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TIIVISTELMA

Ympariston pilaantuminen on noussut yhdeksi taman paivan paépuheen-
aiheeksi. On alettu miettimaan, kuinka voitaisiin elaa ymparistéa kunnioit-
tavasti, ilman ettd nykyajan mukavuuksista tarvitsisi luopua. Esimerkiksi
jateveden puhdistusmenetelmid on kehitetty entisestaan. Mikrolevat ovat
mikroskooppisen pienia kasviplanktonlevid, joita pystytaan hyédyntamaan
monipuolisesti, esimerkiksi jateveden puhdistuksessa ja ravitsemuksessa.
Ne sisaltavat tarvitsemiamme monityydyttymattomia rasvahappoja.

Tassa opinnaytetydssa tutkittiin Selenastrum sp.- ja Euglena gracilis -
mikrolevien kasvua kiertovesitekniikalla toimivan kalankasvattamon jate-
vesissa seka ravinteiden poistumista jatevedesta levakasvatuksen aikana.
Kokeen aikana kaytettiin neljaé erilaista kasvatusalustaa: kissakalan kas-
vatusaltaan vetta, kissakalan lietteella rikastettua kissakalan kasvatusal-
taan vettd, kuhan kasvatusaltaan vettd seka kuhan lietteelld rikastettua
kuhan kasvatusaltaan vetta. Kasvatukset olivat sekaviljelmia.

Kokeen aikana kasvatuksista otettiin naytteitd, joista tehtiin kuivapaino- ja
ravinneanalyysit. Ravinnenaytteista mitattiin kokonaistyppi-, kokonais-
fosfori-, ammoniumtyppi- ja ortofosfaattipitoisuudet seka kemiallinen
hapenkulutus. Lisaksi tutkittiin, olisiko kuivapainoanalyysit mahdollista kor
vata optisen tiheyden mittauksilla.

Kuivapainoanalyysien tulokset osoittavat, etta levien kasvu oli tehokkainta
kasvatuksissa, joissa oli kaytetty kuhan kasvatusaltaan vetta ja jotka ol
rikastettu puhdistusprosessista saadulla kuhan lietteelld. Lisaksi optisen
tiheyden mittausten tulokset osoittivat, ettd menetelmaa voidaan hyddyn-
taa kasvuvaiheen seurannassa jatkossakin. Ravinteista kokonaistyppea
kului kasvatusten aikana kaikista eniten, ja sen poistotehokkuus kaikkien
kasvatusten kesken oli 23,5-34,2 mg/I.

Kokeen tulosten perusteella kalankasvatuslaitos voisi hyodyntaa mikrole-
vid syntyvien jatevesien puhdistuksessa. Menetelmaa kannattaa tutkia
lisaa, mm. arvioida prosessin taloudellista kannattavuutta.

Asiasanat: Selenastrum sp., Euglena gracilis, jateveden puhdistus, kuiva-
paino, ravinneanalyysit, kalankasvattamo
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ABSTRACT

Environmental degradation is one of the biggest concerns nowadays.
Therefore, people have started to think how we can live like before and
respect the nature at the same time. For example wastewater treatment
has been further improved. Microalgae are microscopic small algae, which
can be used in wastewater treatment and nutrition. Microalgae have poly-
unsaturated fats, which are needed in the nutrition of humans.

This thesis explored whether it is possible to use the wastewater of a fish
farm in the growth of the microalgae. Microalgae called Selenastrum sp.
and Euglena gracilis were used in the experiment. The microalgae were
grown in the water of the tanks, where either catfish or zander grew. Some
of these waters were concentrated by using the sludge of the catfish or the
zander, which comes from the wastewater treatments of a fish farm. The
algae were grown together.

Dry weight samples and nutrient samples were taken during the tests. To-
tal nitrogen, total phosphorus, ammonia nitrogen, orthophosphate and the
COD were analyzed from the nutrient samples. In addition, it was tested
whether the dry weight measurements could be replaced by measuring the
optical density of the samples.

The best growth of the algae was in the water of the tanks where zander
grew, and which was concentrated by using the sludge of the zander. In
addition, the results of the optical density showed that it is possible to use
this method instead of the dry weight measurement. Total nitrogen was the
most consumed nutrient in these treatments. The consumption of total ni-
trogen was 23.5-34.2 mg/l.

The results of the test indicate that the fish farm should use this method. It
is worth to explore this method more, for example, to find out how much its
use might cost.

Key words: Selenastrum sp., Euglena gracilis, waste water treatment, dry
weight, nutrient analyzes, fish farm
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1 JOHDANTO

Nykyaan on olemassa monia ymparistoa kuormittavia tekijoita, jotka ovat
aiheuttaneet vesistdjen ja muun luonnon pilaantumista. Monesti unohde-
taan, etta ympariston pilaantuminen ei hankaloita ainoastaan muiden eli-
Oiden elamé&a&, vaan se uhkaa myds ihmisten hyvinvointia. Tahan on jo
herétty ja kehitetty menetelmid, joiden avulla voimme pitd& parempaa
huolta ymparistostamme ilman, ettd oma elintasomme muuttuisi huonom-
paan suuntaan. Esimerkiksi jateveden puhdistusprosesseja kehitetaan

entisestaan.

Mikrolevat ovat osoittautuneet hyddyllisiksi esimerkiksi jateveden puhdis-
tusprosessissa. Mikrolevia hydodynnetddn myds ravitsemuksessa, silla ne
sisaltavat mm. tarvitsemiamme monityydyttymattomia rasvahappoja. Mik-
rolevia tutkitaan edelleen ja tulevaisuudessa niita tullaan varmasti kaytta-

maan entistd monipuolisemmin.

Tassa opinnaytetydssa tutkitaan, pystyyko kalankasvatuslaitos hyddynta-
maan kalankasvatusaltaan kiertovetta ja kiertoveden puhdistamiseen kay-
tettdvan laskeutustankin lietetta mikrolevien kasvattamisessa. Mikali taméa
on mahdollista, kalankasvatuslaitos pystyisi mahdollisesti hy6édyntamé&an

mikrolevia kalankasvattamon jatevesien puhdistamisessa.

Aihetta tutkittiin laboratoriokokeen avulla. Kasvatuksessa kaytetyt mikrole-
vat olivat Selenastrum sp. ja Euglena gracilis. Kasvatukset olivat sekavil-
jelmid, eli ne sisalsivat seka Selenastrum sp.- etta Euglena gracilis -
mikrolevia. Kasvatuskokeessa kaytettiin kissakalan ja kuhan kasvatusal-
taiden vetta sekéd kasvattamoveden puhdistusprosessista saatua kissaka-

lan ja kuhan kasvatusaltaiden lietetta.

Kokeen aikana tutkittiin, kasvavatko levéat paremmin kalankasvatusaltaan
vesissa vai vesissa, joita oli rikastettu kaytetylla lietteella, seké kasvavatko
mikrolevat paremmin kissakalan vai kuhan kasvatusaltaan vesissa. Liséksi
tutkittiin kasvatusten aikana tapahtuvaa ravinteiden poistoa, seka voitai-
siinko levien kasvun seurannassa kayttaa kuivapainoanalyysien sijasta

optisen tiheyden eli absorbanssin tuloksia.



Opinnaytety6 tehtiin osana EAKR-rahoitteista Levarbio-hanketta. Hank-
keen tarkoituksena on edistaa levien tuottamien arvojakeiden ja levabio-
massan hyddyntamistd monipuolisesti eri sovelluskohteissa. Naihin sovel-
luskohteisiin lukeutuvat elintarvike-, rehu-, energia- ja lannoitekaytto.
Hankkeessa ovat mukana Helsingin yliopisto, Suomen ymparistokeskus
sekd Hameen ammattikorkeakoulu. (LEVARBIO 2016.)

Kasvatuskokeessa kaytettiin Clewer Oy:n yhteydessa toimivan kokeellisen
kiertovesiviljelykalankasvattamon (Kalavesi konsultit Oy) kalankasvatusal-
taiden vetta ja puhdistusjarjestelméan laskeutusaltaan lietettd. Kalankasvat-
tamo toimi Clewer Oy:n tiloissa. Clewer Oy on turkulainen ympéaristotekno-
logia-alan yritys, joka on keskittynyt uudenlaisiin jatevesijarjestelmiin. Cle-
wer Oy on kehittdnyt ja patentoinut RBBR-bioreaktorin, jota kaytetaan ja-
tevesien puhdistuksessa. Clewer-teknologiaa on kaytetty monella toimi-
alalla, kuten teollisuuden, auto- ja vaatepesuloiden seka kylpyldiden jate-

vesien puhdistamiseen. (Clewer 2017, 3-4.)



2 MIKROLEVAT

Mikrolevat, eli kasviplanktonlevat, kuuluvat nimensa mukaisesti mikros-
kooppisen pieniin leviin. Niiden etuna on se, ettéd ne pystyvét elaméan la-
jista riippuen erilaisissa olosuhteissa. Ne viihtyvat hyvin [ampimissa vesis-
sa, mutta myos kylmissa olosuhteissa. Lisaksi osa lajeista viihtyy happa-
missa olosuhteissa seka suolaisissa vesissa. Niita voi l0ytaa myos luolista,
ja osa lajeista elaa loisina tai symbioosissa muiden elididen kanssa.
(Bruun, Leppanen, Rantajarvi & Salojarvi 2012, 144; Dumur, Filali, Lopes,
Pareau & Tebbani 2014, 2.)

Suurin osa kasviplanktonlevistéa kuuluu yhteyttaviin, eli autotrofisiin lajeihin.
Autotrofiset lajit saavat tarvitsemansa energian yhteyttamalla. Osa lajeista
on heterotrofisia. Heterotrofit hyddyntavat orgaanista ainesta saadakseen
tarvitsemansa energian. Miksotrofiset lajit puolestaan kykenevéat seka yh-
teyttdmaan ettéd hydodyntamaan orgaanisia yhdisteita energiantuotannos-
saan. (Happonen, Holopainen, Sotkas, Tenhunen, Tihtarinen-Ulmanen &
Venalainen 2008, 154; Bruun ym. 2012, 144.)

2.1 Viherlevat, Chlorophyta

Viherlevien lajisto on runsas ja monipuolinen, lajeja 16ytyy yli 8000 (Rikki-
nen 1999, 84). Selenastrum-suvun mikrolevat, joita kaytettiin myos tassa
kokeessa, kuuluvat aitoviherlevien luokkaan, eli Chlorophyceae-luokkaan.
Aitoviherlevia esiintyy suolattomissa ja vahasuolaisissa rantavesissa. Esi-
merkiksi Iltdmeresta lajeja [0ytyy noin 250. Joitakin lajeja esiintyy myds
merissa. (Guiry 1867; Rikkinen 1999, 95; Bruun ym. 2012, 146.)

Rakenteeltaan suurin osa viherlevista on yksisoluisia. Suurimmalla osalla
viherlevista on selluloosaa sisaltava soluseina. Vaihtoehtoisesti se voi
koostua myos ksylaanista, glykoproteiinista tai mannaanista. Viherlevilla
on myds plastideja, joilla tarkoitetaan kasvisoluissa ja levissa esiintyvia
soluorganelleja eli soluelimia. Niilla on my6s yleensé kaksi solun kérkeen
tai hieman sen alapuolelle kiinnittynytta uintisiimaa. Viherlevilla olevat

pigmentit ovat klorofylli ja karoteenit. (Rikkinen 1999, 84-85; Lewis & Mc-



Court 2004; SOLUNETTI 2006a; Borén 2015.) Klorofylleja ja karotenoideja
tarvitaan fotosynteesissa. Fotosynteesisséa karotenoidit toimivat apupig-

mentteina seka suojaavat solua valokemiallisilta vaurioilta. (Flores & Stan-
ge 2012, 77.) Kuvassa 1 on esitelty Selenastrum -mikroleva laji, Selenast-

rum gracile.

=
S

KUVA 1. Selenastrum gracile (Protist Information Server 2018b)

Viherlevat lisdantyvét paaasiassa suvuttomasti, mutta joskus myos suvulli-
sesti. "Suvullinen lisdéntyminen voi olla isogamista, anisogamista tai 00-
gamista” (Rikkinen 1999, 86). Isogamisten elididen sukusolujen valilla ei
ole eroavaisuutta, mutta anisogamisilla elidilla sukusolujen eroavaisuudet
ovat selkedmmat. Oogamiassa sukusolut eroavat toisistaan kooltaan, ul-

komuodoltaan ja toiminnaltaan. (Rikkinen 1999, 48.)

2.2 Silmalevét, Euglenophyta

Aiemmin silmélevien luokittelu on ollut vaikeaa, mutta nykyaan tiedetaan,
ettd ne kuuluvat harvasiimaelididen kanssa samaan kehityslinjaan. Eugle-
na gracilis -mikrolevét kuuluvat euglena-suvun mikroleviin, jotka kuuluvat

silmalevien ryhmé&én. Monissa tutkimuksissa, joissa on tutkittu silméalevien



rakennetta ja elintoimintoja, on keskitytty tahan lajiin. Silmalevat tarvitsevat
joidenkin bakteerien tuottamia vitamiineja, kuten B1- ja B12-vitamiineja.
(Rikkinen 1999, 97-101; Guiry 2018.)

Paaasiassa silmélevélajeja esiintyy makeassa vedessa, mutta myos suo-
laisissa vesissa. Monet silmalevalajit viihntyvat myos hyvin esimerkiksi jate-
vesissa, ja ne sopeutuvat hyvin nopeisiin ymparistontilan muutoksiin. Ita-
meresta on ldydetty noin 40 lajia. (Rikkinen 1999, 101; Bruun ym. 2012,
146.)

Rakenteeltaan silméalevat ovat yksisoluisia, siimallisia levia. Ne elavat yk-
sittaisina soluina. Muodoltaan ne ovat soikeita tai sukkulamaisia. Silméale-
villa ei ole soluseindé, vaan ohuen limakerroksen peittdméa solukalvo, jon-
ka alla on periplasti. Periplasti on proteiinipitoinen, ja se koostuu limittaisis-
ta kierrepaksunnoksista. Periplasti voi olla joko ohut tai paksu ja jaykka.
Liséksi ndilla levilla on yleensé kaksi solun etupaassa olevaan syvennyk-
seen Kiinnittynytta uintisiimaa. Silmalevilla oleva punainen silmatapla si-
jaitsee aivan taman syvennyksen vieressa. Kuvassa 2 on esitelty Euglena
gracilis -mikrolevasoluja. (Tikkanen 1986, 157; Rikkinen 1999, 97-99;
Bruun ym. 2012, 146.)

KUVA 2. Euglena gracilis (Protist Information Server 2018a)



2.3 Jateveden puhdistus

Vesi on hitaasti uusiutuva luonnonvara, ja maailmalla juomakelpoisen ve-
den méaara vahenee jatkuvasti. Huononevaan vesitilanteeseen vaikuttavat
ilmastonmuutos ja saastuminen. Muita vaikuttavia tekijoita ovat vaeston-
kasvu, kaupungistuminen ja teollisuuden nopea kasvu. Kaikista maailman
vesivaroista ainoastaan 2,5 % on makeaa vetta, josta 70 % kulutetaan
maataloudessa. Muita veden kayttokohteita ovat teollisuus ja kotitaloudet.
(Suomen YK-liitto 2017.)

Mikrolevat ovat tehokkaita jateveden puhdistuksessa, koska ne poistavat
tehokkaasti ravinteita jatevesista. Liséksi ne tuottavat fotosynteesituottee-
na happea, jolla jateveden puhdistusprosessissa voitaisiin korvata osa
iimastukseen tarvittavasta hapesta ja siten ilmastukseen kulutettavasta
energiasta. Jateveden ilmastusprosessiin saattaa kulua sdhkdenergiaa
jopa 50 % jatevedenpuhdistamon kokonaisenergiasta. (Arashiro 2016.)
liImastuksen aikana puhdistettavaan veteen syotetaan pienia ilmakuplia.
Tata vaihetta tarvitaan, jotta jatevedessa olevat eloperaista ainesta kulut-

tavat bakteerit alkavat kasvaa ja lisaantya. (HSY 2017.)

Vaasan yliopisto julkaisi internetsivullaan 6.7.2016 artikkelin, jossa kerro-
taan levien hyddyntamisesta seka tutkija Liandong Zhun mikroleviin liitty-
vasta tutkimuksesta. Tutkimuksessa kasvatettiin Chlorella zofingiensis -
mikrolevaa laimennetuissa sikaloiden jatevesissa. Artikkelissa Zhu toteaa
viitaten aiempiin tutkimuksiinsa, ettéa levan kasvatuksesta koituvia kustan-
nuksia voidaan vahentaa hyodyntamalla levakasvatuksessa viemarivedes-
ta saatavia ravinteita ja etta leva voi poistaa jateveden typesta 84-92 % ja
fosforista 59-74 %. (Vaasan yliopisto 2016.)

2.4 Ravitsemus

Mikrolevia voidaan hyddyntaa inmisten ja eldinten ravitsemuksessa. Osa
mikrolevista sisdltaa tarvitsemiamme pitkaketjuisia monityydyttymattomia
rasvahappoja, joista tarkeimmat ovat eikosapentaeenihappo (EPA) ja do-

kosaheksaeenihappo (DHA). Talla hetkella omega-3-rasvahappoja saa-



daan pddasiassa kalasta. (Adarme-Vega, Lim, Schenk, Timmins, Vernen,
& Yan 2012; Schwab 2016.)

Omega-3-rasvahappojen saanti voi vahentéa riskia sairastua sydan- ja
verisuonitauteihin. Lisédksi ne vaikuttavat positiivisesti myos aivojen toimin-
taan ja nakdon. Tutkimukset ovat osoittaneet, ettd omega-3-rasvahapoilla
olisi vaikutusta my6s mielenterveyteen, astmaan ja nivelreumaan. Niilla on
tarkea tehtava myos sikion kehityksessa, silla ne edistavat esimerkiksi ai-
vojen, sydamen ja verkkokalvon oikeanlaista kehittymista. (Voutilainen
2010; Block, Mousa & Swanson 2012; Adarme-Vega ym. 2012; Terve.fi
2017; VitaeLab 2017.)

Mikrolevat sisaltavat myos karotenoideja, eli variaineita. Karotenoidit jae-
taan karoteeneihin ja ksantofylleihin. Karoteeneista beetakaroteeni on an-
tioksidantti ja A-vitamiinin esiaste, ja sen avulla pystytaan esimerkiksi pa-
rantamaan elimiston puolustuskykya. Se on myds monissa kasveissa pu-
na-oranssi varipigmentti. (Hammond 2013; Szalay 2015; Antioksidan-
tit.com 2016.)

On myds tutkittu, voidaanko mikrolevia kayttaa kotielainten ravitsemuk-
sessa. Aihetta kasiteltiin 29.4.2016 julkaistussa Maaseudun tulevaisuuden
artikkelissa. Artikkelissa kerrotaan tohtorikoulutettava Marjukka Lammisen
syottaneen tydryhménsa kanssa levavalkuaista lehmille. Artikkelissa
Lamminen kertoo, ettd mikrolevat voisivat korvata soijarouheen kayton.
Levien korkea hinta voi olla viela esteena niiden hyédyntamiselle. (Pulk-
kinen 2016.)



3 MIKROLEVIEN KASVATUSMENETELMAT

Mikrolevia kasvatetaan joko suljetuissa tai avoimissa kasvatusjarjestelmis-
s4, joista jalkimmainen on yleisempi menetelma. Lisaksi on olemassa hyb-
ridikasvatusjarjestelmia, joissa kaytetaan seka avointa etté suljettua jarjes-
telmaa. Menetelmaa valittaessa tulee huomioida mikrolevien biologia,
maankaytostd, energiasta ja ravintoaineista aiheutuvat kustannukset; ve-
den saanti, ilmasto, lopullisten tuotteiden maarittely seka tyon intensiteetti.
"Intensiteetti kuvaa sité, kuinka paljon energiaa séteily kuljettaa tietyn suu-
ruisen pinnan lapi aikayksik6ssa” (Hatakka, Saari, Sirvio, Viiri & Yrjanainen
2009, 9). Mikrolevien kasvattamiseen tarvitaan hiilidioksidia, vetta, ravintei-
ta ja valoenergiaa. Lopputuloksena syntyy biomassaa ja happea. (Antolli &
Liu 2012, 7-22; All about algae.com 2017a; All about algae.com 2017b;
Kunga & Vanags 2017, 3.)

3.1 Avoimet kasvatusjarjestelmét

Avoimissa kasvatusjarjestelmissa kasvatus tapahtuu luonnonvesissa tai
keinotekoisissa altaissa tai sailidissa. Yleensa ne koostuvat ympyran muo-
toisista altaista (kuva 3) tai usein betoniin rakennetuista "raceway”-altaista
(kuva 4). Nimi "raceway” tulee siita, etta altaat muistuttavat muodoltaan
kilparataa. Altaat ovat matalia, mutta pinta-alaltaan ne voivat olla jopa
useamman hehtaarin kokoisia. Ympyran muotoisissa altaissa kaytetaan
pyorivaa sekoittajaa ja "raceway’-altaissa tarvittava virtaus saadaan ai-
kaan siipirattaan avulla. (Antolli & Liu 2012, 8; All about algae.com
2017b.)



KUVA 3. Py6redn muotoinen kasvatusallas (Ando, Furuse, Kamiya, Ko-
maki, Niwa, Tanaka, Yamashita 2011)

KUVA 4. "Raceway” -kasvatusjarjestelma (Biodiesel from algae 2018)

Avoimien jarjestelmien etuna on niiden helppokéayttdisyys, jonka lisaksi
niiden rakentaminen on edullista. Suljettuihin jarjestelmiin verrattuna ne
kuluttavat vahemman energiaa ja niiden kunnossapito on helpompaa. (An-
tolli & Liu 2012, 7-8.)

Ne eivat kuitenkaan tuota yhta tehokkaasti levédbiomassaa kuin suljetut
kasvatusjarjestelmat. Tama johtuu haihtumishavidista, lampdétilan vaihte-
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luista, hiilidioksidirajoitteisuudesta, tehottomasta sekoittumisesta seka riit-
tamattomasta valaistuksesta. Liséksi niissa on vaikeampaa hallita kasva-
tusten kontaminoitumista kuin suljetuissa jarjestelmissa. (Antolli & Liu
2012, 8-9.)

3.2 Suljetut kasvatusjarjestelmat

Suljetut kasvatusjarjestelméat voidaan jakaa bioreaktoreihin, joissa levia
kasvatetaan heterotrofisesti ilman valaistusta, ja fotobioreaktoreihin, joita
kaytetaan valoa vaativassa auto- tai miksotrofisessa kasvatuksessa. Nii-
den tarkoituksena on ratkaista avoimien jarjestelmien ongelmat, kuten
kasvatusten kontaminoituminen. Suljetuista jarjestelmista aiheutuu kuiten-
kin enemman kustannuksia. (Antolli & Liu 2012, 4-8; All about algae.com
2017a.)

Fotobioreaktorissa mikrolevat kasvatetaan suljetussa systeemissa neste-
faasissa. Liséksi tarvitaan joko luonnon valoa tai keinovaloa, kaasun syot-
tojarjestelma (CO; ja ilma) seka jarjestelma kaasun poistoon (Aoyagi, Uc-
hiyama & Ugwu 2007, 2; Antolli & Liu 2012, 26). Kaytettavan valaistuksen
tulisi olla yhtenainen, vahentéa levasolujen keskinaistd varjostusta seka
tarjota tehokas CO3:n ja O,:n massan siirto. Nama asiat vaikuttavat kaytet-
tavan fotobioreaktorimallin valaistuksen tehokkuuteen. Fotobioreaktoreis-
sa tulee olla mahdollista kasvattaa suuria maarié levabiomassaa seka eri-
laisia mikrolevalajeja, eika reaktori saa likaantua. (Hee-Jeong, Prabuddha
& Seung-Mok 2015, 2-3.)

Fotobioreaktoreita on kehitetty usean tyyppisia, esimerkiksi putkimainen
(kuva 5), "flat plate” (kuva 6) ja fermentorityyppinen, mutta fermentoreita ei
kayteta elain- ja kasvisolujen kasvattamiseen. (Aittomaki, Eerikainen, Lei-
sola, Ojamo, Suominen & Weymarn 2002, 29-30; Antolli & Liu 2012, 10.)



11

FER TEWIT IR AN

KUVA 5. Putkimainen fotobioreaktori (Flynn, Greenwell, Laurens, Lovitt &
Shields 2009)

KUVA 6. Flat plate (Ojamée 2011, 12)
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4 KALAN KASVATUS JA JATEVEDEN PUHDISTUS
KIERTOVESIVILIELYSSA

Kuviossa 1 on esitelty tdssa kokeessa kaytetyn kalankasvatuslaitoksen
kiertovesiallasviljelymenetelma. Prosessin alussa, kasvatusaltaassa kas-
vatetaan kalaa ja huolehditaan niiden kasvuolosuhteista ja ruokinnasta.
Vedenpuhdistusjarjestelméssa kalankasvatusvedestéa poistetaan ensin
kiintoaines. Kiintoaines ja samalla osa vedesta johdetaan jatevedenpuh-
distamolle. Suurin osa vedesta kierratetadn eteenpain puhdistusjarjestel-
massa. Kolmannessa vaiheessa tapahtuu biologinen suodatus ja aerobi-
nen nitrifikaatio. Nitrifikaatiossa typpiyhdisteet hapetetaan nitriitiksi ja nit-
raatiksi. Tasta siirrytaan biologiseen suodatukseen ja anaerobiseen denit-
rifikaatioon. Denitrifikaation aikana anaerobiset denitrifikaatiobakteerit pilk-
kovat nitriitti& ja nitraattia, minka lopputuloksena syntyy typpikaasua. Vaih-
toehtoisesti vaiheesta 3 voidaan siirtyd suoraan viimeiseen vaiheeseen
(vaihe 5), jossa hiilidioksidi poistetaan, lisataan happea ja vesi desinfioi-
daan. Veden desinfioinnissa kaytetaan seka otsonia ettd UV-valoa. (Lahti
& RoOnk& 2006, 23; Arp, Klotz & Ward 2011, 13; Korvonen 2017.)

1. Kalan kasvatus:
Optimoidut
olosuhteet,
ruokinta ja

huolehtiminen

says, desinfiointi,
otsoni ja UV varastointi

suodatus -
aerobinen
nitrifikaatio

suodatus -
anaerobinen
denitrifikaatio

'l 4. Biologinen | | 3. Biologinen

KUVIO 1. Kalankasvatusmenetelma kiertovesikalankasvattamossa (Kor-
vonen 2017)
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Opinnaytetyon aikana oltiin yhteydesséa Clewer Oy:n kanssa. Sielta kerrot-
tiin, etté kyseessa on kiertovesilaitos, jossa veden kierratysaste on korkea.
Syntyvan kiintoaineksen kerddminen puolestaan tapahtuu tehokkaalla al-
lashydrauliikalla, rumpusiivilalla ja flotaatiolla. (Korvonen 2017) Flotaation
aikana puhdistettava jatevesi ja paineilma sekoitetaan kesken&én (Solid-
water 2017).

Clewer Oy:n yhteyshenkild Pasi Korvosen (2017) mukaan vetté poistui
systeemista hieman esimerkiksi flotaation aikana seka haihtumalla. Sama
maara vetta lisattiin altaaseen kasvatuksen aikana. Muutenkin vetta kulu-
tettiin maltillisesti. Esimerkkind han kertoi, etta 4036 kalakilon tuottamises-

sa veden kulutus oli 123 m?, eli noin 0,03 m®Kkg.
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5 LEVAN KASVATUSMENETELMA JA KASVATUSOLOSUHTEET

Kasvatukset suoritettiin kahden litran borosilikaattipulloissa, joita oli 16
kappaletta. Kuvassa 7 on esitetty koottu kasvatuspullo. Aluksi pullot, lasi-
set pipetit ja pullojen korkit pestiin. Korkkeihin oli aikaisemmin porattu kol-
me reikad, joista kahteen ujutettiin lasinen kahden millilitran pipetti ja kol-
manteen reikaan 20,5 cm pituinen poistoilmaletku. Toisen pipetin p&d&han
laitettiin 20,5 cm pitka naytteenottoletku ja toisen 30,5 cm pitké ilmastus-
letku. Kaytetyt letkut olivat silikoniletkuja. Kontaminoitumisen véalttdmiseksi,

kaasun syotto- ja poistoletkujen paihin laitettiin suodattimet.

Naytteenottoletku

KUVA 7. Kasvatuspullon rakenne

Kokeen aikana kasvatuksiin syotettiin 0,5 I/min hiilidioksidia ja ilmaa siséal-
tavaa kaasuseosta. Kaasut sekoitettiin kosteutuspullossa. Kosteutuspullo-
na toimi kahden litran borosilikaattipullo, jossa oli tislattua vetta. Kosteu-
tuspulloon syétettiin ilmaa 10 I/min ja hiilidioksidia 0,2 I/min, eli hiilidioksi-

din osuus kaasuseoksessa oli 2 %.
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Kasvatuskoe suoritettiin kasvatuskaapeissa (Sanyo Growth Cabinet &
Versatile Environmental Test Chamber), joiden valaistus oli ajastettu siten,
ettd niiden valot olivat 16 tuntia paalla ja 8 tuntia pois paalta. Lampatila ol
20 °C. Ennen kokeen aloittamista mitattiin kasvatuskaappien valointensi-
teetit (umol/m?/s). Kaappien valointensiteetit mitattiin kaappien yla- ja ala-
tasoista, mahdollisimman keskelta. Kaytetty valointensiteetti oli 250
umol/m?/s + 8. Lopuksi kasvatuspullot autoklavoitiin (40 minuuttia, 120 °C,
1 bar).
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6 KASVATUSKOE

Kokeen aikana toteutetut kasvatukset olivat sekaviljelmia. Talla tarkoite-
taan sita, etta kokeen aikana kasvatettiin kahta levélajia samassa kasva-
tuspullossa. Tassa kokeessa kaytetyt levélajit olivat Selenastrum sp. ja
Euglena gracilis. Kaytettyja kasvatusalustoja oli nelja ja jokaisella alustalla
tehtiin nelja rinnakkaista kasvatusta kasvatuskaapeissa. Kuvassa 8 kasva-
tuskoe on kaynnissa. Kuvassa 8 on vain yhdessa kasvatuskaapissa olevat

kasvatukset.

KUVA 8. Kaynnissa oleva kasvatuskoe

6.1 Levien esikasvatus

Ennen varsinaisen kasvatuskokeen aloittamista Selenastrum sp.- ja Eug-
lena gracilis -mikrolevat esikasvatettiin autoklavoidussa EG-
kasvatusalustassa, jonka ohjeet I6ytyvat liitteesta 1. Esikasvatukset tehtiin

neljasséa kasvatuspullossa. Pulloihin lisattiin 500 millilitraa EG-liuosta. Kas-
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vatuspulloihin siirrostettiin joko Selenastrum sp. -mikrolevaa (20 ml) tai
Euglena gracilis -mikrolevaa (10 ml). Kontaminaatioiden valttamiseksi siir-

rostukset tehtiin laminaari-ilmavirtauskaapissa.

6.2 Kokeen aloittaminen

Mikrolevat, kalankasvatusaltaiden kiertovedet ja kokeessa kaytetyt lietteet
lisattiin kasvatuspulloihin vetokaapissa. Kasvatusalustan kokonaistilavuus
oli 1,6 litraa. Kasvatusliuokset, jotka oli rikastettu joko kissakalan tai kuhan
lietteellda, sisalsivat 43 millilitraa lietetta ja 1,557 litraa joko kissakalan tai
kuhan kasvatusaltaan vetta. Naita pulloja oli kahdeksan. Kahdessa muus-
sa kasvatuksessa kaytettiin ainoastaan joko kissakalan tai kuhan kasva-
tusaltaan vettad. Naiden kasvatusten kasvatuspulloihin laitettiin suoraan 1,6
litraa joko kissakalan tai kuhan kasvatusaltaan vetta, kasvatuksesta riip-

puen.

Lopuksi kasvatuspulloihin lisattiin aiemmin esikasvatetut mikrolevat. Kaik-
kiin kasvatuspulloihin Selenastrum sp. -mikrolevaa lisattiin 50 millilitraa ja
Euglena gracilis -mikrolevaéa 44 millilitraa. Ennen koetta valmistetuista
esikasvatuksista otettiin kuivapainonaytteet, joiden avulla laskettiin, kuinka
paljon mikrolevia kasvatuksiin tuli lisata, jotta molempia lajeja oli biomas-
saltaan sama maara. Taysin tarkkaa tulosta ei saatu ja mikrolevien valilla

oli eroavaisuutta 0,000363 g.

6.3 Naytteenotot, ravinneanalyysit ja kokeen lopettaminen

Kokeen aikana naytteita otettiin kaikista kasvatuksista kolmesti viikossa
kuivapainon, optisen tiheyden ja ravinnepitoisuuksien maarittamiseen.
Naytteet otettiin aamuisin aina samaan aikaan. Kuivapainomaaritysten ja
optisen tiheyden mittausten avulla seurattiin mikrolevien biomassan kas-

vamista.

Kuivapainon méaaritysta varten levibiomassaa suodatettiin vahintaan 10
ml esikuivattujen (105 °C:ssa yon yli) ja punnittujen suodattimien (GF/C, @
47 mm, Whatman) lapi Knf LAB LABOPORT-suodatinpumpun avulla.
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Suodatusten jalkeen suodattimet kuivattiin uudelleen yon yli 105 °C:ssa.

Seuraavana paivana naytetta sisaltavat suodattimet punnittiin.

Kun ndista tuloksista vahennettiin pelkkien kuivattujen suodattimien paino
ja tulos suhteutettiin suodatettuun naytemaaraan, saatiin maaritettya mik-
rolevien biomassat. Naissa laskuissa on kaytetty kaavaa 1. Suodatettavan

naytteen maara muutettiin millilitroista litroiksi.

(1)

X = Syntyva biomassa (g/l)

X1 = Kuivatun suodattimen massa (g)

X2 = Naytetta sisdltavan kuivatun suodattimen massa (Q)
X3 = Suodatettavan naytteen maara (ml)

Optisella tiheydelld, eli absorbanssilla, tarkoitetaan aineen kykya taittaa
valoa (Hatakka, Saari, Sirvido & Viiri 2013, 53). Optisen tiheyden mittaami-
sessa kaytettiin UV-2401PC-spektrofotometria. Spektrofotometrin toiminta
perustuu siihen, ettd nayteliuosta valaistaan eri aallonpituuksilla
(SOLUNETTI 2006c). Taman kokeen aikana kaytetyt aallonpituudet olivat
WL550,0 ja WL650,0. Tassa tapauksessa maaritettiin mikrolevien kasvua.

Naytteen optinen tiheys kasvaa samalla, kun naytteen solutiheys kasvaa.

Suodattamisen aikana syntyneesta suodoksesta analysoitiin ravinnepitoi-
suudet ja kemiallinen hapenkulutus (COD). Ravinnenaytteista analysoitiin
kokonaistyppi, kokonaisfosfori, ammoniumtyppi ja ortofosfaatti. Ravinteita
tutkittiin kokeen aikana, koska ravinteiden poisto on jateveden puhdistuk-
sessa olennainen osa. Tama tehtiin kasvatusten paatyttyd, minka vuoksi

suodos sailottiin pakastimeen.

Ravinteet ja kemiallinen hapenkulutus analysoitiin kyvetti- eli pikatestien

avulla. Liitteeseen 2 on koottu kokeessa kaytettyjen pikatestien kittien ni-
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met ja pitoisuusvalit. Osa testeista sisalsi poltto-osuuden (kaytetyn laitteen
merkki: HT200S-pikapolttohaude, Hach Lange).

Kasvatusten saavutettua stationdarivaiheen, levdbiomassat kerattiin tal-
teen sentrifugoimalla. Levaviljelmassa stationaarivaihe alkaa, kun jokin
tarvittavista ravintoaineista on loppunut ja / tai haitalliset aineenvaihdunta-
tuotteet rajoittavat solujen lisdantymista. Myos valon saatavuus voi rajoit-
taa kasvua. Stationdarivaihetta edeltdd eksponentiaalisen kasvun vaihe,

jonka aikana solut lisaantyvat tehokkaasti. (Solunetti 2006b.)
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7 TULOKSET

Seuraavaksi kasitellaan kuivapaino- ja ravinneanalyysien seka optisen
tiheyden mittausten tuloksia. Tuloksissa esitetaan rinnakkaisten analyysi-
en keskiarvot ja keskihajonnat. Kuvioiden kaikissa pisteissa ei nay niiden

keskihajontoja, koska saadut keskihajontatulokset ovat niin pienié.

7.1 Kasvatusten kuivapainot ja optinen tiheys

Kuvioissa 2 ja 3 on esitelty kasvatusten kuivapainokayrat. Kayrat on piir-
retty siten, ettd yhdessa kasvualustassa tehtyjen rinnakkaiskasvatusten
kuivapainotuloksista laskettiin kunkin kasvatuspéivan kohdalla naiden rin-
nakkaiskasvatusten keskiarvot.

Kuviossa 2 on esitelty niiden kasvatusten tulokset, joissa on kaytetty kis-
sakalan kasvatusaltaan vetta ja kissakalan lietteella rikastettua kissakalan
kasvatusaltaan vettd. Biomassan tuotto kissakalan lietteella rikastetussa
kissakalan kasvatusaltaan vedessa oli 0,95 mg/l ja kissakalan kasvatusal-

taan vesissa tehdyissa kasvatuksissa se oli 0,19 mg/l.

Kuivapainot
(Kissakalavesi & Kissakalavesi + liete)
2,00
1,80
1,60
e 1% T
a7y
g = é’gg A =—@—Kissakalavesi
2 060 P!
0:40 / == Kissakalavesi + liete
0,20 &_ T' _.‘L *§-+
0,00
0,00 5,00 10,00 15,00
Kasvatusaika (vrk)

KUVIO 2. Kissakalan kasvatusaltaan vedessa ja kissakalan lietteelld rikas-
tetussa kissakalan kasvatusaltaan vedessa tehtyjen kasvatusten kuivapai-

nokayréat
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Niiden kasvatusten kuivapainokayrat, joissa on kaytetty kuhan kasvatusal-
taan vettd ja kuhan lietteella rikastettua kuhankasvatusaltaan vetta on esi-
telty kuviossa 3. Levien biomassan tuotto oli tehokkainta kasvatusalustas-
sa, jossa oli kaytetty kuhan lietteella rikastettua kuhan kasvatusaltaan vet-
ta (1,29 mg/l). Pelkastaan kuhan kasvatusaltaan vesissa tehdyissa kasva-

tuksissa levan biomassan tuotto oli 0,38 mg/l.

Kuivapainot
(Kuhavesi & Kuhavesi + liete)
2,00
1,80
1,60
o 1,40 )?.—
‘s — 1,20
235 1,00 //
2 =~ 0,80 = o— Kuhavesi
2 0,60 / -
0,40 =fll—Kuhavesi + liete
0’20 w
0,00
0,00 5,00 10,00 15,00

Kasvatusaika (vrk)

KUVIO 3. Kuhan kasvatusaltaan vedessa ja kuhan lietteella rikastetussa

kuhan kasvatusaltaan vedessa tehtyjen kasvatusten kuivapainokayrat

Kuivapainomaaritysten lisdksi levien kasvua seurattiin mittaamalla optista
tiheytta. Kuvioissa 4 ja 5 on kaytetty merkint6ja WL550 tai WL650. WL on
lyhenne englanninkielen sanasta Wavelength, mika tarkoittaa aallonpituut-
ta. Kuvion 4 tulokset, jotka on mitattu aallonpituudella 550, ovat levaviljel-
mista, joissa levia kasvatettiin kissakalan kasvatusaltaan vedessa ja kis-
sakalan lietteelld rikastetussa kissakalan kasvatusaltaan vedessa. Kun
naita tuloksia verrataan kuvion 2 tulosten kanssa, huomataan ettéa kuvaaji-
en valilla ei ole suuria eroavaisuuksia. Aallonpituudella 650 mitatut tulok-

set olivat samankaltaisia.
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Optinen tiheys
(Kissakalavesi & Kissakalavesi+liete)
2,00
2 1,50 T
£5 /!-+
E ,2__ +00 T —&—Kissakalavesi
<) 0,50 =fl— Kissakalavesi+liete
0,00
0,00 5,00 10,00 15,00

Kasvatusaika (vrk)

KUVIO 4. Kissakalan kasvatusaltaan vetta siséaltavien kasvatusten optiset

tiheydet, mittauksessa on kaytetty aallonpituutta 550

Molempien kuhan kasvatusaltaan vetta sisaltavien kasvatusten optisen
tiheyden tulokset aallonpituudella 550 on esitetty kuviossa 5. Taman kuvi-
on optisen tiheyden kayrat ovat vertailukelpoisia kuvion 3 tulosten kanssa.

Aallonpituudella 650 mitatut tulokset olivat samankaltaisia.

Optinen tiheys
(Kuhavesi & Kuhavesi+liete)

~ S~~~

7/

j/ T—F 9= Kuhavesi
w == Kuhavesi + liete

0,00 5,00 10,00 15,00

Kasvatusaika (vrk)

Optinen tiheys
(WL550)

(elelelelelalatalatalUs I )
ONDBNOONSNOON S
[elela]o]olalololalolae]e)

NTNTSTONTNTS

KUVIO 5. Kuhan kasvatusaltaan vetta sisaltavien kasvatusten optiset ti-

heydet, aallonpituus 550
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7.2 Ravinnenaytteet

Kokeen alussa kokonaistypen pitoisuus kaikkien kasvatusten kesken ol
23,5-34,2 mg/l. Kokonaistyppi sisdltéa myés ammoniumtypped, jonka pi-
toisuudet kokeen alussa olivat valilla 4,88-9,72 mg/l. Kokonaisfosforin pi-
toisuudet olivat valilla 3,62-6,06 mg/l ja siihen sisaltyvan ortofosfaatin pi-
toisuudet olivat 2,94-4,81 mg/l. Kokonaistypen, kokonaisfosforin ja ortofos-
faatin pitoisuudet olivat kokeen alussa korkeimmillaan kasvatuksissa, jois-

sa oli kaytetty kuhan lietteella rikastettua kuhan kasvatusaltaan vetta.

Ammoniumtyppea oli kokeen alussa eniten kasvatuksissa, joissa oli kay-
tetty kissakalan lietteella rikastettua kissakalan kasvatusaltaan vetta. Kai-
kista kasvatuksista on laskettu ravinteiden kulutus. Ravinteiden kulutusta

laskettaessa kaytettiin kaavaa 2:

(2)

y = (3’1 — Y2
V1

) 100 %
y = Ravinteiden kokonaiskulutus (%)
y1 = Ensimmaisen kasvatuspaivan pitoisuus (mg/l)

y» = Viimeisen kasvatuspaivan pitoisuus (mg/l)

Kissakalan kasvatusaltaan vedessa tehtyjen kasvatusten ravinnepitoisuu-
det kokeen aikana on esitelty kuviossa 6. Kokonaistyppea kasvatusten
aikana kului noin 79,4 %, kokonaisfosforia 91,2 %, ammoniumtyppea 99,2
% ja ortofosfaattia 99,7 %.
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Ravinnepitoisuudet

(Kissakalavesi)

40,00
. 3000
S === Kokonaistyppi
3 > 20,00 \ ypp
2 3 \ == Kokonaisfosfori
o

10,00

_ \! o Ammoniumtyppi

e
0,00 T>3—$‘*" o Ortofosfaatti
0,00 5,00 10,00 15,00

Kasvatusaika (vrk)

KUVIO 6. Kissakalan kasvatusaltaan vedessa tehtyjen kasvatusten ravin-
nepitoisuudet

Kuviossa 7 on esitelty niiden kasvatusten ravinneanalyysien tulokset, joi-
den kasvatusalustana on kaytetty kissakalan lietteella rikastettua kissaka-
lan kasvatusaltaan vetta. Naissé kasvatuksissa kokonaistyppea kulutettiin
89,6 %, kokonaisfosforia 95,9 %, ammoniumtyppeéa 99,5 % ja ortofosfaat-
tia 99,8 %.

Ravinnepitoisuudet
(Kissakalavesi + liete)

=== Kokonaistyppi

== Kokonaisfosfori

e Ammoniumtyppi
. —

0,00 T e et Ortofosfaatti
0,00 5,00 10,00 15,00

Kasvatusaika (vrk)

(mg/1)
s 38
8 8
'/

Pitoisuus

KUVIO 7. Kissakalan lietteella rikastetussa kissakalan kasvatusaltaan ve-

dessa tehtyjen kasvatusten ravinnepitoisuudet

Kuhan kasvatusaltaan vedessa tehtyjen kasvatusten ravinneanalyysien

tulosten (kuvio 8) perusteella kokonaistypen kulutus oli 75,0 % ja koko-
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naisfosforin 88,5 %. Ammoniumtyppea kulutettiin 92,5 % ja ortofosfaattia

99,1 %.

Ravinnepitoisuudet
(Kuhavesi)

40,00

30,00

o
o

Pitoisuus
(mg/1)
N
o

10,00 i 3

D& T -
0,00 T——w b >
0,00 5,00 10,00 15,00

Kasvatusaika (vrk)

\ == Kokonaistyppi
== Kokonaisfosfori

Ammoniumtyppi

Ortofosfaatti

KUVIO 8. Kuhan kasvatusaltaan vedessa tehtyjen kasvatusten ravinnepi-

toisuudet

Kuviossa 9 on esitetty niiden kasvatusten ravinneanalyysien tulokset, jois-

sa on kaytetty kuhan kasvatusaltaan vetta, jota on rikastettu kuhan lietteel-

|&. Kokonaistypen kulutus oli 81,7 %, kokonaisfosforin 85,2 %, ammonium-

typen 98,0 % ja ortofosfaatin 98,5 %.

Ravinnepitoisuudet
(Kuhavesi + liete)

40,00
30,00

Pitoisuus
(mg/1)
N
o

00 T

10,00 ’.— LN

0,00 |:!~_!fi; —
0,00 5,00 10,00 15,00

Kasvatusaika (vrk)

=== Kokonaistyppi
== Kokonaisfosfori

Ammoniumtyppi

Ortofosfaatti

KUVIO 9. Kuhan lietteella rikastetussa kuhan kasvatusaltaan vedessa teh-

tyjen kasvatusten ravinnepitoisuudet



7.3 Kemiallinen hapenkulutus (COD)

Kemiallisen hapenkulutuksen mittaustulokset on esitetty kuvioissa 10 ja

11. Kemiallisen hapenkulutuksen (COD) avulla mitataan veden kemialli-
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sesti kuluttaman hapen maaréaéa (Kemira 2017). Kyvettitesteissa on kaytet-

ty dikromaattihapetusta (HACH 2017c).

Kuviossa 10 on esitelty kaikkien niiden kasvatusten kemiallisen hapenku-

lutuksen tulokset, joissa on kaytetty kasvatusalustana kissakalan kasva-

tusaltaan vettd, myos ne, joita on rikastettu kissakalan lietteellda. Molem-

missa kasvatuksissa COD laski suurin piirtein samalle tasolle viiden pai-

van aikana. Kasvatuskokeen aikana COD laski kissakalankasvatusaltaan

vedessa tehdyissa kasvatuksissa 41,3 % ja kissakalan lietteella rikaste-

tussa kissakalan kasvatusaltaan vedessa tehdyissa kasvatuksissa 68,7 %.

300,00
250,00

200,00

Isuus

(mg/1)

150,00

Pito

100,00
50,00

0,00

CoD

(Kissakalavesi,

Kissakalavesi+liete)

N\

'S

1

0,00

5,00 10,00
Kasvatusaika (vrk)

15,00

=@— Kissakalavesi

== Kissakalavesi + liete

KUVIO 10. Kissakalan kasvatusaltaan vedessa ja kissakalan lietteella ri-

kastetussa kissakalan kasvatusaltaan vedessa tehtyjen kasvatusten kemi-

allinen hapenkulutus (COD)

Kemiallisen hapenkulutuksen arvot ovat kaikkien kasvatusten kesken kor-

keimmat koko kokeen ajan niissa kuhan kasvatusaltaan vesissa tehdyisséa

kasvatuksissa, jotka sisalsivat myos kuhan lietetta (kuvio 11). Kuviossa 11
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on esitetty my0s ainoastaan kuhan kasvatusaltaan vesissa tehtyjen kasva-
tusten kemiallisen hapenkulutuksen tulokset. Kokeen aikana COD laski
kuhan kasvatusaltaan vedessa tehdyissa kasvatuksissa 48,4 % ja kuhan
lietteella rikastetussa kuhan kasvatusaltaan vedessa tehdyissa kasvatuk-
sissa 54,1 %.

COoD
(Kuhavesi,
Kuhavesi+liete)

300,00 k
250,00 \
200,00
150,00

4* =&— Kuhavesi
100,00

K_‘__ — == Kuhavesi+liete

Isuus

(mg/1)

Pito

50,00

0,00

0,00 5,00 10,00 15,00

Kasvatusaika (vrk)

KUVIO 11. Kuhan kasvatusaltaan vedessa ja kuhan lietteella rikastetussa
kuhan kasvatusaltaan vedessa tehtyjen kasvatusten kemiallinen hapenku-
lutus (COD)

7.4 Kokeen aikana tapahtuneita virheita

Naytteenottojen yhteydessa tapahtui sekoitusvirhe, mink& vuoksi naytteet
eivat olleet tarpeeksi yhdenmukaisia, ja tuloksissa esiintyy hieman virheita.
Myds kaasujen syo6tto oli epatasaista kasvatusten valilla. Virheista huoli-
matta kokeen tuloksia voi hyddyntéa jatkossa.
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7.5 Johtopaatotkset

Kuivapainoanalyysien perusteella mikrolevien kasvattaminen oli tehokkain-
ta kasvatuksissa, joissa oli kaytetty kuhan lietteella rikastettua kuhan kas-
vatusaltaan vetta. Mikrolevien kasvu oli tehokasta my6s kasvatuksissa,
joissa oli kaytetty kissakalan lietteella rikastettua kissakalan kasvatusal-
taan vetta. Viimeiseksi mainituissa kasvatuksissa ravinteiden kokonaisku-
lutus oli tehokkainta verrattuna muihin kasvatuksiin. Naita kasvatusalustoja
kannattaa hyodyntaa jatkossakin mikrolevien kasvattamisessa. Levét kas-
voivat lietteella rikastetuissa kasvatuksissa paremmin kuin kasvatuksissa,

joissa ei ollut lietetta.

Kasvatuksissa biomassan tuotto oli vahaista kasvualustoissa, joissa oli
kaytetty ainoastaan kissakalan tai kuhan kasvatusaltaan vetta. Tulokset
osoittavat, etté ilman lietteen lisaamisté levien biomassan tuotto on vahais-
ta, ja mikali levabiomassaa halutaan hyddyntaa, on lietetta lisattava bio-

massasaannon parantamiseksi.

Optisen tiheyden mittaaminen osoittautui helpoksi ja tehokkaaksi, mutta ei
valttamatta tarpeeksi tarkaksi menetelmaksi, mikali tarvitaan tarkkoja kui-
vapainotuloksia. Sen avulla on kuitenkin mahdollista seurata mikrolevien
kasvua ja selvittaa, milloin kasvatusten stationdarivaihe alkaa. Menetelma
on hyddyllinen ja sitd kannattaa hyddyntaa erityisesti silloin, kun ei tarvita
tarkkoja kuivapainotuloksia. Taman avulla mittauksia ja kokeen etenemista
voidaan nopeuttaa huomattavasti, silla pelkastaan tassa kokeessa yhden
paivan naytteiden optisen tiheyden mittauksiin kului aikaa noin 20 minuut-

tia, kun taas kuivapainoanalyyseissa kului useampi tunti.

Kalan kasvattamon kannattaa hyddyntad mikrolevia siella syntyvan jate-
veden puhdistamisessa. Liséksi jatkossa voitaisiin tutkia, voidaanko synty-
vasté biomassasta valmistaa kalojen ravinnoksi soveltuvaa rehua, ja jos
voidaan, niin onko se kannattavaa. Jatkotutkimuksissa kannattaa tarkas-

tella muutenkin koko prosessista aiheutuvia kustannuksia.
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8 YHTEENVETO

Kasvatuskokeen tarkoituksena oli selvittda, soveltuvatko kalankasvatta-
mon vedet mikrolevien kasvatukseen, ja voidaanko mikrolevia hyddyntaa
kalankasvattamon jatevesien puhdistamisessa. Kokeen yhteydessa verrat-
tiin kuivapainomaarityksesta ja optisen tiheyden mittaamisesta saatuja
tuloksia keskenaan, seka pohdittiin, voitaisiinko kuivapainoanalyysit korva-
ta optisen tiheyden mittauksilla. Tyossa esiteltiin myos yleisesti mikrolevia
(erityisesti kokeessa kaytettyja lajeja), niiden kasvatusmenetelmia seka
muutaman esimerkin avulla sita, kuinka niitd voidaan hyddyntaa esimer-

kiksi jateveden puhdistuksessa seké ravitsemuksessa.

Levien kasvussa oli melko suuria eroja eri kasvatusalustojen valilla, mika
todennakoisesti johtui ravinnepitoisuuksien eroista. Tehokkainta levien
biomassan kasvu oli kasvatuksissa, joissa oli kaytetty kuhan kasvatusal-
taan vettd, jota oli rikastettu kuhan lietteelld. Sen sijaan kasvatusalustois-
sa, joissa oli kaytetty ainoastaan kissakalan kasvatusaltaan vetta, tehdyt
kasvatukset saavuttivat nopeimmin stationdarivaiheen, mutta levien bio-
massa jai pienimmaksi. Myos kuhan kasvatusaltaan vesissa tehdyissa
kasvatuksissa mikrolevien biomassa oli pieni. Optisen tiheyden mittaami-
nen oli helppoa ja nopeaa, joten menetelmaa kannattaa hyddyntaa jatkos-
sa levien kasvun seurannassa, erityisesti silloin, kun ei tarvita tarkkoja kui-

vapainoarvoja.

Kokeen aikana otettiin my6s ravinnenaytteet, joista mitattiin: kokonaistyp-
pi-, kokonaisfosfori-, ammoniumtyppi- ja ortofosfaattipitoisuudet seka ke-
miallinen hapenkulutus (COD). Ravinteiden kokonaiskulutus oli tehokkain-
ta kasvatuksissa, joissa kasvualustana oli kaytetty kissakalan lietteella ri-
kastettua kissakalan kasvatusaltaan vetta. Levat olisivat saattaneet kas-

vaa vield paremmin, jos olisi kaytetty enemman lietetta.

Tyon aikana selvisi, ettd mikrolevia voidaan hyédyntaa kalankasvattamon
jateveden puhdistuksessa. Taméan lisdksi jatkossa voitaisiin tutkia, voi-
daanko mikrolevid hytdyntaa esimerkiksi kalojen ravintona kaytettavan

rehun tuotannossa. Tassa tulee kuitenkin pohtia ensin prosessin taloudel-
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lista kannattavuutta, seka tarkastella muita prosessista aiheutuvia kustan-

nuksia.
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LIITE 1. EG-kasvatusalustan ohje (CCAP 2018.)

EG:IJM

Medium
1:1 mixture
See separate recipes. Mix then autoclave at 15 psi for 15 minutes.

EG (Euglena gracilis Medium)

Freshwater algae and protozoa

Stock per litre

(1) CaCl2 stock solution:

CaCl21.0¢g

Medium per litre

Sodium acetate trihydrate 1.0 g

"Lab-Lemco"

powder (Oxoid L29) * 1.0 g

Tryptone (Oxoid L42) * 2.0 g

Yeast extract (Oxoid L21)* 2.0 g

CaClz stock solution (1) 10.0 ml

Add constituents above and make up to 1 litre with deionized water. For agar add
15 g per litre Bacteriological Agar (Oxoid L11)*. Autoclave at 15 psi for 15
minutes.

Supply

* Unipath Ltd, Wade Road, Basingstoke, Hants RG24 OPW, UK

CCAP (Culture Collection of Algae and Protozoa), Dunstaffnage Marine Laboratory,
Oban, Argyll, PA37 1QA, UK
Tel: +44 (0)1631 559000 Fax: +44 (0)1631 559001 Email: ccap@sams.ac.uk Web: www.ccap.ac.uk

JM (Jaworski's Medium)

Freshwater algae

Stocks per 200 ml

(1) Ca(NOs)2.4H20 4.0 g

(2) KH2PO22.48 g

(3) MgS04.7H20 10.0 g

(4) NaHCO33.18 g

(5) EDTAFeNa 0.45 g

EDTANa20.45¢g

(6) HsBO30.496 g

MnCl2.4H20 0.278 g

(NH4)6M07024.4H20 0.20 g

(7) Cyanocobalamin 0.008 g

Thiamine HCI 0.008 g

Biotin 0.008 g

(8) NaN0O316.0 g

(9) Na2HPO4.12H20 7.2 g

Medium per litre

Stock solutions 1 - 9

1 ml each

Make up to 1 litre with deionized water. For agar, add 15.0 g per litre of
Bacteriological Agar (Oxoid L11)*. Autoclave at 15 psi for 15 minutes.
Supply

* Unipath Ltd, Wade Road, Basingstoke, Hants, RG24 0PW, UK

CCAP (Culture Collection of Algae and Protozoa), Dunstaffnage Marine Laboratory,
Oban, Argyll, PA37 1QA, UK
Tel: +44 (0)1631 559000 Fax: +44 (0)1631 559001 Email: ccap@sams.ac.uk Web: www.ccap.ac.uk



LIITE 2. Kaytetyt pikatestit ja niiden pitoisuusvalit (HACH 2017a; HACH
2017b; HACH 2017c; HACH 2017d; HACH 2017e; HACH 2017f; HACH

2017g.)
Ravinneanalyysi Kaytetty pikatesti Pitoisuusvali Sisaltaako poltto-
osuuden
Kokonaistyppi Laton Total Nitrogen 20-100 mg/L
cuvette test (LCK 338) | TNp
Kylla
Laton Total Nitrogen
cuvette test (LCK 138) | 1-16 mg/L TNy
Kokonaisfosfori Phosphate Ortho/Total | 0.5-5.0 mg/L
cuvette test (LCK 348) | PO4-P
Phosphate (Or- Kylla
tho/Total) cuvette test 0.05-1.5 mg/L
(LCK 349) PO,4-P
Ammoniumtyppi Ammonium cuvette test | 2.0-47.0 mg/L
(LCK 303) NH4-N
Ammonium cuvette test Ei
(LCK 304) 0.015-2.0 mg/L
NH4-N
Ortofosfaatti Phosphate Ortho/Total | 0.5-5.0 mg/L
cuvette test (LCK 348) | PO4-P
Phosphate (Or- Ei
[
tho/Total) cuvette test 0.05-1.5 mg/L
(LCK 349) PO4-P
Kemiallinen ha- COD cuvette test (LCK | 50-300 mg/L Kl
a
penkulutus (COD) | 614) 0O, Y




