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Abstract

The thesis study was performed in the Kuitu 3 premises of South-Eastern Finland
University of Applied Sciences, which are part of the university’s research unit. The subject
was commissioning of a bioreactor, or the fermentor, which has been designed for
laboratory and education use and of the interconnected MFCS control unit. The thesis was
conducted as an assignment from a teacher so that the fermentor could be used in the
future for educational purposes.

In the theoretical part, biotechnology and bioreactors has been introduced, and after that
the technical properties of the fermentor and the MFCS control unit will be presented in
greater detail. The study also includes theoretical discussion on cell metabolism which
examines the phenomena apparent in the experimental phase at the cellular level.

As the study progressed, it was noticed that the MFCS control unit system lacked an
important attribute related to the recipe editor. As a result, a simple alcohol fermentation
process was selected for experimentation, where ethanol was produced in the fermentor
with sucrose, water and yeast. The purpose of the experiment was to illustrate the use of
the fermentor and graphically monitor the changes in the quantities during the process.
From the end product, an approximate volume percentage of alcohol was analyzed by
specific gravity measurement. A guide to the fermentor was also prepared based on this
study. The guide contains important information relevant to the operation of the device for
the next potential user. The production of ethanol and the technical properties of the
fermentor were also examined.

The study achieved its objectives with a few exceptions. The fermentor produced ethanol
but no detailed analysis was made due to the lack of necessary equipment. The analysis of
the quantities monitored during the test run was successfully conducted as planned. In the
future, the missing components need to be acquired to enable the utilization of a broad
range features of the fermentor.
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1 JOHDANTO

Opinnaytetyon aiheena oli laboratorio- ja koulutuskayttédn suunnatun
bioreaktorin eli fermenttorin ja fermentointiprosessin ohjausjarjestelman
kayttoonotto. Tyo suoritettiin opettajan tilauksesta Kuitu 3 -tiloissa
Savonlinnassa. Kuitu 3 on osa Kaakkois-Suomen ammattikorkeakoulun
tutkimusyksikkda. Fermenttorikokonaisuuteen kuuluu saksalaisvalmisteinen
Biostat B -ohjausyksikkd seka siihen liitettdva MFCS -ohjausjarjestelma, jotka

on hankittu koulutustarkoitukseen XAMK:n Mikkelin toimipisteesta.

Tavoitteena oli opiskella fermenttorin seka toiminnanohjausjarjestelman
ominaisuuksia, jotta laitetta voisi jatkossa kayttaa opetuksessa. Tydn loppuun
laadittiin erillinen ohjeistus fermenttoriin liittyen, jotta seuraava kayttaja paasee

hyvin alkuun.

Itse teoriaosa koostuu johdannosta biotekniikkaan, joka on iso osa laitteiston
kayttoa ajatellen. Seuraavassa osassa on perehdytty laitteiston teknisiin
ominaisuuksiin ja rakenteeseen seka toiminnanohjausjarjestelmaan.
Kokeelliseen osuuteen liittyen on myds kerrottu, mitd kyseisessa prosessissa
tapahtuu solutasolla. Kokeelliseksi osuudeksi valittiin yksinkertainen
etanolifermentaatio, jossa testattiin laitteen toimivuutta, seka havainnollistettiin

eri mittaussuureita ajon aikana.

2 BIOTEKNIIKKA

Biotekniikka on eri tieteenlajien kuten biologian, kemian seka kemian
insindoritieteiden osaamisen yhdistamista. Biotekniikan sovellutuksiin voidaan
laskea mm. elintarvike-, 1aake- ja kemianteollisuus. Jo muinoin ihmiset ovat
osanneet kayttaa biotekniikkaa hyvakseen esimerkiksi leivan, hapatettujen
maitotuotteiden tai vaikkapa viinien valmistukseen. (Aittomaki ym. 2002, 116.)
Viinin valmistusprosessi onkin hyva esimerkki biotekniikasta ja tassa tydssa
erittain keskeinen aihe. Voidaan hyvin kiteyttaa (mts. 20), etta "biotekniikalla
tarkoitetaan solujen, solujen osien seka soluista koostuvien organismien

teknista hyodyntamista”.



2.1 Bioreaktorit

Bioprosessien keskeisimpana osana on bioreaktori, jonka sisalla solut ja solun
osat toimivat biokatalyytteina. Bioprosessilla valmistettava puhdas tuote vaatii
erillisia esi- ja jalkikasittelyvaiheita (kuva 1). Kemialliset prosessit eivat
yksikkOoperaatioiltaan eroa juurikaan bioprosesseihin verrattuna. Vaikka
prosessin paapiirteet pysyvat samana, niin reaktorit eivat suinkaan ole
samanlaisia. Suurin ero bio- ja kemialliseen reaktoriin ovat
valmistuskustannukset, jotka ovat bioreaktorilla huomattavasti suuremmat.
Yksinkertaisin bioreaktori on kotioluen tai viinin valmistukseen tarvittava
kannellinen muoviampari, jossa on ilmalukko. Toisesta aaripaasta voidaan
ottaa ladkeaineiden valmistukseen suunniteltuja reaktioita, jotka on tehty
parhaista materiaaleista ja joihin on asennettu erittdin monipuolista
elektroniikkaa. Naihin tarkoituksiin tulevat bioreaktorit on myds suunniteltu
siten, etta itse reaktoriin ei padse prosessin aikana biologista materiaalia, eika

se vuoda sitd mydskaan tydymparistoon.

Esikasittely - Bioreaktio | Jalkikasittely

Kuva 1. Biotekninen tuotantoprosessi (mukaillen Aittoméaki ym. 2002, 17)

Esikasittely on tarkea osa bioprosessin tapahtumaketjua. Prosessi on usein
aseptisissa olosuhteissa tapahtuva soluviljelma. Nain ollen steriilit olosuhteet
ovat valttamattomat kasvun onnistumisen kannalta. Kaikki laitteet ja
kasvatukseen lisattavat aineet, jotka ovat yhteydessa kasvuliuokseen on
steriloitava ennen kasvatuksen aloittamista, jotta iti6t ja elavat organismit
saadaan tuhottua. Sterilointi voidaan suorittaa esimerkiksi lammon tai sateilyn
avulla tai suodattamalla kasvuliuos. Steriloinnin jalkeen puhdasviljelma eli

siirroste lisataan kasvatusliuokseen.
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Jalkikasittelyn voi jakaa eri vaiheisiin, joista ensimmainen on kiintoaineen ja
nesteen erotus, tdman jalkeen tuoteliuos konsentroidaan ja puhdistetaan.
Viimeiseksi lopputuote formuloidaan, eli kuivatetaan, stabiloidaan,
homogenisoidaan ja lopuksi pakataan. (Aittomaki ym. 2002, 116,137,183.)

3 LAITTEISTO

Biostat B® on saksalaisen Sartorius Groupin valmistama laboratoriokayttéon
suunniteltu fermentointiyksikko, jolla voidaan suorittaa pienen mittakaavan
fermentointisovellutuksia. Sita voidaan kayttaa korkeakouluissa opetukseen
tai teollisuuden laboratorioissa tutkimuskayttoon. Biostat B® koostuu kahdesta
paakomponentista eli ohjausyksikosta ja kahden litran lasisesta viljelyastiasta
(kuva 2).

Kuva 2. Biostat B fermentointiyksikko (B. Braun Biotech International GmbH s.a.)

Ohjausyksikkoon on saatavilla kahden, viiden tai kymmenen litran tilavuuden
viljelysailioita. (B. Braun Biotech International GmbH s.a., 1-1.) Tassa

opinnaytetydssa kasiteltavassa fermenttorissa oli kahden litran viljelysailio.

3.1 Ohjausyksikko

Ohjausyksikko sisaltaa termostaattikoneiston, joka kattaa myos virtalahteen,

jaahdytysvesijarjestelman, paineilmajarjestelman seka jatevesien
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poistojarjestelman. Kaikki elektroniset komponentit on sijoitettu omiin
osioihinsa ohjausyksikdssa ja ne ovat roiskesuojattuja. Ohjausyksikkdon on
my0s integroituna digitaalinen mittaus- ja ohjainkoneisto, joka tarjoaa laajan
kirjon tarkoin maariteltyja toimintoja fermentointisovellutuksiin. Mittaus- ja
ohjainkoneistoa operoidaan ohjausyksikdn ylalaidassa sijaitsevasta
nappaimistosta ja dataa luetaan aakkosnumeerisen nayton kautta. (liite 3, 4-
5.) Ohjausyksikdssa on myos kaikki laitteen toiminnan ja mittausten kannalta
valttamattomat liitannat. (B. Braun Biotech International GmbH s.a., 1-4.)

3.1.1 Termostaattikoneisto

Termostaattikoneisto on avoin ja painevapaa jarjestelma. Koneisto sisaltaa
teholtaan 600 tai 800 watin sahkdisen lammittimen, joka tuottaa laitteistolle
tarvittavan energiamaaran. Koneistossa on myos solenoidikayttdinen venttiili
jaahdytysvesijarjestelmaa varten. Kiertopumppu kierrattaa halutun lampoista

vetta viljelyastian vaippaan. (B. Braun Biotech International GmbH s.a., 1-2.)

3.1.2 Jaahdytysvesijarjestelma

Jaahdytysvesi kulkee termostaattikoneistossa olevan venttiilin kautta.
Prosessin haluttu veden lampétila saadetaan ohjausyksikon tai
ohjausjarjestelman (MFCS) kautta. Jaahdytysvetta kaytetaan ainoastaan
silloin, kun prosessissa kiertava vesi halutaan viilentaa. Nain saadaan
minimoitua veden kulutus. Jarjestelmassa kiertaa vesijohtovesi, joten
prosessissa kaytettava minimilampaétila maaraytyy sen mukaan, kuinka
kylmaa vetta hanasta saa. Ohjesaanto kertoo sen olevan 8 °C saatavilla
olevaa vetta lampoisempaa. Vaihtoehtoisesti jarjestelmaan voi syottaa vetta
my0s muualta kuin vesijohdosta. On myds huomioitava, etta koneeseen
tulevan vesilinjan paine ei saa ylittda 2 bar:n painetta ja virtauksen on oltava

maksimissaan 5 I/min. (B. Braun Biotech International GmbH s.a., 1-2, 2-6.)

3.1.3 Paineilmajarjestelma

Ohjausjarjestelma voidaan kytkea mihin tahansa painejarjestelmaan. On
otettava huomioon, ettd maksimivirtaus saa olla 10 I/min ja paine
maksimissaan 0,8 bar. Nain ollen tavalliseen paineilma- tai

kaasujarjestelmaan pitaa asentaa paineenalennusventtiili. Laitteeseen on
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erikseen saatavilla jarjestelma, joka mahdollistaa jopa neljan kaasun
samanaikaisen syottamisen. Kaasuja, kuten ilmaa, happea, typpea tai
hiilidioksidia voidaan sekoittaa taman lisajarjestelman avulla. (B. Braun
Biotech International GmbH s.a., 1-2.)

3.2 Viljelyastia

Viljelyastia itsessaan on monipuolinen kokonaisuus (kuva 2) ja se on
varusteltu sekoittajalla seka vaipalla, jossa kiertaa lammitysvesi.
Lammitysvaipassa kiertava vesi kulkee termostaatin kautta ja sille on omat
sisdan- ja ulostulo litdnnat. Astiassa on kupera pohja, joka mahdollistaa
optimaalisen sekoituksen pienissakin nopeuksissa. Astia on asennettu
tukevaan metallikehikkoon, johon on mahdollista lisata lisdaineita sisaltavia
pulloja tarpeen mukaan.

_FF__'l_. i
'._‘_

b —

Kuva 3. Viljelyastia (B. Braun Biotech International GmbH s.a., 1-3)

Kuvassa 3 on havainnollistettu viljelyastian tarkeimmat komponentit. Astian

kansilevyyn voidaan asentaa useita suureita mittaavia antureita, joita ovat:
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- pH -anturi

- pOz -happianturi

- lampdatila-anturi

- pinnankorkeusanturi
- vaahdonestoanturi

Viljelysailion paalla on myds poistokaasujen jaahdytin, jossa on kaasun
jaahdytysveden sisaan- ja ulostulo litannat. (B. Braun Biotech International
GmbH s.a., 4-6.)

Sekoitinjarjestelma koostuu 180 watin tasavirtaisesta irrotettavasta
sahkoémoottorista, joka asennetaan kannen paalla sijaitsevaan kytkimeen
(kuva 4).

Kuva 4. Sahkémoottorin kytkin (B. Braun Biotech International GmbH s.a., 3-6)

Kytkin on yhteydessa akseliin, jossa on kiinni kaksi kuusilapaista sekoittajaa.
Sekoittajaan voidaan vaihtaa my0s erilaisia profiileja kayttdtarkoituksen
mukaan. Kierrosnopeusalue on aina 50 kierroksesta jopa 1200 kierrokseen
minuutissa. Moottori ja nopeudensaatdjarjestelma on suunniteltu toimimaan
myOs suuren viskositeetin aineissa, jotta kierrosluku ei heittele ajon aikana.

(B. Braun Biotech International GmbH s.a., 1-2.)
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4 MFCS-OHJAUSJARJESTELMA

MFCS (Multi fermenter control system) -ohjauslaitteen kayttdonotossa
ongelmaksi ilmeni reseptieditoriin liittyvan lisdosan puuttuminen, joten
jarjestelmalla ei toistaiseksi ole mahdollista ajaa itse valmistettuja resepteja.
Ohjelmaa kaytetaan avuksi koeajon suureiden mittaukseen, lampdvaipan
veden lampdtilan saatelyyn seka sekoittajan nopeuden saatelyyn. Tassa
osiossa kerrotaan ohjausjarjestelman kayttotarkoitus ja perehdytaan lyhyesti

sen osa-alueisiin.

BioPAT® MFCS/win 3.1- ohjausjarjestelma on panosprosessipainotteinen
fermentoinninohjausjarjestelma. Ohjelmalla pystytaan keradmaan tietoa ja
valvomaan ohjausta jopa 16 samanaikaisesta fermentointiprosessista.
Jarjestelma noudattaa panosprosesseille suunnattua ISA-88 standardia.
(Sartorius Stedim Systems GmbH 2017a, 6.) MFCS-ohjausjarjestelma on

kytketty erilliseen tietokoneeseen, jonka kautta laitetta ohjataan.

41 MFCS-ohjauslaitteen osa-alueet

Ohjauslaitteelle on maaritelty kuusi eri moduulia, joiden kautta voidaan ohjata
eri tehtavia fermentoinnin aikana. Nama moduulit sijaitsevat MFCS-ohjelman

komentoikkunassa. (liite 3, 17.)

4.1.1 Operator Service (MFCSOPR)

Tassa moduulissa havainnollistetaan kaynnissa olevien
fermentointiprosessien tiloja. Rivilla nakyy fermentointiajon tiedot mm.
fermenttori, panoksen paivamaara, panoksen ika, viimeisin halytys ja
aktiivisten halytysten maara, sekad meneillaan olevan prosessin tila. Tasta
moduulista voi myds kaynnistaa tai lopettaa kasvatuksen. (Sartorius Stedim
Systems GmbH 2017a, 17.)

4.1.2 Sample Data Management (MFCSSDM)

Fermenttoinnin aikana on suureita, joita ei voida ajon aikana mitata, kuten
mm, biomassan konsentraatio ja tuotteen konsentraatio. Naita arvoja

joudutaan asettamaan tietokantaan manuaalisesti ja niita kutsutaan nimella
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offline variables ja niitéa ohjataan Sample Data Management-moduulissa.
Nayte voidaan ottaa ajon aikana tai sen paatyttya. Kaikissa naytteissa on
naytteenoton aika ja paivamaara. (Sartorius Stedim Systems GmbH 2017a,
13, 68.)

4.1.3 Batch Management (MFCSBMA)

Tahan moduuliin tallentuu jokaisen ohjausjarjestelman kautta ajetun
kasvatusohjelman valttamattomat tiedot. Batch Management luo jokaiselle
kasvatukselle oman prosessin tietokannan nimeltaan process database.
(Sartorius Stedim Systems GmbH 20173, 53.)

4.1.4 Reporting (MFCSBRP)

Kasvatusraportti on aakkosnumeerinen raportti kasvatuksen tiedoista, jotka
voidaan ottaa esille tietokoneen naytolle, tulostaa paperille tai muuttaa
EXCEL-ohjelmalle sopivaan muotoon tarkastelua varten. Raportti on Microsoft
Access-sovellus, joka lukee tiedot valitun kasvatuksen tietokannasta.
(Sartorius Stedim Systems GmbH 20173, 79.)

4.1.5 Plotting (MFCSPLO)

Tassa moduulissa voidaan luoda kuvaaja jokaisesta kasvatuksen vaiheen
muuttujasta ajan funktiona. Samassa kuvaajassa voidaan kayttaa jopa
kuuttatoista eri muuttujaa seka ajon aikana etta sen paatyttya. Kayttaja voi
myOs avata ja tarkastella useampaa kuvaajaa samanaikaisesti. Kuvaajat voi
tulostaa milla tahansa Windowsiin asennetulla tulostimella. Kuvaajan ulkoasua
voi myds muokata monipuolisesti. (Sartorius Stedim Systems GmbH 2017a,
13, 107.)

4.1.6 Configuration Management (MFCSCMA)

Configuration Management- moduuli on tietokanta, jossa voidaan luoda mm.
resepteja, profiileja, laskentoja ja mittauksia. MRD-moduuli lukee tdman

tietokannan tiedot ja sallii muiden moduulien kayttaa niita. (Rinne 2014, 9.)
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5 SOLUN AINEENVAIHDUNTA

Solun aineenvaihduntaa kutsutaan toiselta nimeltdan metaboliaksi. Metabolia
kasittaa biokemiallisten reaktioiden kokonaisuuden, jossa solut hajottavat
varastoimiaan tai ulkopuolelta saamiaan molekyyleja energiaksi ja nain ollen
muodostavat uusia molekyyleja saadun energian ja yksinkertaisten
molekyylien avulla. (Heino & Vuento 2014, 97.) On olemassa kahta erilaista

aineenvaihduntatyyppia, jotka ovat anabolinen ja katabolinen reaktio (kuva 5).

Anabolinen aineenvaihdunta Katabolinen aineenvaihdunta

3 x glukoosi tirkkelys

cnergiaa vapautuu

\ energiaa sitoutuu

tirkkelys 3 x glukoosi

_.n.

Kuva 5. Anabolinen ja katabolinen reaktio (Nissinen 2016)

Katabolisessa reaktiossa yhdisteet pilkkoutuvat pienemmiksi yhdisteiksi.
Nain tuotetaan energiaa ja rakennusaineita solun kayttoon. Sita yhdistetta,
jota katabolinen reaktio pilkkoo, kutsutaan hiililahteeksi. (Aittomaki ym. 2002,
31.) Anabolisessa reaktiossa yksinkertaisista molekyyleista eli |ahtéaineista
rakentuu monimutkaisia yhdisteita, ja samalla kuluu energiaa (Reunanen ym.
2006a).

Energianlahteina solut kayttavat ensisijaisesti hiilihydraatteja seka rasvoja.
Energian tuotto tapahtuu hapettamalla orgaanisia molekyyleja. Hapetusreitit
vaihtelevat kaytettavan energialahteen mukaan, jotka lopulta yhdistyvat
energiantuotannon loppuvaiheilla. Sokerit pilkotaan ensiksi glukoosiksi, jota
edelleen hapetetaan glykolyysissa. Mikali solulla on kaytettavissa happea,
jatkuu energian tuotto viela glykolyysin jalkeen, mutta hapettomissa
olosuhteissa lopputuote poistuu solusta. (Reunanen ym. 2006b.)
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5.1 Fermentointi

Fermentoinnilla tarkoitetaan anaerobisessa ymparistdssa tapahtuvaa
aineenvaihduntaa, jossa sokereita tai muita orgaanisia aineita pilkotaan
mikrobin energiaksi (Pullinen 2017, 5). Anaerobisissa, eli hapettomissa
oloissa solu ei kykene saamaan kaikkea energiaa hiililahteesta, jonka vuoksi
se ei hajoa taydellisesti. Taman aineenvaihdunnan seurauksen syntyy
hiililahteen hajoamisen vuoksi lopputuotteita kuten etanolia. (Aittomaki ym.
2002, 31.)

Tassa tydssa kaytettiin fermentointiprosessiin sakkaroosia ja hiivaa. Hiivasolut
pilkkovat kuusihiilisia sokereita kahdeksi kolmehiiliseksi pyruvaattimolekyyliksi,
joka edelleen pelkistetaan etanoliksi. Tata reaktiota kutsutaan glykolyysiksi ja
etanolifermentaatioksi. Glykolyysia voidaan kutsua myos Emden-Meyerhofin
reitiksi. Nimi koostuu keksijoista, jotka tutkivat asiaa ensimmaista kertaa 1930-
luvulla. (Heino & Vuento 2014, 99, 104.)

Glykolyysi on monimutkainen reaktiosarja, joka voidaan jakaa kahteen eri
vaiheeseen, josta toinen on energian investointivaihe ja toinen energian
tuottovaihe (kuva 6). Investointivaiheessa glukoosista muodostuu 2 ATP-
molekyylin (adenosiinitrifosfaatti) avulla fruktoosi-1,6-bisfosfaatti, joka
muuntuu tuottovaiheessa pyruvaattimolekyyliksi. Investointivaihe on energiaa
kuluttava reaktio. Siina energia on sitoutunut ATP-molekyyleihin. (Heino &
Vuento 2014, 15, 101, 102.) Tuottovaiheessa taltioituu yhta
glukoosimolekyylia kohden 4 ATP-molekyylia seka 2 NADH-molekyylia
(nikotiiniamidiadeniinidinukleotidi). Tuottovaiheen vapautuva energia sidotaan
ATP-molekyyleihin. Nain ollen nettotuotoksi saadaan 2 ATP-molekyylia ja 1
NADH-molekyyli. NADH-elektroninsiirtajakoentsyymia tarvitaan mm.
anaerobisen etanolifermentaatioprosessin viimeisessa vaiheessa, kun
asetaldehydi pelkistetaan etanoliksi. Lopputuotteeksi saadaan 2
pyruvaattimolekyylia. (Heino & Vuento 2014, 101, 104.)
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Energian investointivaihe .
2 ATP —_— 2 ADP

*OPOCH, -0~ CHOPO,

HYH HO Aoy

OH H
Fruktoosi-1,6-bistosfaatti

-

aapp 1, —Lw aaTP

Enargian tuottovaibe
2 NAD" =t 2 NADH + 2H'

COo°

2 C=0

[
CH,

2 Pyruvaatti

Kuva 6. Glykolyysin vaiheet (Heino & Vuento 2014, 101)

Glykolyysi-reaktiosarjan jalkeen pyruvaattimolekyyli muutetaan anaerobisessa
etanolifermentaatiossa asetaldehydiksi, jossa muodostuu hiilidioksidia.
Asetaldehydi puolestaan pelkistyy NADH-molekyylin avulla etanoliksi. (Heino
& Vuento 2014, 104.) Etanolifermentoinnin reaktiot on havainnollistettu

kuvassa 7.
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Pyruvaatti
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CO,
H-C=0

CH,
Asetaldehydi
MADH + H*

Etanclidehydrogenaasi

NAD'
CH,OH
|

CH,

Etanoli

Kuva 7. Pyruvaatti muuttuu hiilidioksidiksi ja etanoliksi (Heino & Vuento 2014, 103)

Glukoosin reaktioyhtal6 etanoliksi on kokonaisuudessaan:

CsH1206 + 2 ADP + 2Pi — 2 C2HsOH + 2 CO2 + 2 ATP.

Reaktioyhtalossa P:lla on kuvattu fosfaattiryhmaa. (Pullinen 2017, 6, 9.)

5.2 Fermentointiin vaikuttavia tekijoita

Etanolia valmistaessa on hyva sisaistaa mita ns. stressitekijoita prosessissa
vaikuttaa. Etanolin saantoon vaikuttaa moninainen joukko ulkoisia tekijoita.
Etanolin valmistuksessa mikrobi (tassa tapauksessa hiiva) altistuu monille
stressitekijoille prosessin aikana, jotka alentavat mm. hiivan kasvunopeutta ja
elinvoimaisuutta (kuva 8). Hiivan kannalta on vahingollista altistua kaikille
stressitekijoille samanaikaisesti. Mikali hiiva sopeutuu yhteen tekijaan
prosessin aikana, parantaa se etanolin saantoa muiden stressitekijoiden
vallitessa. (Suokko 2010, 30.)



Etanoli

Nanlunl\ l pH
Maitohappo ——— /E‘I;Ehtﬂl‘u’a +—— Lampiitila
\mlkmbl

Sulfiitti Osmolaliteetti

Etikkahappo

Kuva 8. Fermentointiin vaikuttavia tekijoita (Suokko 2010, 30)

Etanoli itsessaan on myds yksi stressitekija fermentoinnissa. Liian suuri
etanolipitoisuus tuhoaa hiivan. Saccharomyces cerevisiae —hiiva, jota tassakin
tyossa kaytetaan, sietda noin 12-15 %:n etanolipitoisuuden kasvuliuoksessa
(Aittomaki ym. 2002, 89).

5.2.1 Lampotila fermentoinnissa

Saccharomyces cerevisiae —hiivan metaboliaan, elinvoimaisuuteen ja
aktiivisuuteen voidaan vaikuttaa lampatilalla. Solujen kasvuprosessit ja
yllapitotoiminnot ovat riippuvaisia lampdétilasta. Mita matalampi lampétila
fermentoinnin aikana on, sitd enemman voidaan kayttaa ravintoa kasvatuksen
aikana. Saccharomyces—suvun hiivojen toimintalampétila on 0-40 °C.
Tehokkaimmin hiiva toimii 28-37 °C:n lampdtilassa. Liian korkea lampatila
huonontaa hiivan etanolinsietokykya. Hiiva ei mydskaan suosi suuria

lampdtilanvaihteluita. (Pullinen 2017, 15.)

5.2.2 pH-arvo fermentoinnissa

Happamuus eli pH, kertoo oksoniumionikonsentraatiosta nesteessa. pH
(asteikko 0-14) iimaisee vedessa/liuoksessa olevien oksoniumionien
pitoisuuden. Mitd suurempi pitoisuus, sitd matalampi pH-arvo. (Leszczynski
2010, 11.)
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Saccharomyces cerevisiae —hiiva pystyy kasvamaan alhaisessakin pH:ssa.
Alhaisin mitattu pH, jossa kyseinen hiiva on pystynyt toimimaan, on 2,8, mutta
ihanteellinen ympariston pH on noin 5 lampdtilan ollessa 30 °C. Etanolin
saantoon ja hiivasolujen kasvuun ei ole vaikutusta, jos ympariston pH asettuu
3,6 — 6 valiin. Toisaalta bakteerikontaminaatioriskia voidaan vahentaa, jos
ympariston pH saadaan pysymaan valilla 4-5. (Pulliainen 2017, 14-15.)
Kaymisreaktion aikana pH-arvo laskee, koska nesteeseen muodostuu
hiilihappoa. Reaktiossa syntyy myos erilaisia happoja, mm. etikkahappoa,

jotka vaikuttavat alentavasti pH-arvoon. (Ristiluoma 2015, 15.)

6 ANALYYSIT

Kokeellisessa osuudessa alkoholin maaran mittaukseen kaytettiin nesteiden
ominaispainoon perustuvaa mittaustapaa. Ominaispainomittaus perustuu
nesteiden tiheyksien vertailuun. Vertailukohtana mittauksessa on veden
ominaispaino, joka on 20 °C:n lampédtilassa 1000 g/litra.
Ominaispainomittarista riippuen arvo merkitaan joko 1.000 tai 0. Mittareissa
kaytetaan Oechslen-asteikkoa. Esimerkiksi voidaan ottaa neste, jonka
ominaispainoksi saadaan 50 ja verrattavan nesteen ominaispainoksi 10.
Naiden valinen ero 40 Oechsle-astetta. Yhden asteen muutos asteikolla
vastaa 25 grammaa sokeria 10 nestelitraa kohden. Koska sokeri on vetta
raskaampaa, niin sen ominaispaino nousee. Alkoholin ominaispaino on vetta

kevyempi ja nain ollen se pudottaa arvoa. (Viinitalo Melkko Oy 2016.)

Alkoholipitoisuus voidaan likimaaraisesti maarittaa kaavalla 1.

A, = 0,131 (0G — FG) (1)

jossa Ay alkoholin tilavuusprosentti [%]
oG aloitus ominaispaino [o/1]

FG lopullinen ominaispaino [9/1]

Kaavan kerroin on johdettu laskutoimituksesta, jossa etanolin saanto

fermentoinnin aikana on jaettu etanolin arvioidulla tiheydella.
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Alkoholifermentaation reaktioyhtalosta (ks. 18) nahdaan, etta yhta syntynytta
hiilidioksidimolekyylia kohden syntyy yksi etanolimolekyyli. Kun tiedetaan
etanolin moolimassa 46,07 g/mol ja jaetaan se hiilidioksidin moolimassaan
44,1 g/mol, voidaan todeta, etta yksi gramma hiilidioksidia tuottaa karkeasti
1,5 grammaa etanolia. Tama tulos jaetaan etanolin tiheydella, joka on noin 0,8
g/ml saadaan kertoimeksi 1,31. (Zerubba 2015.) Kerroin on yksikdssa g/ml,
joten se on jaettu viela kymmenella, jotta kaavassa voidaan kayttaa
ominaispainomittarin mukaan yksikkoa g/l.

7 ESIVALMISTELUT

Ennen fermentointiprosessin aloittamista oli laite valmisteltava siihen kuntoon,
etta itse kokeellinen osuus voitiin aloittaa. Viljelyastia oli vahingoittunut sen
ollessa laboratoriossa sailytyksessa, joten se purettiin osiin ja kasattiin ehjalla
viljelyastialla. (lite 3, 11-14.) Taman lisaksi laitteeseen asennettiin
paineilmalinjat, vaikka tassa koeajossa sille ei ollut kayttdéa anaerobisen
fermentointiprosessin takia. Uuden viljelyastian asennuksen jalkeen oli pH-

mittarin asennuksen ja kalibroinnin vuoro. (liite 3, 6-9.)

Kalibroinnin jalkeen kansilevysta poistettiin ne mittausanturit, joita ei tassa
koeajossa tarvittu. Seurattavat suureet ajon aika olivat pH, lampdétila seka
sekoittajan pyodrimisnopeus. Taman jalkeen poistokaasulinjaan asetettiin

suodatin, joka takaa anaerobisen tilan astian sisaan. Viimeisena vaiheena

testattiin, etta kaikki prosessiin vaadittavat komponentit toimivat suunnitellusti.

8 KOKEELLINEN OSUUS

Opinnaytetyon kokeellisen osuuden tarkoituksena oli tutustua fermenttorin
perustoimintoihin ja havainnollistaa MFCS-toiminnanohjausjarjestelman
kayttéa. Koeajoksi valittiin etanolin fermentointiprosessi ja tyd suoritettiin

Savonlinnassa sijaitsevan Kuitu 3-tiloissa.

Tyo aloitettiin valmistamalla kasvuliuos, johon mitattiin hiivan valmistajan
mukaan tarvittava maara sakkaroosia ja vetta. Maarat skaalattiin vastaamaan
25 litran kokonaistilavuutta. Sakkaroosia mitattiin 270 g/l ja hiivan annosteltiin

5 g/l. Sakkaroosina kaytettiin tavallista kidesokeria ja kasvusubstraattina
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kaupallista nopeaan fermentointiin tarkoitettua hiivaa. Tarvittava maara

sakkaroosia liuotettiin litraan vetta laboratorion [ampolevylla (kuva 9).

Kuva 9. Lampdlevy

Taman jalkeen sokeri-vesiliuos jaahdytettiin 20 °C:n lampdtilaan liuoksen
ominaispainomittausta varten. Liuoksesta mitattiin ominaispaino ennen itse
fermentointia alkoholipitoisuuden maarittamista varten. Mittaus suoritettiin 250

ml:n mittalasissa (kuva 10).



Kuva 10. Ominaispainon mittaus sakkaroosi-vesiliuoksesta

Ominaispainomittari upotettiin liuokseen vapaasti kellumaan. Mittarin
asetuttua luettiin lukema asteikolta ja kirjoitettiin ylos. Mittauksen jalkeen liuos

siirrettiin viljelyastiaan sterilointia varten.

Sakkaroosi-vesiliuoksen syoton jalkeen viljelyastia asetettiin lampokaappiin
121 °C:n lampdtilaan 40 minuutiksi. Autoklaavauksen tarkoituksena on tuhota
fermentoinnille vaaralliset mikrobit astiasta. Taman jalkeen astian annettiin
viilentya, kunnes sen kuljettaminen olisi turvallista. Seuraavana vaiheena oli
viljelyastian kuljetus koeajohalliin ja tarvittavien antureiden kytkenta
ohjausyksikkoon. Tassa vaiheessa asennettiin myos sekoittajan moottori

viljelyastian kansilevyyn.

Viljelyastian asennuksen jalkeen avattiin toiminnanohjausjarjestelma ja
kytkettiin datan siirto ohjausyksikkoon. (lite 3, 17-20.) Seuraavaksi asetettiin
etanolifermentointia varten sopiva lampdétila (kuva 11). Lampétilan noustessa
25 °C:n lampdtilaan, syotettiin tarvittava maara hiivaa kasvuliuokseen

(sakkaroosi + vesi).
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1 Group Display [Group 3] - [PUY_Biostat]

B — _—

Kuva 11. Suureiden hallinta kasvatuksessa

Hiivan syo6tto tapahtui poistokaasujaahdyttimen aukosta, joka asennettiin
paikalleen annostelun jalkeen. Sekoittajalla sekoitettiin hiiva kasvuliuoksen
sekaan, jonka jalkeen sekoittaja sammutettiin. Fermentointiprosessi kesti 72
tuntia, jonka jalkeen kasvatus lopetettiin ohjausjarjestelman kautta.
Jarjestelma tallensi prosessin aikana tapahtuneet muutokset
tietojarjestelmaan, josta niita voitiin tarkastella jalkeenpain. Fermentoinnin
paatteeksi otettiin lopputuotteesta nayte 250 ml:n mittalasiin, josta mitattiin

lopputuotteen ominaispaino.

9 TULOKSET JA VIRHEARVIOT

Koeajon jalkeen tarkasteltiin tuloksia. Naytteesta ei voitu tehda tarkempaa
analyysia siita, paljonko itse etanolia oli prosessissa syntynyt, koska saatavilla
ei ollut siihen soveltuvia laitteita kuten kaasukromatografia. Tasta johtuen
lopputuotteesta maaritettiin naennainen alkoholin tilavuusprosentti
ominaispainomittausta hyvaksikayttaen. Lisaksi koeajon lopuksi tutkittiin

graafisesti prosessin aikana muuttuvia suureita ajan funktiona.
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9.1 Alkoholin maaritys

Alkoholin tilavuusprosentti saatiin mittaamalla sakkaroosi-vesiliuoksen
ominaispaino ja sita verrattiin lopputuotteen ominaispainoon. Molempien
liuosten lampatila saadettiin 20 °C:n lampdtilaan vesihauteessa ennen
mittausta. Sakkaroosi-vesiliuoksen ominaispaino oli ennen fermentointia 92
Oechslen-astetta korkeampi kuin vedella. Lopputuotteen ominaispainoksi
saatiin 36 Oechslen-astetta. Nama arvot sijoitettiin alkoholin tilavuusprosentin

maarittavaan kaavaan ja tulokseksi saatiin:

0,131 x (92-36) = 7,3 til-%

Prosessiin kaytettavat ainesosat maariteltiin hiivan valmistajan ohjeiden
mukaan. Tavoitteena oli 72 tunnin aikana valmistaa noin 15 til-%:sta alkoholia.
Syy, miksi tahan tavoitteeseen ei paasty, johtui tydhon kaytettavasta hiivasta.
Hiivan annostelu on maaratty 25 litran kdymisannokseen, koska hiiva sisaltaa
kaymisreaktion nopeutta lisdavia ravinteita (mineraalisuola, vitamiinit ja
hivenaineet). Tasta johtuen olisi ensin pitanyt valmistaa hiivan valmistajan
mukainen 25 litran kdymisannos, josta koeajoa varten olisi otettu litran annos
kaymisprosessiin. Ominaispainoa seuraamalla voitiin myés huomata, kuinka
kaymisreaktio oli kesken koeajon jalkeen. Koska alkoholin ominaispaino oli
pienempi kuin vedella, niin lopputuotteen ominaispaino olisi pitanyt olla 0 tai
alle nollan, joka on veden ominaispaino 20 °C asteessa.

9.2 Muuttujien seuranta

Koeajossa seurattiin pH:n, lampdétilan ja sekoittajan pyorimisnopeuden
muuttujia ajan funktiona. Lampotila asetettiin 25 °C:n [ampdtilaan ja graafista
(liite 1) voidaan havaita, kuinka lampdtila pysyi koko koeajon ajan halutulla
alueella. Lampdtilan vaihtelu alueella 25 °C £ 2 °C johtui termostaattikoneiston
saatimesta, joka pyrki pitamaan viljelyastian sisalla olevan nesteen oikean
lampoisena. Sekoittajan pyorimisnopeus nakyy kuvaajassa vihrealla.
Sekoittajaa kaytettiin vain alussa hiivan ja sokeri-vesiliuoksen sekoitukseen

seka noin 18 tunnin kohdalla pelkastaan havainnollisessa tarkoituksessa.

pH:n osalta tapahtui enemman muutoksia kuin lampaotilassa. Alussa
huomattiin, kuinka pH-arvo tippui jyrkasti hiivan annostelun jalkeen (liite 2).
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Annostelun jalkeen pH asettui noin arvoon 6. Reilun kolmenkymmenen
minuutin jalkeen nahdaan, kuinka pH-arvo alkoi hitaasti putoamaan. Tasta
voitiin paatella, ettd aineenvaihdunta oli alkanut. pH-arvo putosi tasaisesti
koko fermentointiprosessin ajan (lite 1). Tama johtui kdymisprosessissa
syntyvasta hiilidioksidista ja erilaisista hapoista kuten etikkahaposta. Koeajon
lopussa ei pH-arvo asettunut yhteen arvoon. Tama johtui siita, etta

kaymisprosessi oli viela kesken.

10 YHTEENVETO

Opinnaytetyon aiheena oli fermenttorin ja siihen liitettdvan ohjausjarjestelman
kayttdonotto. Tydssa perehdyttiin laitekokonaisuuden teknisiin ominaisuuksiin
ja opeteltiin laitteen kayttda etanolifermentaatiokoeajon avulla.
Laitekokonaisuudesta laadittiin myos kayttdopas, johon on koottu laitteen
perusominaisuuksia ja kayttda ajatellen tarkeita aiheita. Ty oli
mielenkiintoinen, mutta erittain haastava, koska laite oli entuudestaan taysin
tuntematon. Haastetta lisasi myos rajallinen aikataulu ja lisaksi tyon edetessa
huomattiin, ettd toiminnanohjausjarjestelmasta puuttui reseptieditori, jonka
avulla fermentointia voidaan ohjata taysin automaattisesti. Tasta syysta
paadyttiin yksinkertaiseen etanolifermentaatioprosessiin, ja laitetta kaytettiin

ajon aikana manuaalisesti.

Koeajo jouduttiin suorittamaan kahteen kertaan, koska tietokone, johon
ohjausjarjestelma on yhteydessa, siirtyi lepotilaan ajon aikana. Tasta johtuen
jarjestelma ei tallentanut ajon aikana tapahtuvia suureiden muutoksia. Tama
ongelma oli kuitenkin helposti korjattavissa, joten seuraava koeajo sujui
ongelmitta. Paapaino koeajon aikana oli seurata suureiden muutoksia
prosessin aikana ja todeta laitteen toimivuus maarittdmalla suuntaa antava
alkoholin tilavuusprosentti valmiista tuotteesta. Laitekokonaisuus tuli
perusominaisuuksiltaan tutuksi. Syvallisempi perehdytys vaatisi enemman
aikaa, joten tahan tydohon keratyt tiedot antavat hyvan perustan seuraavalle

kayttajalle.

Tulevaisuudessa fermentointisovellutuksia varten on
toiminnanohjausjarjestelmaan asennettava reseptieditori, jonka avulla

fermentointiprosessia voidaan hallita tdysin automaattisesti. Lisaksi koululle
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on hankittava sopivan kokoinen autoklaavi viljelyastian sterilointia varten.
Happianturin kalibrointia varten on hankittava myos typpikaasupullo ja siihen
litettavia oheislaitteita. Jatkotutkimuksia ajatellen laitteella voisi tutkia
esimerkiksi lignoselluloosaetanolin valmistusta. Lignoselluloosaetanolin
valmistus edellyttda delignifikointia, jossa ligniiniin sitoutuneet selluloosa ja
hemiselluloosa erotellaan toisistaan, jonka jalkeen niita edelleen pilkotaan
sokereiksi hydrolyysireaktiossa. Hemiselluloosan ja selluloosan pilkkoutuessa
sokereiksi, voidaan ne fermentoida etanoliksi. Lisaksi olisi hyva tutkia, miten
prosessissa vaikuttavien suureiden, kuten lampétilan, pH:n ja
sekoitusnopeuden vaihtelut vaikuttaisivat etanolin saantoon. Koululle voitaisiin
hankkia myds etanolin maaritykseen soveltuvia laitteita, kuten refraktometri,
tislauskolonni tai kaasukromatografi, jolla voitaisiin maarittaa suoraan

nesteessa olevan etanolin maara.
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Liite 3: Fermenttorin kayttdohje 1(24)

Fermenttorin kayttoohje
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1. Johdanto

Tassa ohjeessa kaydaan lapi fermenttorilaitteiston perustoimintoja, joita on
hyva tietda ennen laitteen varsinaista kayttéa. Fermenttorilaitteisto on
monipuolinen jarjestelma ja ajan rajallisuuden vuoksi jouduttiin ohjeistukset
rajaamaan laitteen perustoimintoihin. Naiden ohjeiden avulla seuraava

kayttaja paasee alkuun ja perehtymaan tarkemmin laitteen ominaisuuksiin.

Luvussa 2 havainnollistetaan ohjausyksikon liitannat ja kytkimet.
Kolmannessa luvussa kaydaan lapi tarvittavat kalibroinnit. Neljannessa
luvussa neuvotaan viljelyastian purku ja kasaus laitteen puhdistamista varten.
Luku 5 kasittelee viljelyastian sterilointia eli autoklaavausta. Luvussa 6
neuvotaan, kuinka kasvatus aloitetaan ilman reseptia ja kuinka hallitaan
prosessia manuaalisesti ohjausjarjestelman kautta. Viimeisessa luvussa

kaydaan lapi viljelyastian puhdistus fermentoinnin jalkeen.
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2. Ohjausyksikon liitannat ja kytkimet

Alla olevassa kuvassa 12 on havainnollistettu ohjausyksikdn etupaneelin

komponentit ja niiden kayttotarkoitus.

- o
| | &
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Dhxik &

i ™

i
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BIOSTAT®B

—

365 mm

E
L J

Kuva 12. Ohjausyksikdn etupaneeli (B. Braun Biotech International GmbH s.a., 2-4)

Vihrealla merkitysta kytkimesta kytketaan laitteeseen virta.

Oranssilla merkitty alue on ilmanvirtausmittari.
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alueella on peristalttiset pumput, joilla voidaan annostella tarvittavia
lisqaineita prosessiin. Ensimmainen ylhaalta katsottuna on pinnankorkeutta
saatelevalle aineelle. Seuraava pumppu on vaahdonestoaineelle. Kolmas on

tarkoitettu alkaleille ja viimeinen hapoille.

Sinisella merkatun alueen katkaisijalla voidaan tayttaa termostaattikoneisto ja

viljelyastian lammitysvaippa.

Punaisella ympyroity alue on ohjausyksikon ohjaustaulu, josta voidaan tehda
kaikki tarvittavat toiminnot fermentointiprosessille. Kyseisessa fermenttorissa
on erillinen ohjausjarjestelma, joten tassa ohjeistuksessa sita kaytetaan

ainoastaan kalibrointeihin.

( 9 10 11 12 13 \
©0000
14 15 \
a__Jo oo
16 17 W
d_ o o o .
18 19
oo oo
Ell ar o2
2 O, O ]
o, . O,
Thermostat
Q, O 24 VAC —
T2A
Stirring Motor
=TibA ‘K
Coaling Watar D | —L°
L NN )
| P [—
) 450 mm .

Kuva 13. Ohjausyksikon liitannat (B. Braun Biotech International GmbH s.a., 2-4)



37

6(24)

Kuvassa 13 havainnollistettu kaikki tarvittavat liitannat fermentointia varten.
Liitdnnat sijaitsevat ohjausyksikon vasemmalla sivulla. Kuvassa 14 on viela

selitetty jokaisen liittimen kayttotarkoitus:

Pas. Cannactor Lze

Air hese cennechor air inlet from laboratory connection

Air hose connachor air supply to culture vessal

025 hose connactor or adaptar exfra inlet for oxygen seurce (Ou-anrichmant)

combined with Air %

Exhaust cooler R

hase connectar

coaling water backflow from exhaust coaler

Exhaust coclar

hose connactor

coaling water supply 1o exhaust cooler

Thermostate &

tubing with female connector

coaling water backflow from double jacket

Thermostate

tubing with male connector

thermostate supply to culture vessel

Cooling water

hase connactor

caoaling water return to lab ar drain

Cooling water &

hose connector

cooling water supply from laboratory

pH pH-electrode connection of pH-alectrode
Foam Foam-probe connection of antifoam probe
Level Level-probe connection of level probe
[l pC-alectrode connection of pCu-alectrode
Temp Ft-100 connection of Pt-100
Gasmix Socket, 15 pin connection of a Gasmix-unit
Host Socket, § pin, RS485 or RS422 | connection of a host computer
Recarder Socket, 15 pin connection of a recorder
Printer Flug, 9 pin connection of a printer

_Ext. Signals Socket, 15 pin connection of remote signals
Substrate Flug, 9 pin connection of external substrate pump

Kuva 14. Liitdnnat ja niiden yksityiskohdat (B. Braun Biotech International GmbH s.a., 2-4)

3. Kalibroinnit

Ennen fermentointia on syyta kalibroida laitteet, jotta ajot sujuisivat ongelmitta.
Tassa osiossa kerrotaan lisdainepumppujen kalibroinnista seka pH-anturin
kalibroinnista. pOz2- eli happianturi on jatetty pois tasta ohjeistuksesta, koska
kalibrointiin tarvittavaa typpea ei ollut saatavilla ohjeistuksen tekohetkella.

3.1 pH—anturin kalibrointi

HUOM! KASITTELE ANTURIA VAROEN. ANTURIN PAA ON OHUTTA LASIA
JA SE ON PAINEISTETTU, EIKA SE KESTA KOLHUJA. KAYTA
SUOJALASEJA SILTA VARALTA, JOS ANTURI HAJOAA.
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pH-anturi on kalibroitava ennen kasvatuksen aloitusta. Kalibrointi tapahtuu
kahdessa eri vaiheessa ja niilld maaritellaan 0-kohta ja herkkyys (slope).
Nama kaksi arvoa saadaan kahdella eri puskuriliuoksella, jotka ovat tassa
tapauksessa pH 7 (0-arvo) ja pH 4 (slope). Nain suoritat pH-mittarin

kalibroinnin ohjausyksikon kautta:

1. Paina ohjausyksikdn nappaimistdosta "CALIBRATION” nappainta ja valitse

kalibroitava kohde, joka tassa tapauksessa alla olevan kuvan mukaisesti pH.

Kuva 15. Ohjaustaulu

2. Aseta tarvittaessa puskuriliuokselle oikea lampétila (I6ytyy liuoksen
pakkauksen kyljestd). Tassa ohjeessa kaytettiin automaattista tilaa, koska

puskuriliuoksen pH on maaritelty 20 °C:n lampadtilalle.

3. Laita O-arvon puskuriliuosta (pH 7) mittalasiin (kuvassa 16 vihrealla
merkitty). Aseta pH-anturi astiaan. Tarvittaessa aseta uusi lampdétila "TEMP”
kohtaan. Paina "lENTER” nappainta niin, etta kursori vilkkkuu kohdassa
"BUFZ”. Aseta puskuriliuoksen pH-arvoksi 7.00 ja paina "lENTER”. Kursori
hyppaa kohtaan "ok’ ja jarjestelma alkaa laskea arvoa automaattisesti. Jos
arvo pysyy sallittavissa rajoissa, hyppaa kursori automaattisesti "BUFS”-

osioon.
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Kuva 16. Mittalasit

4. Lisaa vertailuun tarkoitettua "SLOPE” puskuriliuosta mittalasiin. (kuvassa 16
punaisella merkitty). Kayta joko pH-4 tai pH-9 arvolla olevaa liuosta riippuen
mitattavasta pH-alueesta prosessin aikana. Poista anturi O-liuoksesta ja
huuhtele anturin paa huolellisesti ionivaihdetulla vedella. Elekirodia ei saa

hangata paperipyyhkeella tai vastaavalla. Se saattaa hairita kalibrointia!
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5. Tarkista taas lampdtila ja aseta sen jalkeen pH-anturi uuteen
puskuriliuokseen (punaisella merkattu). Aseta nyt puskuriliuoksen pH-arvo
"BUFS” kohtaan ja paina "lENTER”. Jarjestelma alkaa laskea arvoa
automaattisesti. Jos arvo pysyy sallittavissa rajoissa, hyppaa kursori "TEMP”-

kohtaan ja kalibrointi on valmis.

6. Anturia EI SAA SAILYTTAA kuivissa eika likaisissa olosuhteissa.
Lyhytaikaisissa sailytyksissa kay ionivaihdettu vesi. Pidempiaikaisessa
sailytyksessa on anturi sailytettava astiassa, jossa on 3 molaarista (mol/l)
kaliumkloridiliuosta. Anturilla on myods oma “sailytyskorkki”, jossa on kyseista
ainetta ja anturia voidaan sailyttaa myos siina.

3.2 Lisaainepumppujen kalibrointi

Ohjausyksikko sisaltaa nelja peristalttista pumppua, joilla voidaan lisata
fermentointiprosessiin tarvittavia lisaaineita. Tassa osiossa kerrotaan, miten
kyseisten pumppujen kalibrointi suoritetaan. Jokainen pumppu kalibroidaan

taman ohjeen mukaisesti.

1. Tarvitset kalibrointia varten kaksi dekantterilasia. Toinen lasi (200 ml)
taytetaan puoliksi vedella ja toinen on tyhja lasi (10 ml) mitattavaa vesimaaraa
varten. Lisaksi tarvitset sopivan mittaisen patkan kumiletkua esimerkiksi 1.6 x
1.6 tai 3.2 x 1.6 mm pumppausta varten. Kayta saman kokoista letkua myos

fermentointiprosessin aikana tai muuten kalibroinnista ei ole mitdan hyotya.

2. Aloita asettamalla letkun toinen paa vedella taytettyyn lasiin. Pujota letku
halutun pumpun kautta toiseen lasiin kuvan 17 mukaisesti (huomioi nesteen
kulkusuunta). Muista kiinnittaa letku valkoisten pidikkeiden sisaan. Tayta letku
manuaalisesti pumpun vieressa olevasta keinukytkimesta. Jos pumppu ei ala
nostamaan vetta letkuun, voit kiristda pumpussa olevia rullia ruuvimeisselilla.

Tyhjenna tarvittaessa mittalasiin paatyva vesi viereiseen astiaan.
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Kuva 17. Kumiletkun asennus pumppuun

3. Paina ohjausyksikdén "CALIBRATION”-nappia, kunnes I16ydat halutun
pumpun. Tassa esimerkissa se on "LEVEL” (kuva 18). Siirra nuolinappaimilla
kursori "MODE"-kohtaan ja paina "ALTER”-nappainta, kunnes teksti "total”
vaihtuu tekstiin "calib”. Taman jalkeen paina "ENTER” nappainta ja kursori
hyppaa tilaan "strt”.
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\

Kuva 18. Ohjaustaulu

4. Kun kursori on tilassa "strt”, voit aloittaa pumppaamisen painamalla
"ENTER”-nappainta (pumpun vieressa olevan keinukytkimen on oltava "auto”’-
asennossa). Jarjestelma alkaa pumpata vetta mittalasiin. Seuraa mittalasin
asteikkoa ja valitse joku millilitramaara, jonka jalkeen pysayta pumppaaminen
painamalla "lENTER”. Taman jalkeen kursori hyppaa "TOTAL”-kohtaan, johon
syo6tat mittalasissa olevan veden tilavuuden (esimerkiksi 5 ml), jonka jalkeen
paina "ENTER” ja jarjestelma laskee uuden virtausnopeuden. Paina viela
kerran "lENTER” ja kursori hyppaa "MODE”-kohtaan, joka vaihtuu "calib”-

tilasta "total”’-tilaan. Kalibrointi on valmis.

4 Viljelysastian purku ja kasaus

Viljelysastian purkaminen on hyva osata, jos kyseisesta kokonaisuudesta
menee jotain rikki tai joku komponentti pitda vaihtaa uuteen. Fermentoinnin
jalkeista puhdistusta varten pitaa viljelyastia myos purkaa osiin. Tassa osiossa

neuvotaan astian purkaminen ja kasaaminen askel askeleelta.
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PURKAMINEN

1. Irrota kaikki komponentit viljelysastian kansilevysta. Alla olevassa kuvassa
19 on muutamaa anturia lukuun ottamatta kaikki paikallaan. Kuvassa 20

nahdaan astia ilman komponentteja.

Kuva 19. Kansilevy ennen komponenttien irrotusta
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2. Aukaise punaisella ympyroéidyt kiinnitysruuvit vastapaivaan kaantaen (kuva
20). Pyorita kutakin ruuvia niin pitkdan, ettad ne ovat irronneet
vastakappaleesta. Ruuvit eivat irtoa kansilevysta, vaan jaavat mukaan

roikkumaan nostettaessa.

Kuva 20. Kansilevy ilman komponentteja
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3. Nosta erityista varovaisuutta noudattaen kansilevy irti astiasta. Sekoittaja
saattaa vahingoittaa itse lasiastiaa, jos siihen kohdistuu iskuja. Kuvioissa 21 ja

22 nahdaan kansilevy ja sekoittaja seka itse viljelyastia.

Kuva 21. Kansilevy ja sekoittaja Kuva 22. Viljelyastia

KASAUS

1. Kasaus tapahtuu painvastaisessa jarjestyksessa kuin purkaminen. Nosta
kansilevy ja sekoittaja varovaisuutta noudattaen takaisin viljelyslasin sisaan.

On my0s varottava, ettei kansilevyn O-rengas vahingoitu asennettaessa.

2. Aseta kansilevy oikeaan asentoon ruuvien ja vastakappaleen kanssa.
Varmista etta ruuvit 1ahtevat oikeille kierteille. Kirista kiinnitysruuvit varovasti
SORMIKIREYTEEN, jotta viljelyslasi ei vahingossakaan hajoa. O-rengas

tiivistaa liitoksen lopullisesti.

3. Asenna irrottamasi komponentit takaisin kansilevyyn.
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Tassa kappaleessa neuvotaan viljelysastian sterilointi autoklaavissa, jotta

fermentointiprosessia haittaavat mikrobit saadaan tuhottua.

1. Kaikki avoimet kohdat kansilevyssa on suljettava. Pida huoli, ettei
komponentteja havia, kun astiaa kuljetetaan autoklaaville.

2. Suojaa nakyvilla olevien antureiden liitdnnat alumiinifoliolla, jotta hdyry
ei paase vahingoittamaan niita autoklaavauksen aikana.

3. Aseta fermentoinnissa kaytettavat lisaainepullot niille tarkoitettuun
telineeseen. Kuvassa 23 vihrealla merkattu.

4. Kiinnita lisdainepulloista lahtevat letkut niille tarkoitettuun pidikkeeseen.
Kuvassa 23 punaisella merkattu.

5. Viljelysastian lammitysvesivaippa on taytettava vedelld ennen
autoklaavausta. Tayttoa varten on termostaatin letkujen oltava astiassa
kiinni ja kytkettyna ohjausyksikkéon. Vaipan tayttoé tapahtuu painamalla
ohjausyksikon etupaneelissa sijaitsevaa "Fill Thermostate”-painiketta.
Kun vaippa on taynna, voit poistaa ylemman yhteen letkun
viljelysastiasta. Alempi letku jatetaan astiaan kiinni ja mukaan
autoklaavaukseen.

6. Aseta viljelysastia tarvikkeineen autoklaaviin kasvatusliuos mukaan
lukien. Tarvittavaan sterilointiin vaaditaan 40 minuutin Iammitys 121
asteessa. Viljelyastia on kuuma autoklaavauksen jalkeen, joten
kannattaa odottaa astian viilentymista tai kayttaa suojakasineita.

Huom. Poistokaasujen suodatinta ei pida ottaa pois autoklaavauksen ajaksi.
Suodatin takaa steriilin painekompensaation itse viljelysastian ja ymparoivan

ilman valilla.
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Kuva 23. Lisdainepullojen ja letkujen sijainti
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6. MFCS-ohjausjarjestelman perustoiminnot

Koska ohjausjarjestelma on puutteellinen puuttuvan reseptieditorin takia,
neuvotaan tassa osiossa vain kasvatuksen aloitus ja hallinta manuaalisesti,

seka tietojen graafinen tutkiminen.

Operator service

Tasta moduulista saat aloitettua uuden kasvatuksen painamalla "Start Batch”-
painikkeesta jolloin jarjestelma alkaa tallentaa tietoa itse prosessista.
Moduulista nakee myds perustiedot kasvatuksen tilasta.

B MFCs Shell [MELO51111WXP {local)/BBI_A =] B2

File Run ‘iew Help

=2 [ bW 2@ a2

|D|:u3rat|:|r Service |
Kuva 24. Komentoikkuna (Sartorius Stedim Systems GmbH 2017b, 7)

Fia Thurs day, Muvember 09, 2006 %48:56 AM - MFCSOPR [/B1_Adwin]
Fis Ve Selact Coofiges Widow  Help

| rass 0. o] oeee 2

m Dateh Display _.lD}_"i

Procees Uml Hatch 10 Age | Alarm ; Counl : Mess, Operation |

SO S I . | I
el
ST S . I
posTaTc @& _§ N | I D e dimad

Kuva 25. Kasvatuksen aloitus (Sartorius Stedim Systems GmbH 2017b, 7)

Kun olet aloittanut uuden kasvatuksen, voit ohjata kasvatusta manuaalisesti
painamalla ylapalkissa sijaitsevaa "Group Display’-painiketta alla olevan
kuvion mukaisesti. Seuraavaksi avautuu ikkuna, josta voit valita mita suureita

haluat hallita.
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ﬁ Thursday, Nowvember 09, 2006 10:07:09 AM - MFCSOPR [/BBI_Admin]
File Wiew Select Configure ‘Window

7| Blass0|EEe] == ulelsw 2

Help

&= Batch Display

Procces Unit:

Group Display
Select Group Display

Process Unit;

Y ariables:

Ok

TEMP
STIRRA
pH
PO2
AlRFL

|BIOSTAT C

=

Cancel

[ ok |
EE==D
A

Help

Kuva 26. Suureiden valinta (Sartorius Stedim Systems GmbH 2017b, 8)

Valitut suureet avautuvat alla olevan kuvan mukaisesti.

E Group Display [Group 1] - [BIOSTAT C]

=10/ x]

Batch
(Taq: by first Batc Ane EEELLITE
TEMP aH |
e ||| 'rom L | |
“Yalue . Yalue Yalue
K 10.0- 5o 16.00
a.0-
60—
Setpoint Setpoint 40-F Setpoint Setpoint
00 | EINE | oo | OO F15.00 |
I||||I||||I||||||||||||||
0 25 GO 75 100 0 25 50 75 100 |[-100-50 0O &0 100 0 25 B0 75 100 0 25 B0 75 100
Wariahle status | Wariable status | Yariable status | Yariahle status | Yariable status |
[Mormal | Normal [Mormal | RETE [Marmal ]
Control status | Control status | Control status Contral status | Control status |
i & “ermate Herote  |MiEllocal  |EiFemate
Control mode Control mode Contral mode Control mode Control mode

Kuva 27. Suureiden hallinta (Sartorius Stedim Systems GmbH 2017b, 8)

Tassa ikkunassa voit seurata reaaliajassa kasvatuksen parametreja ja asettaa

niille uusia arvoja. Jos haluat vaihtaa esimerkiksi sekoittajan

pyorimisnopeutta, paina hiiren oikealla STIRR-kuvaketta.
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Kuva 28. Hallittavan suureen ominaisuudet

Jotta voit asettaa uuden pyérimisnopeuden, on "Mode” vaihdettava "Auto’-
tilaan. Aseta uusi arvo "Setpoint’-kohtaan ja paina "enteria”. Sekoittaja alkaa
pyoria heti, kun ohjausyksikkod saa kaskyn perille. Jos haluat sammuttaa
sekoittajan, vaihda "Mode”-tilaan "Off” ja paina "enter”.

HUOM! Jotta voit hallita kasvatusta ohjausjarjestelman kautta, tulee
ohjausyksikosta painaa "REMOTE”-nappainta, joka sijaitsee ohjaustaulun
nappaimistossa.

Kun haluat lopettaa kasvatuksen ja tiedon keraamisen, paina alla olevan
kuvan mukaisesti "Finish”-painiketta. Ohjelma tallentaa tiedot automaattisesti

jarjestelmaan.
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il

=181

Count : Mess. Operation :

B stotcoch |

= Synchronize

e R

1
1T

Kuva 29. Kasvatuksen lopetus (Sartorius Stedim Systems
GmbH 2017b, 9)

Plotting

Tassa moduulissa kayttaja paasee seuraamaan kuvaajia joko ajon aikana tai
sen paatyttya. Jarjestelma tallentaa jokaisen kaynnistetyn kasvatuksen
muuttuvat suureet ajan funktiona. Alla on ohjeet, kuinka paaset

tarkastelemaan kuvaajia.

Avaa komentoikkunasta "plotting”-moduuli alla olevan kuvan mukaisesti

EArrcs shell [MELOS1111WxP (local)/BBI_A =101 x|

File Run Yiew Help

=2 W W EmmE a2

Plotting
Kuva 30. Komentoikkuna (Sartorius Stedim Systems GmbH 2017b, 11)

Seuraavaksi avautuu lista kaynnissa olevista seka lopetetuista kasvatuksista.
Valitse haluttu kasvatus painamalla hiiren oikeaa nappainta ja valitse "Batch
Open’”.

#§ MFCSPLO [MFCS-DEY-03 {local)/BBI_Admin] - [Batch Direch
File Wiew Template Extra Window Help

0 ¥ @m|=] =] El-] 8]
1| 2

Tag

hdy first Batch
BIOSTAT B Mow 07
BIOSTAT C Mow 06

Bakch Details

Bl GRA Finishad

Kuva 31. Kasvatustietojen tarkastelu (Sartorius Stedim Systems GmbH 2017b, 11)
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Seuraavaksi avautuu ikkuna, josta voit valita kuvaajaan halutut muuttujat.

Valitse muuttuja kaksoisklikkaamalla, tai maalaa muuttuja siniseksi ja paina

"add”. Kun olet valinnut haluttavat muuttujat, paina ok.

B
Selections | Templates | Flot Setup |
Baiches Varisbles: Curves
FU 2_Batchge Valus Wy frst Batch P 2 TEMP Value
FU. 2 Batchtlamiount Vahie s | [My st Batch PU. 2 p02 Value
FU. 2 Batchiyne Vahue

PU. Z81RFL Value
PU. 2:.CO2F Value < Hemave
PU. 2JTMP Value
PU. 2:NZFLWalue

PL. 2 D2FL Value Clear

PU. 2:p02%alue
PU. 2:PRESS Walue
PU. 2.5TIRR Value
PU. 2:5UB5 Yalue
PU. 2TEMP.Value

[V Online variables
¥ Offline varisbles

I O T

Kuva 32. Muuttujien valinta (Sartorius Stedim Systems GmbH 2017b, 11)

Seuraavassa kuvassa on havainnollistettu, mita eri kuvaajan elementit
tarkoittavat.

D te|ois| % & 2|

title
History Plot TEMP; p02; STIRR —h
remark nrcs/win Dacu
BIOSTAT B Nov 03 2006 (Approved) Selection :11/3/2006 2:35:36 PM - 11/6/2006 2:35:36 AM 4 TEM Degr C
time range
y-axis legend
i e
sas ;
100.0
00 1
00k
curves
20 - = =
\alarm marker ;
X-axis
+000 12000 16.000 72.000 30.000 36.000 a2 000 +8.000 54-000 0,000
operator Batch Age [hours] (GNT +1)¥. Turope Standard Time coordinates of
message marker } data cursor
For Help, press FL

FOzVam X = A5015 1y =748 o

Kuva 33. Graafin komponentit (Sartorius Stedim Systems GmbH 2017a, 110)
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Kuvaajaa voidaan muokata usealla eri tavalla. Paaset muuttamaan kuvaajan

asetuksia painamalla "plot setup properties”-painiketta alla olevan kuvan

mukaisesti.

&| ®|(E)- 2|

Kuva 34. Graafien komentopalkki (Sartorius Stedim Systems GmbH 2017a, 120)

x
Tile:  [History Flot TEMP; p0Z: STIRR [CENTER | _Test Parameter|[ K|
Remark: IMFESHwin Docu IEENTEH j Teust F'arameterl
 Habilis
el (e M I—D.DD Time Unit ¢ | Ticks Grid

W e e * h Step IE.EIEI v M ajor Syl |
: [ =V IBD.DD
" fized lenght £d Minor Ticks |3_ ™ Minor Style... |
i+ fied Length: IEUDD Parameter |
— T-hxiz Time Fange — Legend
[~ Common [~ Autoscale " Batch ¥ Show Legend
Grid % Selection ¥ Deadband
ILEFT "'I v Major  Shyle.. | IEENTEFE "I
Text F'arameterl I~ Minor  Syle... | Text Parameterl Text Parameterl

Kuva 35. Graafin ominaisuudet (Sartorius Stedim Systems GmbH 2017a, 120)

Tasta ikkunassa voit muuttaa mm. tarkasteltavan aikavalin pituutta, ajan

yksikkda, porrastusta ja eri elementtien visuaalista ulkomuotoa.

Voit vaihtaa my06s eri muuttujien kayria visuaalisesti painamalla alla olevaa

painiketta “curve” alla olevan kuvan mukaisesti.

»| &) 2

=i

Kuva 36. Graafien komentopalkki (Sartorius Stedim Systems GmbH 2017a, 123)
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Range bir: II:I_EI b & I'IEIEI.EI Cancel
Ticks Step  |20.0 kinar Ticks |4

™ Logaithmiz Scale

I Diraw Left
[ tdarker for 2larme

[T bdarker for Operatar Meszages

Flat Pararmeter |

Kuva 37. Kayran ominaisuudet (Sartorius Stedim Systems GmbH 2017a, 123)

Halutun muuttujan visuaalista ulkomuotoa paaset muokkaamaan "Plot
Parameter’-painikkeesta. Voit vaihtaa my0s y-akselilla sijaitsevaa skaalausta
asettamalla haluttu vali "Range”-kohtaan. "Ticks”-kohtaan voit asettaa halutun

porrastuksen kuvaajassa.
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7. Viljelyastian puhdistus

Tassa osiossa kaydaan lapi viljelyastian puhdistaminen kayton jalkeen.
Kasvatuksen aikana astian eri osiin saattaa jaada suuria maaria
epapuhtauksia. Taman vuoksi on tarkeaa pesta komponentit huolellisesti

seuraavaa kertaa varten.

1. Viljelylasi ja lisaainepullot voidaan pesta laboratoriossa pesuaineen ja
harjan avulla. Mikali laboratoriossa on pesukone, voidaan osat pesta
my0s siella. Metallikehikko ja mahdolliset lisalaitteet ovat poistettava,
mikali kaytetaan pesukonetta.

2. Jos kasvun aikana on viljelylasiin kertynyt orgaanista pinttynytta likaa,
voidaan kayttaa laboratoriokayttéon suunniteltuja lasinpuhdistusaineita
ja huuhdella lampdisella vedella.

3. Epaorgaaniset aineet voidaan liuottaa laimennetulla suolahapolla tai
vastaavalla tuotteella. Suolahappoa kasiteltaessa on huolehdittava
tarvittavista suojavalineista. Kasittelyn jalkeen on liuos huuhdottava
pois veden avulla.

4. Metalliosat, kuten kansilevy, kehikko ja sekoitin voidaan puhdistaa
mekaanisesti pesuaineen ja veden avulla. Vaihtoehtoisesti voidaan
kayttda myos alkoholipohjaisia liuottimia. Liuottimen kaytdn jalkeen
osat on huuhdeltava huolellisesti vedella.

5. Tiivisteet voidaan pesta myos mekaanisesti, mutta on varottava
vahingoittamasta tiivisteita pesun aikana. Tiivisteet voidaan myos
voidella silikonirasvalla ennen takaisin asettelua.
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