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THVISTELMA

Levien hyédyntamista eri sovelluksissa, kuten bioenergiana, elintarvikkeina
seka jatevedenpuhdistuksessa on tutkittu jo pitkdaan. Myos ladke- ja kosme-
tiikkateollisuudessa levat ovat herdttaneet kiinnostusta niiden sisdltamien
eri yhdisteiden, esimerkiksi pigmenttien ja rasvahappojen, vuoksi. Leva-
lajeilla on aiemmissa tutkimuksissa todettu olevan antimikrobisia vaikutuk-
sia eri mikrobien kasvuun. Kosmetiikka-alalla on talla hetkella trendina luon-
nonmukaisuus ja kestava kehitys, joten levien eri ominaisuuksien, muun mu-
assa antimikrobisuuden, hyédyntaminen kosmetiikassa on kiinnostava ja li-
sda tutkimusta tarvitseva aihepiiri. Tassa opinnadytetydssa, jossa tilaajana
toimi Levatehdas-projekti (4/2018-9/2019), tutkittiin silmaleviin kuuluvan
Euglena gracilis -levasta uutettujen erilaisten uutteiden vaikutusta kolmen
eri ihmisen iholla esiintyvan, iho-ongelmia aiheuttavien mikrobin kasvuun.

Opinndytetyossa toteutetussa kokeessa kaytetyt mikrobit olivat bakteerit
Escherichia coli, Staphylococcus aureus seka hiiva Malassezia furfur. Levasta
kadytettiin neljaa erilaista uutetta: pimeéa- seka valokasvatetun levan ASE-
uutetta, paramylon-uutetta seka SFE-uutetta. Mikrobien kasvua inhiboi seka
paramylon-uute ettd SFE-uute. Paramylon-uute inhiboi S. aureuksen kasvua
osassa replikaateissa. Selked mikrobikasvua inhiboiva vaikutus kokeissa saa-
tiin SFE-uutteella, joka vaikutti E. colin kasvuun jokaisella neljalla replikaa-
tilla.

Jos E. gracilis -levan antimikrobisia ominaisuuksia aiotaan hyodyntaa kosme-
tiilkan ainesosana, tulisi tutkimusta jatkaa keskittyen muun muassa kasvun
vaiheiden ja kasvatusolojen vaikutuksiin levdasolun tuottamiin yhdisteisiin.
Kasvuolosuhteiden optimointi on erityisen tarkeaa, jotta haluttuja yhdisteita
kuten tiettyja rasvahappoja tai paramylonia saadaan tuotettua halutuissa
maarissa.
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The use of microalgae in different applications, for example in biofuel and
wastewater treatment, has gained more interest in applied algology re-
search recently. Different microalgae species have several characteristic and
valuable compounds and molecules that could be used by different indus-
tries, including cosmetic industry. As cosmetic industry is a globally growing
industry and the interest towards more natural and sustainable cosmetics
keep growing, might the use of algae based products be one option.

In this thesis commissioned by Levatehdas-project (4/2018-9/2019), four dif-
ferent extracts of microalgae species Euglena gracilis were tested against
three microbes that live on human skin and sometimes cause skin problems
of different types. Two of the tested microbes were bacteria, Escherichia coli
and Staphylococcus aureus, and one fungi Malassezia furfur. Two of the used
extracts had an impact on the growth of microbes; paramylon-extract inhib-
ited the growth of S. aureus in two replicates out of four and SFE-extract
inhibited the growth of E. coli in all four replicates.

In conclusion, more research should be done in order to use algae as an ac-
tive compound in cosmetics, as now most of the antimicrobial studies done
with algae extracts focus mainly on other applications rather than cos-
meceuticals. If algae, especially E. gracilis, are to be utilized as an antimicro-
bial ingredient in cosmetics, research regarding the growth stages and con-
ditions should be carried out; the cultivation conditions should be optimized
so that the desired compounds, such as paramylon or certain fatty acids, can
be produced in desired amounts.
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TERMIT JA LYHENTEET

Harvestointi: leviakasvatuksen kerdys kasvatusliuoksesta esimerkiksi sentri-
fugoimalla ja uuttamalla (tdssa opinnaytetyossa)

Inhibitio: tietyn aineen aiheuttama mikrobien kasvun esto/heikentaminen
Kultivointi: levien kasvatus (valvotuissa olosuhteissa)

PUFA: polyunsaturated fatty acid; monityydyttymattémat rasvahapot
Puulaus: usean eri naytteen yhdistaminen yhdeksi kokoomanaytteeksi,
tdssa opinnaytetydssa usean levakasvatuspullon yhdistaminen yhdeksi nayt-

teeksi, jota kokeissa kaytettiin

Ymppi: kasvatuksen alussa kasvuliuokseen lisatty levaviljelma, jonka sisalta-
mat levasolut kasvavat uudessa kasvuliuoksessa (tdssa opinnaytetyossa)



1

JOHDANTO

Leviin liittyva ensimmainen mielikuva on usein negatiivinen muun muassa
niiden aiheuttamien lahes jokakesaisten, medioissakin esiintuotujen ”leva-
kukintojen” eli levien massaesiintymien takia. Levista on kuitenkin myos pal-
jon hyotya, niin jarvi- ja meriekosysteemeissa, joissa ne toimivat tarkeimpina
perustuottajina, kuin erilaisissa sovelluksissa eri tieteen- ja teollisuuden-
aloilla, joissa levien hyotykayttoon liittyva tutkimus on koko ajan kasvava
tutkimusalue. Varsinkin tulevaisuudessa, jossa kiertotalous ja suljetut kierrot
ovat kestavan elaman perustana, levien mahdollinen hyédyntaminen voi
olla varteenotettava vaihtoehto.

Suomessa ja EU:ssa biotalous on ollut karkiteemoja jo useamman vuoden
ajan. EU:ssa kdynnistettiin vuonna 2012 biotalousstrategia, jonka tarkoituk-
sena on luoda uusia toimintamalleja huomioon ottaen nykyiset globaalit
haasteet ja ongelmat (European Commission, 2012). Suomessa muutamaa
vuotta myéhemmin, vuonna 2014 lanseerattu biotalousstrategia ennustaa
biotalousliiketoiminnan kasvua 100 miljardiin euroon vuoteen 2025 men-
nessd. Suomen biotalousstrategian paakohtiin luetellaan muun muassa uu-
den biotalousliiketoiminnan luominen sekd biomassojen kestava kayttami-
nen (Tyo- ja elinkeinoministerio, 2014). Naitakin strategisia kohtia mietitta-
essa levien hyédyntaminen eri teollisuudenaloilla sopii niin biotalousliiketoi-
minnan kasvattamiseen kuin kiertotalousajatteluunkin, jota Suomessa aje-
taan eteenpain. Jatevesien hyédyntaminen levan kasvattamisessa levien sa-
malla puhdistaessa poistovedet ja edelleen levien hyédyntaminen eri kayt-
totarkoituksissa on kiertotalouden seka kestavan liiketoiminnan nakdkul-
masta hyodyllista.

Opinnadytetyo ja siihen liittyva tutkimus suoritettiin osana Helsingin Yliopis-
ton TUTLI-rahoitettua Levatehdas-tutkimusprojektia (4/2018 - 9/2019). Le-
vatehdas-tutkimushankkeen tarkoituksena oli kartoittaa mikrolevien kasva-
tuksen kaupallistamista. Kasvatusta testattiin erilaisissa kasvatusalustoissa
ja erilaisilla levilla. Kiertotalousnakdkulmaa tuotiin hankkeeseen kasvatta-
malla levaa eri teollisuudenalojen jate- ja poistovesissa. Hankkeessa tutkit-
tiin myos eri kasvatusalustoissa kasvatettujen levien rasvahappo- ja pig-
menttikoostumuksia. Levakasvatuksen kaupallistamista hankkeessa tutkit-
tiin vertailemalla eri teollisuudenalojen mahdollisilla levaan liittyvilla sovel-
luksilla, ja kuinka kannattavia eri toimintamallit levankasvatuksen kannalta
ovat.

Tassa tutkimuspainotteisessa opinnadytetyossa tarkoituksena on tarkastella
mikrolevien, erityisesti silmaleviin kuuluvan Euglena gracilis-levan (CCAP
1224/57) mahdollisia antimikrobisia ominaisuuksia eri kasvatusolosuhteissa
ja eri uuttomenetelmilld, sekd antimikrobisten ominaisuuksien hyodynta-
mista kosmetiikassa. Levien antimikrobisuuden yhdistamistd kosmetiikkaan



opinndytetydssa pohditaan kirjallisuuden ja kosmetiikka-alan tulevaisuu-
denndkymien kannalta seka kokeellisesti tutkimalla levauutteiden antimik-
robisuutta. Tutkimuksessa pyrittiin selvittda, onko E. gracilis -silmalevalla an-
timikrobista vaikutusta erilaisiin iholla eldviin mikrobeihin, ja miten levan
kasvatusolosuhteet vaikuttavat mikrobikasvun inhibitioon. Myos E. gracilik-
sesta saatavan polysakkaridin, paramylonin, antimikrobisuutta testattiin ko-
keellisesti. Samalla tutkittiin eri kasvatusolojen vaikutusta levauutteen ras-
vahappokoostumukseen. Opinndytetyota varten tutustuttiin aikaisempiin
eri leviin seka uuttomenetelmiin perustuviin antimikrobisuustutkimuksiin ja
niiden tuloksiin. Tydssa paadyttiin kdyttamaan uutoissa etanolia ja saadussa
SFE-uutteessa uutteena oli ollut hiilidioksidi. Naihin uuttomenetelmiin paa-
dyttiin, koska jos tuloksia saadaan, ovat uutteet relevantteja kayttaa kosme-
tiikassa. Aikaisemmissa tutkimuksissa (Chiheb ym., 2009; del Val ym., 2001)
uutteena on kaytetty metanolia, ja lahtokohtaisesti etanoli tai hiilidioksidi
levan uuttamiseen olisi kosmetiikassa parempi vaihtoehto metanolille.

Kosmetiikka-alalla on talla hetkelld kasvavina trendeina luonnonmukaisuus,
synteettisten ainesosien vahentaminen seka kestava kehitys (McKeon, 2019;
Bom, Jorge, Ribeiro, & Marto, 2019). Asiakaskunta laajenee ja valveutuu
myo6s kosmetiikkaa koskevissa asioissa, koska kestava kehitys seka muut ym-
paristOasiat, kuten ilmastonmuutos, ovat laajalti mediassa esilla. Kestavasti
tuotetuista levista saatujen uutteiden ja ainesosien hyddyntaminen sopisi
taten alan kasvaviin trendeihin.

2 LEVAT JA NIIDEN ANTIMIKROBISUUS

Levat ovat kiinnostava tutkimuskohde niiden eri ominaisuuksien takia. Seu-
raavissa luvuissa tarkastellaan levien antimikrobisia ominaisuuksia seka le-
vien hyodyntamista eri sovelluksissa, erityisesti kosmetiikassa.

2.1 Levat ja niiden hyédyntaminen

Levat voidaan jakaa karkeasti mikro- ja makroleviin. Mikrolevilla tarkoite-
taan mikroskooppisen pienia levia. Ne voivat esiintya yksisoluisina tai yhdys-
kuntina, seka yhteyttavina elidina etta heterotrofisina, eli toisenvaraisina eli-
0ina, jotka hankkivat energian muuten kuin yhteyttamalla. Makrolevat ovat
suurempia, yhteyttavia monisoluisia levia, jotka voivat kasvaa jopa usean
kymmenen metrin mittaiseksi (Campbell ym., 2018). Levat elavat monenlai-
sissa elinympadristoissa, niitd voi esiintya akvaattisten elinymparistéjen li-
saksi myds maaekosysteemeissa, samoin kuin makeassa seka suolaisessa ve-
dessa.

Leviin lukeutuu monien eri pdajaksojen lajeja, niin prokaryootteja (esitumal-
liset, yksisoluiset eliét), kuin eukarioottejakin (aitotumalliset eli6t). Proka-



ryoottisia leviin luokiteltavia elidita ovat esimerkiksi syanobakteerit (Cya-
nophyta), joita kansankielisesti saatetaan kutsua myds sinileviksi. Eukarioot-
tisia levida ovat muun muassa viherlevat (Chlorophyta), punalevat (Rho-
dophyta), ruskolevat (Phaeophyta) seka piilevat (Bacillariophyta). (Campbell
ym., 2018) Levien luokittelun tekee melko hankalaksi ryhman monimuotoi-
suus ja siita seuraava alati paivittyva taksonomia.

Levat ovat tarkea osa ekosysteemeja, koska esimerkiksi akvaattisissa ympa-
ristdissa ne ovat suurin yhteyttava ryhma tuottaen happea ja energiaa muille
elicille kaytettavaksi. On arvioitu, etta eukarioottiset levat ja syanobakteerit
ovat vastuussa jopa puolesta koko maapallolla tapahtuvasta yhteyttami-
sestd. Yhteyttamisen lisaksi levat ovat tarkea osa vesiekosysteemien ravin-
toverkkoja. Levien tarkeys vesistdissa on kiistamaton, mutta jos vesistdjen
ravinnepitoisuudet nousevat esimerkiksi lannoittamisen vuoksi, voi ylimaara
ravinteita johtaa vesistdjen rehevoitymiseen levien massaesiintymien
vuoksi. (Campbell ym., 2018)

2.1.1 Silmalevat

Silmalevat (paajakso Euglenozoa) ovat monofyleettinen ryhma siimallisia, 13-
hinnd makean veden mikrolevalajeja lukuun ottamatta muutamia mereisia
lajeja. Endosymbioositeorian mukaan silmalevat ovat syntyneet sekundaari-
sessa endosymboosissa, jossa heterotrofinen eukariootti otti sisddnsa viher-
levan. (Campbell ym., 2018)

Silmalevilla on solulimassa silmapiste, jossa fotoreseptorit tunnistavat valoa
ja sitd kautta vaikuttavat solun liikkkumiseen. Silmalevilla on erilaisia elomuo-
toja kuten fotoautotrofia (saavat energiansa auringon valosta yhteytta-
malld), heterotrofia sekd miksotrofia (vaihtelevasti hetero- ja fotoautotro-
fiaa riippuen olosuhteista). (Campbell ym., 2018)

Euglena gracilis (kuva 1, s. 4) on Euglena-sukuun kuuluva silmaleva. E. graci-
lis on laajalti tutkimuksissa kaytetty leva sen helpon kultivoinnin ja laajan
ympadristomuutosten sietokyvyn vuoksi. Sen eri ominaisuuksia ja hyddynta-
mismahdollisuuksia (kuva 2, s. 5) on tutkittu verrattain paljon, muun muassa
poistovesien ravinteiden pidattdmisessa ja puhdistamisessa (Tossavainen,
2018, 27-30), biopolttoaineen raaka-aineena (Mahapatra, Chanakya, & Ra-
machandra, 2013), seka bioaktiivisten aineenvaihduntatuotteiden kannalta
(Kottuparambil, Thankamony & Agusti, 2019).
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Kuva 1. E. gracilis -levaa mikroskoopilla tarkasteltuna. Pitkdnmalliset so-
lut ovat eldvia aktiivisia soluja. Solujen vihertava vari johtuu sil-
malevien paapigmentista, klorofyllista (kuva: Anna Vesanen)

Levasolut koostuvat erilaisista molekyyleistda ja metaboliatuotteista kuten
proteiineista, lipideista ja hiilihydraateista (Kim ym., 2015, 684). Mikrolevien
proteiinipitoisuus vaihtelee muutamasta prosentista jopa 71 prosenttiin. E.
graciliksen proteiinipitoisuuden on mitattu olevan 39-61 % (Becker, 2007).
Levat tuottavat myds erilaisia hiilihydraatteja; Euglena-suvun yhtena tutki-
tuimpana hiilihydraattina on varastohiilihydraatti beeta-1,-3,-glukaani para-
mylon.

E. gracilis-levan kuivapainosta 14—-20 % on erilaisia lipideja (Mata, Martins &
Caetano, 2010). Lipidien tuotanto E. graciliksella vaihtelee eri kasvatusolo-
suhteissa; erilaiset kasvatusolot vaikuttavat seka rasvahappojen maaraan,
ettd rasvahappojen tyyppiin. E. graciliksen tuottamista rasvahapoista osa on
pitkdketjuisia monityydyttymattdmia rasvahappoja, muun muassa EPA:ta
(C20:5 n-3) ja DHA:ta (C22:6 n-3) (Tossavainen, 2018, 35-41). Euglenan on
tutkittu tuottavan myos vahaestereitd, varsinkin anaerobisesti kultivoituna
(Tucci ym., 2010), tosin Wangin, Seppanen-Laakson, Rischerin & Wieben
(2018) tutkimuksessa todetaan vahaestereitd |6ytyvan myos aerobisesti kas-
vatetusta levastd. Monityydyttymattomat rasvahapot ovat tarkeita rasvoja
sydan- ja verisuonisairauksien ehkaisemisessa ja vahaestereita voidaan kayt-
tda muun muassa biopolttoaineiden tuotannossa (Gissibl ym., 2019).

Kuten muutkin mikrolevat, Euglena-suvun levat tuottavat myds paljon erilai-
sia sekundaarisia aineenvaihdunnan tuotteita kuten vitamiineja, pigment-
teja seka fenoliyhdisteita (Kim ym., 2015, 684.). E. graciliksen on tutkittu
tuottavan huomattavan pitoisuuden a-tokoferolia, tutummin E-vitamiinia
(Tani & Tsumura 1989), joka on tarkea antioksidantti. Antioksidantit estavat



vapaiden radikaalien aiheuttamaa solujen molekyylien hapettumista (Wang,
Chen, Huynh & Chang, 2015). Euglena-suvun levat tuottavat myos karote-
noideja, kuten astaksantiinia (Kottuparambil ym., 2019), joka toimii myds
antioksidanttina ja voi suojata ihon soluja UV-sateilyltd (Hama ym., 2012).

Ravitsemus Biolaaketiede & ravintolisat

proteiinin lahde beta-1,-3-glukaani paramylon
vitamiinit A, C, E paramylonjohdannaiset
PUFA:t

ravintokuitu

||| Nutrition i\ Nutraceuticals & Biomedicine
' &

* Dietary protein |~ ——_ * [B-1,3-glucan paramylon
* (Pro) vitamin A, C and E

N "y \ * Paramylon derivatives
+ Polyunsaturated fatty acids ' S
+ Dietary fibre B .
~ N

Biofuels & Biomaterials ‘5 N b Large-scale cultivation
+ Lipids (e.g. wax esters) o e = Outdoor cultivation
* Fermentable sugars = .: + (Photo)bicreactors

+ Biogas and bio-oil e
* Bioplastics and nanofibres o

Biopolttoaineet & biomateriaalit Tuotanto suuremmassa mittakaavassa
rasvat (esim. vahaesterit) ulkokasvatus
fermentoitavat sokerit fotobioreaktorit

biokaasu ja —0ljy
biomuovit ja nanokuidut

Kuva 2. E. gracilis-levan potentiaaliset kdytt6- ja tuotantomahdollisuu-
det eri teollisuudenaloilla (Gissibl ym., 2019, muokattu)

2.1.2 Soveltava tutkimus ja mikrolevien hyédyntaminen eri aloilla

Mikrolevien erilainen koostumus ja erilaiset molekyylit tuovat leville useita
eri hyodyntamismahdollisuuksia eri teollisuudenaloilla. Yleisia tutkittuja ap-
plikaatioita levien hyddyntamiseen on esimerkiksi bioenergiana, jateveden-
puhdistuksessa, rehuna seka ladke- ja kosmetiikkateollisuudessa. Levia voi-
daan kasvattaa erilaisissa kasvatusolosuhteissa, esimerkiksi suljetuissa (esi-
merkiksi fotobioreaktorit) ja avoimissa (esimerkiksi avoimet altaat) kasva-
tussysteemeissa (Lunkka-Hytonen, Lohtander-Buckbee & Ruohonen-Lehto,
2013). Kasvatus eri kasvualustoilla tuo myds oman etunsa levien kaupalli-
seen kasvatukseen, koska niitd voidaan kasvattaa puhtaan veden lisdksi
myo0s erilaisissa poisto- ja jatevesissa sekd suolaisessa vedessa. Tama mah-
dollistaa niiden kasvatuksen myos sellaisilla alueilla, jossa puhdasta vetta ei
valttamatta ole koko ajan saatavilla tai maa-ala ei sovellu kasvinviljelyyn
(Lunkka-Hytonen ym., 2013).



Elintarvikkeissa levia on hyddynnetty pitkaan. Eri makrolevia, muun muassa
Laminaria-, Porhpyra- ja Undaria-sukujen lajeja kdytetdaan ympari Aasiaa ra-
vintona (Fitzgerald, Gallagher, Tasdemir & Hayes, 2011). Mikrolevia kuten
Arthrospira platensis (Spirulina) ja Chlorella vulgaris voidaan kayttaa esimer-
kiksi ravintolisind korkeiden proteiinipitoisuuksien johdosta (Bleakley &
Hayes, 2017). Uusimpia sovelluksia levien hyddyntamisestda ruuantuotan-
nossa on esimerkiksi rehukayttd, jossa levien kaytto rehuna voisi korvata esi-
merkiksi paljon kdytettya soijaa (Bleakley ym., 2017). Suuri proteiini- ja ras-
vahappopitoisuus tekee levista hyddyllista ravintoa niin ihmisille kuin myos
tuotantoeldimille.

Energiatuotannossa levia voi hyddyntaa esimerkiksi polttoaineena. Levien
Oljypitoisuus ja saanto (rasvahappoa/hehtaari/vuosi) on tutkimuksen mu-
kaan parempi kuin esimerkiksi soijapavuilla tai rypsilla (Lam & Lee, 2012).
Levan kasvatuksessa polttoainetarkoitukseen tulee kuitenkin huomioida
kannattavuus, joka useimmissa tutkimuksissa jaa viela taman paivan tekno-
logialla melko pieneksi (Gissibl ym., 2019; Singh & Gu, 2010; Lam & Lee,
2012). Japanilainen Euglena Co Itd. on tosin vuoden 2018 lopulla aloittanut
E. grasilis-levan massatuotannon lentokoneiden polttoaineeksi, ja yrittaa
saada levapolttoaineen hinnan ajettua alas 100 Japanin jenia(JPY)/l (noin
0,92 USD/I), kun talla hetkella fossiilisesti tuotettu lentopolttoaine maksaa
noin 70 JPY litralta (noin 0,64 USD/I) vuoteen 2025 mennessa (Okatsu, 2018).

Biotalousnakokulmasta voisi olla mahdollista yhdistaa levien kaupallinen
kasvatus suljettuihin kiertoihin, esimerkiksi levien kasvatuksen kasvihuonei-
den yhteydessa, seka kiertotaloudellisiin ratkaisuihin, esimerkiksi teollisuu-
den sivu- ja poistovirtoja hyodyntden. Levat sitovat yhteyttdessaan hiilidiok-
sidia ja kayttavat kasvuunsa ravinteita, jolloin sivuvirtojen hyddyntaminen
edesauttaisi levien kasvatusta niin taloudellisesti kuin kiertotalouden nako-
kulmastakin. Tietyt rajoitteet resurssien hyodyntamiseen liittyen tosin tulee
ottaa huomioon pohdittaessa levien kannattavaa kasvatusta. Téllaisia rajoit-
teita ovat muun muassa ravinteiden kayttokelpoisuus poistovesissa seka hii-
lidioksidin saatavuus. (McGinn, 2011.) Tossavaisen (2018) tutkimuksessa to-
detaan levia voitavan hyodyntaa kiertotaloudellisesti suljetussa kierrossa
osana kierto- ja poistovesien puhdistusta.

Mikrolevien taloudellinen potentiaali riippuu kdyttokohteesta; korkeimman
kilohinnan mikrolevalopputuotteesta saa lddke- ja kosmetiikkatuotteista ja
alhaisimman polttoainetuotannosta (Barsanti & Guaaltieri, 2018). Tama
huomioon ottaen kaupallisessa mielessa levien tuotanto kosmetiikkateolli-
suuden tarpeisiin voisi olla kannattavaa.

2.2 Levien antimikrobisuus ja vaikutus taudinaiheuttajiin

Tassa luvussa tarkastellaan levien eri biomolekyylien antimikrobisuutta.
Mikrolevien osalta tutkimusta eri komponenttien osalta ei juuri |I6ydy, joten
vertailuun on otettu myods makroleviin lukeutuvien levien antimikrobisia



ominaisuuksia. Kirjallisuuskatsauksen perusteella varsinkin rusko- ja punale-
vien antimikrobisuutta on tutkittu verrattain paljon.

2.2.1 Antimikrobisuuden mittaus ja aiempi tutkimus

Antimikrobisuudella tarkoitetaan tietyn aineen mikrobeja tappavaa tai nii-
den kasvuun vaikuttavaa ominaisuutta (The Editors of Encyclopaedia Britan-
nica, 2016). Eri molekyylien ja kemiallisten yhdisteiden antimikrobisuutta
voidaan tutkia eri keinoin. Yleisimpia antimikrobisuustestimenetelmia ovat
esimerkiksi mikrolaimennusmenetelma (broth microdilution susceptibility
test), jossa valmistetaan eri pitoisuuksia olevia antimikrobisuusliuoksia ja
ndihin lisataan haluttua mikrobia tietyssa pitoisuudessa. Toinen kaytetty
menetelma on antimikrobisuusgradienttimenetelma (antimicrobial gradient
method), jossa eri pitoisuuksien avulla saadaan kasvatusmaljalla tutkittua
MIC-arvoa, eli pieninta inhibitiota aiheuttavaa konsentraatiota. Myds kiek-
kodiffuusiotestia (disk diffusion test) kdytetaan yleisesti antimikrobitestauk-
sessa; menetelmdassa testattava aine pipetoidaan filtterikiekoille, joista se
diffundoituu kasvatusmaljalle ja sitd kautta voi vaikuttaa mikrobien kasvun
inhibitioon. Testitavan valintaan vaikuttaa muun muassa testattavat mikro-
bit. Yhdisteen antimikrobisuutta voidaan mitata kvalitatiivisesti tai kvantita-
tiivisesti. (Reller, Weinstein, Jorgensen & Ferraro, 2009) Antimikrobisuustes-
teja voidaan tehda lahes milla vaan taudinaiheuttajalla, huomioon ottaen
riskiluokitukset ja saatavuuden. Samoin tutkittava yhdiste ja tutkimuksen in-
tressit vaikuttavat testattavien mikrobien valintaan.

Levien antimikrobisuutta on tutkittu jonkun verran luonnosta harves-
toiduilla makrolevilla, 1dhinna viher-, puna- seka ruskolevilla (del Val. ym.
2001; Goecke, Labes, Wiese & Imhoff, 2012; Chiheb ym., 2009). Myos labo-
ratoriossa kultivoitujen levien antimikrobisuutta on tutkittu (Ordég ym.,
2004). Karkeasti jaoteltuna mikrolevien antimikrobisuuden tutkimus tapah-
tuu laboratoriossa kultivoiduilla levilld, ja makrolevien antimikrobisuuden
tutkimus on yleensa luonnosta harvestoitujen levien tutkimusta.

Levien antimikrobisuuden tutkimus voidaan toteuttaa esimerkiksi kiekkodif-
fuusiotestein, joissa filtterille pipetoidaan haluttua levaa esimerkiksi uutteen
muodossa (Ordég ym., 2004). Orddg ym. (2004) tutkimuksessa antimikro-
bisuustestausta toteutettiin myos MIC-testilld, jossa levauute ja bakteeriliu-
osta lisattiin putkiin eri konsentraatioissa ja bakteerikasvua seurattiin tietyin
valiajoin. Testausta on tehty myos levan suoralla pipetoinnilla kasvualustalle
(del Val ym., 2001).

2.2.2 Rasvahapot

Levat tuottavat metaboliassaan erilaisia rasvahappoja. Desbois, Means-
Spargg & Smith (2009) tutkimuksessa todetaan Phaeodactylum tricornutum-
piilevasta uutetun eikosapentaeenihapon (EPA) vaikuttavan antimikrobisesti
eri mikrobien, muun muassa S. aureus-bakteerin kasvuun. Myos viherleva



Chlorella vulgariksella on tutkittu hetero- ja miksotrofisissa kasvuoloissa ole-
van antimikrobista vaikutusta tiettyihin mikrobeihin, ja sen on paatelty joh-
tuvan solujen korkeasta rasvahappopitoisuudesta (Mashhadinejad, Hojjato-
lah & Jannat, 2016). El-Baroty, Ibrahim & El Baz (2014) tutkimuksessa eri
makrolevistda uutetuilla rasvahappouutteilla oli antimikrobista vaikutusta
gram-negatiiviseen bakteeriin E. coliin, Aspergillus niger-sieneen seka Can-
dida albicans-hiivaan. Yllamainituissa tutkimuksissa kay tosin ilmi, etta ras-
vahappojen yksinomaista antimikrobisuutta voi olla vaikea maaritell3, ja an-
timikrobisuuteen voivat vaikuttaa myds muut levasolussa esiintyvat mole-
kyylit kuten esimerkiksi pigmentit, fenolit seka vitamiinit.

2.2.3 Hiilihydraatit

E. gracilis, samoin kuin muut Euglena-suvun lajit tuottavat aineenvaihdun-
nassaan B-1,3-glukaani-varastohiilihydraattia, jota Euglenalla kutsutaan pa-
ramyloniksi. B-1,3-glukaania esiintyy muillakin eli6illa, esimerkiksi hiivoissa
ja kasvisoluissa, ja se on ihmiselle tarkea ravintokuitu ja sen on tutkittu alen-
tavan tulehdusreaktioita (Russo ym., 2017). Euglenan tuottama paramylon
ei ole vesiliukoinen, toisin kuin useimmat esimerkiksi viljakasvien tuottamat
B-1,3-glukaanit. Paramylonia eristi ensimmaisena J. Gottlieb, joka totesi pa-
ramylonin olevan jodilla varjaytymatonta tarkkelysta (Kiss, Vasconcelos &
Triemer (1987), viitaten Gottlieb (1890) artikkeliin). Paramylon esiintyy so-
luissa sen korkean kristallisoitumisasteen vuoksi kiinteina kiekkoina, jotka
voidaan eristda soluista uuttamalla (Barsanti, Vismara, Passarelli & Gualtieri,
2001). Euglena voi tuottaa huomattavia maaria paramylonia; Barsanti ym.
(2001) saivat tutkimuksessaan tuotettua geenimuunnellulla Euglenalla jopa
90 % paramylonia koko solun kuivapainosta. Paramylonin antimikrobisia ja
tulehduksia vahentdvia ominaisuuksia on tutkittu muun muassa Sugiyama
ym. (2010) tutkimuksessa, joissa suun kautta syotetty paramylon vahensi
atooppisen ihottuman esiintymista hiirilla. Samoin paramylonin on tutkittu
vahentavan suolistosydpaa aiheuttavan karsinogeenin esiintymista hiirten
suolistossa paramylon-ruokavaliolla (Watanabe, 2013). Koizumi ym. (1993)
tutkimuksessa muokatulla paramylonilla oli inhiboiva vaikutus HIV-1-
viruksen toimintaan.

Muita antimikrobisia ominaisuuksia omaavia hiilihydraatteja on todettu ole-
van muun muassa Chaetomorpha aerea-viherlevasta eristetylla galaktaa-
nilla, joka vaikutti Pierre, Sopena, Juin, Mastouri, Graber & Maugard (2011)
tutkimuksen mukaan inhiboivasti S. aureus-bakteerin kasvuun.

2.2.4 Muut yhdisteet

Ruskolevasta eristettdvien fenolien (molekyyli, jossa bentseenirenkaaseen
on kiinnittynyt ainakin yksi hydroksyyliryhma (Whitmore, 1951)), florotan-
niinien, on tutkittu in vitro-kokeissa alentavan tulehdusreaktioita (Kim ym.
2015, 459.) Myos Eom, Kang & Kim (2008) tutkimuksessa todetaan Ecklonia



stolonifera-ruskolevasta eristettyjen florotanniinien vaikuttavan seka nor-
maalin S. aureus-bakteerikannan ettd MRSA-kannan kasvuun inhiboivasti.
Florotanniinien osuus niita sisaltavasta levasolun kuivapainosta voi vaihdella
viidesta prosentista jopa 30 prosenttiin (Chojnacka, Michalak, Schroeder &
Wieczorek, 2018), joten niilld voisi olla korkean pitoisuuden vuoksi potenti-
aalia antimikrobisena ainesosana kayttoon.

2.3 Levat kosmetiikassa

Tassa luvussa perehdytdaan ihmisen ihon mikrobistoon ja taudinaiheuttajiin,
seka kaydaan lapi levien kayttoa kosmetiikassa jo olemassa olevissa sovel-
luksissa, samalla tutkien levien hyodyntamismahdollisuuksia kosmetiika-
alalla.

2.3.1 Mikrobit iholla ja taudinaiheuttajina

Iho on ihmisen suurin elin. Sen pinnalla ja pintaosissa elda suuri maara eri-
laisia mikrobeja. Tata ulkopuolista mikrobistoa iholla kutsutaan mikrobio-
miksi. Mikrobiomi koostuu paaosin viruksista, bakteereista, sienista seka pa-
rasiiteista. (Sanford, 2013)

Suuri osa ihon mikrobeista eldaa mutualistisessa suhteessa kehon solujen
kanssa, eli niistd on hyotya ihmiselle muun muassa ulkopuolisten mikrobien
torjunnassa ja osana ihmiskehon immuunijdrjestelmaa (Sanford, 2013). Kui-
tenkin tiettyjen, normaalisti hyodyllisten, ihon mikrobien prosentuaalinen li-
saantyminen tai muutokset metaboliassa voivat aiheuttaa iho-ongelmia; tal-
laisia ovat esimerkiksi bakteereihin kuuluvat Cutibacterium (Propionibac-
terium), Staphylococcus seka Streptococcus ja sieniin kuuluvat Candida ja
hiiva Malassezia. Mikrobien aiheuttamiin iho-ongelmiin kuuluvat esimer-
kiksi akne (Cutibacterium acnes), atooppinen ihottuma (Staphylococcus au-
reus) seka savipuoli (Malassezia furfur) (Goering, Dockrell, Zuckerman &
Chiodini, 2018). S. aureus on myo0s osille antibiooteille resistentti, ja toimii
niin sanottuna MRSA-sairaalabakteerina (Desbois ym., 2009). Bakteerien an-
tibioottiresistenssi aiheuttaa ongelmia, ja vaihtoehtoisten antimikrobisten
aineiden l6ytaminen olisikin tarkeaa.

2.3.2 Kosmetiikka ja levat

Kauneus- ja ihonhoitokosmetiikan markkinakoko on huomattava. Yleisesti
kosmetiikka-alan globaaliksi markkinaksi ennustetaan vuoteen 2023 men-
nessa 805,61 miljardia Yhdysvaltain dollaria (USD) (Reuters, 2018) ja erik-
seen ihonhoitokosmetiikka-alan markkinaksi ennustetaan vuoteen 2026
mennessa 205 miljardia USD (Global Newswire, 2019). Samoin pelkadstdan
luonnonmukaisen kosmetiikan markkinakoon ennuste vuoteen 2025 men-
nessa on 48,04 miljardia USD (Grand View Research, 2019).
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Talla hetkelld kosmetiikassa nousevina trendeina ovat kestava kehitys, luon-
nonmukaiset ainesosat ja pienemmat synteettiset kemikaalimaarat
(McKeon, 2019; Bom ym., 2019). Myds ihon oman mikrobiomin huomioon-
ottaminen ja ylldpito on nouseva trendi kosmetiikka-alalla (CEW, 2019),
vaikka varsinaista tutkimusta kosmetiikan ja ihon mikrobiomin yhteydesta
on verrattain vahan. Joitakin luonnollisia ainesosia kdytetdan jollain mitta-
kaavalla lahes kaikessa kosmetiikassa, ja markkinakoon seka trendit huomi-
oon ottaen levien hyédyntaminen kosmetiikassa on potentiaalinen mark-
kina-alue, jos tuotanto on kestavaa ja kannattavaa.

Levia voidaan hyddyntaa kosmetiikassa esimerkiksi niiden pigmenttien ja
rasvahappojen takia. Pigmentit toimivat kasvi- ja levasoluissa mm. fotosyn-
teesissa keraamalla energiaa valon eri aallonpituuksista (Roy, Egeland, John-
sen & Llewellyn, 2011). Astaksantiinin (karotenoidipigmentin) on todettu
vaikuttavan kaikkiin ihokerroksiin ja lisddavan esimerkiksi ihon kosteutta To-
minaga, Hongo, Karato & Yamashita (2012) tutkimuksessa. Levien on myos
todettu voitavan kadyttaa kosmetiikassa esimerkiksi ihon valkaisuun seka
ihon ryppyyntymista ja ikdantymista vastaan (Wang ym., 2015). Alaria escu-
lenta-uutteen (ruskoleva) todettiin Verdy, Branka & Mekideche (2011) tut-
kimuksessa vaikuttavan alentavasti solujen ikaantymista aiheuttavan proge-
rinin tuotantoon, ja ndin toimivan ihon ikddantymista vastaan. Levien on tut-
kittu myds toimivan kosmetiikassa antioksidanttisina ainesosina tuoden
tuotteeseen esimerkiksi UV-suojaa (Hama ym., 2012). Esitettyjen tutkimus-
tulosten valossa levien kadyttd kosmetiikassa on mahdollista ja luonnollisuu-
tensa vuoksi my0s suotavaa, vaikka tosin levasta saatavien komponenttien,
kuten pigmenttien, hinta on melko korkea verrattuna synteettisiin yhdistei-
siin. (Wang ym., 2015).

Eri yritykset mainostavat levatuotteitaan eri lailla; esimerkiksi levan mainit-
seminen tuotteen ainesosana tai levan tuominen esiin padainesosana on ta-
pana joissain tuotteissa. L'oreal Paris —kosmetiikkajatin Pure-Clay Maskissa
kdytetdan punalevaa ainesosana kasvonaamiossa, jossa sen luvataan toimi-
van antioksidanttina ja suojaavan ihon solukkoa (L’oreal Paris, n.d.). Punale-
vauutteen kayttoa perustellaan sen ominaisuuksilla, mutta ei erikseen eri-
tella mika olisi mahdollinen UV-suojaan vaikuttava molekyyli tai yhdiste. Toi-
nen suuri kosmetiikkayritys, Nivea, mainostaa kayttavansa “ocean algae” —
ainesosaa (rakkohauru Fucus vesiculosus) tietyissa tuotteissaan, joissa leva-
ainesosan luvataan rauhoittavan, vahvistavan seka vahentavan tulehduksia
(Nivea, n.d.). Japanilainen Euglena Co ltd. on ensimmaisida pelkastaan
Euglena-levaan keskittynyt yritys, ja yritykselld on eri tuotteita ja tuoteryh-
mia, jotka sisaltavat Euglena-levaa. Yrityksellda on monen tuotteen ihonhoi-
totuotesarja, jossa kaikissa on Euglena-levauutetta. Aktiivisena ainesosana
kerrotaan olevan uutteen 59 eri yhdistetta. Yrityksen verkkosivuilla luetel-
laan mittava maara eri Euglenaan liittyvia tutkimusartikkeleita eri julkai-
suissa kymmenen vuoden ajalta. (Euglena Co Itd., n.d.) Luonnonkosmetiik-
kayrityksista esimerkiksi Algenist sekd Seed to Skin myyvat tuotteita, joissa
levda on kaytetty aktiivisena ainesosana. Algenist —kosmetiikkayrityksen
tuotteissa kaytetddan muun muassa Chlorella-suvun mikrolevida (Algenist,
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n.d.). Seed to Skin kertoo kdyttdavansa “The Awakening Salt Scrub” -tuottees-
saan Spirulina-levaa antioksidanttisen vaikutuksen takia, tosin ainesosalis-
tassa kaytettavana levana mainitaan rakkohauru (Fucus vesiculosus) (Seed
to Skin, n.d.). Molempien edelld mainittujen yritysten tuotteiden hinnat nou-
sevat usean sadan, jopa tuhannen euron litrahintaan.

Tietoa levien kaytosta antimikrobisena ainesosana kosmetiikassa ei juuri
6ydy, niin tutkimuksista kuin levakosmetiikan tuotetiedoistakaan. Vaikka
kosmetiikkalainsaadanto on hieman loyhempaa kuin esimerkiksi ladkelain-
saadanto, sitoo sita kuitenkin tietyt sdadokset ja asetukset. Euroopan parla-
mentin ja neuvoston asetuksessa (EY) N:o 1223/2009 kosmeettisista valmis-
teista, joka Suomessakin patee, todetaan luvussa lll, 11 artiklassa kohdassa
d) tuotetietojen sisdllettavan "todisteet kosmeettisen valmisteen vaitetysta
vaikutuksesta, jos se on valmisteen luonteen tai vaikutuksen kannalta perus-
teltua”. Tuotteiden mainostamiseen seka terveysvaittamiin pitaa siis olla pe-
rusteluina tutkittua tietoa, joka voi osaltaan vaikuttaa levaainesosien anti-
mikrobisuuden ilmoittamiseen; levakomponentin ehkda ennemmin todetaan
olevan vain vaikuttava osa liittyen johonkin tiettyyn ominaisuuteen, ei niin-
kaan suoraan antimikrobisuuden.
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3 AINEISTO JA MENETELMAT

Taman opinndytetyon tutkimusosuuden aineisto tuotettiin ja kerattiin Hel-
singin yliopiston Lahden kampuksella Bio- ja ymparistotieteellisen tiedekun-
nan tiloissa. Tutkimusosuus ja siihen liittyvat tyot toteutettiin Levatehdas-
projektin yhteydessa, ja tyota ohjasi Marika Tossavainen ja avustivat muut
projektin jasenet. Rasvahappoanalyysi toteutettiin Helsingin yliopiston Vii-
kin kampuksella elintarvike- ja ravitsemustieteiden osaston Minnamari Edel-
mannin avustuksella.

Opinndytetyon tutkimusosuus toteutettiin kesa-elokuussa 2019.

3.1 Levan kasvatus

Opinnaytetyon tutkimusosuudessa kasvatettiin E. gracilis-levaa antimikro-
bisuuskokeita varten. Tdssa luvussa esitelldaan levan kasvatukseen liittyvat
menetelmat, joita opinndytetydssa kaytettiin.

3.1.1 Kasvatuskaapissa kasvatus ja harvestointi

E. gracilis-levaa kasvatettiin kahdessa eri olosuhteessa, valossa sekd pime-
assa. Kasvatukseen kaytettiin ymppia, jota oli kasvatettu 4 x 200 ml kasva-
tuspulloissa valossa. Kasvatusalustana kdytettiin Hutnerin kasvatusalustaa
(liite 1). Nelja kasvatuspulloa puulattiin ensin yhteen, ja tdman jalkeen ymp-
pia siirrostettiin 60 ml varsinaisiin 600 ml kasvatuspulloihin, joissa oli 500 ml
kasvatusalustaa (Hutner). Alkuperaisen ympin osuus 600 ml kasvatuspul-
losta oli siis 10,7 %.

Ympin kuivapaino mitattiin suodattamalla levdkasvatusta filtterille. Kuiva-
painoksi mitattiin 5,31 mg 3 ml:ssa eli levan kuivapaino ympissa oli 1,77 g/I.

Valokasvatuksessa levada (kuva 3, s. 13) kasvatettiin kuudessa pullossa (600
ml) valointensiteetilld 153,2 umol/m?/s 16 h valo/8 h pimea —syklilld 20°C
lampotilassa. Kasvatus kesti 7 vuorokautta. 6 kpl valokasvatuspulloja puulat-
tiin yhteen, jotta levdmassasta saatiin tasalaatuinen biomassa. Tasta puula-
tusta levakasvatuksesta mitattiin suodattamalla levamassan kuivapaino,
2,546 g/I.

Pimedkasvatuksessa levda (kuva 4, s. 13) kasvatettiin ilman valoa 20 °C:n
lampdtilassa 8 vuorokautta. Myos pimedkasvatuspullot puulattiin yhdeksi ti-
lavuudeksi, ja tdméan kasvatuksen suodatettu kuivapaino oli 0,88 g/I.
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Kuva 3. Valossa kasvatettu E. gracilis-leva ennen puulausta. Levabiomas-
san variero on huomattava verrattuna pimedssa kasvaneeseen
levadan (ks. kuva 4) (Kuva: Anna Vesanen)

Kuva 4. Pimeassa kasvatettu E. gracilis-leva puulauksen jalkeen. Varil-
taan pimedkasvatettu levd on melko erilainen valossa kasvanee-
seen levaan verrattuna (ks. kuva 3) (Kuva: Anna Vesanen)
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3.1.2 Sentrifugointi

Harvestoitu levakasvatus sentrifugoitiin, jotta kasvatettu levabiomassa saa-
tiin eroteltua nestefaasista. Heraeus Multifuge 1 S-R —sentrifugilla asetuk-
silla 10 minuuttia, 3500xG, 15°C lamp6étilassa. Tama toistettiin molemmille
naytteille (pimeé & valo). Sentrifugointia jatkettiin, kunnes jaljelle jai vain
levapelletti, minka jalkeen ylimaardinen neste poistettiin pipetoimalla.

3.1.3 Kuivaus

3.2

Sentrifugoitu levamassa jaadytettiin ensin -80 °C pakastimessa ja sen jalkeen
kylmakuivattiin Christ Alpha 1-4 LOC-1M —kylmakuivurilla kaksi vuorokautta.
Kylmakuivaus suoritettiin, jotta levamassasta saatiin poistettua kaikki yli-
maardinen neste uuttoa varten.

Levduutteen valmistus

Taman opinndytetydn antimikrobisuuskokeissa kaytettiin levauutteita,
joista osa tuotettiin tuoreesta levabiomassasta itse. Levauutteita voidaan
tuottaa eri tavoin; tassa opinndytetydssa uuttomenetelmana kaytettiin ASE-
uuttoa (etanoli). Pimedkasvatuslevasta uutettiin erikseen myds paramy-
lonia.

3.2.1 Rasvauutto

Kylmakuivattu levamassa homogenoitiin morttelissa jauhamalla. Uuttosolui-
hin punnittiin 150 mg (valo) ja 150,1 mg (pimead) levaa ja nama uutettiin
Thermo Scientific™ Dionex™ ASE™ Accelerated Solvent Extraction -uuttolait-
teella. Uuttoliuoksena kaytettiin etanolia. Uutto tehtiin [ampotilassa 110 °C,
kesto 15 minuuttia.

3.2.2 Haihdutus ja kuivamassan punnitus

Uutetut levat haihdutettiin typpihaihduttimella kuiviksi |amp6hauteen
avulla. Kuivaksi haihdutetut uutteet punnittiin, jotta saatiin mitattua lopulli-
nen levdan maara testattavassa uutteessa. Valossa kasvatetun haihdutetun
levauutteen paino oli 40 mg. Pimeakasvatetun levauutteen paino haihdutuk-
sen jalkeen oli 60 mg.

3.2.3 Paramylon-uutto

Kummastakin kylmakuivatusta levastd tehtiin myds paramylon-uutto. Pi-
medkasvatuslevasta paramylonin saanto oli huomattava. Koska paramylon-
uutto oli haasteellista tehdd kvantitatiivisesti, ei saatuja maaria punnittu,
vaan paramylon-uutossa keskityttiin enemman kvalitatiiviseen puoleen.
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Valokasvatuslevasta ei tullut lainkaan paramylon-saantoa, johtuen luulta-
vimmin rasvahappojen ja varastohiilihydraattien erilaisesta koostumuksesta
ja suhteesta riippuen kasvatusolosuhteesta. E. graciliksen on tutkittu tuotta-
van enemman paramylonia, kun sita on kasvatettu heterotrofisissa olosuh-
teissa (Grimm, 2015).

Paramylonin uutto toteutettiin Barsanti ym. (2001) julkaisussa kaytetylla
Schwartzbach ym. (1975) menetelmalla. Paramylon eristettiin soluista liuot-
tamalla tislatulla vedelld kasteltua kylmakuivattua levamassaa liuokseen,
jossa oli 1% SDS ja 5 % Na;EDTA (100 ml dH,0, 1 g SDS, 5 g Na,EDTA). Sekoi-
tettu livuos pidettiin vesihauteessa lampétilassa 37 °C 30 minuutin ajan. Ta-
man jadlkeen liuos sentrifugoitiin 10 minuuttia 1000xG. Edelliset toimenpi-
teet toistettiin kolme kertaa, jotta jaljelle jaava paramylon olisi mahdollisim-
man puhdasta. Ndiden jalkeen jaljella oleva liuos pestiin 70 °C tislatulla ve-
delld kahdesti. Pesty paramylon kaadettiin alumiiniselle kupille kuivumaan
vuorokaudeksi.

Kuivunut, valkoinen jauhemainen paramylon irrotettiin kupista ja sita pun-
nittiin korkilliseen lasiputkeen 10 mg. Tahan lisattiin 500 pl 0,5 M KOH-
liuosta. Liuos sekoitettiin voimakkaasti, jotta paramylon sekoittui taydelli-
sesti KOH-liuokseen. Valmiin liuoksen annettiin olla jadkaapissa kaksi vuoro-
kautta, jonka jalkeen paramylon oli geeliytynyt. Valmiin paramylongeelin pi-
toisuus oli 20 g/I. Kokeessa valmistettiin myos toinen paramylongeeli, jonka
pitoisuus oli 100 g/l, mutta taman pipetointi filttereille oli mahdotonta,
minka vuoksi se jatettiin pois varsinaisesta kokeesta.

3.3 Mikrobien kasvatus ja uutteiden testaus

Opinndytetyon antimikrobisuuskokeissa kdytettiin kolmea ihmisen mikro-
biomiin kuuluvaa mikrobia. Tdssa luvussa kasitellaan mikrobien kasvatuk-
seen ja kasittelyyn liittyvat tyovaiheet ja levauutteiden antimikrobisuuden
testaus.

3.3.1 Mikrobien kasvatusliuosten ja —alustojen valmistus

Tyossa kaytettiin kahta eri bakteeria, Escherichia coli ja Staphylococcus au-
reus. Lisaksi kaytettiin yhta hiivaa, Malassezia furfur. Mikrobeille valmistet-
tiin ensin kasvatusliuokset ja kasvatusmaljat. E. Colille kaytettiin kasvatus-
liuoksena Luria-Bertani —liuosta: 1 000 ml dH;0, 10 g Tryptone, 5 g yeast ext-
ract ja 10 g NaCl. Samalla metodilla valmistettiin myds kasvatusmaljojen
agar-liuos valmistamalla edella mainittu liuos ja lisadmalla siihen 15 g agaria.
Liuokset autoklavoitiin 121 °C:ssa 20 minuuttia.
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S. aureuksen kasvatusliuoksena kaytettiin TGY —liuosta, joka sisdlsi 1 000 ml
dH20, 5 g Tryptone, 5 g yeast extract, 1 g glukoosi ja 1 g K;HPO4, Kasvatus-
maljojen agar-liuos valmistettiin lisdamalla samanlaiseen liuokseen 20 g aga-
ria. Liuokset autoklavoitiin 121 °C:ssa 20 minuuttia.

M. furfurin kasvatusliuoksena kaytettiin 472 Pityrosporum —liuosta, joka si-
sdlsi 1 000 ml dH,0, 40 g malt extract, 20 g ox-bile, 10 g Tween40, 2,5 g
glycerol mono-oleate. Kuten edelld, samanlaiseen liuokseen lisattiin 15 g
agaria, jotta saatiin kasvatusalustan agar-liuos valmistettua. Liuokset auto-
klavoitiin 121 °C:ssa 20 minuuttia.

Autoklavoidut agar-liuokset kaadettiin petrimaljoille laminaari-ilmavirtaus-
kaapissa (ESCO Class Il BSC), jossa tyotila sailyy ilmavirtauksen vuoksi sterii-
lind ja ndin minimoidaan kontaminaatioiden syntyminen. Valmistetut maljat
sdilytettiin jadkaapissa kannet alaspain, jottei maljojen pinnoille kertynyt
kosteutta.

3.3.2 Mikrobien esikasvatus

Kylmakuivattu S. aureus (HAMBI 2638) heratettiin laminaarissa kasvatus-
liuoksessa lisaamalla 0,5 ml kasvatusliuosta kylmakuivattuun bakteerimas-
saan, minka jalkeen massan annettiin kostua 30 minuuttia. 30 minuutin jal-
keen noin puolet bakteeriliuoksesta siirrostettiin 5 ml kasvatusliuokseen ja
liuosta sekoitettiin Pasteur-pipetilld. Loput jaljelle jddneesta liuoksesta levi-
tettiin steriililla puikolla kasvatusmaljalle. Esikasvatusmalja siirrettiin kasva-
tuskaappiin lampotilaan 37 °C. Bakteeriesikasvatusta tehtiin kasvatus-
kaapissa 2 vuorokautta.

Kylmakuivattu M. furfur (DSM6170) heratettiin samalla kaavalla kuin edella
mainittu S. aureus. Bakteeriliuosta levitettiin kasvatusmaljalle puikolla ja
malja siirrettiin kasvatuskaappiin 30 °C lampdétilaan. Hiivojen hitaamman
kasvun vuoksi M. furfuria esikasvatettiin kasvatuskaapissa noin 7 vuoro-
kautta.

E. coli —kantana kaytettiin pakastettua kantaa (apatogeeninen ymparisto-
mikrobiologian kurssikanta, Helsingin Yliopisto), joka heratettiin lisaamalla
pakastettua kantaliuosmassaa 2 ml kasvatusliuokseen. Liuos sekoitettiin ja
sita levitettiin maljalle. Malja siirrettiin kasvatuskaappiin 37 °C. E. Colia esi-
kasvatettiin kasvatuskaapissa 2 vuorokautta.

3.3.3 Levauutteiden testaus mikrobimaljoilla

Uutteina kaytettiin valo- ja pimedkasvatuksesta ASE-uutolla tehtya uutetta,
paramylon-uutetta sekd SFE-uutolla (supercritical fluid extraction) uutettua
E. gracilis-uutetta. SFE-uuttomenetelmdssa leva uutettiin hiilidioksidilla.
SFE-uute saatiin valmiina opinndytetyon ohjaajalta Marika Tossavaiselta,
uutteen pitoisuutena 104,18 mg (Aromtech 2 uute + 1 ml EtOH). Testaus
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suoritettiin kiekkodiffuusiotestina Kirby-Bauer Disk Diffusion Susceptibility
Test Protocol (Hudzicki, 2009 viitaten Bauer ym., 1961) mukaan.

Varsinainen koemaljaus tehtiin laminaarissa kontaminaatioiden valtta-
miseksi (kuva 5). Esikasvatetuilta maljoilta siirrostettiin steriililld silmukalla
bakteerikasvatusta noin viidesta eri kasvupesakkeesta koeputkeen, jossa 2
ml kasvatusliuosta. Taman jalkeen liuos sekoitettiin. Steriili vanupuikko kas-
tettiin bakteeriliuoksessa, ja silla valeltiin uusi kasvatusmalja koko pinta-
alalta. Tama toistettiin kaikilla kolmella mikrobilla (S. aureus, M. furfur ja E.
coli), yksi kanta kerrallaan laminaarissa.

Rasvauute: Euglena-rasvauuttoa, erikseen seka pimea etta valo, pipetoitiin
Finnpipetilla filtterille (Whatman® Antibiotic Assay Discs diameter 6mm) 10
ul ja filtteri asetettiin maljalle pinseteilla. Rinnakkaisfilttereita tehtiin yh-
teensa nelja kappaletta maljalle. Naiden lisdaksi maljalle lisattiin myos nolla-
naytteena filtteri, johon pipetoitiin 10 ul etanolia. Tama koeasetelma tois-
tettiin S. aureukselle, E. colille ja M. furfurille.

Paramylon-uute: Paramylon-uutetta (20 g/l) pipetoitiin 20 pl filtterille ja filt-
teri asetettiin pinseteillda bakteerimaljalle. Rinnakkaisfilttereita tehtiin yh-
teensa nelja kappaletta, ja nollandytteena filtteri, johon pipetoitiin 20 ul 0,5
M KOH-liuosta. Tama koe toistettiin S. Aureukselle, E. colille ja M. furfurille.

SFE-uute: Ylikriittiselld hiilidioksidiuuttomenetelmalld uutettua E. gracilis-
uutetta testattiin E. colilla, S. aureuksella seka M. furfurilla. Uutetta pipetoi-
tiin filtterille Finnpipetilla 20 pl. Pipetoitu filtteri asetettiin maljalle pinset-
tien avulla. Tama toistettiin yhteensa nelja kertaa, jotta saatiin nelja rinnak-
kaisnaytetta. Nollanaytefiltterille pipetoitiin 20 ul etanolia.

Kuva 5. Testiuutteiden lisdys mikrobikasvatusmaljoille laminaarissa
(Kuva: Anna Vesanen)
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Valmiit kasvatusmaljat asetettiin kasvatuskaappiin kunkin mikrobin vaati-
maan lampétilaan (M. furfur 30 °C, S. aureus 37 °C, E. coli 37 °C) ja kasvua
seurattiin vuorokauden valein (24 h, 48 h, 72 h, sekd paramylon-uutteen
kanssa vield 6 vuorokauden jalkeen).

3.3.4 Antimikrobisuuden mittaus

Levauutteiden aiheuttama mikrobikasvun inhibitio mitattiin kasvatusmal-
jalta filtterin ymparilla olevan halon, eli mikrobikasvustottoman alueen, pe-
rusteella. Vaikuttavuus mitattiin kolmella eri tasolla perustuen Chiheb ym.
(2009) levauutteiden antimikrobisuustesteissa kdytettyyn menetelmaan: - ei
vaikutusta (< 10 mm halon halkaisija), + keskiasteinen vaikutus (halon hal-
kaisija = 10 mm ja < 16 mm) sekd ++ selked vaikutus (halon halkaisija >
16mm).

3.4 Rasvahappoanalyysi

Rasvahappoanalyysi toteutettiin Minnamari Edelmannin ohjauksessa Hel-
singin yliopiston Viikin kampuksella. Rasvahappoanalyysi tehtiin kaasukro-
matografilla, jonka avulla levdauutteiden eri rasvahapot pystyttiin tunnista-
maan.

3.4.1 Analysoitavien naytteiden valmistus

Valo- sekd pimedkasvatusnaytteille tehtiin rasvahappoanalyysi. Kummasta-
kin naytteesta tehtiin kolme rinnakkaista analyysida. Naytteitad punnittiin 50
mg 10 ml lasiputkeen ja ndytteeseen lisattiin 0,5 ml sisdista standardia 19:0
(pitoisuus 2,5 mg/l). Taman jalkeen naytteet haihdutettiin kuivaksi typpi-
haihduttimella.

Haihdutuksen jalkeen naytteisiin lisattiin 0,5 ml tolueenia ja 2 ml 1% H,S04
(kuivassa metanolissa). Naytteet sekoitettiin hyvin. Nayteputket pidettiin 85
°C:ssa noin 60 minuuttia valilla sekoittaen.

Lampohauteen jalkeen nayteputket jadhdytettiin ja niihin lisattiin 2 ml hep-
taania ja 2 ml kyllaista NaCl:in vesiliuosta. Putkia kdanneltiin noin yhden mi-
nuutin ajan. Tdman jalkeen korkkeja raotettiin ja faasien annettiin erottua.
Ylempi faasi siirrettiin uuteen nayteputkeen, jonka pohjalle oli laitettu kui-
vausaineeksi vedetontd Na,SOs. Naytteiden annettiin kuivua noin 30 mi-
nuuttia.
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3.4.2 Rasvahappondytteiden ajo kaasukromatografilla

Kaasukromatografiajo suoritettiin Agilent Technologies 6850 Series Auto
Samplerilla. Kantajakaasuna kaytettiin heliumia (1,1 ml/min). Ensimmaiseksi
ajettiin standardiseokset GLC-63A ja GLC-68D rasvahappojen tunnistamista
varten. Taman jalkeen ajettiin analysoitavat naytteet. Kaasukromatografilta
saatiin ajosta kuvaajat, joista rasvahappoanalyysi voitiin toteuttaa tunnista-
malla eri rasvahapot retentioaikojen, eli naytteen kulkemiseen kolonnin lapi
kuluvan ajan perusteella.

4 TULOKSET

Tassa luvussa tarkastellaan kokeista saatuja tuloksia. Mikrobien kasvua inhi-
boivia levauutteita kokeissa olivat paramylon-uute seka SFE-uute (taulukko
1).

Taulukko 1. Eri uutteiden eri mikrobeille aiheuttama kasvun inhibitio
madritettynd Chiheb ym. (2009) menetelmalla (- ei vaikutusta, +
10 mm 2>ja<16 mm, ++>16 mm)

Mikrobikasvun inhibi-

tio S. aureus M. furfur E. coli
Euglena (SFE) - - +
Paramylon ++ - -

Euglena (ASE/valo) - - i
Euglena (ASE/pimed) | - - i

4.1 Rasvauuttotesti

Kokeeseen kasvatetut levauutteet (valo ja pimed) eivat aiheuttaneet kasva-
tusmaljoilla inhibitiota S. Aureuksen, E. Colin tai M. Furfurin kasvussa.

4.2 Paramylonuuttotesti

M. furfur ei tuottanut paramylon-kokeessa merkitsevaa tulosta, koska nolla-
ndytteessa oli myos kasvun inhibitiota. Maljoilla myds nollanadyte (0,5 M
KOH) tuotti halon filtterin ymparille, eli paramylon ei aiheuttanut hiivan kas-
vun inhibitiota vaan KOH.

Paramylon aiheutti S. Aureuksen kasvun inhibition kahdessa rinnakkaisnayt-
teessa neljasta. Halon koot néissa kahdessa oli 16 mm ja 17 mm (taulukko 1,
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s. 19). Kahden muun filtterin ymparille haloa ei tullut, vaan mikrobit kasvoi-
vat normaalisti.

4.3 SFE-uuttotesti

Ylikriittisella uutolla saatiin tuloksia E. Colin kasvun inhibitiossa. Ylikriittinen
uute inhiboi E. colin kasvua kaikilla neljalla rinnakkaisella testilla. Halon koko
levauutefilttereiden ymparilla oli eri replikaateissa 11 mm, 13 mm, 11 mm ja
12 mm (taulukko 1, s. 19). Kuvassa 6 esitetdan bakteerikasvun inhibitio filt-
terin ymparilla millimetreissa. Kuvaajaan on laskettu keskiarvot filttereista,
joilla inhibitiota esiintyi.

=
>

=
N

=
o

B SFE-uute

H Paramylon

Mikrobikasvun inhibitio (mm)
(o]

Kuva 6. Saatujen mikrobikasvuinhibitioiden koko (mm) kasvatusmaljalla
filtterin ymparilla.

4.4 Rasvahappoanalyysi

Kaikista kolmesta kokeessa kaytetysta levauutteesta tehtiin rasvahappoana-
lyysit kaasukromatografisesti. Pimedssa kasvaneessa E. gracilis-levasta teh-
dyssa uutteessa lyhytketjuisten rasvahappojen osuus oli huomattavasti kor-
keampi kuin valokasvatus- sekd SFE-uutteessa (kokonaisprosenttiosuus kai-
kista rasvahapoista yli 80%) (kuvat 7-9, s. 21-22). Pimedkasvatuslevassa oli
myds C22:5(n-3) (DPA) rasvahappoa prosentuaalisesti enemman kuin
muissa analysoiduissa uutteissa. DPA on monityydyttynyt rasvahappo, joka
voi metaboliassa muuntua pienissa maarin EPA:ksi (Drouin, Rioux & Legrand
2019).
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Valossa kasvatetussa levassa oli rasvahappoanalyysin perusteella suhteelli-
sesti eniten EPA- ja DHA-rasvahappoja eniten kolmessa analysoidussa nayt-
teessa, joskaan niiden pitoisuudet eivat olleet missaan naytteessa kovin suu-
ret (kuvat 7-9, s. 21-22). C:16- ja C:18-rasvahappojen monityydyttyneita
(PUFA) muotoja esiintyi samoin eniten valokasvatuslevdauutteessa (kuva 8, s.
21), jossa niiden osuus koko rasvahappokoostumuksesta oli yhteensa noin
30 %, kun SFE-uutteessa ndiden PUFA-yhdisteiden yhteenlaskettu osuus oli
noin 10 % (kuva 9, s. 22). Eniten erilaisia rasvahappoja oli SFE-uutteessa
(kuva 9, s. 22).

Rasvahappojen osuus koko uutteesta oli selkeasti korkein SFE-levauutteella
(300 mg/g). Pimedkasvatetulla levalld rasvojen osuus koko uutteesta oli 54
mg/g ja valokasvatuslevalla vield pienempi, 24 mg/g.

E. gracilis (pimedkasvatus/ASE-uutto)
rasvahappokoostumus (%)

m c10-15
C16:0
® C16:1
m C18:0
W C20:5(n-3) EPA
m C22:5(n-3)

% 20 % 40 % 60 % 80 % 100 %

Kuva 7. Pimeduutteen rasvahappokoostumus. Selkeasti eniten C10-C15-
rasvahappoja, ja verrattuna valokasvatus seka SFE-uutteeseen,
rasvahappokoostumus on huomattavasti suppeampi.
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E. gracilis (valokasvatus/ASE-uutto)
rasvahappokoostumus (%)

0 20 40 60 80 100

mc10-15

= C16:0

mC16:1

B C16 PUFA

= C18 PUFA

B C20:4

1 C20:5(n-3) EPA
€22:5(n-6)
€22:6(n-3) DHA

M others

Kuva 8. Valouutteen rasvahappokoostumus. Valossa kasvatetun E. gra-
cilis-uute on monipuolisempi ja sisaltdda enemman PUFA-

yhdisteita kuin pimedssa kasvatettu levauute

E. gracilis (SFE-uutto)
rasvahappokoostumus (%)

0% 20% 40 % 60 % 80 % 100 %

m C10:0-C15:0

= C16:0

mC16:1

W C16 PUFA

mC18:0

mC18:1

= C18 PUFA
€20:4

= C20:5(n-3) EPA

mC22:5

B C22:6(n-3) DHA

M others

Kuva 9. SFE-uutteen rasvahappokoostumus. Selkedsti eniten erilaisia
rasvahappoija, tosin esimerkiksi EPA- ja DHA-rasvahappojen pro-
sentuaaliset osuudet pienemmat kuin valokasvatusuutteessa

4.5 \Virheldhteet

Testattavat levauutteet eivat valttamatta liuenneet kokeessa kaytetyilta filt-
terilta tarpeeksi hyvin kasvatusmaljalle, jolloin uute ei mahdollisesti padssyt
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vaikuttamaan maljalla olevien mikrobien kasvuun. Tama voi olla syy siihen,
miksi paramylon vaikutti niin pitkalla viiveella.

5 TULOSTEN TARKASTELU JA POHDINTA

Ty6ssa haluttiin tutkia E. gracilis-siimalevan mahdollisia antimikrobisia vai-
kutuksia ja niiden hyddyntamismahdollisuuksia. Aikaisemmissa tutkimuk-
sissa on todettu, ettad silmalevilla antimikrobisia ominaisuuksia olisi (Sugiy-
ama ym., 2010; Kottuparambil ym., 2019; Gissibl ym., 2019).

Opinndytetyon tutkimuksessa osalla testatuista uutteista mikrobien inhibi-
tiota aiheuttavaa vaikutusta saatiin, joten tutkimusta olisi hyva jatkaa. Yli-
kriittisella uutolla tuotettu levauute tuotti inhibition E. Colin kasvussa kai-
kissa neljassa replikaatissa +—vaikutuksella (keskinkertainen vaikutus). Sa-
moin paramylonuute inhiboi S. Aureuksen kasvua kahdessa replikaatissa nel-
jasta ++—vaikutuksella (selkea vaikutus). Kosmetiikka-alaa pohdittaessa oli
kiinnostavaa, etta SFE-uutteella saatiin tuloksia; uute tuotettiin ylikriittisella
hiilidioksidiuutolla ja valmiissa uutteessa kaytettiin etanolia, jotta se saatiin
liukoiseen muotoon. Verrattuna muihin aikaisempiin kirjallisuudesta loydet-
tyihin tutkimuksiin (Chiheb ym., 2009; del Val ym., 2001), joissa liuottimena
on kaytetty metanolia, olisi etanoli kosmetiikassa mita luultavimmin meta-
nolia suositeltavampi ainesosa levauutteessa.

Jotta antimikrobisia ominaisuuksia voitaisiin hyodyntaa kosmetiikka-alalla
tehokkaasti, tulisi aihetta tutkia viela lisda. Suurin osa levien antimikrobisuu-
den tutkimuksesta keskittyy ldhinna antimikrobisten yhdisteiden laaketie-
teelliseen kiyttéon (Ordog ym., 2004; Watanabe, 2013; Russo ym., 2017;
Pierre ym., 2011; Mashhadinejad ym., 2016; Koizumi ym., 1993; Eom ym.,
2008), ja kosmetiikkaan ja kosmeettisiin ominaisuuksiin liittyva tutkimus voi
jaada verrattain suppeaksi. Kosmetiikka-alalla levien antimikrobisten omi-
naisuuksien kaytto voisi olla mielekasta ja mahdollista, koska sdately ei ole
yhta tiukkaa kuin elintarvike- ja ladketeollisuudessa, ja my0s levasta saatava
hinta voidaan saada taloudellisesti kannattavaksi tuottajan kannalta. (Bar-
santi & Guaaltieri, 2018). Toisaalta levien sisdltdmien ainesosien, kuten an-
tioksidanttien, toisinaan huomattavankin korkeiden pitoisuuksien vuoksi le-
vien kaytto kosmetiikassa tulee optimoida oikealle tasolle, jotta liian kor-
keilta vaikuttavien aineiden pitoisuuksilta valtytaan.

Levien kasvattamisessa tulee huomioida niiden kasvatusolosuhteet seka
kasvuaika ja sen vaikutus levan eri yhdisteiden muodostumiseen. Kokeeseen
kultivoitujen levien (pimedssa kasvatetun seka valossa kasvatetun) toimi-
mattomuus voi mahdollisesti johtua biomassan koostumuksesta siina kas-
vun vaiheessa, kun levamassa kerattiin. Myos rasvahappojen prosentuaali-
sella osuudella levauutteen kokonaismassasta voi olla vaikutusta sen anti-
mikrobisiin vaikutuksiin. Uutteiden rasvahappokoostumus seka -pitoisuus
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voi mahdollisesti selittda osaltaan pimea- ja valouutteiden toimimatto-
muutta. Rasvahappoanalyysin perusteella voidaan todeta kokeeseen kasva-
tettujen (pimea ja valo) ja etanolilla uutettujen E. gracilis-uutteiden sisalta-
neen suppeammin erilaisia rasvahappoja kuin SFE-uutolla valmistetun E.
gracilis-levauutteen. Toisaalta pimea- ja valokasvatuslevien rasvahappo-
koostumukset eroavat toisistaan melko suuresti, eikd kummallakaan ollut
vaikutusta mikrobien inhibitioon. Valokasvatuslevassa PUFA-yhdisteita 16y-
tyi enemman kuin muissa testatuissa uutteissa, toisaalta rasvojen kokonais-
osuus uutteesta oli selkedsti pienempi kuin SFE-uutteessa. SFE-uutolla tuo-
tettu levauute saatiin valmiina, eikd sen kasvun vaihetta tiedetd, kuten ei
myoskaan kokeeseen tuotettujen uutteiden, koska kasvua ja sen vaiheita ei
erikseen tassa tutkimuksessa seurattu. Tdman perusteella on vaikea paa-
tella, johtuiko koeuutteiden toimimattomuus rasvahappokoostumuksesta
vai kasvuvaiheesta.

Jos antimikrobisuutta aiheuttava yhdiste olisi jokin rasvahappo, voisi aiheen
tutkimista jatkaa keskittymalla levan kasvatuksessa optimoimaan PUFA-
yhdisteiden tuotantoa, samoin kuin solujen rasvahappojen korkean pitoi-
suuden tuotannon. Samoin paramylonin antimikrobisuuden tutkimisessa tu-
lisi jatkossa varmistaa uutteen liukeneminen kasvatusmaljalle kayttamalla
esimerkiksi erilaista testausmenetelmaa.

Verrattuna muihin antimikrobisuusominaisuuksiltaan tutkittuihin levalajei-
hin, E. gracilis on useita eri kasvatusolosuhteita sietdva makean veden mik-
rolevalaji ja sen on todettu olevan verrattain helppo kultivoida erilaisissa
kasvatussysteemeissa (Wang ym., 2018; Gissibl ym., 2019). Tdma tuo edun
lajin kadyttamiselle kosmetiikan antimikrobisten ainesosien raaka-aineena.
Kun leva tuotetaan valvotuissa olosuhteissa kasvatusreaktoreissa, pystytaan
varmistamaan biomassan saatavuus sekad laatu. Mydskdan luonnontilaiset
ekosysteemit eivat karsi levien kerdamisestd, kun teollisuuteen vaadittavat
levat kasvatetaan valvotuissa kasvatussysteemeissa. Jos tdman lisaksi kasva-
tus pystytdan toteuttamaan hyodyntden esimerkiksi teollisuuden sivuvirtoja
kasvatusalustana tai osana sitd, saadaan levien kasvatuksesta kosmetiikkaan
tehtya myos kiertotalousajattelun ja kestavan kehityksen nakokulmasta jar-
kevaa.
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Hutner-kasvatusliuos
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Liite 1

aine pitoisuus g/l
(NH4)2 HPO4 0,2
KH2PO4 0,4
(NH4)2504 2,0
MgSOs * 7 H,0 0,5
CaCly 0,2
H3BO3 0,0144
vit B1 0,0025
vit B12 0,00002
Glukoosi 5,0
Trace elements solution (in g 100 ml | 1 ml/I
dH0)

ZnS0O4 * 7 H,0 4,4
MnSO4 H>0 1,16
NaMoOs * 2 H,0 0,3
CuS0O4 * 5 H,0 0,32
CoClL; * 6 H,0 0,28
Fe-solution (in g 100 ml dH,0) 1 ml/l
(NH4)2504 Fe(S04)2 * 6 H,0 1,14

EDTA

1,0




