisia uuttoja, jolloin saatetaan paasta
uuttuvuuden osalta l&hemmas ASE-uuton tehoa (Machado ym. 2013). Esimerkiksi Spirulinan lipidien
SFE-uuttamisen on osoitettu tehostuvan, kun etanolia kdytetddn uutossa oheisliuottimena. Samassa
tutkimuksessa vertailtiin eri uuttomenetelmien tehoa Spirulinan lipidien uuttamiseen ja tuloksena SFE-
uutolla saatiin parhaimmillaan eristettyd 40 % naytteen kokonaislipideista, kun vertailumenetelmana oli
Blighn ja Dyerin menetelma (Mendes ym. 2006). Oheisliuottimen kayttd kuitenkin aiheuttaa sen, etta
my0Os itse uute siséltdd liuotinta. Tama voi olla ongelma silloin kun uutetta halutaan kayttaa
mahdollisimman suoraan elintarvikekelpoisiin tuotteisiin. Pelkkaa ylikriittista hiilidioksidia k&ytettdessa
liuotin haihtuu uutteesta silloin kun se virtaa ulos uuttopatruunasta ja ympariston paine laskee alle
kriittisen pisteen (Machado ym. 2013). Liséksi Kirjallisuudessa on esitetty erilaisten néytteen
esikasittelymenetelmien, kuten mikroaalto- tai ultradanikésittelyn lisdédvan SFE-uuton tehoa (Dejoye ym.
2011; Da Porto ym. 2015). Tutkimustulokset myds puoltavat sitd, ettd naytteen jauhatusasteella ja siten
ndytemateriaalin liuotinkosketukseen joutuvan pinta-alan méaralla on merkitysta uuton tehokkuuteen.

Suurempi ndytemateriaalin pinta-ala lisdd SFE-uutolla saatavaa lipidisaantoa (Taher ym. 2014).
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Tutkittujen levien koostumus

Kaikki tutkitut lajit sisalsivét rasvahappoja 5-10 % kuivapainostaan, mikd on melko tavallinen maéara
useille mikroleville (Kumari ym. 2013). Tosin kirjallisuudessa on esitetty usein paljon suurempia
lipidipitoisuuksia joillekin levélajeille, kuten E. gracilikselle ja Selenastrumille (Yan ym. 2011,
Mahapatra ym. 2013). Suuremmat pitoisuudet selittynevét erityisesti silla, ettd kyseiset naytteet on
kasvatettu olosuhteissa, jotka suosivat lipidien kertymisté soluihin. Toisaalta lipidipitoisuudet on usein
maéaritetty gravimetrisesti, jolloin tulos sisaltdd rasvahappojen lisaksi lipidien glyserolin, fosfolipidien
poolisen osan sekd monia muita uutossa irronneita yhdisteitd. Siten gravimetrisesti maaritetty tulos on
poikkeuksetta suurempi kuin rasvahappojen summana ilmoitettu pitoisuus. Erddn maisterin tutkielman
kokeellisessa osassa madritettiin E. gracilis -naytteistd lipidipitoisuudet gravimetrisesti seka
rasvahappopitoisuudet kaasukromatografisesti. Kyseisessa tutkimuksessa rasvahappojen pitoisuudet
olivat noin 7-12 % naytteiden kuivapainosta, mutta gravimetrisesti maaritetyt lipidipitoisuudet noin 22—
27 % néytteiden kuivapainosta (llyass 2015). Alla olevassa taulukossa (Taulukko 7) on esitetty
rinnakkain joitakin tutkimuksessa saatuja tuloksia ja Kirjallisuudessa ilmenneitd tai valmistajan
ilmoittamia verrattavia arvoja. Spirulinasta maéaritetyt pitoisuudet ovat hyvin linjassa valmistajan
ilmoittamien arvojen kanssa. Toisaalta Chlorellan rasvahappopitoisuudesta saatiin noin kolme kertaa
suurempi ja alfa-tokoferolipitoisuudesta kolmanneksen pienempi tulos, kuin minka valmistaja ilmoittaa.
Madritetty tyydyttyneiden rasvahappojen suhteellinen osuus kaikista rasvahapoista on samassa suhteessa
valmistajan arvojen kanssa. Muiden lajien kohdalla rasvahappopitoisuuksissa ja joidenkin rasvahappojen
suhteellisissa osuuksissa huomattava vaihtelu Kirjallisuusarvoihin nahden on selitettavissa saman lajin

eri kantojen ja kasvatusolosuhteiden vaihtelulla seké kéaytetylld méaritysmenetelmalla.

N. gaditana sisaltdd merkittdvdn osuuden EPA:a, jota pidetddn terveyttd monilta osin edistavana
rasvahappona ja yhdessd DHA:n kanssa vastuullisena kalaoljyjen terveyshyotyjen takana (Swanson ym.
2012; Poorani ym. 2016). N&in ollen N. gaditanasta eristetty 0ljy voisi toimia kasviperdisend EPA:n
lahteend. Kuitenkin 0ljyn tuottamista varten olisi toivottavaa pyrkid kasvattamaan levdmassan
lipidipitoisuutta, joka N. gaditanan kohdalla oli tdss& tutkimuksessa vain noin 7,2 % kuivapainosta.
Sopivilla kasvuolosuhteiden muutoksilla olisi teoriassa mahdollista liséta levasolujen lipidipitoisuutta,
mutta mik&li EPA sijaitsee soluissa lahinna kalvoilla, eik& juurikaan varastorasvoissa, voi EPA:n maaran
lisaaminen olla haastavaa (Khozin-Goldberg ja Cohen 2006; Seyfabadi ym. 2011; Orddg ym. 2012).
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Selenastrum sisalsi lajeista eniten pigmenttejad ollen samalla ainoa laji, jossa oli klorofylleja ja
karotenoideja suunnilleen yhta paljon, noin 1,7 % kumpaakin kuivapainostaan. Erityisen mielenkiintoista
olisi selvittad tarkemmin karotenoidiprofiili sekd mahdollisuudet kasvuolosuhteiden avulla saada
levasolut tuottamaan jopa enemman sekundaarikarotenoideja (Bar ym. 1995; Boussiba ym. 1999; Fu ym.
2013). Muut lajit sisalsivét selvasti vahemman pigmenttejd, joskin E. gracilis ja Chlorella sisalsivét
klorofylleja noin 0,9 % ja 1,2 %. Yleisesti ottaen maarityksien perusteella voidaan todeta kaikkien levien
siséltavan runsaasti pigmentteja useimpiin elintarvikkeisiin verrattuna. E. gracilis sisélsi eniten alfa-
tokoferolia. Parhaimmillaan pitoisuus oli noin 100 mg/100 g kuivapainoa kohden, mikd on enemmaén

kuin missaan Finelin esittamassa elintarvikkeessa luontaisesti.

kasvatusolosuhteista. # Tulos ei erottele beetakaroteenia vaan kertoo néytteen kokonaiskarotenoidipitoisuuden. Toisaalta valmistaja on
ilmoittanut vain beetakaroteenipitoisuuden.

Laji Tutkittu yhdiste Maaritetty pitoisuus Kirjallisuusarvo Lahde
(ASE)
N. gaditana  Rasvahapot 72 % 5-12,6 % * Matos ym. 2015
EPA 27 % rasvahapoista 0,2-12,2 % rasvahapoista* Matos ym. 2015
34,1 % rasvahapoista Lang ym. 2011
E. gracilis Rasvahapot 6,4-7,4 % 9-24,6 % * Mahapatra ym. 2013
11-20 %* Schwarzhans ym. 2104
DHA 2,3-4,6 % rasvahapoista 0-6,6 % rasvahapoista * Schwarzhans ym. 2104
0-2 % rasvahapoista * Lang ym. 2011
Selenastrum Rasvahapot 9,9% 12,5-18,2 % * Yanym. 2011
Chlorella Rasvahapot 7,9 % 2,3% Valmistaja (Cocovi)
SAFA 1,72 % 0,60 % Valmistaja (Cocovi)
Alfa-tokoferoli 11,4 mg/100 g 18 mg/100 g Valmistaja (Cocovi)
Spirulina Rasvahapot 5,40 % 5% Valmistaja (Puhdistamo)
GLA 1047 mg/ 100 g 1067 mg/100 g Valmistaja (Puhdistamo)
Beetakaroteeni 340 mg/ 100 g # 375 mg/100 g Valmistaja (Puhdistamo)

Tutkimuksen haasteita ja mahdollisia virheléhteita

Levanaytteiden oletettiin olevan homogeenisia eikéd niitd erikseen homogenisoitu vaan pakkauksen
sisaltod sekoitettiin karkeasti ennen punnitusta. Tosin on mahdollista, ettd ndytepakkausten osien vélilla
olisi pieni& eroavaisuuksia lipidien osalta. Esimerkiksi jauheen ilman kanssa kosketuksissa oleva osa on
voinut karsid hapettumisesta muuta ndytettd enemman. Ymparistotieteiden laitoksen Lahden

kampuksella kasvatettujen levien ndyte-erien ja rinnakkaisten kasvatusten véliset erot olivat ajoittain
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hyvinkin suuria. Mikrolevét punnittiin suoraan uuttopatruunoihin, koska hienojakoista levédjauhetta
tarttuu punnitusastioihin ja ndin ollen punnitusta nadyteméaaréstd menetettdisiin osa. Kaytdssa olevalla
vaa’alla saatiin punnittua naytteiden painot milligramman tarkkuudella. Hienojakoiset levdjauheet olivat
punnittaessa yleensd hyvin séhkdisid, mika aiheutti ajoittain naytteen joutumista pienissa maarin
muuallekin kuin patruunan sisalle. Lisaksi levdd tampatessa ja patruunaa pakatessa oli aina riski
vahdiselle naytteen menetykselle. Oletettavasti kuitenkin punnituksen ja patruunan pakkaamisen aikana
tapahtunut naytteen menetys oli aina hyvin vahéistd ja kokoluokaltaan alle prosentin ndytteen koko

painosta.

SFE-uuton uuttopatruunoissa havaittiin ajoittain vuotoja, jolloin kyseinen patruuna kiristettiin tiukemmin
tai linja lopulta suljettiin ja uutto suoritettiin véhemmalld kuin neljalla uuttolinjalla. Vuotavien
patruunoiden uuttaminen Kiristdmisen jélkeen oletettavasti aiheuttaa pienen tappion naytemaarassa,
koska liuenneita aineita joutuu uuttolinjan ulkopuolelle. Tdma on yksi seikka, joka mahdollisesti lisési

tulosten hajontaa ja osaltaan véhensi tulosten oikeellisuutta.

SFE-uuton liuotinvirtauksen saatd tapahtui manuaalisesti. Virtausnopeus, virtauksen tasaisuus ja
pysyvyys olivat jonkin verran riippuvaisia ndytemateriaalista, erityisesti ndytemateriaalin
hienojakoisuudesta. Erittdin hienojakoiset ndytteet pakkautuivat tiiviisti patruunaan aiheuttaen erilaisen
vastuksen hiilidioksidivirralle verrattuna karkeampiin naytteisiin. Joidenkin naytteiden partikkelit myos
tarttuivat toisiinsa tiukemmin muodostaen tiiviimman patsaan patruunaan. Liséksi eri nayteméaara

patruunassa naytti vaikuttavan hieman virtauksen vastukseen.

SFE-uuttolinjat huuhdeltiin heptaani-isopropanolilla jokaisen uuton jélkeen, koska osa uuttuneesta
aineksesta ei kulkeutunut keraysvialeihin asti. Ylikriittisen hiilidioksidin verrattain heikko kyky kuljettaa
lipidejd saattaa tuottaa haasteita suuremman mittakaavan uutoissa, mikéali linjoja taytyy ajoittain
huuhdella orgaanisilla liuottimilla. Oheisliuottimen kayttd voi helpottaa linjojen huuhtelemisen tarvetta
mutta talldin tulee arvioida oheisliuottimen kayton tuottama hyoty siihen ndhden, minkalaisia tuotteita
uutteesta ollaan jalostamassa. Teollisessa tuotannossa voisi myds harkita oheisliuottimen kéyttoa

vuoroittain pelkan ylikriittisen liuotinuuton kanssa, jos kéytdssé ei ole pitkdkestoinen jatkuva uutto.

Monilla mikrolevélajeilla tiedetddn olevan vahva soluseing, joka voi estdd liuottimen virtauksen
perusteellisesti naytteen lapi (Lee ym. 2012). Esimerkiksi juuri Nannochloropsis -suvun levilld on
kaksikerroksinen soluseing, joka koostuu sissmmasta kerroksesta selluloosaa ja ulommasta kerroksesta

algaenan -biopolymeerid (Scholz ym. 2014). Erééssa tutkimuksessa pystyttiin osoittamaan soluseindé
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pilkkovan entsymaattisen kasittelyn parantavan Nannochloropsis -mikrolevan lipidiuuton saantoa
(Zuorro ym. 2016). Mahdollisia soluseinid hajottavia mekaanisia, fysikaalisia, kemiallisia ja
entsymaattisia esikésittelymenetelmi& on siten syytd harkita ja tutkia kaytettavaksi myos ennen SFE-
uuttoa (Lee ym. 2012).

Tulosten hyddyntaminen

Tutkimuksen tulosten perusteella voidaan tehda alustavia arvioita SFE-uuton soveltuvuudesta

mikrolevien uuttomenetelmana sekd pohtia potentiaalisia kayttomahdollisuuksia.

SFE-uuton tehon kartoittamiseen liittyen tdman tutkimuksen tuloksia tarkasteltaessa taytyy tiedostaa se,
ettd kaytettyja levanaytteita ei oltu kasvatettu erityisesti tuottamaan lipideja, jolloin niiden TAG-
pitoisuus oli verrattain pieni. Vastaavasti ndytematriisien muiden lipidikomponenttien, kuten polaaristen
fosfo- ja glykolipidien, osuuksien voidaan arvella olevan suhteellisen suuri. On hyvin todennédkdista, ett4
naiden polaaristen lipidien uuttuminen tavanomaisissa SFE-olosuhteissa on useimmiten marginaalista
(Machado ym. 2013). Siten SFE-uuton todellinen teho 6ljypitoisen (TAG-pitoisen) mikrolevdmassan
uuttomenetelménd jaa viela osittain selvittdméttd, eiké saatujen tulosten perusteella voida poissulkea
monia kayttdmahdollisuuksia. Ylikriittinen hiilidioksidiuutto voi olla kdyttokelpoinen vaihtoehto toisille
uuttomenetelmille, jotka edellyttavat arvokkaiden ja/tai myrkyllisten liuottimien kéytto4, joista puuttuu
mahdollisuus uuton selektiivisyyden muokkaamiseen tai joiden avulla tuotettu uute ei ole helposti

otettavissa esimerkiksi elintarvikekayttoon.

Mikrolevisté eristetyt EPA-, DHA-, ja GLA-pitoiset 6ljyt voivat hyvinkin olla tuotteina haluttuja tamén
hetkiselle kuluttajakunnalle. Erityisesti kasviperdiset EPA ja DHA tayttavat parhaillaan markkinoilla
olevan aukon. Levéuutteet sisaltdvat myos luonnostaan melko runsaasti esimerkiksi karotenoideja ja alfa-
tokoferolia, jotka saattavat kdyttosovelluksesta riippuen olla toivottuja yhdisteitd (Christaki ym. 2013;
Mudimu ym. 2015). Esimerkiksi mikrolevistd peréisin olevalle astaksantiini -karotenoidille on
ravintolisand nautittuna esitetty useita mahdollisia terveyshyotyja (Barros ym. 2011). Yksi levélaji ei
valttamatta itsessaan sisalla optimaalista suhdetta rasvahappoja ja lipidiantioksidantteja, mutta samalla
mahdollisimman vahan klorofylleja. Kuitenkin 06ljyjen oikeanlainen prosessointi, sopivalla tavalla
selektiivisesti toteutettu uutto ja/tai eri levélajeista uutettujen 6ljyjen yhdisteleminen voi edesauttaa

erittain mielenkiintoisten ja tarpeellisten tuotteiden kehittdmisessa.
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Pohdinnan arvoinen seikka on myds SFE-uuton kayttaminen kuivaamattomalle levamassalle.
Teoreettisesti on mahdollista k&yttda SFE-uuttoa kostean mikrolevéanéytteen kuivaamiseen ja samalla (tai
veden poistumisen jalkeen) lipidien uuttamiseen. Toimiessaan tall4 tekniikalla voitaisiin toteuttaa kaksi
hintavaa prosessia samaan aikaan, edellyttden, ettd kyseinen prosessointi tapahtuu lahelld levan
kasvatusta, jolloin valtytddn painavan levamassan Kkuljettamiseen ja sdildmiseen liittyvilta
lisakustannuksilta. Kaikkia luovia ratkaisuja on syytd tarkastella, jotta sekd raaka-aineen ettad
uuttomenetelmén edut pystytadan hyodyntdmaan. Tutkielman kokeellisen osan tulosten ja kirjallisuudessa
esiintyvan aineiston perusteella tiedetéan, etté eri lipidiluokat uuttuvat osittain eri uutto-olosuhteissa tai
uuton eri vaiheissa. Siten on syytd pohtia myds vaiheittaisten uuttojen hyotyja. Teoriassa vaiheittainen
uutto voisi toimia esimerkiksi siten, ettd samaa ndytemateriaalia uutetaan aluksi melko matalassa
paineessa ja lampdotilassa, jolloin uutteeseen saadaan lahinnd TAG:a ja joitain lipidipienkomponentteja.
Uutteen kerayksen jalkeen uuttoa jatkettaisiin korkeammassa paineessa ja lampdtilassa, jolloin loput
TAG:t seka osa polaarisista lipideista ja pigmenteistd saadaan kerattya talteen. Lopuksi uuttoon voisi
lisatd oheisliuottimena esimerkiksi etanolia, jolloin lisdd polaarisia lipideja ja pigmentteja uuttuu ja
samalla uuttolaitteiston linjat puhdistuvat luonnostaan. Naille samasta ndytteesta uutetuille fraktioille
tulisi suunnitella jatkokasittelyt kayttokohteen mukaan. Toki vaiheittaisen uuton hyodyt tulee tarkoin

vertailla jatkuvan uuton etuihin nahden.

4 Paatelmat

Mikrolevien kasvatuksen ja koostumuksen tutkiminen on kiehtova, runsaasti uusia mahdollisuuksia
tarjoava keino etsid ymparistoystéavallisia ratkaisuja tulevaisuuden ruoan, energian, rehun, lannoitteiden
ja erillisten bioaktiivisten aineiden tuotantoa varten. Ylikriittinen hiilidioksidiuutto puolestaan tarjoaa
turvallisen ja optimoituna selektiivisen keinon eristdd mikrolevien lipidejd muun muassa tutkimus-,
elintarvike- tai polttoainekayttoon. Ylikriittisen uuton optimointi on oleellista saannon maksimoimiseksi
sekd selektiivisyyden ja hiilidioksidin  kulutuksen arvioimiseksi tarkoituksenmukaiseksi.
Potentiaalisuudestaan huolimatta mikrolevien viljelysséd on huomattavan paljon teknologisia haasteita,
kuten biomassan kerdaminen kasvatusalustasta, joiden voittamiseksi vaaditaan erityisesti

taloudellisempia ratkaisuja.
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Taman tutkimuksen kokeellisessa osassa SFE-uutto osoittautui kokonaisuudessaan verrattain
epatehokkaaksi mikrolevien lipidien uuttomenetelmaksi. Kuitenkin eri levélajien sekd eri
lipidikomponenttien valill4 oli huomattavaa vaihtelua saannon suhteen. Uuttopaine ndytt44 ainakin 500
bar:in asti lisdavan lipidien saantoa N. gaditana -naytteestd. 200 bar ei riitd uuttamaan klorofylleja eika
EPA:a juuri lainkaan. Suurin saanto saatiin niin ikd&dn 105 °C:n lampétilassa. Tosin Kkyseisessa
lampdotilassa karotenoidien saanto alkaa vahentyd. Uuton staattisella vaiheella ei vaikuta olevan suurta
merkitystd saantoon, mutta tulosten perusteella melko lyhyt uuttoaika, jopa vain 10 minuuttia, riittda
suurimman osan naytteen SFE-uuttuvien lipidien uuttamiseen kéytetylla 1 g:n naytemaaralla. Kaikki
tutkittavat mikrolevalajit sisalsivat rasvahappoja 5-10 % kuivapainostaan, Selenastrum eniten ja
Spirulina vahiten. E. gracilis sisélsi laajimman Kirjon tunnistettuja rasvahappoja, ainoana tutkituista
lajeista DHA:a ja eniten alfa-tokoferolia (jopa noin 1 mg/g). Selenastrum puolestaan sisélsi eniten
karotenoideja ja klorofylleja (lahes 17 mg/g kumpaakin). E. gracilis vaikuttaa olevan tutkituista lajeista
parhaiten soveltuva SFE-uuttoon, koska tutkituista lajeista sen lipideista pystyttiin SFE-uutolla
eristdmaan suhteellisesti suurin osa. Vastaavasti Chlorella ja Spirulina nayttavat sellaisinaan soveltuvan
erityisen huonosti kasiteltdvaksi SFE-uutolla. TAG:n uuttuvuus oli SFE-uutolla melko tehokasta (noin

63 %) N. gaditana -néytteesta verrattuna muihin lipidiluokkiin.

Kaikki tutkitut levénaytteet sisalsivat verrattain vahan lipidejd kokonaisuudessaan suhteutettuna
kirjallisuudessa esitettyihin lipidipitoisuuksiin, mika johtuu lahinn siitd, ettd kyseisid naytteitd ei oltu
kasvatettu erityisesti lipidien synteesia suosivissa olosuhteissa. Poikkeuksena oli kaupallinen Chlorella,
joka sisalsi noin kolme kertaa enemmaén rasvahappoja valmistajan ilmoittamaan arvoon verrattuna.
Erityisesti TAG:n vdhdinen pitoisuus naytteissd jattdd lisatutkimukselle tarvetta SFE-uuton
soveltuvuudesta TAG-rikkaiden mikrolevien uuttomenetelmdnd. SFE-uutto voi olla hyvin
kayttokelpoinen mikrolevien lipidien eristysmenetelmd pilotti- ja teollisen mittakaavan prosesseissa
edellyttéden tarkoin harkittua ja optimoitua uuttoa. Parhaimmillaan talla liuotinvapaalla uutolla pystytééan
eristdmaan ndytteestd haluttuja aineita selektiivisesti ja melko tehokkaasti sek& hiilidioksidia
kierrattdmalld hyvin  ympadristOystavéllisesti. Runsaasti tutkimusta edellytetddn mikrolevien
koostumuksen selvittdmiseksi seka kiinnostuksen kohteena olevien aineiden eristysmenetelmien
kehittdmiseksi. Vain johdonmukaisen tutkimuksen avulla voidaan luoda perusteet tdmé&n monipuolisen

luonnonvaran hyddyntamiseksi suuremmassa mittakaavassa.
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