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Lyhenteet 

ABTS  2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid). 2’-atsino-bis(3-

etyylibentsotiatsoliini-6-sulfonihappo on peroksidaasisubstraatti. Peroksi-

daasin hapettaessa ABTS-substraattia reaktio saa aikaan väriltään tum-

man vihreän hapetustuotteen. 

EtOH Etanoli.  

HPLC High Performance Liquid Chromatography eli korkean erotuskyvyn neste-

kromatografi. 

PDA Potato Dextrose Agar. Kasvatusmalja, joka soveltuu monien mikrobien vil-

jelyyn. 

SHF Separate Hydrolysis and Fermentation. Bioetanolin fermentoinnin proses-

sikonsepti, jossa hydrolyysi ja fermentointi tapahtuvat erikseen.  

SSF Simultaneous Saccharification and Fermentation. Bioetanolin fermentoin-

nin prosessikonsepti, jossa hydrolyysi ja fermentointi tapahtuvat yhtä aikaa 

usein samassa bioreaktorissa.  

YMM Yeast Minimal Medium. Mikrobien viljelyssä käytetty kasvatusalusta. 

 



1 

 

1 Johdanto 

Mykotoksiinit eli homemyrkyt ovat homeiden tuottamia myrkyllisiä yhdisteitä, jotka ovat 

haitallisia ihmisille ja eläimille. Tästä syystä niillä on merkittävä vaikutus elintarvikkeiden 

ja rehujen turvallisuuteen sekä elintarvike- ja rehuntuotantoketjussa syntyvään hävikkiin. 

Mykotoksiinit aiheuttavat suurta hävikkiä viljasadoissa niin Euroopassa kuin myös muu-

allakin maailmassa, erityisesti kehitysmaissa.  Mykotoksiinien aiheuttamien ongelmien 

ratkaisemiseksi Euroopan komissio käynnisti MycoKey-projektin mykotoksiinipitoisuuk-

sien pienentämiseksi ja mykotoksiineilla kontaminoituneiden erien turvallisten käyttökoh-

teiden löytämiseksi. [1; 2, s. 12–13.] 

 

Tämä insinöörityö tehtiin Teknologian tutkimuskeskus VTT Oy:n toimeksiantona, ja se 

otti osaa Euroopan komission rahoittamaan MycoKey-projektiin. Insinöörityössä pereh-

dyttiin tutkimaan mykotoksiineilla kontaminoituneiden erien mahdollista hyödyntämistä 

bioenergian tuotannossa fermentoimalla bioetanolia mykotoksiineilla kontaminoitu-

neesta lignoselluloosaperäisestä biomassasta. Insinöörityön tavoitteena oli tutkia ligno-

selluloosan ja mykotoksiinien yhteisvaikutuksia hiivojen kykyyn tuottaa etanolia, vertailla 

kahta eri prosessikonseptia (SHF ja SSF) sekä havainnollistaa bioetanolin fermentointi-

prosessi kontaminoituneesta vehnän oljesta bioreaktoreissa. Aikaisempien tutkimusten 

perusteella tiedetään, että mikrobien lisäksi tiettyjen entsyymien avulla voidaan hajottaa 

mykotoksiineja. Tästä syystä insinöörityössä tutkittiin myös lakkaasientsyymin roolia my-

kotoksiineilla kontaminoituneen vehnän oljen fermentoinnissa käyttämällä muuntogee-

nistä hiivakantaa. [2, s. 12–18; 3.] Insinöörityössä eri hiivakantojen kykyä sietää myko-

toksiineja ja tuottaa etanolia vertailtiin aluksi pienoismittakaavassa ennen isomman mit-

taluokan kasvatuksia. Vertailun perusteella valittiin tuottavimmat hiivakannat, jotka sie-

tävät mykotoksiinien läsnäoloa ja fermentoivat tehokkaasti etanolia. Parhaimpien kanto-

jen kykyä tuottaa bioetanolia kontaminoituneesta materiaalista tutkittiin bioreaktoreissa. 

Tutkitussa vehnän olkierässä mykotoksiinipitoisuus ei ollut tarpeeksi suuri mahdollisten 

inhibointivaikutusten tutkimiseksi bioetanolin fermentoinnissa. Tästä syystä insinööri-

työssä tuotettiin Fusarium sporotrichioides -homeen toksiineja erikseen riisialustalla. 

Tuotettuja mykotoksiineja lisättiin vehnän olkeen ennen fermentointikokeita.  
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Lignoselluloosaperäisen biomassan fermentointia on tutkittu jo pitkään VTT:llä, ja se on 

houkutteleva vaihtoehto uusiutuvan energian tuotantoon perinteisempien ensimmäisen 

sukupolven polttoaineiden valmistukselle, sillä lignoselluloosaperäistä biomassaa käy-

tettäessä ei kilpailla ruoan- tai rehuntuotannon kanssa samasta peltoalasta toisin kuin 

ensimmäisen sukupolven polttoaineiden valmistuksessa. Erityisesti yhä kasvavan väes-

tön määrän takia tulee löytää ratkaisuja, jotka tukevat kestävää kehitystä sekä vastaavat 

kysymyksiin, kuinka tuottaa kestävällä tavalla riittävästi energiaa ja ravintoa. [4, s. 715–

716.] Maatalouden harjoittamisessa syntyy merkittävä määrä biomassaa, jota ei hyödyn-

netä. Näitä biomassoja kutsutaan sivuvirroiksi. Insinöörityössä tutkittu vehnän olki on 

yksi maailman laajuisesti merkittävimmistä maatalouden sivuvirroista. Yksi mahdollisista 

ratkaisuista väestön kasvun tuomille paineille energian ja maatalouden tuottavuudessa 

on näiden sivuvirtojen tehokas hyödyntäminen. [5, s. 15–16; 6, s. 163–166; 7, s. 9–14; 

8, s. 3–8.]  

 

Bioetanolin valmistaminen mykotoksiineilla kontaminoituneesta vehnän oljesta avaa uu-

sia mahdollisuuksia kontaminoituneiden materiaalien hyödyntämiseen. Mikäli myös voi-

makkaasti kontaminoitunutta biomassaa voitaisiin hyödyntää, maanviljelijöillä olisi mah-

dollisuus hyötyä taloudellisesti materiaalista, jolla nykyään ei vielä ole käyttöarvoa. Ta-

loudellisen arvon lisäksi sivuvirtoja hyödyntämällä uusiutuvaa energiaa pystyttäisiin tuot-

tamaan ilman suoranaista kilpailua rehun- tai ruoantuotannon kanssa. 

2 Lignoselluloosaperäisen biomassan käyttö bioetanolin tuotannossa 

Kasvava huoli ilmastonmuutoksesta on herättänyt lisää mielenkiintoa uusiutuvia energi-

anlähteitä kohtaan. Erilaisia biomassoja on mahdollista käyttää uusiutuvan energiantuo-

tannon raaka-aineena esimerkiksi bioetanolin tuotannossa. Bioetanolia voidaan valmis-

taa mikrobien, kuten hiivan, aineenvaihduntareaktion avulla hiilihydraattipohjaisia mate-

riaaleja fermentoimalla. Merkittävimmät raaka-aineet bioetanolin tuotannossa nykyään 

ovat sakkaroosi- ja tärkkelyspitoiset kasvit, kuten maissin ja viljan jyvät sekä sokeriruoko. 

Bioetanolia voidaan tuottaa myös lignoselluloosaperäisistä biomassoista, kuten oljista ja 

maissijätteistä sekä puubiomassoista, hyödyntämällä niiden sisältämää selluloosaa ja 

hemiselluloosaa bioetanolin fermentoinnissa. [7, s. 9–13; 8, s. 8; 9, s. 673–674; 10, s. 

4851–4852.]  
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Kysymyksiä ensimmäisen sukupolven polttoaineiden tuotannon kestävyydestä on kui-

tenkin herännyt, sillä nämä energiakasvit kilpailevat muun muassa samasta viljelypinta-

alasta ruoantuotantoon menevien kasvien kanssa. Kysymykset tuotannon kestävyy-

destä ovat nousseet esiin erityisesti nyt, kun tarvitaan yhä enemmän viljelyalaa tuotta-

maan tarpeeksi ravintoa maailman kasvavalle ihmismäärälle. Lignoselluloosaa sisältä-

vien biomassojen saatavuus on puolestaan huomattavasti suurempaa, noin puolet maa-

pallon biomassasta on lignoselluloosaa [11, s. 1–3]. Lignoselluloosaperäiset biomassat 

ovat myös raaka-aineena edullisempia kuin tavanomaiset maatalouden raaka-aineet. 

Lignoselluloosaperäistä biomassaa hyödyntäessä ei myöskään kilpailla ruoantuotannon 

kanssa, sillä lignoselluloosaa käytettäessä bioenergian tuotannossa kasvista voidaan 

käyttää ruoaksi kelpaamaton varsiosa. Nämä tekijät tekevät lignoselluloosaperäisten 

biomassojen käytöstä houkuttelevan vaihtoehdon energiantuotannossa. [6, s. 163–166; 

7, s. 9–13; 8, s. 8; 10, s. 4851–4852; 12, s. 1–4.]  

Vaikka lignoselluloosaa sisältävät biomassat ovat edullisia raaka-aineita, prosessointi-

menetelmät, joita etanolin fermentoimiseen lignoselluloosasta vaaditaan, ovat haasta-

vampia ja kalliimpia verrattuna ensimmäisen sukupolven polttoaineisiin. Toisen sukupol-

ven polttoaineiden tuotannossa lignoselluloosan rakenne tulee rikkoa hydrolyysin tehos-

tamiseksi erilaisilla esikäsittelymenetelmillä, joita ei tarvita ensimmäisen sukupolven 

polttoaineiden valmistuksessa. [8, s. 8.] Käsittelymenetelmät tuovat haasteita lignosellu-

loosaa sisältävien biomassojen fermentointiin bioetanoliksi kaupallisessa mittakaa-

vassa, mutta tutkimusta ja kehitystä tehdään jatkuvasti, jotta lignoselluloosan käytöstä 

saataisiin kannattavampaa bioenergian tuotossa. Mikäli prosessikustannukset saadaan 

optimoitua ja saannot kannattaviksi, voidaan sivuvirrat saada hyötykäyttöön taloudelli-

sesti kannattavasti. [4; 6, s. 163–166; 7 s. 11–13; 8, s. 28 ja s. 40–42; 10, s. 4851–4856; 

13, s. 312–314.]  
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2.1 Esikäsittelyt 

Lignoselluloosan prosessointi biopolttoaineeksi vaatii erilaisia esikäsittelyitä ennen kuin 

on mahdollista käyttää lignoselluloosaperäistä materiaalia bioetanolin fermentoinnissa. 

Etanolia tuottavat mikrobit eivät pysty käyttämään tehokkaasti pitkäketjuisia sokeripoly-

meerejä etanolin valmistukseen vaan tarvitsevat käyttöönsä sokeriyksiköitä. Tästä 

syystä lignoselluloosan rakenne tulee ensin rikkoa, jotta entsyymit pystyvät pilkkomaan 

tehokkaammin pitkäketjuiset sokerit fermentoitaviksi sokereiksi. Monivaiheinen esikäsit-

tely nostaa bioetanolin tuotannon kuluja. Esikäsittelyjen eri vaiheissa voi syntyä myös 

yhdisteitä, jotka voivat mahdollisesti inhiboida bioetanolin fermentointiprosessia, esimer-

kiksi inhiboiden fermentoinnissa käytettävää mikrobia ja vaikuttaa täten negatiivisesti 

etanolin saantoon. [6, s. 163–166; 7, s. 13–21; 8, s. 8; 9, s. 673–677; 10, s. 4851–4856.]  

2.1.1 Lignoselluloosan koostumus  

Lignoselluloosaa sisältävän biomassan kasvisolukon tukirakenne muodostuu selluloo-

sasta ja hemiselluloosasta. Selluloosa ja hemiselluloosa ovat sitoutuneet ligniiniin ve-

tysidoksilla ja kovalenttisilla sidoksilla. Ligniinin tehtävänä on suojella kasvin selluloosa- 

ja hemiselluloosarakennetta mikrobiologisilta sekä entsymaattisilta hyökkäyksiltä. Lignii-

nin suojaava rakenne tuo haasteita materiaalin hydrolysoitumiseen, sillä suojaavan ra-

kenteen rikkomiseen vaaditaan esikäsittelyitä ennen kuin materiaalin sisältämät polysak-

karidit on mahdollista pilkkoa pienemmiksi yksiköiksi. [7, s. 13–14; 9, s. 673–677; 13, s. 

313–314; 14.] 

Selluloosa on lineaarinen polysakkaridi, joka koostuu useasta glukoosiyksiköstä kuten 

tärkkelyskin. Selluloosan polymeerirakenne on esitettynä kuvassa 1 a. Selluloosassa po-

lymeeriketjut ovat kuitenkin tiukasti pakkautuneet muodostaen kiteisen rakenteen, joka 

on veteen liukenematon ja vastustuskykyinen depolymerointia vastaan. Vahvasta raken-

teesta johtuen rakenteen rikkomiseen tarvitaan voimakasta käsittelyä. [9, s. 675; 13, s. 

313.] 

Hemiselluloosa on puolestaan heteropolymeeri, joka koostuu eri sokeriyksiköistä. Soke-

riyksiköt muodostavat hemiselluloosassa yhdistelmän lineaarisesta ja haaroittuneesta 
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pitkäketjuisesta rakenteesta. Selluloosasta poiketen hemiselluloosan rakenne ei ole ki-

teinen vaan amorfinen, joten se hydrolysoituu selluloosaa helpommin. Hemiselluloosan 

koostumus vaihtelee riippuen raaka-aineesta. [9, s. 675; 13, s. 313.] Hemiselluloosa si-

sältää glukoosin lisäksi myös muita monosakkarideja, kuten ksyloosia, mannoosia ja ga-

laktoosia. Kuvassa 1 b on esitettynä esimerkkejä erilaisista hemiselluloosatyypeistä. [15, 

s. 4–5.]  

 

 

Kuva 1. a) Selluloosan lineaarinen polymeerirakenne, joka koostuu glukoosiyksiköistä [16]. 
b) Erilaisten hemiselluloosatyyppien haaroittunut polysakkaridiketju. Hemiselluloosa voi 
koostua kuusihiilisten monosakkaridien lisäksi viisihiilisistä sokeriyksiköistä, kuten ksy-
loosista [17]. 

  

a) 

b) 
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2.1.2 Höyryräjäytys 

Prosessissa aluksi toisiinsa sitoutuneiden ligniinin, selluloosan ja hemiselluloosan ra-

kenne tulee rikkoa, jotta selluloosa ja hemiselluloosa irtoavat ligniinistä ja ovat alttiimpina 

entsyymihydrolyysille. Yksi yleisesti käytetyistä esikäsittelyvaiheista lignoselluloosape-

räiselle materiaalille on höyryräjäytys. Höyryräjäytyksessä olkimassa kuumennetaan kyl-

läisellä höyryllä suljetussa tilassa, ja ennen kuumennusta vehnän oljet kyllästetään mo-

nesti vedellä, vahvalla tai laimealla hapolla. Höyryräjäytyksen kuumennus kestää taval-

lisesti 1–30 minuuttia. Käytetty lämpötila on 160–260 °C ja paine 6–47 bar. Kuumennusta 

seuraa nopea paineen pudotus, jonka takia höyry laajenee nopeasti ja osa kuidun bio-

massasta rikkoutuu, mikä tekee kuidusta hauraampaa ja alttiimpaa jatkokäsittelylle. Ku-

vassa 2 on esitetty esikäsittelyn vaikutus lignoselluloosaperäisen raaka-aineen raken-

teeseen. [6, s. 165–166; 7, s. 14–20; 9, s. 673–677.]  

 

Kuva 2. Höyryräjäytyksen vaikutukset lignoselluloosaperäisessä materiaalissa [9, s. 674].  

Höyryräjäytyksen haittapuolena on sen huono hallittavuus ja heikko toistettavuus, sillä 

prosessissa materiaalin rakenteen rikkoutuminen etenee helposti eri vaiheisiin. Höyryrä-

jäytyksen aikana voi myös syntyä reaktiotuotteita, jotka mahdollisesti inhiboivat bioeta-

nolin tuoton seuraavia vaiheita. Lignoselluloosan hajotuksessa syntyvät inhiboivat yhdis-

teet vaihtelevat käsittelytavasta, olosuhteista ja raaka-aineesta riippuen. [9, s. 673–677.] 

Höyryräjäytyksen seurauksena hemiselluloosa hajoaa osittain ja toksisia yhdisteitä voi 

syntyä käsittelyn aikana. Merkittävimmät syntyvistä inhibiittoreista ovat furaanin johdan-

naiset, heikot hapot ja fenoliset yhdisteet. Yleisimmät furaanin johdannaiset ovat fur-

furaali ja 5-hydroksimetyylifurfuraali (HMF), joita syntyy kuusi- ja viisihiilisten sokereiden 

hajoamisesta. Heikkoja happoja, kuten etikkahappoa, syntyy hemiselluloosan fraktioista 
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sekä furfuraalin ja HMF-yhdisteiden hajoamisesta. Ligniinin hajoamisesta puolestaan 

syntyy fenolisia yhdisteitä. Nämä reaktiotuotteet voivat vaikuttaa negatiivisesti entsyy-

mien toimintaan hydrolyysin aikana sekä inhiboida hiivan etanolin tuottoa. Lisäksi esikä-

sittelyn jäljiltä erottuneet ligniini ja hemiselluloosa inhiboivat entsyymien toimintaa hyd-

rolyysin aikana aiheuttaen pienempää hydrolyysisaantoa. Ligniini ja hemiselluloosa ovat 

kuitenkin erotettavissa selluloosasta alkaalipesun avulla. Myös muita höyryräjäytyksessä 

syntyviä inhiboivia aineita on mahdollista poistaa materiaalista pesujen avulla, mutta pe-

sut johtavat monesti suuriin saantohäviöihin ja prosessikustannusten nousuun. [5; 7, s. 

14–17; 10, s. 4851–4856; 13, s. 312–317; 18; 19.] 

2.2 Entsyymihydrolyysi 

Rakenteen rikkomisen jälkeen hemiselluloosan ja selluloosan polymeeriketjut pitää pilk-

koa käymiskelpoisiksi sokereiksi, jotta hiiva voi käyttää niitä bioetanolin valmistuksessa. 

Käytettyjä tapoja ovat kemiallinen hydrolyysi hapon avulla sekä biokemiallinen hydrolyysi 

entsyymien avulla. Happohydrolyysi on entsyymihydrolyysiä nopeampi menetelmä, 

mutta entsyymihydrolyysi mahdollistaa spesifisen selluloosan pilkkoutumisen korkeilla 

saannoilla sekä ehkäisee liiallisesta pilkkoutumisesta johtuvien inhiboivien yhdisteiden 

syntyä. Entsymaattisen hydrolyysin haittapuolena on kuitenkin entsyymien kalliit hinnat, 

jotka nostavat tuotantokustannuksia. [7, s. 14–21; 9, s. 674; 12, s. 8; 15, s. 11; 20, s. 70–

71.]  

Insinöörityössä hydrolyysi tehtiin biokemiallisesti käyttämällä entsyymeitä. Entsyymihyd-

rolyysin avulla biomassan pitkäketjuiset sokerit pilkotaan fermentoitaviksi sokereiksi sel-

lulaasientsyymien ja usein myös β-glukosidaasientsyymien avulla. [20, s. 70–71; 21, s. 

669–670.] Sellulaasien ansiosta hydrolyysissä selluloosan pitkäketjuinen rakenne pilk-

koutuu glukoosiksi eli kuusihiiliseksi sokeriksi. Monet mikrobit osaavat käyttää näitä kuu-

sihiilisiä sokereita bioetanolin valmistuksessa. Kuusihiilisten sokereiden lisäksi hemisel-

luloosan sisältämiä viisihiilisiä sokereita vapautuu kasvualustaan hydrolyysin aikana. 

Yleisimmin etanolin fermentoinnissa käytetty hiiva Saccharomyces cerevisiae valmistaa 

tehokkaasti etanolia kuusihiilisistä sokereista, mutta ei pysty käyttämään näitä viisihiilisiä 

sokereita etanolin valmistukseen. Viisihiilisten sokereiden, kuten ksyloosin, muuntami-
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nen etanoliksi onkin haastavampaa ja vain pienelle osalle mikrobeista mahdollista. Gee-

nitekniikan avulla on tästä syystä muokattu kantoja, jotka pystyvät käyttämään myös ksy-

loosia etanolin fermentoinnissa. [7, s. 14– 25; 13, s. 314–316; 19.]  

2.3 Prosessikonseptien vertailu 

Bioetanolin fermentoinneissa lignoselluloosaperäisistä biomassoista käytetään erilaisia 

prosessikonsepteja. Insinöörityössä vertailtiin seuraavia konsepteja bioetanolin tuo-

tossa: 

• SHF (engl. separate hydrolysis and fermentation): hydrolyysi ja fermentointi 

tapahtuvat erikseen ja useimmiten eri bioreaktoreissa. 

• SSF (engl. simultaneous saccharification and fermentation): hydrolyysi ja lig-

noselluloosan fermentointi tapahtuvat samassa reaktorissa.  

SHF-menetelmässä kasvualustana käytetty lignoselluloosaperäinen materiaali esikäsi-

tellään, minkä jälkeen materiaalin sisältämät polymeeriketjut pilkotaan entsyymihydro-

lyysin avulla monosakkarideiksi ennen hiivan lisäystä kasvualustaan. Menetelmässä 

hydrolyysi ja fermentointi suoritetaan erikseen ja näin hydrolyysissä ja fermentoinnissa 

voidaan käyttää niiden optimaalisia olosuhteita. Monen entsyymin toiminnalle optimaali-

nen lämpötila hydrolyysissä on 45–50 °C, kun hiivan optimaalinen lämpötila fermentoin-

nissa on noin 30 °C. [15, s. 13.] Haittapuolena SHF-prosessissa on entsyymihydrolyy-

sissä pilkkoutuneen glukoosin inhiboiva vaikutus entsyymin toimintatehokkuuteen hyd-

rolyysissä. Mitä enemmän hydrolyysin lopputuotetta eli glukoosia on hydrolysaatissa, 

sitä enemmän entsyymin toiminta-aktiivisuus laskee, ja polymeeriketjun pilkkoutuminen 

hidastuu. [7, s. 23–24; 9, s. 674; 12, s. 9.] Kuvassa 3 on kaavion avulla havainnollistettu 

SHF-prosessin vaiheet. 
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Kuva 3. SHF-menetelmässä kasvualusta hydrolysoidaan pitkäketjuiset sokerit monosakkari-
deiksi ennen hiivan siirrostusta kasvualustaan ja fermentoinnin käynnistämistä. 

SSF-tapaa käyttäen hiiva lisätään entsyymien kanssa samaan aikaa bioreaktoriin. Käy-

tetty lämpötila on 32–37 °C. Kyseinen tapa on yleisesti käytetty teollisuudessa, sillä sen 

avulla voidaan pienentää prosessikustannuksia. Investointien määrä on pienempi, kun 

reaktoreita tarvitaan vähemmän. SSF-menetelmässä glukoosin aiheuttama lopputuo-

teinhibiitio hydrolyysissä voidaan myös poistaa, sillä hiiva fermentoi glukoosin välittö-

mästi etanoliksi. SSF-menetelmää käyttäessä joudutaan kuitenkin tekemään kompro-

misseja olosuhteiden kanssa. Entsyymien ja hiivan optimaaliset toimintaolosuhteet eroa-

vat toisistaan, joten menetelmää käyttäessä tulee löytää olosuhteet, joissa sekä hiiva 

että entsyymit toimivat. Prosessin lämpötilaa tulee laskea monien entsyymien optimaali-

sesta lämpötilasta, jotta hiiva pystyy toimimaan. Prosessi hidastuu, sillä entsyymit eivät 

pysty matalammassa lämpötilassa pilkkomaan pitkäketjuisia sokereita yhtä tehokkaasti 

sokeriyksiköiksi. [7, s. 23–24; 9, s. 674; 11, s. 28–29; 12, s. 9; 14; 15, s. 13–14; 22; 23.] 

Kuvan 4 kaaviossa on havainnollistettu SSF-prosessin ero SHF-menetelmään. 

 

Kuva 4. SSF-menetelmä, jossa hydrolyysi käynnistetään samaan aikaan fermentoinnin aloituk-
sen kanssa ja ne suoritetaan samassa reaktorissa. 

 

  

Esikäsittely Hydrolyysi Fermentointi

Esikäsittely
Hydrolyysi 

ja 
fermentointi
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3 Mykotoksiinit  

Mykotoksiinit eli homemyrkyt ovat eri homesienien suotuisissa olosuhteissa tuottamia 

myrkyllisiä aineenvaihdunnan tuotteita eli sekundäärimetaboliitteja. Mykotoksiineja tuot-

tavat suvut ovat pääasiassa Aspergillus-, Penicillium- ja Fusarium-homeet. Erilaisia my-

kotoksiineja ovat muun muassa aflatoksiinit, fumonisiinit, trikotekeenit ja okratoksiini A. 

Mykotoksiinien esiintyminen maatalouden tuotteissa vaihtelee niiden erilaisten toksisten 

vaikutusten lisäksi. [2, s. 12–13; 24; 25, s. 9.]  

Toksiinien muodostumiseen vaikuttavat monet eri tekijät: tuottajahome ja sen geneettiset 

ominaisuudet sekä muut ympäristön olosuhteet, joista merkittävimpiä ovat kosteus ja 

lämpötila. Homekasvusto ei kuitenkaan aina johda mykotoksiinien muodostumiseen, 

vaikka olosuhteet olisivatkin otolliset. [26.] Mykotoksiineja voi myös puolestaan esiintyä 

elintarvikkeessa, vaikka silmin nähtävää homekasvustoa ei olisi. Kuivuus ja korkea läm-

pötila on yhdistetty aflatoksiinien muodostumiseen, ja kyseisiä toksiineja esiintyykin eni-

ten lämpimän ilmaston kasvuolosuhteissa, esimerkiksi Afrikan alueella. Lauhkean ilmas-

tovyöhykkeen alueella kosteampien ja viileämpien olosuhteiden vallitessa esiintyy puo-

lestaan eniten Fusarium-homeita ja niiden toksiineja. Tästä syystä erityisesti Pohjois-

maissa vallitsee otolliset olosuhteet Fusarium-toksiinien muodostumiseen. [27.] Fusa-

rium-homeiden tuottamista toksiineista merkittävimpiä ovat A-tyypin trikotekeenit, kuten 

T-2- ja HT-2-toksiinit. Myrkyllisiä aineenvaihdunnan tuotteita tuottavat Pohjoismaissa eri-

tyisesti Fusarium langsethiae ja Fusarium sporotrichioides. [28; 29, s. 9; 30, s. 2 ja 9; 31, 

s. 115–116; 32, s. 17–18.]  

Mykotoksiinit päätyvät ruoantuotantoketjuun kontaminoituneista viljatuotteista, erityisesti 

kun on kyseessä vehnä, riisi tai maissi. Mykotoksiineja voidaan löytää myös eläinperäi-

sistä tuotteista, kuten munista, lihasta ja maitotuotteista, mikäli tuotantoeläimet ovat syö-

neet kontaminoitunutta rehua. Mykotoksiinit eivät välttämättä hajoa kokonaan elintarvik-

keiden tuotantoprosesseissa edes kuumennuksen aikana ja voivat pilata täten myös pro-

sessoituja elintarvikkeita. [2, s. 12–13; 26; 28.]  

Mykotoksiinit aiheuttavat suuren hävikin viljasadoissa Euroopassa niin kuin muuallakin 

maailmassa, erityisesti kehitysmaissa. Kontaminoituneet erät tulee hävittää, jos niiden 

mykotoksiinipitoisuus on yli asetettujen rajojen. Kontaminoituneista eristä aiheutuu siis 
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merkittäviä taloudellisia menetyksiä viljelijöille, sillä näillä erillä ei ole rahallista arvoa.  EU 

on asettanut lainsäädännössä elintarvikkeissa esiintyville mykotoksiineille enimmäis-

määrien raja-arvoja, mutta osalle toksiineista on asetettu vain ohjeisarvoja. [33; 34; 35; 

36, s. 281.] 

Taloudellisten menetysten lisäksi mykotoksiinit aiheuttavat niiden toksisuuden takia tur-

vallisuusriskejä sekä terveyshaittoja. Mykotoksiinit ovat terveysriski erityisesti kehitys-

maissa, joissa ei ole tarvittavia menetelmiä toksiinipitoisuuksien havaitsemiseksi eikä 

valvonta ole samalla tasolla kuin kehittyneissä maissa. Tästä syystä kontaminoitunutta 

materiaalia pääsee eteenpäin ruoan- sekä rehuntuotantoketjuissa, ja ihmiset sekä eläi-

met altistuvat mykotoksiineille. [26, s. 1–4.] Mykotoksiineille voi altistua ravinnon kautta, 

hengitysteitse tai iholla tapahtuvan kosketuksen kautta. Pitkäaikaisesti altistuttuna my-

kotoksiinit voivat aiheuttaa mutaatioita, sikiön epämuodostumia raskauden aikana, hor-

monitoimintaa häiritseviä vaikutuksia sekä immuunikyvyn heikentymistä. Mykotoksiinit 

ovat hyvin karsinogeenisiä aineita, ja pitkäaikainen altistuminen voi johtaa jopa kuole-

maan. Altistumisen välittöminä vaikutuksina tuotantoeläimille on havaittu olevan muun 

muassa ruokahalun heikentyminen, heikko tuottavuus, painon lasku ja immuunipuolus-

tuksen heikentyminen sekä lisääntymiskyvyn heikentyminen. Ihmisten ja eläinten lisäksi 

monet mykotoksiinit ovat myrkyllisiä mikro-organismeille. Mykotoksiinit voivat siis mah-

dollisesti inhiboida hiivan kasvua ja etanolin tuottokykyä. [2, s. 12–14; 25, s. 9; 36, s. 

265–266; 37, s. 1–8.]  

Ilmastonmuutoksen myötä mykotoksiinien aiheuttamien ongelmien odotetaan kasvavan 

ja mykotoksiinien esiintymisen lisääntyvän ruoan- ja rehuntuotantoketjussa [33; 32, s. 

17–18]. Ongelma koskettaa erityisesti kehitysmaita viljelyolosuhteiden sekä puutteellis-

ten varastointiolosuhteiden takia. Globalisaatio ja raaka-aineiden liikkuvuus ympäri maa-

ilmaa kehittyvistä maista kehittyneisiin maihin aiheuttaa haasteita mykotoksiinien ehkäi-

semiseen tuotantoketjuissa, sillä kehittyvissä maissa ei ole vielä samanlaisia resursseja 

kontaminoituneiden tuotteiden havaitsemiseen kuin kehittyneissä maissa. Yhteinen huoli 

mykotoksiineista kehittyneiden ja kehittyvien maiden välillä onkin noussut globalisaation 

merkityksen kasvun vuoksi. Tästä syystä myös kehittyneiltä mailta vaaditaan panostusta 

ongelman ratkaisemiseen. [2, s. 12–14; 26; 38.]  
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3.1 T-2- ja HT-2-toksiinit 

T-2- ja HT-2-toksiinit ovat mykotoksiineja, jotka luokitellaan A-tyypin trikotekeeneihin. 

Fusarium-homeiden tuottamista A-tyypin trikotekeeneistä T-2- ja HT-2-toksiinit ovat hai-

tallisimpia [31, s. 119]. T-2-toksiini metaboloituu useaksi eri metaboliitiksi, ja näistä mer-

kittävin on HT-2-toksiini. T-2-toksiinin nopea hydrolysoituminen HT-2-toksiiniksi vaikeut-

taa niiden toksisten vaikutusten erottamista toisistaan. T-2-toksiini ja HT-2-toksiinin ke-

mialliset rakenteet on esitetty kuvassa 5. Vaikka Fusarium-homeita esiintyy pääasiassa 

pohjoisilla alueilla, T-2-toksiineja ja HT-2-toksiineja esiintyy maailmanlaajuisesti. Lukuis-

ten Fusarium-homeiden lisäksi osa muistakin homeista tuottaa kyseisiä toksiineja, kuten 

Trichoderma sp. ja Myrothecium sp. Otollisimmat olosuhteet T-2- ja HT-2-toksiinin muo-

dostumiseen ovat kosteat olosuhteet. Lämpötila-alue toksiinin muodostumiselle on laaja 

0–32 °C.  Runsainta toksiinien muodostuminen on kuitenkin alle 15 °C:ssa. [37, s. 1–8; 

39, s. 1–12; 40, s. 1; 41, s. 11–19.]  

Trikotekeenien haitallisuus johtuu niiden immuunipuolustusta heikentävistä vaikutuk-

sista. Lisäksi ne inhiboivat proteiinisynteesiä ja suurempina annoksina RNA- ja DNA-

synteesiä. Toistuvasti T-2-toksiinille altistumisen on tutkittu aiheuttavan painonlaskua, 

maksavaurioita, neurotoksisuutta ja lisääntymistoksisuutta. T-2-toksiinilla on havaittu 

olevan myös hematotoksisia ja immunotoksisia vaikutuksia. [37, s. 1–8; 40, s. 1; 42.]  

 

Kuva 5. T-2- ja HT2-toksiinin kemialliset rakenteet [25, s. 11]. 

Insinöörityössä mykotoksiinilisäykset tehtiin fermentointeihin T-2-toksiinipitoisuuden pe-

rusteella, sillä MycoKey-projektin aikaisemman raportin pohjalta T-2-toksiini oli haitallisin 

tutkituille hiivoille [43]. Lisäksi Euroopan alueella on suuri riski T-2-toksiinin esiintymi-
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seen. [40, s. 1; 44, s. 25–26.] BIOMIN-yrityksen World Mycotoxin Survey 2018 -rapor-

tissa korkein mitattu luonnollinen T-2-toksiinipitoisuus rehussa oli Euroopassa 721 ppb 

ja Yhdysvalloissa 1143 ppb. Korkein T-2-toksiinipitoisuus raportissa oli 2113 ppb, ja se 

mitattiin eurooppalaisista viljoista. Muilla alueilla mitatut T-2-toksiinipitoisuudet olivat hy-

vin pieniä. [45]. 

3.2 Lakkaasin käyttö mykotoksiinien hajotuksessa 

Aikaisempien tutkimusten perusteella monien mikrobien, kuten bakteerien ja hiivojen, 

avulla voidaan hajottaa mykotoksiineja. Mikrobien lisäksi myös entsyymien on havaittu 

pystyvän hajottamaan mykotoksiineja. Yksi tutkituista entsyymeistä mykotoksiinien ha-

jotuksessa on lakkaasi. [2, s. 12–18; 3.] Insinöörityössä lakkaasin mykotoksiinien hajo-

tuskyvyn tutkimiseksi MycoKey-projektin yhteistyökumppanilta Italiasta (Institute of 

Sciences of Food Production, Bari, Italy) lähettiin muuntogeeninen S. cerevisia -hiiva-

kanta (ITEM 18033), johon oli kloonattu lakkaasientsyymigeeni. Muuntogeenisessä kan-

nassa hiivan plasmidiin oli lisätty selektiogeeniksi antibioottiresistenttigeeni Hygromycin 

B -antibiootille. Antibioottiselektion avulla varmistetaan, että hiivojen plasmidissa on lak-

kaasigeeni. Antibioottialustan avulla voidaan näin erotella mikrobit, jotka sisältävät kloo-

natun geenin. Mikrobit, joilla ei ole kyseistä geeniä, eivät kasva antibioottia sisältävässä 

kasvualustassa.  
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4 Kokeellisen työn yleiskuvaus 

Insinöörityössä etanolin valmistuksen raaka-aineena käytettiin mykotoksiineilla kontami-

noitunutta vehnän olkea. Vehnän oljen lignoselluloosaperäisen rakenteen rikkomiseksi 

ja materiaalin saattamiseksi helpommin entsyymeillä hydrolysoitavaksi, vehnän olki esi-

käsiteltiin höyryräjäytyksen avulla. Höyryräjäytyksen jälkeen vehnän oljen pitkäketjuiset 

sokerit pilkottiin fermentoitaviksi sokereiksi entsyymien avulla. Höyryräjäytetystä vehnän 

oljesta määritettiin kuiva-ainepitoisuus ja hiilihydraattikoostumus selvitettiin happohydro-

lyysin avulla. Happohydrolyysin avulla selvitettiin materiaalin kokonaissokereiden määrä, 

jonka perusteella laskettiin entsyymihydrolyysissä vapautettujen sokereiden saanto eli 

hydrolyysiaste (esim. g glukoosi/ g totaalimäärä glukoosia vehnän oljessa). Happohyd-

rolyysin perusteella laskettiin myös etanolisaanto materiaalin glukoosin kokonaismää-

rästä laskettuna. Tutkittu erä vehnän olkea sisälsi hyvin vähän mykotoksiineja, joten my-

kotoksiinien vaikutusten tutkimiseksi materiaaliin lisättiin erikseen tuotettuja Fusarium 

sporotrichioides -toksiineja.  

Hiivojen etanolin tuottokykyä tutkittiin aluksi pienoismittakaavassa vesilukkokasvatusten 

avulla ennen fermentointikokeiden aloitusta bioreaktoreissa. Neljän eri hiivan etanolin 

tuottokykyä tutkittiin vesilukkokasvatuksissa kahdessa eri kuiva-ainepitoisuudessa ilman 

toksiinien lisäyksiä ja toksiinilisäysten kanssa käyttäen kahta eri prosessikonseptia: SHF 

ja SSF. Vesilukkokasvatusten perusteella valittiin hiivakanta, jonka kanssa jatkettiin bio-

reaktoreissa tehtäviin fermentointikokeisiin. Vesilukkokasvatusten tapaan myös bioreak-

toreissa fermentointikokeita tehtiin ilman toksiinien lisäystä ja toksiinilisäysten kanssa, 

mutta vain yhdellä hiivakannalla käyttäen SHF-menetelmää. Tavoiteltu T-2-toksiinipitoi-

suus vesilukkokasvatuksissa ja fermentoinneissa bioreaktoreissa oli noin 2000 ppb, sillä 

se vastasi World Mycotoxin Survey 2018 -tutkimuksessa mitattua T-2-toksiinin maksimi-

määrää luonnollisen kontaminaation seurauksena. Mykotoksiinipitoisuuksien selvittä-

miseksi käytettiin kahta eri menetelmää: alustava T-2/HT-2-toksiinien analyysi tehtiin 

ELISA-kitillä Fusarium-toksiininäytteelle ja tarkempi koko toksiiniprofiilin selvitys tehtiin 

fermentointinäytteille sekä Fusarium-toksiininäytteelle käyttäen LC-MS-tekniikkaa. My-

kotoksiineilla kontaminoituneen vehnän oljen fermentointi bioetanoliksi bioreaktoreissa 

havainnollistettiin videon avulla EU:n komission MycoKey-projektissa. Kuvan 6 kaavi-

ossa on esitetty kokeellisen työn yleiskuvaus.  
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Kuva 6. Kokeellisen työn eri vaiheet ja niiden liittyminen toisiinsa.  
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5 Materiaalit ja menetelmät 

5.1 Hiivakannat 

Bioetanolin tuottokykyä tutkittiin neljällä eri Saccharomyces cerevisiae -hiivalla. VTT:n 

kantakokoelmasta valittiin MycoKey-projektin väliraportin tulosten perusteella seuraavat 

kolme teollista hiivakantaa: 

• happotolerantti kanta VTT C-03436 (C-03436) 

• VTT B-67002 (B-67002) ja  

• ksyloosia käyttävä kanta VTT CT2/2 clone (CT2/2).  

VTT:n omien kantojen lisäksi etanolin tuottokykyä ja mykotoksiinien hajotuskykyä tutkit-

tiin muuntogeenisellä S. cerevisiae -hiivakannalla (ITEM 18033). Muuntogeeninen hiiva-

kanta lähetettiin VTT:lle MycoKey-projektin yhteistyökumppanilta Italiasta (Institute of 

Sciences of Food Production, Bari, Italia). Kyseisen hiivan plasmidiin oli kloonattu Ery4-

lakkaasientsyymin geeni. Kannasta käytetään jatkossa nimitystä Ery4. Ennen fermen-

tointikokeiden aloitusta muuntogeenisen kannan lakkaasientsyymin aktiivisuus varmis-

tettiin (luku 5.1.1).  

5.1.1 Lakkaasientsyymin aktiivisuuden osoittaminen 

Italiasta lähetetystä Ery4-kannasta tehtiin nestemäinen esikasvatus, jota inkuboitiin pi-

meässä vuorokauden ajan käyttäen lämpötilaa 25 °C ja sekoitusnopeutta 250 rpm. Ery4-

hiivakannan nestemäisen kasvatuksen resepti 1 löytyy liitteestä 1. Kasvatuksesta tehtiin 

glyseroliputket pakkaseen (-80 °C) myöhempiä tutkimuksia varten. Esikasvatusta siirros-

tettiin YMM-maljoille, joihin oli lisätty 100 mg/L Hygromycin B; 0,5 mM CuSO4 ja 5 mM 

ABTS (liite 1, resepti 2). Maljoja inkuboitiin pimeässä 25 °C:ssa viiden vuorokauden ajan, 

minkä jälkeen maljat tarkistettiin mahdollisten värimuutoksien havaitsemiseksi. Mahdol-

linen vihreä väri pesäkkeiden ympärillä indikoi lakkaasin toimintaa, sillä reagoidessaan 

lakkaasin kanssa lakkaasin synteettinen substraatti ABTS muodostaa vihreän värin [46; 

47 s. 17]. 
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5.1.2 Hiivojen esikasvatus 

Tutkittavista hiivoista tehtiin esikasvatukset ennen siirrostusta vesilukkokasvatuksiin ja 

bioreaktorissa tehtäviin fermentointeihin. VTT:n kantoja kasvatettiin YPD-maljoilla muu-

taman päivän ajan lämpötilassa 30 °C ennen hiivan siirrostusta nestemäiseen esikasva-

tukseen. YPD-maljojen resepti 3 löytyy liitteestä 1. Ery4-hiiva siirrostettiin puolestaan 

nestemäiseen esikasvatukseen YMM-maljalta, johon oli lisätty 100 mg/l Hygromycin B-

antibioottia. Ery4-hiivaa kasvatettiin YMM-maljoilla (liite 1, resepti 4) muutaman päivän 

ajan pimeässä huoneessa 25 °C:ssa ennen hiivan siirrostusta nestemäiseen esikasva-

tukseen. VTT:n hiivakantojen nestemäisiä esikasvatuksia kasvatettiin yön yli aerobisesti 

YP-alustalla (liite 1, resepti 5). Käytetyt inkubaatio-olosuhteet olivat 30 °C ja 250 rpm. 

Ery4-hiivan nestemäistä esikasvatusta, johon oli lisätty 100 mg/l Hygromycin B ja 0,25 

mM ABTS, inkuboitiin kahden vuorokauden ajan aerobisesti pimeässä 25 °C:ssa nopeu-

della 250 rpm. Resepti 6 Ery4-hiivan nestemäiseen esikasvatukseen löytyy liitteestä 1.  

5.2 Mykotoksiineilla kontaminoitunut materiaali 

Vehnän olki saatiin MycoKey-projektin yhteistyökumppanilta Belgiasta (University of 

Gent, Department Plants and Crops, Belgia). Alkuperäisenä tarkoituksena oli tutkia veh-

nän oljessa olevien mykotoksiinien vaikutusta hiivan kykyyn tuottaa bioetanolia. Toksii-

nipitoisuus tutkitussa olkierässä oli kuitenkin hyvin alhainen, jolloin materiaali täytyi ri-

kastaa toksiineilla niiden vaikutusten tutkimiseksi. Lignoselluloosaperäiseen materiaaliin 

lisättiin Fusarium sporotrichioides -toksiineja.  

5.2.1 Höyryräjäytys 

Vehnän oljen höyryräjäytykset suoritettiin VTT:n Bioruukin toimitiloissa Kivenlahdessa. 

Räjäytykset tehtiin kahtena peräkkäisenä päivänä tarpeeksi suuren materiaalisaannon 

saamiseksi. Höyryräjäytyksen puskuja suoritettiin yhteensä 10 kappaletta. Mykotoksii-

nien säilyttämiseksi materiaalissa lauhteen määrä haluttiin minimoida höyryräjäytyk-

sessä. Aikaisemmissa testeissä lauhdetta oli syntynyt suuria määriä, jolloin mykotoksiinit 

huuhtoutuivat lauhteeseen. Lauhdemäärien minimoimiseksi kokeet suoritettiin höyryrä-

jäytyksiä varten modifioidussa Verdi-keittimessä VTT:n vanhemman tutkijan Ville Pihla-
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janiemen artikkelin ohjeisiin pohjautuen [5]. Verdi-keittimessä suoritetuissa höyryräjäy-

tyksien puskuissa lauhdetta ei syntynyt ja kaikki kondenssivesi oli kiinni höyryräjäyte-

tyssä materiaalissa. Yhdessä puskussa käytettiin 1 621 g märkää raaka-ainetta. Esites-

teissä materiaali ei ollut kunnolla rikkoutunut höyryräjäytyksen jälkeen ja lopputuotteen 

havaittiin olevan todella kuivaa. Olkia päätettiin tästä syystä kostuttaa vedellä ennen höy-

ryräjäytystä paremman pilkkoutumisasteen saavuttamiseksi. Käytetty veden määrä oli 

jokaisessa höyryräjäytyserässä 500 g. Olkia kuumennettiin Verdi-keittimessä 195 °C:ssa 

11 minuutin ajan. Käytetty paine oli 13 bar, ja höyry syötettiin reaktoriin yläkautta. Kuu-

mennus pysäytettiin nopealla paineen laskulla, jolloin oljen rakenne rikkoutuu. Höyryrä-

jäytyksissä muutaman puskun kohdalla esiintyi tukkeutumista ja tästä syystä näissä pus-

kuissa pitoaika ylittyi sekä puskuissa jouduttiin käyttämään korkeampaa painetta.  

5.2.2 Höyryräjäytetty olki 

Kuiva-ainepitoisuuden määritys 

Höyryräjäytetyn oljen kuiva-ainepitoisuus selvitettiin ennen muita kokeita. Kuiva-ainepi-

toisuuden määritys tehtiin triplikaatteina. Määrityksessä höyryräjäytetty olki pestiin en-

nen sen kuivausta kuivauskaapissa, jonka lämpötila oli 105 °C. Näytteet punnittiin ennen 

kuivausta märkäpainon selvittämiseksi. Näyteitä kuivatettiin kuivauskaapissa kahden 

vuorokauden ajan, niin ettei painon muutosta enää tapahtunut ja näytteet olivat täysin 

kuivia. Kuivauksen jälkeen näytteet punnittiin ja kuivapainon sekä märkäpainon avulla 

laskettiin näytteiden kuiva-ainepitoisuudet. Triplikaattinäytteiden kuiva-ainepitoisuuk-

sista laskettiin keskiarvo, jota käytettiin myöhemmin höyryräjäytetyn oljen kuiva-ainepi-

toisuuden arvona.  

Höyryräjäytetyn oljen hiilihydraattikoostumuksen määritys 

Höyryräjäytetyn oljen hiilihydraattikoostumuksen selvittämiseen käytettiin happohydro-

lyysiä. Happohydrolyysi suoritettiin useammalle höyryräjäytyksen puskuerälle. Höyryrä-

jäytetyt olkinäytteet kuivattiin ja kuivatut näytteet jauhettiin Fritsch-jauhimella (Fritsch, 

Saksa). Käytetty seulan koko oli 0,5 mm. Jauhetuille näytteille suoritettiin happohydro-

lyysi Getinge-autoklaavissa (Getinge AB, Ruotsi). Hydrolyysin kesto oli 50 minuuttia ja 
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lämpötila 121 °C. 300 milligrammaan jauhettua näytettä lisättiin 3 ml väkevää 70-pro-

senttista rikkihappoa happohydrolyysin alussa ennen näytteiden laittoa autoklaaviin. 

Happohydrolyysin jälkeen näytteistä analysoitiin monosakkaridit (luku 5.5.3).  

5.2.3 Höyryräjäytetyn oljen esihydrolyysi entsyymien avulla 

Esihydrolyysi vesilukkokasvatuksia varten 

Höyryräjäytetyn oljen kuiva-aineen (29 %) mukaan laskettiin höyryräjäytetyn oljen lisäys-

määrä halutun kuiva-ainepitoisuuden saavuttamiseksi hydrolyysissä. Tavoiteltu kuiva-

ainepitoisuus vesilukkokasvatuksissa oli 10 % ja 15 %, mutta tilavuuden noususta joh-

tuen lopulliset kuiva-ainepitoisuudet olivat 8,5 % ja 11 %. Entsyymihydrolyysi toteutettiin 

250 ml:n Erlenmeyer-pulloissa. Höyryräjäytetyn oljen lisäksi pulloihin lisättiin 45 ml 100 

mM natriumsitraattipuskuria (pH 5,5) ja Cellic ® CTec2 -entsyymivalmistetta (Novozy-

mes A/S, Tanska). Käytetty entsyymivalmiste sisälsi muun muassa sellulaasi-, β-gluko-

sidaasi- ja hemisellulaasientsyymejä [14]. Entsyymiä annosteltiin 10 mg/g kuiva-ainetta 

kohden entsyymin proteiinikonsentraation mukaan. Proteiinikonsentraatio käytetyssä 

Cellic CTec2 -entsyymiliuoksessa oli 257 g/l. Mykotoksiineilla rikastetuissa vesilukkokas-

vatuksissa osa lisättävästä natriumsitraatista korvattiin toksiinisuodoksella (luku 5.3) ta-

voiteltun T-2-toksiinipitoisuuden saavuttamiseksi. Tavoiteltu T-2-toksiinipitoisuus vesi-

lukkokasvatuksissa oli noin 2000 ppb. Mykotoksiinisuodoksella korvattiin 17 ml puskuria 

vesilukkokasvatuksissa, joissa kuiva-ainepitoisuus oli 8,5 % ja 19 ml vesilukkokasvatuk-

sissa, joissa kuiva-ainepitoisuus oli 11 %. Muuten toksiineilla rikastetuissa vesilukkokas-

vatuksissa käytettiin samoja olosuhteita, kuin kasvatuksissa ilman toksiinilisäyksiä. Käy-

tetyt olosuhteet entsyymihydrolyysille olivat 50 °C ja ravistelunopeus 200 rpm. Materiaa-

lia hydrolysoitiin 48 tunnin ajan ennen vesilukkokasvatusten aloitusta.  
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Esihydrolyysi bioreaktoreissa tehtävää fermentointia varten 

Bioreaktoreissa tehtäviä fermentointeja varten höyryräjäytetty olki hydrolysoitiin samalla 

entsyymivalmisteella kuin vesilukkokasvatuksia varten tehdyissä esihydrolyyseissä. Ent-

syymihydrolyysissä höyryräjäytetyn oljen kuiva-ainepitoisuus oli 11–12 %, kun 100 mM 

natriumsitraattipuskuria (pH 5,5) oli lisätty 820–1000 ml yhdessä Cellic CTec2 -entsyy-

min kanssa. Materiaalia hydrolysoitiin 48 tuntia lämpötilassa 50 °C sekoitusnopeudella 

200 rpm. Entsyymiä annosteltiin 10 mg/g kuivaa-ainetta kohden proteiinikonsentraation 

(257g/l) mukaan. Toksiineilla rikastettuihin fermentointeihin päädyttiin lisäämään toksii-

nianalyysin perusteella 350 ml mykotoksiinisuodosta halutun toksiinipitoisuuden saavut-

tamiseksi. Tavoiteltu T-2-toksiinin konsentraatio oli 2000 ppb. Vesilukkokasvatusten ta-

paan bioreaktoreihin tehdyissä esihydrolyyseissä osa natriumsitraattipuskurista korvat-

tiin toksiinisuodoksella.  
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5.3 Fusarium sporotrichioides -toksiinien tuotto riisialustalla  

Fusarium sporotrichioides -toksiineja tuotettiin nestemäisellä riisialustalla ja toksiineja li-

sättiin fermentoinnissa käytettävään materiaaliin. Mykotoksiinien tuottaminen riisialus-

talla suoritettiin M. Kokkosen artikkelin protokollan mukaan [44, s. 26–27].  Riisialustan 

resepti 7 löytyy liitteestä 1. Ennen mykotoksiinien tuottamista riisialustalla Fusarium spo-

rotrichioides -homeita (VTT D-071275) kasvatettiin PDA-maljoilla viikon ajan (kuva 7).  

 

Kuva 7. Fusarium sporotrichioides -kasvatus PDA-maljalla viikon inkuboinnin jälkeen.  

PDA-maljoilla tehdyistä kasvatuksista tehtiin itiösuspensio käyttäen 0,1-prosenttista 

Tween80 -liuosta. 0,1-prosenttista Tween80 -liuosta pipetoitiin yhteensä 10 ml aina yh-

delle PDA-maljalle (kuva 8 a). Itiöt irroteltiin kulmasauvan avulla, minkä jälkeen pipetillä 

kerätty itiösuspensio suodatettiin lasivillan läpi ennen suspension lisäystä riisialustaan.  

Kuvassa 8 b esitettyä itiösuspensiota pipetoitiin 100 µl 20 millilitraa riisialustaa kohden. 
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Kuva 8. a) PDA-maljalle pipetoitu 0,1-prosenttista Tween80 -liuosta. Itiöt irroteltiin kulmasau-
valla, minkä jälkeen itiösuspensio suodatettiin lasivillan läpi. b) Falcon-putkiin kerättiin 
suodatettu itiösuspensio. 

Nestemäistä Fusarium sporotrichioides -homekasvatusta inkuboitiin viikon ajan huo-

neessa, jossa valotus vaihteli 12 tunnin välein (12 h pimeä/12 h valo). Käytetty raviste-

lunopeus oli 150 rpm ja lämpötila 25 °C. Inkubointiajan jälkeen nestemäistä kasvatusta 

(kuva 9 a) sentrifugoitiin Sorvall BIOS 16 -sentrifugilla (Thermo Fisher Scientific) 30 mi-

nuutin ajan nopeudella 3000 rpm. Sentrifugoinnin jälkeen supernatantti vakuumisuoda-

tettiin Whatman-filtteripaperin läpi mykotoksiinien keräämiseksi (kuva 9 b ja c).  

 

Kuva 9. a) Fusarium sporotrichioides -kasvatus nestemäisellä riisialustalla viikon inkuboinnin jäl-
keen. Väri muuttui valkoisesta hieman oranssiksi. b) Sentrifugoitua toksiiniliuosta va-
kuumisuodatetaan. Suodos otettiin talteen fermentointeihin tehtäviä mykotoksiinilisäyk-
siä varten. c) Sentrifugoitu ja vakuumisuodatettu Fusarium sporotrichioides -toksiini-
näyte. 

  

a) b)

) 

c) 

a) b) 
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5.4 Mykotoksiinien ja lignoselluloosan vaikutus hiivojen etanolin tuottokykyyn 

5.4.1 Vesilukkokasvatukset SHF-menetelmällä 

SHF-menetelmällä vesilukkokasvatuksia tutkittiin seuraavilla hiivakannoilla: C-03436, B-

67002, CT2/2 ja Ery4. Vesilukkokasvatuksia tehtiin aluksi ilman toksiinilisäyksiä kah-

dessa eri kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 % ja 11 %. Ainoastaan Ery4-hiivakannan vesiluk-

kokasvatuksissa käytettiin pelkästään kuiva-ainepitoisuutta 8,5 %, sillä esikokeissa ha-

vaittiin, että Ery4-hiivakanta ei kestä korkeampaa tutkittua kuiva-ainepitoisuutta. Myö-

hemmin vesilukkokasvatuksien kokeita tehtiin myös toksiinilisäyksien kanssa samoissa 

olosuhteissa. Ilman toksiinien lisäystä suoritetuissa vesilukkokasvatuskokeissa havait-

tiin, että ainoastaan C-03436 pärjäsi korkeammassa kuiva-ainepitoisuudessa. Tästä 

syystä vain hiivan C-03436 vesilukkokasvatuksia tutkittiin toksiinilisäysten kanssa kuiva-

ainepitoisuudessa 11 %. Kaikissa vesilukkokasvatuksissa käytettiin samaa puskuerää 

höyryräjäytettyä olkea (1077X_9) puskueristä mahdollisesti johtuvien eroavaisuuksien 

minimoimiseksi. 

Vesilukkokasvatusten kokeet tehtiin triplikaatteina. Kontrolleina kasvatuksissa käytettiin 

entsyymeillä käsiteltyä höyryräjäytettyä olkea ilman hiivan lisäystä. Kontrollinäytteiden 

avulla tarkastellaan pelkässä alustassa tapahtuvaa haihtumista. Esihydrolyysin jälkeen 

pullot typetettiin ennen hiivan lisäystä anaerobisen olosuhteen saavuttamiseksi. OD-mit-

tauksen perusteella laskettu määrä hiivan esikasvatusta (luku 5.5.1) pestiin 0,9-prosent-

tisella NaCl:lla käyttäen Eppendorf 5810R -sentrifugia (Eppendorf, Saksa). Tavoiteltu 

OD600nm vesilukkokasvatuksissa oli noin 1,0. Pesun jälkeen hiivasolut resuspensoitiin 

5 millilitraan YP:tä (10 g/l hiivauute, 20 g/l peptoni). Etanolin tuottoa varten lämpötila 

laskettiin hydrolyysissä käytetystä 50 °C:sta 30 °C:seen. Lisäksi ravistelunopeus lasket-

tiin nopeudesta 200 rpm nopeuteen 100 rpm. Poikkeuksena Ery4-vesilukkokasvatukset 

siirrettiin ravisteluun pimeään huoneenlämpöön. Ravistelunopeutena käytettiin samaa 

nopeutta kuin muissa vesilukkokasvatuksissa. Vesilukkokasvatuksista otettiin aloitus-

näytteet heti hiivan lisäyksen jälkeen aloitustilanteen selvittämiseksi. Hiivan lisäyksen ja 

näytteiden ottamisen jälkeen pullot suljettiin vesilukolla ja siirrettiin inkuboitumaan. An-

aerobisen olosuhteen säilyttämiseksi vesilukkoihin oli pipetoitu 5 ml glyserolia. Vesilukon 

avulla hiilidioksidi pääsee ulos vesilukkokasvatuksesta, mutta ilma ei pääse sisälle kas-

vatukseen. Kuvassa 10 on esitetty valmis vesilukkokasvatus etanolin tuottamista varten. 
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Kuva 10. Vesilukkokasvatuksen kokoonpano valmiina punnitusta varten. Pullot typetettiin, minkä 
jälkeen ne suljettiin vesilukolla anaerobisen olosuhteen säilyttämiseksi. 

Etanolin muodostumista seurattiin vesilukkokasvatusten painonmuutoksen perusteella. 

Painon lasku eli hiilidioksidin haihtuminen korreloi etanolin tuottoa, sillä anaerobisessa 

käymisessä muodostuneen etanolin ja hiilidioksidin mooliosuudet vastaavat toisiaan. 

Etanolin käymisreaktio on esitetty yhtälössä 1. Kun painon muutosta ei enää tapahtunut, 

vesilukkokasvatukset lopetettiin ja niistä otettiin loppunäytteet.  

𝐶2𝐻12𝑂6 → 2 𝐶2𝐻5𝑂𝐻 + 2 𝐶𝑂2    (1)  

5.4.2 Vesilukkokasvatukset SSF-menetelmällä 

Vesilukkokasvatusten avulla tutkittiin myös SSF-menetelmää, jossa hydrolyysi käynnis-

tetään samaan aikaan fermentoinnin kanssa ja ne tapahtuvat samassa pullossa. SSF-

kokeissa käytettiin myös kahta eri kuiva-ainepitoisuutta höyryräjäytetylle oljelle 8,5 % ja 

11 %, mutta kokeita tehtiin vain hiivakannalla C-03436. Kokeet toteutettiin SHF-vesiluk-

kokasvatusten tapaan 250 ml:n Erlenmeyer-pulloissa. Höyryräjäytetyn oljen lisäksi pul-

loihin lisättiin natriumsitraattipuskuria 45 ml (pH 5,5) ja Cellic CTec2 -entsyymisekoitusta 

(Novozymes A/S, Tanska). Entsyymiä annosteltiin 10 mg/g kuiva-ainetta kohden entsyy-

min proteiinikonsentraation (257 g/l) mukaan, kuten SHF-vesilukkokasvatuksia varten 

tehdyissä esihydrolyyseissä. Hiivan solut pestiin kerran 0,9-prosenttisella NaCl-liuok-
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sella käyttäen Eppendorf 5810R -sentrifugia (Eppendorf, Saksa). Supernatantti kaadet-

tiin pois ja pelletti resuspensoitiin 5 millilitraan YP:tä. Hiivaa lisättiin vesilukkokasvatuk-

siin, niin että optinen tiheys (OD600nm) vesilukkokasvatuksissa oli noin 1,0. Hiiva lisättiin 

samaan aikaan puskurin ja entsyymien kanssa typetettyihin pulloihin. Hiivan ja pusku-

rientsyymisekoituksen lisäyksen jälkeen Erlenmeyr-pullo suljettiin vesilukolla, johon oli 

pipetoitu 5 ml glyserolia. SSF-vesilukkokasvatuskokeissa tutkittiin myös Fusarium spo-

rotrichioides -toksiinien vaikutusta etanolin fermentoinnissa. SSF-menetelmää käytettä-

essä käytettiin samoja toksiinilisäyksen määriä puskurin korvaamiseen kuin aikaisem-

missa SHF-vesilukkokasvatuksissa. Vesilukkokasvatusten aloituspainot otettiin ylös ja 

pullot laitettiin inkuboitumaan. SSF-vesilukkokasvatuksia inkuboitiin lämpötilassa 30 °C 

sekoitusnopeudella 100 rpm 516 tuntia. Painon muutosta seurattiin säännöllisillä punni-

tuksilla. SSF-vesilukkokasvatukset lopetettiin ja loppunäytteet otettiin, kun havaittiin, 

ettei painonmuutosta enää tapahtunut. Poiketen SHF-vesilukkokasvatuksista SSF-vesi-

lukkokasvatusten aloituksessa ei ollut pipetoitavaa nestettä, koska entsyymit eivät vielä 

ehtineet toimia ja nesteyttää materiaalia. Nesteen puuttumisen takia aloitusnäytettä ei 

voitu ottaa SSF-vesilukkokasvatuksista. 

5.4.3 Fermentoinnit bioreaktoreissa 

Bioreaktoreissa tehtävissä fermentointikokeissa käytettiin vesilukkokasvatusten avulla 

tehdyn seulonnan perusteella valittua VTT:n happotoleranttia hiivakantaa C-03436. Fer-

mentointikokeet suoritettiin 3,2 litran Biostat CT -reaktoreissa (B. Braun Biotech Interna-

tional, Saksa) esihydrolysoidulle ja höyryräjäytetylle oljelle. Eri höyryräjäytetyn oljen pus-

kuerien välisten erojen vuoksi fermentointeja tehtiin useammalla eri puskuerällä. Myös 

bioreaktoreissa fermentointeja tehtiin sekä ilman Fusarium sporotrichioides -toksiinien 

lisäyksiä että toksiinilisäyksien kanssa. Taulukossa 1 on esitetty fermentoinneissa käy-

tetyt puskuerät höyryräjäytettyä olkea ja toksiinien lisäysmäärät fermentoinneissa. Kah-

dessa ensimmäisessä fermentoinnissa käytettiin eri puskuerää höyryräjäytettyä olkea, 

mutta seuraavissa fermentoinneissa käytettiin samaa puskuerää höyryräjäytettyä olkea. 
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Taulukko 1. Fermentointikokeet listattuna selityksineen. Puskuerät 1077X_4 ja 1077X_5 oli yh-
distetty höyryräjäytyksiä tehdessä. 

Fermentointikoe Höyryräjäytyksen puskuerä Toksiinit 

Fermentointi 1 1077X_7 Ilman toksiinilisäyksiä 

Fermentointi 2 1077X_9 350 ml toksiinisuodosta lisätty 

Fermentointi 3 1077X_4 + 1077_5 Ilman toksiinilisäyksiä 

Fermentointi 4 1077X_4 + 1077_5 350 ml toksiinisuodosta lisätty 

Käytetty reaktori on esitetty kuvassa 11 fermentoinneissa käytetyllä kokoonpanolla.  Bio-

reaktoreissa anaerobisessa olosuhteessa kasvatusta sekoitettiin nopeudella 300 rpm 

lämpötilassa 30 °C. Kasvatuksen pH:ta ylläpidettiin arvossa 5,5 lisäämällä tarvittaessa 

emästä (10 M KOH) tai happoa (20-prosenttinen H3PO4). Alustaa typetettiin reaktorin 

yläosaan virtausnopeudella 1 lpm. Ennen hiivan siirtostusta kasvualustaan hiivan solut 

pestiin 0,9-prosenttisella NaCl:lla käyttäen Eppendorf 5810R -sentrifugia (Eppendorf, 

Saksa). Pestyt hiivasolut resuspensoitiin 120 millilitraan YP:tä ja siirrostettiin bioreakto-

rissa olevaan kasvualustaan. Hiivaa lisättiin bioreaktoreihin, niin että tähdätty OD600nm 

oli kasvatuksissa noin 1,0. 

 

Kuva 11. Fermentointikokeissa käytetty Biostat CT -bioreaktori. Kuvassa näkyy reaktorin kokoon-
pano ja pH:n säätelyssä käytetyt happo- ja emäspullot, joista pumpattiin tarvittaessa 
liuosta reaktoriin letkujen kautta automaattisella pumpulla. Anaerobisten kasvuolosuh-
teiden ylläpitämiseksi reaktorin yläosaa typetettiin virtausnopeudella 1 lpm. 
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Näytteenotto ja poistokaasujen analysointi 

Aikaisempien bioreaktoreissa tehtyjen fermentointikokeiden perusteella havaittiin kriitti-

simmän vaiheen olevan ensimmäisen 24 tunnin sisällä fermentoinnin aloituksesta. Näyt-

teiden otto keskitettiin tähän väliin etanolin huipun määrittämiseksi, sillä fermentoinnin 

aikana etanolia haihtuu bioreaktorista ja huipun saavuttamisen jälkeen etanolin määrä 

lähtee laskuun. Fermentoinneista otettiin 5–10 ml näytteitä eri aikapisteiden kohdalta. 

Osassa fermentoinneissa näytteet otettiin materiaalin haastavuuden takia reaktorin 

päällä olevasta täyttöaukosta pipetoimalla kasvatusta toisesta päästä avonaisella mitta-

pipetillä. Höyryräjäytetyn materiaalin haastavuutta on käsitelty tarkemmin insinöörityön 

tulosten tarkastelussa (luku 7). Fermentointinäytteistä mitattiin offline-pH ulkoisella pH-

mittarilla sekä näytteistä määritettiin glukoosin, ksyloosin ja etanolin määrät. Osasta 

näytteistä määritettiin myös mykotoksiinit (luku 5.5.2). 

Näytteenottojen lisäksi poistokaasujen koostumus analysoitiin fermentointien aikana 

käyttämällä QMG 421C -massaspektrometriä (Balzers Pfeiffer Scandinavia AB, Ruotsi). 

Laitteen ohjelma laski mooliosuudet prosentteina seuraavista kaasuista: O2, CO2, N2 ja 

Ar. Ohjelma ilmoitti myös etanolin osuuden. Typen määrän seuraamisella varmistettiin 

anaerobisen olosuhteen pysyminen. Myös hiilidioksidin ja etanolin osuutta seurattiin fer-

mentointien aikana prosessin etenemisen seuraamiseksi. 

5.5 Analyyttiset menetelmät 

5.5.1 Hiivakasvatusten absorbanssien mittaus 

Hiivojen esikasvatusten absorbanssien mittaukseen käytettiin UV-1201 -spektrofotomet-

riä (Shimadzu, Japani). Absorbanssit mitattiin käyttäen aallonpituutta 600 nm. Absor-

banssien avulla laskettiin hiivakasvatuksen lisäysmäärä, niin että optinen tiheys 

(OD600nm) oli noin 1,0 vesilukkokasvatuksissa ja bioreaktoreissa suoritetuissa fermen-

toinneissa.  
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5.5.2 Mykotoksiinianalyysit 

T-2- ja HT-2-toksiinin määritys ELISA-menetelmällä 

Suuntaa antava määritys Fusarium sporotrichioides -toksiinisuodoksen T-2/HT-2-toksii-

nipitoisuudesta tehtiin RIDASCREEN ® T-2 / HT-2-hometoksiinitestin (R-Biopharm, 

Saksa) avulla. RIDASCREEN ® T-2 / HT-2-testi perustuu kompetitiiviseen ELISA-mene-

telmään. Kuvassa 12 määritys tehtiin testikitin ohjeiden mukaisesti Fusarium sporotrichi-

oides -toksiinisuodokselle [48, s. 11–18]. Fermentointinäytteiden analysointiin kittiä ei 

käytetty. 

 

Kuva 12. ELISA-kitin avulla tehty T-2/HT-2-toksiinien määritys Fusarium sporotrichioides -toksii-
nisuodokselle. 

Näytteiden ja testin mukana tulleiden standardien absorbanssit mitattiin aallonpituudella 

450 nm fotometrisellä mikrotiiterilevyjen lukijalla Multiskan EX (Labsystems, Suomi). 

Standardiliuosten avulla laskettiin tutkitun toksiinisuodoksen T-2/HT-2-toksiinien pitoi-

suudet. Mykotoksiinisuodoksen lisäysmäärät vesilukkokasvatuksiin ja bioreaktoreissa 

tehtäviin fermentointeihin halutun toksiinipitoisuuden saavuttamiseksi laskettiin ELISA-

kitin tulosten perusteella.   
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LC-MS-analyysi mykotoksiineille 

Fermentointi- ja mykotoksiinisuodosnäytteet lähetettiin LC-MS-analyysiin VTT:n analy-

tiikkalaboratorioon. LC-MS-tekniikassa yhdistetään nestekromatografiaa ja massaspekt-

rometriaa. LC-MS-analyysin avulla selvitettiin mykotoksiinipitoisuudet ja toksiiniprofiili 

mykotoksiinisuodoksesta ja fermentointinäytteistä.  

Näytteiden valmistelussa 2,00 g nestemäistä näytettä punnittiin 50 millilitran Falcon-put-

kiin. Punnittuihin näytteisiin lisättiin 8 ml 75-prosenttista asetonitriiliä (asetonitriili/vesi, 

75/25, v/v). Näytteitä sekoitettiin huoneenlämmössä kahden tunnin ajan magneet-

tisekoittajalla käyttäen sekoitusnopeutta 400 rpm. Näytteitä sentrifugoitiin 20 °C:ssa 5 

minuutin aja sekoitusnopeudella 5000 rpm. Supernatantista erotettiin 250 µl kirkasta uu-

tetta, johon lisättiin 750 µl asetonitriiliä. Ennen LC-MS-analyysiä näytteitä sentrifugoitiin 

vielä 5 minuutin ajan nopeudella 10 000 rpm 20 °C:ssa ja näytteet suodatettiin Acrodisc 

GHP -ruiskusuodattimella (läpimitta 13 mm, huokoskoko 0,2 µm), joka koostuu polypro-

peenimembraanista (Pall Corporation, Yhdysvallat).  

LC-MS-analyysi suoritettiin Waters Acquity UPLC -systeemin (Waters, Yhdysvallat) ja 

Xevo TQ-S MS -massaspektrometrin yhdistelmällä käyttäen ACQUITY UPLC BEH C18 

-kolonnia (1,7 µm; 2,1 mm × 100 mm; Waters). Kolonnin lämpötila oli 40 °C ja ajoliuoksen 

virtausnopeus oli 0,4 ml/min. Erotus suoritettiin käyttäen ajoliuoksina (A) 0,1-prosenttista 

muurahaishappoa ja 5 mM:sta ammoniumasetaattia vedessä sekä (B) 0,1-prosenttista 

muurahaishappoa ja 5 mM:sta ammoniumasetaattia asetonitriilissä. Massaspektromet-

rinen määritys tapahtui positiivisella sähkösumutusionisaatiotekniikalla (ESI+). Kapillaa-

rijännite oli 0,8 kV, desolvaatiolämpötila 500 °C ja ionilähteen lähtölämpötila 150 °C. Kar-

tiokaasun (typpi) virtausnopeus oli 150 l/h, desolvaatiokaasun (typpi) 1000 l/h ja tör-

mäyskaasun 0,15 ml/min. Tutkittavat yhdisteet määritettiin käyttäen MRM-tekniikkaa 

(engl. Multiple Reaction Monitoring), jolla voidaan detektoida komponentteja yhdiste- ja 

yhdistelmäryhmäspesifisesti.  
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5.5.3 Monosakkaridien analysointi HPLC-analyysilaitteella 

Happohydrolyysin jälkeen näytteistä tehtiin laimennokset ja happohydrolyysissä pilkkou-

tuneet monosakkaridit analysoitiin Dionex ICS-5000 -nestekromatografilla (Thermo 

Fisher Scientific, Yhdysvallat) käyttäen kolonnia CarboPac PA-20 (Thermo Fisher Scien-

tific, Yhdysvallat). Monosakkaridit detektoitiin Dionex ICS-5000 ED -detektorilla (Thermo 

Fisher Scientific, Yhdysvallat).  Kolonnin lämpötila oli 45 °C ja näytteiden virtausnopeus 

0,5 ml/min. Käytetty injektiovolyymi oli 25 µl. Ajoliuoksina käytettiin (A) vesi, (B) 10 mM 

NaOH, (C) 300 mM natriumasetaatti/ 100 mM NaOH ja (D) 300 mM NaOH. 

5.5.4 Fermentointinäytteiden analysointi HPLC-analyysilaitteella 

Sokereiden kulutusta ja etanolin muodostumista seurattiin vesilukkokasvatuksissa ja bio-

reaktoreissa tehdyissä fermentoinneissa HPLC-analyysilaitteen avulla. Vesilukkokasva-

tusten aloitus- ja loppunäytteiden sekä bioreaktoreiden fermentointinäytteiden superna-

tanteista analysoitiin glukoosin, ksyloosin ja etanolin määrät käyttäen korkean erotusky-

vyn nestekromatografia Waters 2695 Alliance (Waters Corporation, Yhdysvallat) yhdis-

tettynä Aminex HPX-87H kolonniin (100 × 7,8 mm, Bio-Rad Laboratories, Saksa). Vir-

tausnopeus ajoissa oli 0,3 ml/min ja 5 mM rikkihappo toimi eluenttina. Kolonnin lämpötila 

oli 35 °C ajojen aikana. Näytteiden piikit detektoitiin Waters 410 differentiaalisella refrak-

tometriällä ja Waters 2487 UV -detektorilla. 

HPLC-analyysia varten näytteet sentrifugoitiin Heraeus Biofuge fresco -sentrifugilla 10 

minuutin ajan käyttäen nopeutta 13 000 rpm. Sentrifugoinnin aikana lämpötilaa pidettiin 

4 °C:ssa. Sentrifugoitujen näytteiden supernatantit laimennettiin eluenttiliuokseen (5 mM 

H2S04) suhteessa 1:5. Laimennettuja näytteitä sentrifugoitiin vielä 10 minuuttia kierros-

nopeudella 13 000 rpm ennen näytteiden ajoa HPLC-laitteella. Kirkasta laimennettua 

näytettä pipetoitiin HPLC-näyteputkiin 1 ml. 

  



31 

 

6 Tulokset  

6.1 Ery4-hiivakannan lakkaasientsyymin aktiivisuuden osoittaminen 

Viiden vuorokauden inkuboinnin jälkeen maljoilla Ery4-hiivan pesäkkeiden ympärillä oli 

havaittavissa vihreää väriä, kuten kuvasta 13 voidaan havaita.  Vihreän värin perusteella 

voitiin todeta, että tutkittu Ery4-hiivakanta tuottaa lakkaasia ja hiivakantaa voitiin käyttää 

tulevissa fermentointikokeissa.  

 

Kuva 13. Lakkaasin aktiivisuuden osoittaminen. Pesäkkeiden ympärillä on havaittavissa vihreät 
kehät. 

  



32 

 

6.2 Höyryräjäytetty olki 

Höyryräjäytetty materiaali oli hyvin heterogeenistä höyryräjäytyksen jälkeen, kuten ku-

vasta 14 voidaan todeta. Höyryräjäytyksen puskuerien välillä oli myös havaittavissa eroja 

silmämääräisen tarkastelun perusteella. Puskuerä 1077X_9 oli koostumukseltaan hie-

nompi jakoista kuin muut puskuerät 1077X_7 ja 1077X_4 + 1077X_5.  

 

Kuva 14. Vehnän olki höyryräjäytyksen jälkeen. Materiaali oli hyvin heterogeenistä. 

6.2.1 Kuiva-ainepitoisuus 

Näytteiden kuiva-ainepitoisuudet laskettiin kuivan näytteen painon suhteessa näytteen 

märkäpainoon. Triplikaattinäytteiden keskiarvosta määritettiin höyryräjäytetyn oljen 

kuiva-ainepitoisuus. Höyryräjäytetyn oljen kuiva-ainepitoisuudeksi määritettiin 0,29 ± 

0,005. 
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6.2.2 Hiilihydraattikoostumus 

Happohydrolyysi toteutettiin useammalle puskuerälle höyryräjäytettyä olkea. Taulukossa 

2 on listattu monosakkaridien osuudet höyryräjäytetyn oljen puskuerien näytteistä. Hap-

pohydrolyysin tulosten perusteella tutkittu vehnän olki sisälsi seuraavia monosakkari-

deja: glukoosia, ksyloosia, arabinoosia, galaktoosia, mannoosia, fruktoosia ja ramnoo-

sia. Näistä glukoosia ja ksyloosia löytyi eniten näytteistä ja muita monosakkarideja vain 

hyvin vähän. 

Taulukko 2. Höyryräjäytetyn oljen hiilihydraattikoostumus. Puskuerät 1077X_4 ja 1077X_5 yh-
distettiin heti höyryräjäytysten jälkeen. 

Höyryräjäytyserä 

TULOKSET mg sokeria/ 100mg höyryräjäytettyä olkea 

Ram-
noosi 

Ara-
binoosi 

Galak-
toosi 

Glukoosi Ksyloosi 
Man-
noosi 

Fruk-
toosi 

1077X_7 0,05 0,80 0,53 37,92 13,90 0,36 0,17 

1077X_9 0,04 0,64 0,47 37,59 12,17 0,39 0,24 

1077X_4 + 
1077X_5 

0,04 0,71 0,49 37,55 13,10 0,37 0,23 

 

6.3 Mykotoksiinianalyysit 

6.3.1 T-2- ja HT-2-toksiinin määritys ELISA-menetelmällä 

ELISA-kitillä tehdyn määrityksen perusteella Fusarium sporotrichioides -toksiinisuodok-

sen T-2/HT-2-toksiinien konsentraatio oli 6300–8500 ppb. Tämän perusteella laskettiin 

mykotoksiinisuodoksen lisäysmäärä halutun toksiinipitoisuuden saavuttamiseksi fer-

mentoinneissa vesilukkokasvatuksissa ja bioreaktoreissa. Tavoiteltu T-2-toksiinin pitoi-

suus oli vesilukkokasvatuksissa ja bioreaktoreissa tehdyissä fermentoinneissa noin 2000 

ppb. Vesilukkokasvatuksiin lisättiin 17–19 ml Fusarium sporotrichioides -toksiini-

suodosta. Bioreaktoreissa tehtäviin fermentointeihin päädyttiin lisäämään puolestaan 

350 ml toksiinisuodosta.  
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Suuntaa antava T-2/HT-2-toksiinien analyysi tehtiin ELISA-kitillä, sillä sen avulla tulos 

näytteistä saatiin saman tien.  Näytteiden analysointi käyttäen tarkempaa LC-MS-mene-

telmää vaatii enemmän aikaa ja on hyvin kallista, kun näytteitä pitää analysoida useaan 

eri otteeseen. Tästä syystä näytteet vietiin vasta lopuksi LC-MS-analyysiin samaan ai-

kaan analysoitaviksi tarkempien pitoisuuksien selvittämiseksi.  

6.3.2 LC-MS-analyysi mykotoksiineille 

Tavoiteltua T-2-toksiinipitoisuutta 2000 ppb ei saavutettu fermentoinneissa. T-2-toksiini-

pitoisuus oli silti korkea noin 1100 ppb, joka vastaa korkeinta havaittua T-2-toksiinin kon-

taminaation määrää rehussa [45]. Vesilukkokasvatuksissa päästiin puolestaan korkeam-

piin T-2-toksiinipitoisuuksiin kuin bioreaktoreissa tehdyissä fermentoinneissa. 

Liitteen 2 taulukossa 6 on esitetty vesilukkokasvatus-, fermentointi- ja mykotoksiini-

suodosnäytteiden eri mykotoksiinit ja niiden pitoisuudet. Taulukosta 6 nähdään, että T-

2-toksiinin pitoisuus oli suurin näytteissä esiintyvistä mykotoksiineista, kun toksiineja oli 

lisätty kasvualustaan. T-2-toksiinipitoisuus oli alle havaitsemisrajan, kun toksiineja ei li-

sätty kasvualustaan. T-2-toksiinin lisäksi näytteistä löydettiin yli havaitsemisrajan seu-

raavia mykotoksiineja: HT-2, FB1, FB2, ZEN, NEO ja DON. Näitä mykotoksiineja oli kui-

tenkin huomattavasti pienempiä määriä näytteissä kuin T-2-toksiinia. HT-2-toksiinia löy-

tyi ainoastaan toisesta analysoidusta mykotoksiinisuodosnäytteestä.  

Bioreaktoreissa tehdyissä fermentoinneissa hydrolysaattien T-2-toksiinipitoisuus oli noin 

1100 ppb, kun kasvualustaan oli lisätty mykotoksiineja esihydrolyysin aloituksessa. Fer-

mentointien lopetusnäytteiden T-2-toksiinipitoisuudet olivat pienemmät kuin fermentoin-

tien aloituksissa hydrolysaateista otettujen näytteiden T-2-toksiinipitoisuudet. Lopetus-

näytteiden T-2-toksiinipitoisuudet olivat 908–990 ppb.  

Vesilukkokasvatuksissa T-2-toksiinin pitoisuudet olivat korkeampia kuin bioreaktoreissa 

tehdyissä fermentoinneissa, kun kasvualustaan oli lisätty mykotoksiineja. Vesilukkokas-

vatuksissa aloitusnäytteiden T-2-toksiinin pitoisuus oli 1218–1712 ppb, kun bioreakto-

reissa tehdyissä fermentoinneissa T-2-toksiinin pitoisuus oli noin 1100 ppb. Suurim-

massa osassa aloitusnäytteissä vesilukkokasvatuksista T-2-toksiinipitoisuus oli 1200–
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1400 ppb. C-03436-hiivakannan vesilukkokasvatuksissa höyryräjäytetyn oljen kuiva-ai-

nepitoisuudessa 8,5 % T-2-toksiinipitoisuus oli huomattavasti muita korkeampi, sillä T-

2-toksiinipitoisuus oli aloitusnäytteessä yli 1700 ppb. Vesilukkokasvatusten lopetusnäyt-

teiden T-2 toksiinipitoisuus oli 1168–1409 ppb. Poiketen fermentoinneista bioreakto-

reissa vesilukkokasvatusten aikana T-2-toksiinipitoisuus ei laskenut huomattavasti. Ai-

noastaan C-03436-hiivakannan vesilukkokasvatuksessa tapahtui suurempaa toksiini-

määrän laskua. C-03436-hiivakannan vesilukkokasvatuksessa aloitusnäytteen T-2-tok-

siinipitoisuus oli 1712 ppb ja lopetusnäytteen pitoisuus oli 1409 ppb. 

6.4 Mykotoksiinien ja lignoselluloosan vaikutus hiivojen etanolin tuottokykyyn 

6.4.1 Vesilukkokasvatukset SHF-menetelmällä 

Etanolin muodostuminen haihtumiskuvaajien perusteella 

Vesilukkokasvatusten punnitusten perusteella laskettiin kasvatuksien triplikaateille haih-

tumisen keskiarvot ja keskihajonta. Vesilukkokasvatusten triplikaattien välillä oli suurta 

hajontaa. Tästä syystä osaan kuvan kuvaajista on laskettu arvot käyttäen vain kahta 

vesilukkokasvatusta kolmesta kasvatuksesta. Mikäli yksi vesilukkokasvatus poikkesi 

kahdesta muusta hyvin samankaltaisesta vesilukkokasvatuksesta, sitä ei otettu huomi-

oon haihtumiskuvaajassa. 

Kuvassa 15 on esitetty haihtuminen vesilukkokasvatuksissa, kun toksiineja ei lisätty kas-

vualustaan. Kuvan 15 haihtumiskuvaajien perusteella C-03436-hiivakanta oli huomatta-

vasti nopeampi tuottamaan etanolia verrattuna muihin kantoihin (CT2/2 ja B-67002), kun 

höyryräjäytetyn oljen kuiva-ainepitoisuus oli 8,5 %. C-03436-vesilukkokasvatusten haih-

tumisen eksponentiaalinen vaihe oli ohi jo alle 24 tunnissa. Korkeampi kuiva-ainepitoi-

suus näytti kuitenkin hidastavan C-03436-hiivan etanolin tuottoa punnitusten perusteella. 

Kontrollivesilukoissa haihtumista ei tapahtunut juuri lainkaan. Myöskään CT2/2-hiivan tai 

B-67002-hiivan vesilukkokasvatuksissa ei tapahtunut juurikaan haihtumista, kun kuiva-

ainepitoisuus oli 11 %.  
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Kuva 15. Haihtumisen keskiarvot (g) ja keskihajonta ajan funktiona eri hiivakantojen vesilukko-
kasvatuksissa ilman toksiinilisäyksiä.  

Kuvassa 16 on esitetty puolestaan vesilukkokasvatuksissa tapahtuva haihtuminen, kun 

kasvualustaan oli lisätty mykotoksiineja. Poikkeuksena kuvassa 16 on esitetty myös 

Ery4-hiivakannan vesilukkokasvatuksissa tapahtunut haihtuminen ilman toksiinien li-

säystä, sillä se tehtiin samaan aikaan vesilukkokasvatuksien kanssa, joihin lisättiin tok-

siineja. Kuvan 16 vesilukkokasvatuksissa oli havaittavissa selvästi enemmän hajontaa 

kuin aikaisemmissa vesilukkokasvatuksissa ilman toksiinien lisäyksiä (kuva 15). Ajalli-

sesti vesilukkokasvatuksia toksiinilisäyksien kanssa jatkettiin myös huomattavasti pi-

dempään kuin vesilukkokasvatuksia ilman toksiinilisäyksiä. Kuvien 15 ja 16 haihtumis-

kuvaajien perusteella voidaan havaita, että ilman toksiinien lisäystä Ery4-hiivakanta aloit-

taa etanolin tekemisen kasvualustasta huomattavasti VTT:n kantoja (C-03436, CT2/2 ja 

B-67002) hitaammin. Hiilidioksidin haihtumista on havaittavissa vasta 120 tunnin koh-

dalla Ery4-kannan vesilukkokasvatuksissa, ja tässä ajankohdassa VTT:n kantojen vesi-

lukkokasvatuksissa hiilidioksidin haihtumisen eksponentiaalinen vaihe oli jo ohi. 

Kuvasta 16 voidaan todeta, että hiivakanta C-03436 tuotti etanolia edelleen nopeimmin 

tutkituista hiivakannoista vesilukkokasvatuksissa toksiinilisäyksien kanssa, kun höyryrä-

jäytetyn oljen kuiva-ainepitoisuus oli 8,5 %. C-03436-kannan vesilukkokasvatuksissa 
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eksponentiaalinen vaihe oli ohi 60 tunnin jälkeen, kun CT2/2- ja Ery4-kannan vesilukko-

kasvatuksissa hiilidioksidin haihtumista ei ollut vielä havaittavissa. Toksiinien lisäysten 

seurauksena C-03436-kannan vesilukkokasvatuksissa kuiva-ainepitoisuudessa 11 % 

haihtumista ei kuitenkaan tapahtunut juuri lainkaan. VTT:n kolmesta kannasta CT2/2-

hiivan vesilukkokasvatuksissa kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 % haihtuminen oli hitaampaa 

kuin C-03436- ja B-67002-kantojen vesilukkokasvatuksissa samassa kuiva-ainepitoisuu-

dessa. VTT:n omiin kantoihin verrattuna Ery4-vesilukkokasvatuksissa haihtuminen oli 

selvästi hitaampaa vesilukkokasvatuksissa myös toksiinilisäysten kanssa. Haihtumisen 

eksponentiaalinen vaihe oli ohi jo VTT:n kantojen vesilukkokasvatuksissa, kun Ery4-hii-

van vesilukkokasvatusten eksponentiaalinen vaihe vasta alkoi.  

 

Kuva 16. Haihtuminen (g) ja keskihajonta ajanfunktiona tutkittujen hiivojen vesilukkokasvatuk-
sissa toksiinilisäyksien kanssa. 
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HPLC-määrityksen tulokset vesilukkokasvatuksista 

Vesilukkokasvatusten aloitus- ja lopetusnäytteistä määritettyjen glukoosin, ksyloosin ja 

etanolin määristä laskettiin keskiarvot ja keskihajonta eri hiivakantojen vesilukkokasva-

tuksille. HPLC-määrityksen kuvaajissa käytettiin samoja vesilukkokasvatuksia kuin haih-

tumiskuvaajissa. Oheisissa kuvaajissa vesilukkokasvatusten aloitusnäytteiden glukoo-

sin, ksyloosin ja etanolin määrät on esitettynä vasemmalla puolella ja oikealla puolella 

lopetusnäytteistä määritettyjen analyyttien pitoisuudet.  Etanolin saanto laskettiin vesi-

lukkokasvatuksista esihydrolyysissä vapautuneista fermentoitavista sokereista (g EtOH/ 

g glukoosi). Kuvista 17–20 voidaan havaita, että tutkituista hiivakannoista ainoastaan 

CT2/2 pystyi käyttämään myös ksyloosia etanolin valmistamiseen. Kaikissa muissa ve-

silukkokasvatuksissa ksyloosin määrä pysyi tasaisena tai kasvoi, niin ilman toksiinien 

lisäystä kuin toksiinilisäyksien kanssa. Ksyloosiksi hydrolysoituminen siis jopa jatkui näi-

den vesilukkokasvatusten aikana eivätkä hiivat käyttäneet ksyloosia etanolin tekoon. 

C03436-vesilukkokasvatukset ilman mykotoksiinien lisäyksiä 

Kuvassa 17 on esitettynä tulokset C-03436-hiivan vesilukkokasvatuksista a) ilman tok-

siinien lisäystä ja b) toksiinilisäysten kanssa.  Kuvassa 17 a vesilukkokasvatuksissa il-

man toksiinien lisäystä glukoosin aloitusmäärässä oli enemmän hajontaa, kun höyryrä-

jäytetyn oljen kuiva-ainepitoisuus oli 8,5 % kuin kuiva-ainepitoisuudessa 11 %. Esihyd-

rolyysin aikana kasvualustaan oli pilkkoutunut glukoosia noin 25 g/l ja ksyloosia 9, 3 g/l, 

kun kuiva-ainepitoisuus vesilukkokasvatuksissa oli 8,5 %. Glukoosia oli täten pilkkoutu-

nut höyryräjäytetystä oljesta saannolla 79 % ± 9 % ja ksyloosia saannolla 93 % ± 4 %. 

Korkeammassa kuiva-ainepitoisuudessa glukoosia pilkkoutui huonommin saannolla 68 

% ± 2 %, mutta kaikki materiaalin sisältämä ksyloosi oli hydrolysoitunut esihydrolyysin 

aikana. Hiivakanta C-03436 pystyi tuottamaan etanolia kummassakin kuivapitoisuu-

dessa ilman toksiinien lisäystä, mutta korkeammassa kuiva-ainepitoisuudessa etanolia 

saatiin enemmän. Matalammassa kuiva-ainepitoisuudessa vesilukkokasvatusten loppu-

näytteiden etanolin pitoisuudeksi määritettiin 7,9 g/l ja korkeammassa kuiva-ainepitoi-

suudessa etanolin määräksi saatiin 11,6 g/l. Vesilukkokasvatuksissa, joissa kuiva-ai-

nepitoisuus oli 11 %, hiiva tuotti etanolia aloitusnäytteen glukoosin määrästä saannolla 

42 %. Vesilukkokasvatuksissa, joissa kuiva-ainepitoisuus oli 8,5 % etanolin saanto oli 
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hieman huonompi. Saanto etanolille oli 40 % vesilukkokasvatuksissa kuiva-ainepitoisuu-

dessa 8,5 %. 

C-03436-vesilukkokasvatukset mykotoksiinilisäyksien kanssa 

C-03436-vesilukkokasvatuksissa mykotoksiinilisäyksien kanssa glukoosin aloitusmäärä 

eri kuiva-ainepitoisuuksissa oli lähestulkoon sama, kuten kuvasta 17 b voidaan todeta. 

Kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 % glukoosia oli kuitenkin pilkkoutunut tehokkaammin san-

nolla 95 % verrattuna kasvatuksiin korkeammassa kuiva-ainepitoisuudessa, jossa hyd-

rolyysisaanto glukoosille oli 76 % ± 2 %. Ksyloosia kasvualustaan höyryräjäytetystä veh-

nän oljesta oli pilkkoutunut vesilukkokasvatuksiin kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 % saan-

nolla 98 % ± 2 % ja kuiva-ainepitoisuudessa 11 % saannolla 89 % ± 1 %. Loppunäyttei-

den etanolipitoisuus puolestaan poikkesi suuresti vesilukkokasvatuksissa eri kuiva-ai-

nepitoisuuksissa. Vesilukkokasvatuksissa kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 % etanolin pitoi-

suus loppunäytteessä oli 11,5 g/l. Korkeammassa kuiva-ainepitoisuudessa etanolia oli 

muodostunut vain 3,0 g/l. Kun etanolin saanto lasketaan hydrolyysistä vapautuneista 

fermentoitavista sokereista, saadaan etanolin saannoksi C-03436-hiivakannalle 47 %, 

kun kuiva-ainepitoisuus vesilukkokasvatuksissa oli 8,5 %. Vesilukkokasvatuksissa kor-

keammassa kuiva-ainepitoisuudessa etanolia muodostui heikonlaisesti saannolla 10 %. 

Tämän lisäksi vesilukkokasvatuksissa korkeammassa kuiva-ainepitoisuudessa glukoo-

sia oli kasvualustassa jäljellä yli 30 g/l. Kasvatusten aikana glukoosin määrä oli siis kas-

vanut, eikä hiiva kyennyt käyttämään glukoosia tehokkaasti etanolin valmistamiseen. Ku-

vien 17 a ja b perusteella C-03436-hiivakannan vesilukkokasvatuksissa kuiva-ainepitoi-

suudessa 8,5 % etanolia muodostui paremmilla saannoilla, kun toksiineja oli lisätty kas-

vualustaan kuin ilman toksiinien lisäystä. Korkeammassa kuiva-ainepitoisuudessa 11 % 

kuvien 17 a ja b perusteella hiivan etanolin tuottokyky oli kuitenkin huonompi, kun tok-

siineja oli lisätty kasvualustaan. 
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Kuva 17. Glukoosin, ksyloosin ja etanolin määrät C-03436-vesilukkokasvatuksissa a) ilman tok-
siinilisäyksiä ja b) toksiinilisäyksien kanssa kahdessa eri höyryräjäytetyn oljen kuiva-
ainepitoisuudessa 8,5 % (sininen) ja 11 % (oranssi). 

Ery4-vesilukkokasvatukset ilman mykotoksiinien lisäyksiä 

Esitestien perusteella Ery4-hiivakanta ei pärjännyt korkeammassa kuiva-ainepitoisuu-

dessa 11 %, joten vesilukkokasvatuskokeita Ery4-hiivakannalla tehtiin vain matalam-

massa kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 %. Ery4-hiivan vesilukkokasvatuksissa ilman toksii-

nien lisäystä (kuva 18 a) esihydrolyysin jälkeen glukoosia oli vapautunut hiivan käyttöön 

26,3 g/l, joten hydrolyysisaanto glukoosille oli 83 % ± 3 %. Ksyloosille hydrolyysisaanto 

oli puolestaan 98 % ± 3 %, sillä esihydrolyysin jälkeen kasvualustassa oli ksyloosia 9,8 

g/l. Hiiva käytti lähes kaiken glukoosin vesilukkokasvatusten aikana ja tuotti etanolia 10,6 

g/l. Etanolia Ery4-kanta tuotti siis vapautuneesta glukoosista saannolla 40 %. 

  

A B 
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Ery4-vesilukkokasvatukset mykotoksiinilisäyksien kanssa 

Ery4-vesilukkokasvatuksissa toksiinien lisäyksien kanssa glukoosia ja ksyloosia oli pilk-

koutunut erinomaisesti esihydrolyysin aikana materiaalista saannoilla 93 % ± 5 % ja 97 

% ± 4 %. Vesilukkokasvatuksissa toksiinilisäyksien kanssa (kuva 18 b) glukoosia oli va-

pautunut 29,5 g/l esihydrolyysin aikana ja lähestulkoon kaikki glukoosi käytettiin fermen-

toinnin aikana, sillä loppunäytteiden glukoosipitoisuus oli vain 1,2 g/l. Etanolia Ery4-hiiva 

pystyi tuottamaan toksiineilla rikastetusta materiaalista saannolla 47 %. Etanolin saanto 

oli täten parempi toksiineilla rikastetusta materiaalista Ery4-hiivakannan vesilukkokasva-

tuksissa kuin ilman toksiinien lisäystä. 

 

Kuva 18. Glukoosin, ksyloosin ja etanolin määrät Ery4-vesilukkokasvatuksissa höyryräjäytetyn 
oljen kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 % a) ilman toksiinilisäyksiä ja b) toksiinilisäyksien 
kanssa.  
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B-67002-vesilukkokasvatukset ilman mykotoksiinilisäyksiä 

Ilman toksiinien lisäystä tehdyissä vesilukkokasvatuksissa kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 

% glukoosia oli kasvualustassa vain noin 23 g/l esihydrolyysin jälkeen (kuva 19 a). Glu-

koosia oli siis hydrolysoitunut saannolla 73 % ± 5 %. Ksyloosia kasvualustaan oli puo-

lestaan pilkkoutunut saannolla 97 % ± 8 %, kun esihydrolyysin jälkeen kasvualustassa 

oli ksyloosia 9,7 g/l. Vesilukkokasvatuksissa ilman toksiinien lisäystä kuiva-ainepitoisuu-

dessa 11 % glukoosia oli pilkkoutunut kasvualustaan 27,3 g/l. Glukoosin pilkkoutuminen 

oli siis hieman heikompaa korkeammassa kuiva-ainepitoisuudessa, sillä glukoosin hyd-

rolyysisaanto oli 67 %. Ksyloosia esihydrolyysin aikana oli kuitenkin pilkkoutunut erin-

omaisesti saannolla 100 %. Esihydrolyysin aikana pilkkoutuneesta glukoosista B-67002-

hiiva pystyi tuottamaan etanolia tehokkaasti ainoastaan, kun höyryräjäytetyn oljen kuiva-

ainepitoisuus vesiukkokasvatuksissa oli 8,5 %. Tällöin hiiva valmisti 22,9 grammasta glu-

koosia 10 grammaa etanolia. B-67002-hiiva kulutti kaiken glukoosin ja tuotti etanolia va-

pautuneesta glukoosista saannolla 44 %. Etanolia muodostui vesilukkokasvatuksissa 

kuiva-ainepitoisuudessa 11 % hyvin vähän, ainoastaan 0,8 g/l. Tästä syystä vesilukko-

kasvatuksia toksiinilisäyksien kanssa tehtiin vain kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 % hiivalla 

B-67002. 

B-67002-vesilukkokasvatukset mykotoksiinilisäyksien kanssa 

Vesilukkokasvatuksissa toksiinilisäyksien kanssa glukoosia oli vapautunut enemmän 

kasvualustaan kuin kasvatuksissa ilman toksiinien lisäystä, kuten kuvista 19 a ja b voi-

daan havaita. Hiivakannan B-67002 vesilukkokasvatuksissa toksiinilisäyksien kanssa 

esihydrolyysissä vapautuneen glukoosin määrä fermentoinnin aloituksessa oli hieman 

alle 30 g/l (kuva 19 b). Glukoosia oli tällöin pilkkoutunut esihydrolyysin aikana kasvualus-

taan saannolla 93 % ± 3 %. Ksyloosille vastaava arvo oli 97 % ± 1 %. Etanolia vesiluk-

kokasvatusten loppunäytteissä oli 14,8 g/l, jolloin vapautuneesta glukoosista etanolia 

muodostui saannolla 50 %, kun toksiineja oli lisätty kasvualustaan. Kuvien 19 a ja b pe-

rusteella myös hiivakanta B-03436 tuotti etanolia paremmilla saannoilla vesilukkokasva-

tuksista toksiinilisäysten kanssa kuin ilman toksiinilisäyksiä. 



43 

 

 

Kuva 19. Glukoosin, ksyloosin ja etanolin pitoisuudet B-67002-hiivan vesilukkokasvatuksissa a) 
ilman toksiinilsäyksiä ja b) toksiinilisäyksien kanssa kahdessa eri höyryräjäytetyn oljen 
kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 % (sininen) ja 11 % (oranssi). Vesilukkokasvatuksia b) tok-
siinien lisäysten kanssa tehtiin vain kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 %. 

CT2/2-vesilukkokasvatukset ilman mykotoksiinilisäyksiä 

Kuvasta 20 a voidaan havaita, että ilman toksiinien lisäystä vesilukkokasvatuksissa hii-

vakannalla CT2/2 glukoosin määrä oli aloituksessa 22 g/l, kun kuiva-ainepitoisuus vesi-

lukkokasvatuksissa oli 8,5 %. Kuvan 20 a vesilukkokasvatuksissa, joissa kuiva-ainepi-

toisuus oli 11 %, glukoosin määrä aloituksessa oli puolestaan yli 30 g/l. Glukoosia oli siis 

pilkkoutunut kasvualustaan saannolla 70 % ± 3 % esihydrolyysin aikana, kun kuiva-ai-

nepitoisuus oli 8,5 %. Kuiva-ainepitoisuudessa 11 % hydrolyysisaanto glukoosille oli 

puolestaan 76 % ± 6 %. Ksyloosia oli pilkkoutunut tehokkaasti esihydrolyysin aikana. 

Hydrolyysisaanto ksyloosille oli 98 % ± 2 %, kun kuiva-ainepitoisuus vesilukkokasvatuk-

sissa oli 8,5 %. Korkeammassa kuiva-ainepitoisuudessa hydrolyysisaanto ksyloosille oli 

100 % ± 1 %. CT2/2-hiiva kulutti kaiken glukoosin vesilukkokasvatuksissa kuiva-ainepi-

toisuudessa 8,5 %, ja tämän lisäksi myös ksyloosin määrä väheni kasvatusten aikana 

arvosta 9,8 g/l arvoon 5,7 g/l. Ksyloosia kului kasvualustasta siis 4,1 g vesilukkokasva-

tuksien aikana, kun toksiineja ei lisätty kasvualustaan. Ksyloosin pitoisuuden laskusta 
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päätellen CT/2-hiivakanta käytti glukoosin lisäksi myös ksyloosia etanolin tekoon kasva-

tusten aikana. Etanolin pitoisuudeksi lopetusnäytteistä määritettiin 12,15 g/l, kun kuiva-

ainepitoisuus oli 8,5 %. Poikkeuksena muihin vesilukkokasvatuksiin etanolin saanto 

CT2/2-hiivalle laskettiin kasvatusten aikana kulutetusta glukoosista ja ksyloosista, sillä 

kanta käytti myös ksyloosia etanolin valmistamiseen. Etanolin saanto kulutetusta glukoo-

sista ja ksyloosista oli 47 %. Korkeammassa kuiva-ainepitoisuudessa vesilukkokasva-

tuksissa glukoosia tai ksyloosia ei kulunut kasvatusten aikana, vaan niiden pitoisuudet 

jopa kasvoivat hydrolyysin etenemisen seurauksena. Kuiva-ainepitoisuudessa 11 % eta-

nolia ei myöskään muodostunut vesilukkokasvatuksiin kuin hyvin vähän, alle 1 g/l.  

CT2/2-vesilukkokasvatukset mykotoksiinilisäyksien kanssa 

Kuvassa 20 b on esitettynä tulokset CT2/2-hiivan vesilukkokasvatuksista, kun toksiineja 

oli lisätty kasvualustaan. Esihydrolyysin jälkeen kasvualustaan oli vapautunut glukoosia 

noin 30 g/l ja ksyloosia hieman vajaa 10 g/l. Hydrolyysisaanto glukoosille oli täten 95 % 

± 1 % ja ksyloosille 98 %. Kasvatusten lopussa glukoosia oli kasvualustassa vielä jäljellä 

noin 2,8 g/l. Ksyloosin pitoisuus laski hieman kasvatuksien aikana, mutta ei samoissa 

määrin kuin CT2/2-hiivan vesilukkokasvatuksissa ilman toksiinilisäyksiä (kuva 20 a). Il-

man toksiinilisäyksiä kasvualustasta oli vesilukkokasvatusten aikana kulunut ksyloosia 

4,1 g ja vesilukkokasvatuksissa toksiinilisäyksien kanssa vain 1,4 g. Etanolia CT2/2-hiiva 

tuotti vesilukkokasvatusten aikana 15,5 g/l toksiineilla rikastetusta materiaalista. Etanolin 

saanto kulutetusta glukoosista ja ksyloosista oli täten 54 %, kun toksiineja oli lisätty kas-

vualustaan. Etanolin saanto oli siis suurempi toksiinien lisäysten kanssa kuin ilman, 

vaikka hiiva kulutti vähemmän ksyloosia kasvatusten aikana. 
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Kuva 20. Glukoosin, ksyloosin ja etanolin pitoisuudet CT2/2-hiivakannan vesilukkokasvatusnäyt-
teistä a) ilman toksiinien lisäystä ja b) toksiinilisäysten kanssa. Vesilukkokasvatuksia 
tehtiin ilman toksiinien lisäyksiä kahdessa eri kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 % (sininen) 
ja 11 % (oranssi) ilman toksiinien lisäystä. Vesilukkokasvatuksia toksiinilisäyksien 
kanssa tehtiin vain kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 %.  
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Yhteenveto SHF-vesilukkokasvatuksista 

Vertailun helpottamiseksi taulukkoon 3 on koottu yhteen etanolisaannot vapautuneista 

sokereista vesilukkokasvatuksista eri hiivakannoilla ilman toksiinien lisäyksiä ja toksii-

nien lisäysten jälkeen. 

Taulukko 3. Eri hiivakantojen etanolisaannot vesilukkokasvatuksista ilman toksiinilisäyksiä ja 
toksiinilisäyksillä. Höyryräjäytetyn oljen kuiva-ainepitoisuudessa 11 % ei tehty ve-
silukkokasvatuskokeita toksiinilisäyksien kanssa kannoilla Ery4, CT2/2 ja B-
67002. Taulukosta tulee huomata, että poiketen muista kannoista etanolin saanto 
hiivakannalle CT2/2 on laskettu kulutetusta glukoosista ja ksyloosista.  

Hiivakanta ja höyryräjäytetyn 
oljen kuiva-ainepitoisuus 

Etanolin saanto (g EtOH/ g glukoosi) 

Ilman toksiineja 
Toksiinilisäysten 
kanssa 

C-03436 8,5 % 40 % ± 1 % 47 % ± 0 % 

C-03436 11 % 42 % ± 0 % 10 % ± 1 % 

B-67002 8,5 % 44 % ± 0 % 50 % ± 2 % 

B-67002 11 % 3 % ± 0 % - 

CT2/2 8,5 % 47 % ± 2 % 54 % ± 2 % 

CT2/2 11 % 2 % ± 1 % - 

Ery4 8,5 % 40 % ± 1 % 47 % ± 2 % 

Kuten taulukosta 3 voidaan todeta, vesilukkokasvatuksissa kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 

% kaikilla tutkituilla hiivakannoilla C-03436, B-67002, CT2/2 ja Ery4 etanolin saannot 

olivat korkeammat, kun toksiineja oli lisätty kasvualustaan. Kuiva-ainepitoisuudessa 11 

% toksiinilisäykset vaikuttivat negatiivisesti C-03436-hiivakannan etanolisaantoon. Myös 

CT2/2-hiivakannan ksyloosin käyttötehokkuus kärsi toksiinien lisäysten seurauksena. 

Hiivakannat B-67002, CT2/2 ja Ery4 eivät pärjänneet vesilukkokasvatuksissa kuiva-ai-

nepitoisuudessa 11 %. Vesilukkokasvatusten HPLC-tuloksiin verrattuna haihtumisku-

vaajien perusteella mykotoksiinit kuitenkin hidastivat etanolin muodostumista vesilukko-

kasvatuksissa kaikilla muilla kannoilla paitsi Ery4-hiivakannalla, vaikka etanolin saannot 

olivat useimmissa kasvatuksissa paremmat toksiinilisäysten jälkeen. 
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6.4.2 Vesilukkokasvatukset SSF-menetelmällä 

SSF-vesilukkokasvatuksien haihtumista ja etanolin tuottoa seurattiin SHF-vesilukkokas-

vatusten tavoin ilman toksiinilisäyksiä ja toksiinilisäyksien kanssa kahdessa eri höyryrä-

jäytetyn oljen kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 ja 11 %. SSF-vesilukkokasvatuksiin valikoitui 

ainoastaan hiivakanta C-03436, sillä aikaisempien SHF-vesilukkokasvatusten perus-

teella kyseinen hiivakanta oli nopein tuottamaan etanolia lignoselluloosaperäisestä ma-

teriaalista ja pystyi tuottamaan etanolia myös korkeammassa kuiva-ainepitoisuudessa. 

Etanolin muodostuminen haihtumiskuvaajien perusteella 

Kuvassa 21 on esitetty SSF-vesilukkokasvatusten haihtumiskuvaaja. Suuren hajonnan 

vuoksi kuvassa 21 on esitetty vesilukkokasvatusten duplikaatit erikseen. Haihtumisku-

vaajan perusteella voidaan sanoa, että suurinta haihtuminen oli vesilukkokasvatuksissa 

ilman toksiinilisäyksiä, kun kuiva-ainepitoisuus oli 11 %. Haihtumiskuvaajan perusteella 

korkeammassa kuiva-ainepitoisuudessa toksiinit hidastivat jonkin verran haihtumista ja 

haihtuminen oli hieman pienempää kuin ilman toksiinilisäyksiä. Toksiineilla oli vähem-

män vaikutusta haihtumiseen SSF-vesilukkokasvatuksissa, kun kuiva-ainepitoisuus oli 

pienempi. Haihtuminen oli myös nopeampaa kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 %, mutta jäi 

pienemmäksi verrattuna haihtumiseen kuiva-ainepitoisuudessa 11 %. 
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Kuva 21. Haihtumiskuvaajat SSF-vesilukkokasvatuksista kahdessa eri kuiva-ainepitoisuudessa 
ilman toksiinien lisäystä ja toksiinilisäyksien kanssa käyttäen hiivakantaa C-03436. 

HPLC-määrityksen tulokset vesilukkokasvatuksista 

Kuvassa 22 on esitetty HPLC-määrityksen tulokset glukoosin, ksyloosin ja etanolin pitoi-

suuksista SSF-vesilukkokasvatusten loppunäytteistä. Alkunäytteitä SSF-vesilukkokas-

vatuksista ei pystytty ottamaan nesteen puuttumisen takia, joten etanolin saantoa hyd-

rolyysissä vapautuneista sokereista ei voitu laskea. Kuvasta 22 voidaan kuitenkin todeta, 

että etanolia muodostui enemmän vesilukkokasvatuksissa kummassakin kuiva-ainepi-

toisuudessa, kun toksiineja oli lisätty kasvualustaan. Vesilukkokasvatuksissa ilman tok-

siinien lisäystä etanolia muodostui 14,8 g/l, kun kuiva-ainepitoisuus oli 8,5 % ja toksiineja 

ei lisätty kasvualustaan. Kun toksiineja oli lisätty, etanolia muodostui vesilukkokasvatuk-

siin samassa kuiva-ainepitoisuudessa 19,1 g /l. Korkeammassa höyryräjäytetyn oljen 
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kuiva-ainepitoisuudessa etanolia muodostui noin 19 g/l ilman toksiinien lisäystä ja toksii-

nilisäysten kanssa 21,6 g/l. HPLC-määrityksestä saadut tulokset (kuva 22) etanolin muo-

dostumisesta SSF-vesilukkokasvatuksissa poikkesivat haihtumiskuvaajien (kuva 21) tu-

loksista. Haihtumiskuvaajan perusteella etanolin muodostuminen oli pienempää SSF-

vesilukkokasvatuksissa, joihin oli lisätty mykotoksiineja. HPLC-määrityksessä etanolia 

oli muodostunut kuitenkin enemmän kasvatuksissa, joissa kasvualustaan oli lisätty my-

kotoksiinisuodosta. 

 

Kuva 22. HPLC-analyysin tulokset SSF-vesilukkokasvatusten loppunäytteistä. Vesilukkokasva-
tuksia tehtiin kahdessa eri vehnän oljen kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 % ja 11 % ilman 
toksiinien lisäystä ja toksiinilisäyksien kanssa.  
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SHF- ja SSF-vesilukkokasvatusten vertailu hiivakannalla C03436 

SHF-vesilukkokasvatusten HPLC-määritysten tuloksista (kuvat 17 a ja b) ja SSF-vesi-

lukkokasvatusten HPLC-määrityksen tuloksista (kuva 22) voidaan todeta, että SSF-ve-

silukkokasvatuksien loppunäytteiden etanolipitoisuus oli suurempi kuin SHF-vesilukko-

kasvatuksissa, vaikka kasvatuksiin oli lisätty sama määrä vehnän olkea, puskuria, ent-

syymejä, hiivaa sekä tarvittaessa toksiineja. SHF-vesilukkokasvatusten (kuva 17 a) lop-

punäytteen etanolin pitoisuus oli vain hieman alle 8 g/l, kun kuiva-ainepitoisuus oli 8,5 % 

ja toksiineja ei lisätty. Korkeammassa kuiva-ainepitoisuudessa ilman toksiinilisäyksiä 

SHF-vesilukkokasvatuksissa (kuva 17 a) etanolia oli loppunäytteessä melkein 12 g/l. 

Kun toksiineja oli lisätty SHF-vesilukkokasvatuksiin (kuva 17 b), etanolia oli loppunäyt-

teissä noin 14 g/l kuiva-ainepitoisuuden ollessa 8,5 %. Korkeamman kuiva-ainepitoisuu-

den SHF-vesilukkokasvatuksissa toksiinilisäyksien kanssa etanolia ei pahemmin muo-

dostunut (kuva 17 b). SSF-vesilukkokasvatuksissa etanolin pitoisuus kaikissa loppunäyt-

teissä oli yli 14 g/l, joka oli korkein etanolin määrä SHF-vesilukkokasvatuksissa. Etanolin 

saantoja ei voida vertailla SHF- ja SSF-vesilukkokasvatuksissa hydrolyysissä vapautu-

neista sokereista SSF-vesilukkokasvatusten alkunäytteiden puuttumisen takia.  

Alkunäytteiden puuttumisen takia etanolin saanto SSF-vesilukkokasvatuksissa laskettiin 

totaalisokereista eli sokereista, joita vehnän oljesta löytyy happohydrolyysin perusteella. 

Taulukossa 4 on esitetty etanolin saannot SSF-vesilukkokasvatuksista, kun saanto las-

ketaan materiaalista olevasta glukoosista. Happohydrolyysin perusteella materiaalissa 

oli glukoosia 32 g, kun höyryräjäytetyn oljen kuiva-ainepitoisuus kasvatuksissa oli 8,5 % 

ja 41 g kun kuiva-ainepitoisuus oli 11 %. Vertailun mahdollistamiseksi taulukkoon 4 on 

laskettu myös SHF-vesilukkokasvatusten etanolisaannot materiaalissa olevasta glukoo-

sista, kun kasvatuksissa käytettiin hiivakantaa C-03436. 
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Taulukko 4. Etanolin saannot SSF-vesilukkokasvatuksille ja SHF-vesilukkokasvatuksille, kun 
kasvatuksissa käytettiin hiivakantaa C-03436. Etanolin saanto on laskettu vehnän 
oljessa olevasta glukoosista. Glukoosin maksimaalinen määrä materiaalissa selvi-
tettiin happohydrolyysin avulla. 

SSF-vesilukkokasvatus Etanoli (g/l) 
Totaali glukoosi 
materiaalissa (g) Etanolin saanto 

C-03436 8,5 % 14,76 32 46 % ±  3 % 

C-03436 8,5 % + toxins 19,10 32 60 % ±  2 % 

C-03436 11 % 18,95 41 46 % ±  4 % 

C-03436 11 % + toxins 21,58 41 53 % ± 1 % 

SHF-vesilukkokasvatus Etanoli (g) 
Totaali glukoosi 
materiaalissa (g) Etanolin saanto 

C-03436 8,5 % 10,00 32 31 % ± 3 % 

C-03436 8,5 % + toxins 14,03 32 44 % ± 0 % 

C-03436 11 % 11,58 41 28 % ± 1 % 

C-03436 11 % + toxins 3,04 41 7 % ± 1 % 

Taulukosta 4 voidaan todeta, että SSF-vesilukkokasvatuksissa päästiin suurempiin eta-

nolisaantoihin kuin SHF-vesilukkokasvatuksissa. SHF-vesilukkokasvatuksissa ja SSF-

vesilukkokasvatuksissa etanolin saannot olivat korkeammat, kun toksiineja oli lisätty kas-

vualustaan. Kuvien 15, 16 ja 21 haihtumiskuvaajista tulee kuitenkin huomioida, että SSF-

vesilukkokasvatukset kestivät huomattavasti SHF-vesilukkokasvatuksia kauemmin, 

minkä perusteella etanolia muodostui hitaammin SSF-vesilukkokasvatuksissa.  

6.4.3 Fermentoinnit bioreaktoreissa 

Fermentointeja bioreaktoreissa tehtiin vesilukkokasvatusten tapaan ilman toksiinien li-

säystä ja toksiinilisäyksien kanssa. Myös bioreaktoreissa tehdyissä fermentoinneissa 

etanolin saanto laskettiin esihydrolyysissä vapautuneen glukoosin määrästä (g EtOH/ g 

glukoosi). Fermentointeja tehtiin useampaan otteeseen höyryräjäytetyn oljen haastavuu-

den ja fermentoinneissa havaittujen eroavaisuuksien takia. Kuvissa 23 a ja b fermentoin-

neissa käytettiin eri puskueriä höyryräjäytettyä olkea, mutta kuvien 24 a ja b fermentoin-

neissa käytettiin samaa puskuerää höyryräjäytettyä olkea eri puskurien tuomien eroavai-

suuksien minimoimiseksi. Ksyloosin määrä pysyi tasaisena kaikissa bioreaktoreissa teh-
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dyissä fermentoinneissa. C-03436-hiivakanta ei siis pystynyt käyttämään ksyloosia eta-

nolin valmistuksessa, kuten vesilukkokasvatusten perusteella todettiin. Bioetanolin fer-

mentointiprosessi kontaminoituneesta lignoselluloosaperäisestä materiaalista havain-

nollistettiin EU:n komission MycoKey-projektissa videon avulla. Linkki videon katsomi-

seen löytyy liitteestä 3. 

Kuvassa 23 a on esitettynä hiivan C-03436 fermentoinnin tulokset ilman toksiinilisäyksiä. 

Esihydrolyysissä vapautui glukoosia fermentoinnin aloitukseen hieman alle 30 g/l. Tämä 

vastaa 65–67 % hydrolyysisaantoa glukoosille vehnän oljen sisältämästä glukoosin to-

taalimäärästä. Hydrolyysisaanto ksyloosille oli puolestaan 89 %–91 %, kun esihydrolyy-

sin aikana kasvualustaan oli muodostunut ksyloosia hieman yli 15 g/l. Ilman toksiinien 

lisäystä C-03436-hiiva kulutti kaiken glukoosin kasvualustasta ensimmäisen 15 tunnin 

sisällä. Etanolin muodostumisen huipun piikki 11,67 g saavutettiin samaan aikaan, kun 

kaikki glukoosi oli kulutettu. Etanolin huipun saavuttamisen jälkeen etanolin määrä lähti 

laskuun, sillä etanolia haihtui käytetystä reaktorista ajan mittaan. Aloituksessa olevasta 

glukoosin määrästä laskettaessa etanolin saannoksi saatiin 41 %. Hiivan C-03436 eta-

nolin tuottavuus kuvan 23 a fermentoinnissa oli 0,8 g/l/h.  

Kuvassa 23 b on esitettynä tulokset C-03436-hiivakannan fermentoinnista toksiinilisäyk-

sien kanssa. Fermentoinnissa käytettiin eri puskuerää höyryräjäytettyä olkea kuin kuvan 

23 a fermentoinnissa. T-2-toksiinin määrä hydrolysaatissa oli LC-MS-analyysin mukaan 

noin 1100 ppb. Glukoosia hiivalla C-03436 oli käytettävissä fermentoinnin aloituksessa 

hieman alle 40 g/l. Glukoosia oli täten pilkkoutunut kasvualustaan esihydrolyysin aikana 

erinomaisella saannolla 80–95 %. Myös ksyloosia oli pilkkoutunut esihydrolyysin aikana 

tehokkaasti, sillä hydrolyysisaanto ksyloosille oli 95–96 %. Tulee siis huomata, että ku-

van 23 b fermentoinnissa glukoosin määrä fermentoinnin aloituksessa oli yli 10 g enem-

män kuin kuvan 23 a fermentoinnin aloituksessa. Etanolia oli muodostunut 2,71 g/l jo 

ennen hiivan siirrostusta, kun toksiineja oli lisätty kasvualustaan. Kasvualustasta kaikki 

glukoosi oli kulutettu 15–19 tunnin kuluessa fermentoinnin aloituksesta, jolloin etanolia 

oli muodostunut 16,35 g/l saannolla 34 %. Etanolin saannon laskemiseksi hydrolysaa-

tissa valmiiksi olevan etanolin määrä vähennettiin etanolin huipun määrästä. Hiivakan-

nan etanolin tuottavuus kuvan 23 b fermentoinnissa oli puolestaan 0,9 g/l/h. 
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Kuva 23. Glukoosin, ksyloosin ja etanolin määrät fermentoinnin aikana a) ilman toksiinilisäyksiä 
ja b) toksiinilisäyksien kanssa. T-2-toksiinipitoisuus fermentoinnin aloituksessa oli noin 
1100 ppb, kun toksiineja oli lisätty kasvualustaan. Höyryräjäytetyn oljen kuiva-ainepitoi-
suus oli kummassakin fermentoinnissa 12 %. 

Edellisten fermentointien esihydrolyysissä vapautuneen glukoosin määrien eroista joh-

tuen fermentoinnit toistettiin käyttäen keskenään samaa höyryräjäytyksen puskuerää fer-

mentoinneissa ilman toksiinilisäyksiä ja toksiinilisäyksien kanssa. Käytetty puskuerä oli 

eri kuin kuvan 23 a ja b fermentoinneissa. 

A 

B 
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Kuvassa 24 a on esitetty ilman toksiinilisäyksiä tehdyn fermentoinnin glukoosin, ksyloo-

sin ja etanolin määrät fermentoinnin edetessä. Fermentoinnin aloituksessa glukoosia oli 

pilkkoutunut huomattavasti vähemmän esihydrolyysin aikana kuin kuvan 23 a fermen-

toinnissa ilman toksiinilisäyksiä. Kuvan 24 a fermentoinnissa glukoosia oli aloitusnäyt-

teessä hieman alle 20 g/l. Tämä vastaa glukoosin hydrolyysisaantoa 53 % kasvualustan 

glukoosin kokonaismäärästä. Ksyloosia oli pilkkoutunut huomattavasti tehokkaammin 

esihydrolyysin aikana kuin glukoosia. Hydrolyysisaanto ksyloosille oli 100 %, kun kasvu-

alustaan oli muodostunut ksyloosia esihydrolyysin aikana 13,41 g/l.  C-03436-hiiva ku-

lutti kuvan 24 a fermentoinnissa glukoosin hitaammin kuin aikaisemmassa fermentoin-

nissa ilman toksiinien lisäyksiä (kuva 23 a). Kuvassa 24 a kaikki glukoosi oli kulutettu 

kasvualustasta vasta 34 tunnin jälkeen hiivan siirrostuksesta. Etanolin määrän huippu 

7,56 g/l saavutettiin vastaavasti myöhemmin kuvan 24 a fermentoinnissa verrattuna ku-

van 23 a fermentointiin. Etanolin hitaamman muodostumisen lisäksi etanolin saanto 39 

% oli hieman pienempi kuin aikaisemmassa kuvan 23 a fermentoinnissa. Myös hiivan 

etanolin tuottokyky oli huomattavasti huonompi, sillä nyt tuottavuudeksi saatiin vain 0,2 

g/l/h.  

Kun fermentoinneissa käytettiin samaa puskuerää höyryräjäytettyä olkea, fermentoinnin 

aloituksissa glukoosin pitoisuus oli lähes sama, kuten kuvista 24 a ja b voidaan todeta. 

Fermentoinnissa toksiinilisäyksien kanssa (kuva 24 b) glukoosia oli pilkkoutunut kasvu-

alustaan myös hieman alle 20 g /l. Hydrolyysisaanto glukoosille tässä fermentoinnissa 

oli täten 54 %. Kuvan 24 b fermentoinnissa ksyloosin pitoisuus (11,79 g/l) oli fermentoin-

nin aloituksessa hieman pienempi kuin kuvan 24 a fermentoinnissa, jolloin ksyloosia oli 

kasvualustassa 13,41 g/l. Ksyloosia oli pilkkoutunut kuitenkin edelleen tehokkaasti, sillä 

hydrolyysisaanto ksyloosille oli 94 %. Kuvista 24 a ja b voidaan todeta, että C-03436-

hiiva kulutti glukoosin nopeammin fermentoinnissa toksiinilisäyksien kanssa kuin fer-

mentoinnissa ilman toksiinien lisäystä. Kaikki glukoosi oli kulutettu kasvualustasta en-

simmäisen 17 tunnin sisällä, kun toksiineja oli lisätty kasvualustaan. Etanolin määrän 

huippu 10,17 g/l saavutettiin 19 tunnin kohdalla, joten etanolia muodostui myös nope-

ammin fermentoinnissa toksiinilisäyksien kanssa (kuva 24 b) kuin fermentoinnissa ilman 

toksiinien lisäystä (kuva 24 a). Kuten aikaisemmassa fermentoinnissa toksiinilisäysten 

kanssa (kuva 23 b), myös tässä fermentoinnissa toksiinilisäysten kanssa (kuva 24 b) jo 

hydrolysaattiin oli muodostunut etanolia. Hydrolysaatissa olleen etanolin määrä vähen-

nettiin etanolin huipun määrästä etanolin saannon selvittämiseksi. Etanolin saanto kuvan 
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24 b fermentoinnissa oli 39 %. Saanto oli siis sama kuin kuvan 24 a fermentoinnissa 

ilman toksiinilisäyksiä. Hiivan etanolin tuottokyky kuvan 24 b fermentoinnissa oli 0,4 g/l/h. 

Hiivan etanolin tuottokyky oli siis nyt parempi fermentoinnissa toksiinien lisäysten kanssa 

kuin kuvan 24 a fermentoinnissa ilman toksiinilisäyksiä. 

 

Kuva 24. Glukoosin, ksyloosin ja etanolin pitoisuudet fermentoinnin aikana a) ilman toksiinien li-
säystä ja a) toksiinilisäysten kanssa. Kummassakin fermentoinnissa höyryräjäytetyn ol-
jen kuiva-ainepitoisuus oli 11 %. T-2-toksiinipitoisuus oli noin 1100 ppb fermentoinnissa 
toksiinilisäysten kanssa.  

A 

B 
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Taulukossa 5 on vertailtu kuvien 23 a ja b sekä 24 a ja b fermentoinneissa muodostu-

nutta etanolia, etanolin saantoja ja tuottavuuksia eri aikapisteissä. Taulukosta 5 voidaan 

havaita, että tuottavuus oli paras fermentoinneissa toksiinien lisäysten kanssa aikavälillä 

2–15 h fermentoinnin aloituksessa. Kummassakin fermentoinnissa toksiinien lisäysten 

kanssa aikavälillä etanolia muodostui 1,2 g/l/h. Ilman toksiinien lisäystä kuvan 23 a fer-

mentoinnissa tuottavuus oli suurinta aikavälillä 4–15 h, jolloin etanolia muodostui 0,9 

g/l/h. Kuvan 24 a fermentoinnissa ilman toksiinien lisäystä päästiin parhaimmillaan tuot-

tavuudessa vain arvoon 0,4 g/l/h aikavälillä 15–20 h. 

Taulukko 5. Eri fermentointien aikana muodostunut etanoli, etanolin saannot ja tuottavuus eri 
aikapisteissä. Fermentoinnit 1 ja 3 tehtiin ilman toksiinien lisäyksiä ja fermentoin-
neissa 2 ja 4 kasvualustaa oli lisätty mykotoksiineja ennen fermentointien aloitusta. 

Fermentointi 
1 (kuva 23 A) Tuottavuudet 

Aika (Δh) 
 Tuottavuus 
(g/L/h) 

Saanto % (muodostunut eta-
noli g /g kulunut glukoosi) 

Muodostunut etanoli 
(g/L) 

0–4 h 0,4 23 % 1,54 

4–15 h 0,9 46 % 10,13 

0–15 h 0,8 41 % 11,67 

Fermentointi 
2 (kuva 23 B)    

Aika (Δh) 
 Tuottavuus 
(g/L/h) 

Saanto % (muodostunut eta-
noli g /g kulunut glukoosi) 

Muodostunut etanoli 
(g/L) 

0–4 h 0,1 15 % 0,46 

4–15 h 1,2 37 % 12,98 

0–15 h 0,9 34 % 13,44 

Fermentointi 
3 (kuva 24 A)    

Aika (Δh) 
 Tuottavuus 
(g/L/h) 

Saanto % (muodostunut eta-
noli g /g kulunut glukoosi) 

Muodostunut etanoli 
(g/L) 

0–15 h 0,2 57 % 3,60 

15–20 h 0,4 35 % 2,12 

20–35 h 0,1 26 % 1,84 

0–35 h 0,2 39 % 7,56 

Fermentointi 
4 (kuva 24 B)    

Aika (Δh) 
 Tuottavuus 
(g/L/h) 

Saanto % (muodostunut eta-
noli g /g kulunut glukoosi) 

Muodostunut etanoli 
(g/L) 

0–2 h 0,1 9 % 0,16 

2–11 h 1,2 45 % 6,51 

11–19 h 0,1 29 % 0,68 

0–19 h 0,4 39 % 7,35 
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7 Tulosten tarkastelu 

EU:n komission rahoittama MycoKey-projekti keskittyi löytämään ratkaisuja myktoksii-

nien aiheuttamiin ongelmiin. Insinöörityössä keskityttiin tutkimaan kontaminoituneiden 

erien mahdollista hyödyntämistä bioenergian tuotossa. Työssä haluttiin selvittää, onko 

lignoselluloosalla ja mykotoksiineilla mahdollisia yhteisvaikutuksia bioetanolin fermen-

toinnissa, ja tekevätkö mahdolliset inhibointivaikutukset kontaminoituneen lignoselluloo-

saperäisen materiaalin käytöstä kannattamatonta bioetanolin tuotannossa. Aikaisem-

man kirjallisuustiedon perusteella tiedetään, että sekä lignoselluloosalla ja myktoksii-

neilla on inhiboivia vaikutuksia hiivan kasvuun ja kykyyn tuottaa etanolia, mutta lisäsel-

vityksiä haluttiin niiden yhteisvaikutuksista bioetanolin fermentoinnissa. 

Insinöörityössä kaikkien neljän hiivakannan vesilukkokasvatuksissa kuiva-ainepitoisuu-

dessa 8,5 % etanolia muodostui hyvillä saannoilla niin ilman toksiinilisäyksiä kuin toksii-

nilisäysten kanssa. Teoreettinen etanolin saanto on 50 %, kun saanto lasketaan kasvu-

alustasta vapautuneesta glukoosista [13, s. 314]. Suoritetuissa vesilukkokasvatuksissa 

kuiva-ainepitoisuudessa 8,5 % etanolin saanto oli 40–50 %, kun etanolin saanto laske-

taan kasvualustasta vapautuneesta glukoosista. Saantoja vertailtaessa tulee huomata, 

että hiivakanta CT2/2 käyttää myös ksyloosia etanolin valmistamiseen, ja saanto CT2/2-

hiivakannalle on laskettu kasvatusten aikana kulutetusta glukoosista ja ksyloosista. Ve-

silukkokasvatusten perusteella tutkituista hiivakannoista ainoastaan C-03436 kesti kor-

keampaa kuiva-ainepitoisuutta vesilukkokasvatuksissa, mutta myös C-03436-hiivan eta-

nolin tuotto inhiboitui toksiinien lisäyksen seurauksena SHF-vesilukkokasvatuksissa 

kuiva-ainepitoisuudessa 11 %.  

VTT:n oma hiivakanta C-03436 valikoitui SSF-vesilukkokasvatuskokeisiin ja fermentoin-

teihin bioreaktoreissa, vaikka sillä ei ollut paras etanolin saanto vesilukkokasvatusko-

keissa. C-03436-hiivakanta valikoitui jatkokokeisiin, sillä se oli haihtumiskuvaajien pe-

rusteella tutkituista hiivakannoista nopein tuottamaan etanolia ja oli kannoista ainoa, joka 

kesti korkeampaa kuiva-ainepitoisuutta vesilukkokasvatuksissa. Ery4-hiivakanta oli huo-

mattavasti muita tutkittuja hiivakantoja hitaampi kasvamaan ja tuottamaan etanolia lig-

noselluloosaperäisestä materiaalista. Lakkaasin kykyä hajottaa mykotoksiineja ei tutkittu 

tästä syystä kuin SHF-vesilukkokasvatuksissa. Tulevaisuudessa lakkaasin mykotoksii-
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nien hajotuskyvyn tutkimiseksi olisi kannattavaa kloonata lakkaasigeeni Ery4-hiivakan-

taa robustimpaan VTT:n hiivakantaan C-03436, joka kestää myös lignoselluloosan inhi-

boivia vaikutuksia Ery4-kantaa paremmin.  

Ennen vesilukkokasvatusten aloitusta tutkitun Ery4-hiivakannan todettiin tuottavan lak-

kaasia. Tästä huolimatta Ery4-hiivakannan ei havaittu hajottavan mykotoksiineja vesiluk-

kokasvatusten aikana, vaikka aikaisemmissa tutkimuksissa lakkaasin avulla on pystytty 

hajottamaan mykotoksiineja. Aikaisemmissa tutkimuksissa oli käytetty LMS:ää eli lak-

kaasi-mediaattori-systeemiä apuna mykotoksiinien hajotuksessa, ja sen on havaittu te-

hostavan merkittävästi lakkaasin kykyä hajottaa mykotoksiineja [3]. Insinöörityössä sitä 

ei kuitenkaan käytetty rajallisten resurssien vuoksi. Jatkon kannalta lakkaasi-mediaattori-

systeemin käyttö olisi kannattavaa, jotta Ery4-hiivakannan mahdollista mykotoksiinien 

hajotuskykyä voitaisiin tehostaa. Ery4-kannan lisäksi muutkaan tutkitut hiivakannat eivät 

hajottaneet mykotoksiineja vesilukkokasvatusten aikana. Ainoastaan yhdessä C-03436-

kannan vesilukkokasvatuksessa T-2-toksiinipitoisuus oli laskenut. Suurempi T-2-toksii-

nin pitoisuuden lasku C-03436-hiivakannan vesilukkokasvatuksessa on kuitenkin mitä 

luultavimmin mittausvirheestä tai analyysivirheestä aiheutunut yksittäinen näyte ero, sillä 

yleinen trendi tuloksissa viittaa siihen, ettei mykotoksiinien hajoamista tapahtunut kas-

vatusten aikana. Bioreaktoreissa tehdyissä fermentoinneissa hiivakannalla C-03436 T-

2-toksiinipitoisuus laski myös fermentointien aikana, mutta tämä johtuu suurilta osin kas-

vatusalustan laimentumisesta happo- ja emäslisäyksien seurauksena. Lisätutkimuksia 

tarvitaan siis, jotta voidaan tehdä tarkempia johtopäätöksiä kantojen kyvystä hajottaa 

mykotoksiineja.  

Vesilukkokasvatusten tulosten perusteella SSF-menetelmän avulla päästiin suurempiin 

saantoihin kuin SHF-menetelmällä. Tämä lisää mielenkiintoa SSF-prosessin käyttöä 

kohtaan myös bioreaktoreissa tehtävissä fermentoinneissa. SSF on myös yleisesti teol-

lisessa tuotannossa käytetty menetelmä sen tuomien etujen ansiosta. SSF-menetelmän 

avulla on mahdollista päästä parempiin saantoihin etanolin tuotannossa, ja prosessikus-

tannukset ovat monesti pienempiä verrattuna SHF-prosessiin. Insinöörityössä SSF-me-

netelmää ei voitu kuitenkaan käyttää bioreaktoreissa tehdyissä fermentointikokeissa 

kasvualustana käytetyn höyryräjäytetyn oljen haastavuuden takia. Käytettyjen bioreak-

toreiden sekoittajat eivät olisi kestäneet kuivaa materiaalia ilman erikseen tehtyä esihyd-
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rolyysiä. Näytteenotto oli jopa esihydrolyysin jälkeen haastavaa bioreaktorista kasvu-

alustassa esiintyvien olkipartikkelien takia. Osassa fermentoinneista näytteenotot suori-

tettiin tästä syystä bioreaktorin päältä pipetin avulla. Bioreaktorin avaamisesta ilmaa 

pääsi bioreaktoriin, minkä takia olosuhteet reaktorissa eivät välttämättä olleet optimisim-

mat etanolin muodostumiseen. Anaerobisen olosuhteen säilymistä seurattiin kuitenkin 

fermentointien ajan. Reaktorin avaaminen ja nopea näytteenotto eivät aiheuttaneet mer-

kittävää typen pitoisuuden laskua bioreaktoreissa. Bioreaktorin avaaminen aiheuttaa 

myös kontaminaatioriskejä, mutta tehdyissä maljakontrolleissa kontaminaatioita ei ha-

vaittu.  

SSF-menetelmän hyödyntäminen vehnän oljen fermentoinnissa vaatisi erilaisia modifi-

ointeja insinöörityössä käytettyyn bioreaktoriin tai kokonaan erityyppistä bioreaktoria, 

joka on suunniteltu korkeammalle kuiva-ainepitoisuudelle. Fermentointi vaatii hyvää se-

koitusta ja SSF-menetelmää käyttäessä sekoittajan tulee olla kestävä, jotta se kestää 

materiaalin koostumuksen ennen kuin entsyymit ovat ehtineet pilkkoa rakennetta tehden 

siitä nestemäisempää. SSF-prosessin nopeuttamiseksi olisi kannattavaa löytää robusti 

mikro-organismi, joka kestää korkeaa lämpötilaa sekä pystyy käyttämään tehokkaasti 

hydrolyysissä vapautuneita fermentoitavia sokereita ja valmistamaan niistä etanolia. 

Korkeammassa lämpötilassa on suotuisammat olosuhteet entsyymihydrolyysille, jolloin 

entsyymisekoitus pilkkoo pitkäketjuisia sokereita tehokkaammin monosakkarideiksi. 

Kontaminaatioriski on myös pienempi korkeammassa lämpötilassa, sillä harvemmat 

mikro-organismit viihtyvät korkeammissa lämpötiloissa. 

Vesilukkokasvatusten perusteella mykotoksiinit hidastivat hieman useimpien tutkittujen 

hiivojen etanolin tuottokykyä. Toksiinien lisäyksen seurauksena ksyloosia käyttävä hii-

vakanta CT2/2 ei myöskään enää käyttänyt ksyloosia tehokkaasti etanolin tuottamiseen. 

Suurimmassa osassa vesilukkokasvatuksista saavutettiin kuitenkin toksiinilisäyksien 

kanssa suurempia saantoja kuin ilman toksiinilisäyksiä. Ensimmäisessä bioreaktorissa 

tehdyssä fermentoinnissa etanolin saanto oli pienempi, kun toksiineja oli lisätty kasvu-

alustaan. Pienempi etanolin saanto voi johtua myös puskuerien aiheuttamista eroavai-

suuksista, sillä seuraavissa fermentoinneissa käyttäen samaa höyryräjäytyksen pus-

kuerää päädyttiin yhtä suuriin etanolin saantoihin ilman toksiinilisäyksiä ja toksiinien li-

säysten kanssa. Toisessa fermentoinnissa toksiinien lisäysten kanssa muodostui eta-

nolia jopa nopeammin kuin fermentoinnissa ilman toksiinilisäyksiä, kun käytettiin samaa 



60 

 

erää höyryräjäytettyä olkea. Ensimmäisissä fermentoinneissa käyttäen eri puskuerää 

höyryräjäytettyä olkea etanolin muodostumisen huippu ajoittui puolestaan samaan ajan-

kohtaan niin ilman toksiinien lisäystä kuin toksiinien lisäysten kanssa. 

Paremmat saannot ja nopeammat fermentointiajat fermentoinneissa toksiinilisäysten 

kanssa aiheuttavat hämmennystä tuloksiin, sillä tutkimusten perusteella mykotoksiinit in-

hiboivat hiivan kykyä tuottaa etanolia. Paremmat etanolisaannot ja nopeammat fermen-

tointiajat saattavat selittyä sakkaroosijäämillä, joita on vielä mahdollisesti jäljellä myko-

toksiinisuodoksessa mykotoksiinien tuottamisesta kasvatusalustalla. Sakkaroosia ei kui-

tenkaan onnistuttu määrittämään vesilukkokasvatusten tai fermentointien näytteistä 

HPLC-määrityksestä saadun kompleksisen spektrin takia. Lisäksi sakkaroosi hajosi 

spontaanisti glukoosiksi ja fruktoosiksi ajojen aikana, mikä vaikeutti määritystä. Tarkem-

pien mykotoksiinien vaikutusten tutkimiseksi ja edellä mainitun efektin poistamiseksi my-

kotoksiinit tulisi vielä uuttaa riisialustasta ennen niiden lisäystä fermentoinnissa käytettä-

vään kasvualustaan. Toinen mahdollisuus olisi käyttää puhtaita mykotoksiiniliuoksia, 

mutta niiden käyttö ei ole kannattavaa suuren mittaluokan kokeissa kalliin hinnan vuoksi. 

Optimaalisin tilanne olisi, jos voitaisiin käyttää luonnostaan tarpeeksi kontaminoitunutta 

materiaalia, eikä materiaalia tarvitsisi rikastaa toksiineilla.  

Insinöörityössä todettiin, että tutkittu vehnän olki oli haastava materiaali tutkimuskäy-

tössä. Erityisesti kokeiden toistettavuus kärsi materiaalin haastavista ominaisuuksista. 

Höyryräjäytyksen erien lopputuote vaihteli erästä riippuen, mikä toi eroja tutkimustyössä 

erityisesti hydrolyyseihin ja fermentointeihin. Puskuerien aiheuttamien eroavaisuuksien 

takia kokeita jouduttiin toistamaan. Erityisesti esihydrolyysin jälkeinen glukoosipitoisuus 

kasvualustassa vaihteli eri puskuerien kohdalla. Jatkossa kaikki puskuerät tulisi yhdis-

tää, jotta vältyttäisiin eri puskuerien aiheuttamilta vaikutuksilta. Puskuerien erojen lisäksi 

myös höyryräjäytetyn vehnän oljen heterogeenisuus toi haasteita kokeiden toteutuk-

seen. Haastava materiaali aiheutti hajontaa vesilukkokasvatusten ja fermentointien tu-

loksissa. Huokoisessa materiaalissa entsyymien oli haastava sekoittua materiaaliin. 

Hydrolyysin nopeuttamiseksi ja paremman hydrolyysisaannon saavuttamiseksi hydro-

lyysi kannattaa jatkossa toteuttaa isommassa astiassa sekä entsyymit tulisi lisätä yh-

dessä käytetyn puskurin kanssa materiaalin.  Isommassa astiassa sekoitus tehostuu ja 

entsyymit pääsevät sekoittumaan tehokkaammin höyryräjäytettyyn materiaaliin yhdessä 
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puskurin kanssa. Esikäsittelyn optimoimiseksi vehnän olki kannattaisi muun muassa kä-

sitellä laimealla rikkihapolla ennen höyryräjäytyksiä paremman pilkkoutumisasteen saa-

vuttamiseksi ja tehokkaamman hydrolyysin mahdollistamiseksi. Aikataulullisista syistä 

sitä ei voitu käyttää insinöörityötä varten tehdyissä höyryräjäytyksissä.  

Insinöörityön tulosten perusteella tutkitut hiivat pystyvät fermentoimaan mykotoksiineilla 

kontaminoituneesta vehnän oljesta etanolia. Lignoselluloosaperäisellä materiaalilla ja 

puskuerien eroilla vaikuttaa olevan enemmän vaikutusta hiivan kykyyn fermentoida eta-

nolia kuin mykotoksiineilla. MycoKey-projektin aikaisemmassa tutkimuksessa tutkitut hii-

vat pystyivät myös fermentoimaan etanolia tehokkaasti tärkkelyspohjaisesta materiaa-

lista, vaikka materiaali oli kontaminoitunut mykotoksiineilla [43]. Tämä tulos tukee insi-

nöörityössä saatuja tuloksia kontaminoituneen materiaalin hyödyntämisestä bioetanolin 

fermentoinnissa.  
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8 Yhteenveto 

Insinöörityön tavoitteena oli tutkia mykotoksiinien ja lignoselluloosan yhteisvaikutuksia 

bioetanolin fermentoinnissa, havainnollistaa bioetanolin fermentointiprosessi bioreakto-

rissa vehnän oljesta sekä vertailla eri bioetanolin tuoton prosessikonsepteja. Lakkaasin 

kykyä hajottaa mykotoksiineja oli myös tarkoitus tutkia muuntogeenisellä kannalla. Tut-

kittussa erässä vehnän olkea mykotoksiinipitoisuus oli hyvin alhainen, joten Fusarium 

sporotrichioides -toksiineja tuotettiin erikseen riisialustalla ja olkimateriaali rikastettiin 

toksiineilla ennen fermentointeja. 

Insinöörityössä yhteensä neljän eri hiivakannan etanolin tuottokykyä tutkittiin mykotok-

siineilla rikastetusta vehnän oljesta. Insinöörityön tulosten perusteella voidaan todeta, 

että tutkitut hiivat pystyvät tuottamaan etanolia höyryräjäytetystä vehnän oljesta myös 

mykotoksiinien läsnä ollessa. Muiden mykotoksiinien kuin T-2-toksiinin tarkempien vai-

kutusten määrittämiseksi bioetanolin fermentoinnissa tarvitaan vielä lisätutkimuksia, 

mutta tämän työn pohjalta lignoselluloosaperäisellä materiaalilla ja eri puskuerien tuo-

milla eroilla on enemmän vaikutusta hiivan kykyyn fermentoida etanolia kuin mykotoksii-

neilla. Lisätutkimuksia tarvitaan myös lakkaasin roolista mykotoksiinien hajotuksessa. 

Insinöörityössä muuntogeeninen Ery4-hiiva ei pystynyt hajottamaan mykotoksiineja kas-

vatusten aikana, vaikka kannan havaittiin tuottavan lakkaasia. Lakkaasin toimintaa voi-

taisiin tulevaisuudessa avustaa tutkimuksissa käyttäen lakkaasi-mediaattori-systeemiä.  

Vesilukkokasvatusten avulla tehdyn seulonnan perusteella nopeimmin etanolia vehnän 

oljesta pystyi tuottamaan tutkituista hiivakannoista VTT:n happotolerantti hiivakanta C-

03436 hyvillä etanolisaannoilla. Lisäksi se oli ainoa hiivakanta, joka kesti korkeampaa 

kuiva-ainepitoisuutta vesilukkokasvatuksissa. Tästä syystä hiivakantaa C-03436 käytet-

tiin SSF-vesilukkokasvatuskokeissa ja bioreaktoreissa tehdyissä bioetanolin fermentoin-

tikokeissa. Mykotoksiineilla kontaminoituneen vehnän oljen fermentointi bioreaktoreissa 

havainnollistettiin videon avulla EU:n komission MycoKey-projektissa. Eri prosessikon-

septeja (SHF ja SSF) vertailtiin vain vesilukkokasvatuksien avulla, sillä bioreaktoreissa 

SSF-menetelmää ei voitu tutkia materiaalin haastavuuden takia. Haasteista huolimatta 

SSF-menetelmä on mielenkiintoinen jatkossa tehtäviä tutkimuksia varten, sillä se on me-

netelmänä teollisessa mittakaavassa houkuttelevampi vaihtoehto.  
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Insinöörityön tulosten perusteella mykotoksiineilla kontaminoitunutta materiaalia voidaan 

käyttää bioetanolin tuotannossa. Mykotoksiineilla kontaminoituneen materiaalin hyödyn-

täminen bioetanolin fermentoinnissa edustaa mielenkiintoista vaihtoehtoa kontaminoitu-

neiden sivuvirtojen hyödyntämisessä ja mahdollistaa turvallisen käyttökohteen toksiselle 

jätteelle. Kontaminoituneen maatalousjätteen hyödyntäminen bioenergian tuotannossa 

antaa maanviljelijöille mahdollisuuden taloudelliseen hyötyyn materiaalista, joka nyky-

ään on vielä myrkyllistä jätettä eikä kelpaa edes eläinten rehuksi. Sivuvirtojen käyttö 

bioetanolin valmistuksessa mahdollistaa puolestaan uusiutuvan energiantuotannon il-

man kilpailua ruoan- tai rehuntuotannon kanssa, mikä tukee kestävää kehitystä.  
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Kasvatusalustojen reseptit 

Resepti 1: Nestemäinen esikasvatus Ery4-hiivalle 

• YMM: 20 g/L sakkaroosi, 1,32 g/L hiivauute, 0,32 g/L KH2PO4, 1,32 g/L NH4Cl 

ja 0,132 g/L MgSO4 

• 100 mg/L Hygromycin B 

Resepti 2: YMM-maljat Ery4-hiivan lakkaasientsyymin aktiivisuuden osoittamiselle 

• YMM: 20 g/L sakkaroosi, 1,32 g/L hiivauute, 0,32 g/L KH2PO4, 1,32 g/L NH4Cl, 

0,132 g/L MgSO4 ja 15 g/L agar 

• 100 mg/L Hygromycin B 

• 0,5 mM CuSO4 ja 5 mM ABTS 

Resepti 3: YPD-maljat VTT:n kannoille 

• 10 g/L hiivauute, 20 g/L peptoni, 20 g/L glukoosi ja 20 g/L agar 

Resepti 4: YMM-maljat Ery4-hiivalle 

• YMM: 20 g/L sakkaroosi, 1,32 g/L hiivauute, 0,32 g/L KH2PO4, 1,32 g/L NH4Cl, 

0,132 g/L MgSO4 ja 15 g/L agar 

• 100 mg/L Hygromycin B 

Resepti 5: Nestemäinen esikasvatus VTT:n kannoille 

• YP: 10 g/L hiivauute ja 20 g/L peptoni  

• lisätty glukoosia (4 til.-%)  
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Resepti 6: Nestemäinen esikasvatus Ery4-hiivalle 

• YMM: 20 g/L sakkaroosi, 1,32 g/L hiivauute, 0,32 g/L KH2PO4, 1,32 g/L NH4Cl 

ja 0,132 g/L MgSO4 

• 100 mg/L Hygromycin B 

• 0,25 mM ABTS 

Resepti 7: Nestemäinen riisialusta 

• 40 g/L riisijauho, 30 g/L sakkaroosi ja 1 g/L hiivauute 
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LC-MS-analyysin tulokset 

Oheisessa taulukossa 6 on esitetty LC-MS-analyysin tulokset eri mykotoksiineista ja nii-

den pitoisuuksista vesilukkokasvatus-, fermentointi- ja mykotoksiinisuodosnäytteissä. 

Näytteistä löytyi eniten A-tyypin trikotekeenejä, joita olivat T-2- ja HT-2-toksiinit sekä 

neosolanioli. A-tyypin trikotekeenien lisäksi näytteissä oli deoksinivalenolia (DON), joka 

kuuluu B-tyypin trikotekeeneihin, B1- ja B2-fumonisiineja sekä tsearalenonia (ZEN). 

Taulukko 6. Tutkittujen näytteiden mykotoksiiniprofiilit. Näytteissä oli T-2- ja HT-2-toksiineja, 
neosolaniolia (NEO), deoksinivalenolia (DON), B1- ja B2-fumonisiineja sekä 
tsearalenonia (ZEN). Mykotoksiinipitoisuudet on ilmoitettu ng/g alkuperäistä näy-
tettä (ng/g=ppb).  

Sample Name 

HT-2 
ng/g 

alkupe-
räistä 
näy-
tettä 

T-2 
ng/g 

alkupe-
räistä 

näytettä 

FB1 
ng/g 

alkupe-
räistä 

näytettä 

FB2 
ng/g 

alkupe-
räistä 

näytettä 

ZEN 
ng/g 

alkupe-
räistä 

näytettä 

NEO 
ng/g 

alkupe-
räistä 

näytettä 

DON 
ng/g 

alkupe-
räistä 

näytettä 

Fermentation 
samples 

  

  

   

Hydrolysate 1 
(no added 
mycotoxins) ≤16.0 ≤2.0 22 44 12 ≤0.8 ≤80.0 

Fermentation 
end point 1 (no 
added mycotox-
ins) ≤16.1 ≤2.1 9 ≤15.0 11 ≤0.9 ≤80.1 

Hydrolysate 2 
(with mycoto-
xins) ≤16.0 1092 ≤8.0 ≤15.0 8 41 ≤80.0 

Fermentation 
end point 2 (with  
mycotoxins) ≤16.0 908 ≤8.0 ≤15.0 9 35 ≤80.0 

Hydrolysate 3 
(no added 
mycotoxins) ≤16.0 ≤2.0 ≤8.0 ≤15.0 12 ≤0.8 ≤80.0 

Fermentation 
end point 3 (no 
added mycotox-
ins) ≤16.0 ≤2.0 ≤8.0 ≤15.0 9 ≤0.8 ≤80.0 

Hydrolysate 4 
(with mycoto-
xins) ≤16.0 1086 ≤8.0 ≤15.0 12 38 ≤80.0 

Fermentation 
end point 4 (with  
mycotoxins) ≤16.0 990 ≤8.0 ≤15.0 10 37 ≤80.0 
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Mycotoxin 
stock samples        
Fusarium toxin 
stock 1 ≤16.0 4282 ≤8.0 ≤15.0 ≤3.0 162 ≤80.0 

Fusarium toxin 
stock 2 26 4288 ≤8.0 ≤15.0 ≤1 174 ≤80.0 

Waterlocks 
samples        
Waterlock Ery4 
start point (no 
added mycotox-
ins), DM 8,5 % 
wheat straw ≤16.0 ≤2.0 ≤8.0 ≤15.0 10 ≤0.8 ≤80.0 

Waterlock Ery4 
end point (no 
added mycotox-
ins), DM 8,5 % 
wheat straw ≤16.0 ≤2.0 ≤8.0 ≤15.0 6 ≤0.8 ≤80.0 

Waterlock Ery4 
start point (with 
mycotoxins), DM 
8,5 % wheat 
straw ≤16.0 1386 ≤8.0 ≤15.0 6 54 ≤80.0 

Waterlock Ery4 
end point (with 
mycotoxins), DM 
8,5 % wheat 
straw ≤16.0 1405 ≤8.0 ≤15.0 6 52 ≤80.0 

Waterlock C-
03436 start point 
(with mycotox-
ins), DW 8,5 % 
wheat straw ≤16.0 1712 ≤8.0 ≤15.0 10 50 ≤80.0 

Waterlock C-
03436 end point 
(with mycotox-
ins), DW 8,5 % 
wheat straw ≤16.0 1409 ≤8.0 ≤15.0 7 53 ≤80.0 

Waterlock C-
03436 start point 
(with mycotox-
ins), DW 11 % 
wheat straw ≤16.0 1218 ≤8.0 ≤15.0 9 48 ≤80.0 

Waterlock C-
03436 end point 
(with mycotox-
ins), DW 11 % 
wheat straw ≤16.0 1249 ≤8.0 ≤15.0 8 46 87 

Waterlock CT2/2  
start point (with 
mycotoxins), 
DW 8,5 % wheat 
straw ≤16.0 1278 ≤8.0 ≤15.0 7 52 ≤80.0 

Waterlock CT2/2 
end point (with ≤16.0 1307 ≤8.0 ≤15.0 8 47 84 
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mycotoxins), 
DW 8,5 % wheat 
straw 

Waterlock B-
67002 start point 
(with mycotox-
ins), DW 8,5 %, 
wheat straw ≤16.0 1383 ≤8.0 ≤15.0 6 51 ≤80.0 

Waterlock B-
67002 end point 
(with mycotox-
ins), DW 8,5 %, 
wheat straw ≤16.0 1306 ≤8.0 ≤15.0 7 49 ≤80.0 

SSF waterlock 
C-03436 (no 
added mycotox-
ins), DW 8,5 % ≤16.0 ≤2.0 ≤8.0 ≤15.0 8 ≤0.8 ≤80.0 

SSF waterlock 
C-03436 (with 
mycotoxins), 
DW 8,5 % wheat 
straw ≤16.0 1243 ≤8.0 ≤15.0 6 48 ≤80.0 

SSF waterlock 
C-03436 (no 
added mycotox-
ins), DW 11 % 
wheat straw ≤16.0 ≤2.0 ≤8.0 ≤15.0 12 ≤0.8 87 

SSF waterlock 
C-03436 (with 
mycotoxins), 
DW 11 % wheat 
straw ≤16.0 1168 ≤8.0 ≤15.0 9 43 ≤80.0 
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Bioetanolin fermentoinnin havainnollistaminen 

Bioetanolin fermentointi mykotoksiineilla kontaminoituneesta vehnän oljesta havainnol-

listettiin MycoKey-projektissa videon avulla. Video löytyy oheisesta linkistä. 

Cost effective production of bioethanol (subtask 6.4.2): 

https://drive.google.com/open?id=1NFZxqv956kzplKPCrwR12Nzvd3YwUZXl 

 


