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Opinnaytetyo tehtiin yhteistydssé Redono Oy:n kanssa. Opinndytetyon tavoitteena oli koota
ja arvioida nopeita ja tarpeeksi tarkkoja menetelmia erilaisten teollisten sivuvirtojen ravinne-
pitoisuuksien analysoimiseksi. Taman lisaksi hankittiin tietoa humalakasvin tarvitsemista ra-
vinteista ja saadoksia ravinteiden ilmoittamisesta.

Analysoitaviksi naytteiksi saatiin kaksi eri teollisuuden alan sivuvirtaa: panimolta pohja-
lietetta ja biokaasulaitokselta rejektivetta. Kaytanndn osuus piti sisallaan sivuvirtojen esika-
sittelymetodien testauksen. Esikasittelyt tehtiin samalla tavalla molemmille naytteille. Nayt-
teiden analysointiin kuului ravintoaineiden ja fysikaalisten ominaisuuksien analysointi.

Naytteista saatiin pa&osin lupaavia tuloksia ja moni naytteiden arvoista oli samankaltaisia jo
aiemmin toteutettujen tulosten kanssa. Toistojen mé&aran takia tuloksia ei voida pitaa taysin
luotettavina ja nain ollen ne ovat suuntaa antavia. Mitattavien parametrien runsaan luku-
maaran takia tuloksilta ei haettu taydellista luotettavuutta, vaan analyysimenetelmien onnis-
tumista tulosten saannissa. Tassa onnistuttiin ja naytteiden esikasittelyt ja mittaukset saatiin
suoritettua.

Opinnaytetydsta pystytaan jatkamaan eteenpadin, tarkentaen yksittaisten haluttujen para-
metrien luotettavuutta tietylla mittausmenetelmalla. Tytssd myos saatiin lisda vahvistusta
sille, etta teollisia sivuvirtoja voitaisiin kayttaa humalan kasvatuksessa hydroviljelyssa ravin-
teena tai muiden kasvien lannoitteena, esikasittelyn jalkeen.

Avainsanat lannoite, sivuvirta, teollisuus, kiertotalous, analysointi
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This thesis work was carried out for Redono Oy. Thesis work’s objectives were to assemble
and evaluate fast and accurate enough analysis methods for side streams from different
industrial fields to analyze nutrients suitable for liquid fertilizer use. In addition, information
was obtained on the nutrients needed by the hop plant and regulations on nutrient declara-
tion.

Two different side streams were analyzed: brewery bottom sludge and biogas plant’s reject
water. Practical part included testing pretreatment methods for samples. Finalized pretreat-
ments were done identically for both samples. Analysis included analyzing nutrients and
physical parameters from samples.

Samples had mostly promising results and many of the results were similar with the results
obtained before. Because of the lack of repeats, results are merely indicative. As there
were numerally so many parameters to analyze, reliability of the results was not the main
goal. Goal was to gather methods to perform analyses and to get results. This goal was
achieved and sample pretreatment and measurements were performed.

This thesis work can be continued by, for example, specifying method, increasing its relia-
bility and validating it for given parameter. Thesis work also gave more reassurance that
industrial side streams could be used as fertilizer for hops nutrient in hydroponic plant grow-
ing system, after pretreating the side stream.
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1 Johdanto

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on kartoittaa panimon ja biokaasulaitoksen sivuvir-
tojen soveltuvuutta nestemaiseksi lannoitteeksi. Opinnaytetydssa myos selvitettiin, mita
analyyseja sivuvirroille pystytddn Metropolia Ammattikorkeakoulun Leiritien toimipis-
teessa tekemaan ja miten sivuvirtoja pitaisi esikasitella ennen analyysien suoritusta. Sa-
malla lyhyesti selvitettiin mink&alainen nestemaisten lannoitteiden ainekoostumus voi olla
ja minkalaisia raja-arvoja mm. mikrobeille, tai alkuaineille kuten elohopea, lannoitteille

on maaritetty turvallisuuteen liittyen.

Opinnaytetydn aihe on globaalisti tarkea ja ajankohtainen, koska eri teollisuuden alat
tuottavat paljon monenlaisia sivuvirtoja prosessien yhteydessa [Berg 2016, s.3-5]. Sivu-
virtoja taytyy aina kasitella, ennen kuin ne voidaan johtaa takaisin vesiverkoston kiertoon
[Maa ja metsatalousministerid 2014]. Kasittelymenetelméat ovat valtettavia prosesseja,
jos pystytaan keksiméaan erilaisia keinoja sivuvirtojen hyédyntamiseksi. Ymparistominis-
terid on myo6s asettanut rajoituksen orgaanisen- ja biohajoavan jatteen sijoittamisesta
kaatopaikalle vuoden 2016 tammikuusta alkaen [Ymparistoministerio 2013]. Tama edes-
auttaa elintarviketeollisuusalan yritysten sijoittamista sivuvirtojen hyédyntamiseen ja yh-

teistydn kehittamista aiheen ymparille.

Elintarvikeliiton teettaman kyselyn mukaan, yritysten sivuvirtojen uudelleenkaytén sijoit-
tamista ohjaavat kustannukset ja vastaanottavan ké&sittelylaitoksen laheisyys [Berg
2016, s.18]. Redono Oy:n kehittaman BioSyote-jarjestelman tarkoituksena olisi sijoittua
yrityksen suoraan laheisyyteen. Nain muiden Redonon tuottamien vesiviljelytekniikoiden
kanssa, yritys voisi itse kasitella osan sivuvirroista ja hyddyntaa sitd omassa tuotannos-
saan. Tata toimintamallia voitaisiin toteuttaa esimerkiksi panimossa, joka pystyisi omasta
sivuvirrastaan saamaan lannoitetta humalan kasvatukseen. Humalasatoa saa Suo-
messa vain rajoitetun ajan vuodesta ja loput tarvitusta humalasta tuodaan pelletteina

ulkomailta.

metropolia.fi WM etropolia



2 Naytteiden ja lannoitteiden teoria

Teoriaselvitykseen pyrittiin kokoamaan opinnaytetyon kannalta oleellisia tekijoita, kuten
humalan tarvitsemaa ravinnepitoisuutta, lannoitteiden s&adoksia, menetelmien teoriaa
ja tutkia jo valmiita metodeja samankaltaisille naytteille. Lannoitteiden vaatimuksille on
lakis&ateisia raja-arvoja, jotka pitdd ottaa huomioon lannoitetta valmistaessa. Valittujen
analyysimetodien perustelut pohjautuvat sivuvirtojen eri ominaisuuksiin, huomioiden
myds ajankayton ja naytteiden maaran. Tuloksista haluttiin luotettavia suuntaa antavalla
tasolla, mink& takia analyysien ja esikasittelyjen onnistumista arvioitiin suurpiirteisesti ja
silla, etta tulos olisi oletusarvoa lahella tai samankaltainen mitd aiemmissa mittauksissa.
Sivuvirtojen eri ominaisuuksien ymmartaminen edesauttoi analyysien ja esikasittelyn va-

linnassa, seka ndkemaan kokonaisvaltaisemmin sivuvirtojen potentiaalisen hydtykayton.

Orgaaniset sivuvirrat ovat iso osa elintarviketeollisuuden prosesseja. Sivuvirtoja syntyy
niin alkutuotannossa, kuin myoés kulutustuotteiden valmistuksen myéhemmissa proses-
sivaiheissa. Nama sivuvirrat luokitellaan 02 jatteiksi [oikeusministerit 2012], mutta jate-
vedet, jotka eivat poikkea laadullisesti tai maarallisesti asutusten talousvesistd, eivat ole
teollisuusjatevetta [Maa- ja metsatalousministerio 2014]. Elintarviketeollisuuden sivuvir-
tojen hyddyntdminen kohentaisi kiertotalouden periaatteita seka lisdisi veden kayttdka-
pasiteettia. Useahko teollinen sivuvirta on hyvéa pohja lannoitteeksi kasveille ja mikrole-
valle, sivuvirtojen sisdltamien orgaanisten aineiden ravinnepitoisuuksien vuoksi [Berg
2016, s.10-13.]

2.1 Panimon sivuvirrat

Panimoiden yksi sivuvirroista on maski ja kaikista elintarviketeollisuuden sivuvirroista se
kattaa lahemmas 10 %. Panimoissa muita sivuvirtoja syntyy myds hedelmien ja vihan-
nesten kuorista ja jatehiivasta. [Berg 2016]. Tassa tydssa kuitenkin painotus oli oluen
panemisprosessissa syntyvan rejektiveden analysoinnissa, silla sen oletettiin sisaltavan
paljon orgaanista ja ravinnepitoista ainesta, joka soveltuisi humalan hydroviljelyyn. Tata
pystyisi mahdollisesti hydodyntamaan lannoitteena Redono Oy aiemman selvityksen pe-
rusteella. [REDONO-Hanke Loppuraportti, S.7.]
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Oluen panemisprosessissa syntyvaa maski hyddynnetddn usein eldinten rehuna.
Bioetanolia valmistavat polttoainejakelijat ottavat vastaan ylijaamahiivaa ja hukkanes-
teet. Hukkanesteita voi syntya pullojen puhdistuksesta ja vaihdettaessa valmistettavaa

juomaeraa linjastoon. [Hartwallin juomatuotannon sivutuotteet hydtykayttoon.]

2.2 Biokaasulaitoksen rejektivesi

Biokaasulaitos kayttdd monelta eri maatalouden ja teollisuuden alalla syntyvia sivutuot-
teita tai jatevesien kaltaisia sivuvirtoja, lietteita. Lietteitd madattamalla pystytaan tuotta-
maan energiaa moneen eri tarpeeseen, kuten polttoaineeksi tai yhdistettyyn sahkén- ja

lammaontuotantoon. [Latvala 2009, s.44; Biokaasusta kasvua 2016.]

Madatysprosessissa ja sen sivuvirtana syntyvat rejektivedet ovat usein edelleen ravin-
nepitoisia. Biokaasulaitoksenkin rejektivesien kaytdlle on monia vaihtoehtoja, riippuen
mitd lietteitd biokaasulaitos kayttad. Jatevesia ei voida kayttaa lannoitteena sellaise-
naan, mutta elain- tai kasviperaisia lietteitéa kayttavan prosessin rejektivesia voisi. Bio-
kaasulaitoksen rejektivesia voidaan siis kierrattda uudelleen maatalouteen lannoitteeksi
mahdollisesti sellaisenaan, siirtda uudelleen madatysprosessiin tai puhdistusprosessien
kautta siirtda jatevesilaitoksille. [Latvala 2009, s.49-51;55.]

Prosessissa syntyvan rejektiveden koostumus vaihtelee riippuen siitd, mitd menetelmaa
madatyksessa ja sen jalkeisissa kuivaus- ja jalkiprosesseissa on kaytetty. Koostumuk-
sen méaarittelee myods kaytetty orgaaninen materiaali. Rejektiveden mahdollisimman ta-
saisen laadun kannalta olisi jarkevaa kayttéda samankaltaista syotetta (esim. vain kasvi-

peréistd materiaalia) biokaasun madatysprosessissa. [Latvala 2009, s.55.]

2.3 Nestemaisten lannoitteiden ominaisuuksia

Laissa on maaritetty lannoitteelle tarkat rajat haitallisten aineiden enimmaispitoisuuksille
ja hygieniavaatimuksille, jotka on koottu taulukkoon 1. Laki sisdltdad myds EU:n asetta-
mia asetuksia. Laatuvaatimusten perusteella lannoitteiden kuuluu olla tasalaatuisia ja

suositeltuun kayttotarkoitukseen. [Haitalliset aineet]. Lannoitteiden ja lannoitteiksi luoki-
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teltujen tuotteiden turvallisuutta ja laatua valvotaan tiukasti lainsaadanndlla ja sen vaati-
milla saanndllisilla testauksilla, esimerkiksi mikrobipuhtauden ja laatuvaatimusten osalta.
Maa- ja metsatalousministerion asetuksessa 24/11 on listattu mitk& ovat tuotteen pak-
kauksessa pakolliset merkinnat.

Taulukko 1.  Haitallisten aineiden tai mikrobien enimmaispitoisuudet [Haitalliset aineet]

Alkuaine/mikrobi Enimmaispitoisuus mg/kg ka.
Arseeni (As) 25
Elohopea (Hg) 1
Kadmium (Cd) 1,5
Kromi (Cr) 300
Kupari (Cu) 600
Lyijy (Pb) 100
Nikkeli (Ni) 100
Sinkki (zn) 1500
Salmonella 0

1000 pmy/g tai < 100 pmy/g
ammattimaiseen kasvihuone-
viljelyyn tarkoitetuissa kasvu-
alustoissa, joissa syotavat kas-
vinosat ovat kosketuksissa kas-

vualustaan

Escherichia coli

Ei todettavissa taimituotan-

Juuripolte nossa kaytettavissa kasvualus-
toissa
Kasvintuhoajat Ei saa esiintya

Taulukossa 1 mainituilla kasvintuhoajilla tarkoitetaan mikro-organismeja, kuten sienia,
viruksia tai fytoplasmoja, jotka voisivat olla haitallisia viljely- tai luonnonvaraisille kas-
veille kasvinterveyden kannalta valillisesti tai valittbmasti. Enimmaismaarat ilmoitetaan
milligrammoina tai pesakkeitd muodostavana yksikkéna, pmy, kilogrammaa kohden.
[Haitalliset aineet.]

Ravinteiden maara taytyy ilmoittaa vahimmaispitoisuuden painoprosentteina pakkaus-
merkinndssa, kun niiden pitoisuus nousee maaritettyjen raja-arvojen yli lannoitevalmis-

teessa [Orgaanisen lannoitteen tuoteseloste]. Pitoisuuksien raja-arvot on esitetty taulu-
kossa 2.
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Taulukko 2.  Lannoitteiden ja lannoitevalmisteiden painoprosentin raja-arvot sivuravinteille ja hi-
venravinteille, kun ne pitda ilmoittaa pakkauksessa.

[Imoitettavat vahimmaispitoisuudet | Painoprosentin
painoprosentteina raja (%)
Sivuravinteet
Kalsium (Ca) 1,4
Magnesium 0,5
Rikki (S) 2,2
Natrium (Na) 1
Hivenravinteet
Boori (B) 0,01
Koboltti (Co) 0,002
Kupari (Cu) 0,002
Rauta (Fe) 0,02
Mangaani (Mn) 0,01
Molybdeeni (Mo) 0,001
Sinkki (Zn) 0,002

Orgaanisissa lannoitteissa on myos ilmoitettava valmistuksessa kaytetyt raaka-aineet.
Ne eivat myoskaan saa sisaltaa teollisuudessa tai yhdyskunnassa syntynytta jatevesi-
lietteitd. Nestemaisten orgaanisten lannoitteiden pitoisuuksille voidaan painoprosentin
lisaksi ilmoittaa tilavuusmittana, mg/l tai g/l. [Orgaanisen lannoitteen tuoteseloste.]

2.4 Kasvien ravinteita ja nitrifikaatio

Kasvien tarkeimmat perusravinteet ovat typpi, fosfori ja kalium. Lannoitteissa ne on il-
moitettu NPK-arvona, jossa numerot ilmaisevat prosentuaalisen maaran kyseista ai-
netta, esim. 20-25-5. Luku voidaan ilmaista alkuaineen liséaksi myds oksidipitoisuutena
puhtaan rinnalla. Kasvien tarve naille kolmelle aineelle vaihtelee kasvuvaiheen mukaan.
[Jarvinen ym. 2016.]

Typpea esiintyy luonnossa ja teollisuudessa eri muodoissa, kuten nitraatti, nitriitti ja am-
monium. limassa typpi on kaasumuodossa (N,). Tasta typen kaasun perusmuodosta niin
luonto kuin teollisuus pystyy muodostamaan nitrifikaation kautta typen kasveille hy6dyn-
nettavaan muotoon. limasta kaasumuodossa olevan nitraatin salamat muuttavat ammo-

niakiksi ja nitraatiksi, joka sitten imeytyy maaperéén sateen mukana. [Nitrogen cycle].
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Nitrifioivat bakteerit muuttavat typpikaasun ensin ammoniakiksi (NHz), siitd nitriitiksi
(NO2) ja lopulta nitraatiksi (NO3). Ammoniumin (NH4") voi myds muuttaa nitriitiksi ja
edelleen nitraatiksi. Vedessda ammoniumtypen muoto riippuu pH:sta: jos veden pH on
alle 6,9 ammoniumtyppi on vaarattomassa ammonium-muodossa. [Nitrogen cycle; Bio-
loginen suodatus].

Redonon kehittelema BioSyodte-laitteisto kasittelee teollisen sivuvirran sellaiseen muo-
toon, etta sité pystyy kayttdmaan lannoitteena. Se suodattaa partikkelit seka nitrifikaa-
tiota hyddyntamalla muuttaa typen kasveille sopivaan ja turvalliseen muotoon.

3 Analyysimenetelmaét

Analyyseja varten paatettiin tutkittavat aineet. Tutkittavien aineiden lista perustui Re-
donon aiemmissa projekteissa ja hankkeissa suoritettuihin analyyseihin. Redonon para-
metrilistaa taydennettiin mikrobiologisilla analyyseilla, sekd4 muutamalla uudella para-
metrilla. Tutkittavien aineiden lista ja niille valitut metodit esitellaan taulukossa 3. Useat
tutkittavat aineet perustuvat myods lannoitteita koskeviin saadoksiin ja pakollisesti ilmoi-

tettavien aineiden listaukseen, esimerkiksi kaliumin, fosforin ja typen maara.

Taulukko 3.  Tutkittavat aineet ja ominaisuudet ja valitut mittaustekniikat/laitteet

Mltastii\sa?r:zmal_ Tekniikka/laitteisto analyysia varten
pH Multi water quality checker U-50
Sahkonjohtokyky Multi water quality checker U-50
Liuennut happi Multi water quality checker U-50
Magnesium MP-AES -tekniikka
Kalium MP-AES -tekniikka
Kalsium MP-AES -tekniikka
Kupari MP-AES -tekniikka
Mangaani MP-AES -tekniikka
Natrium MP-AES -tekniikka
Sulfaatti Hach Lange, kittitt.-:'sti, spektrofotomet-
rinen
Rauta Hach Lange, kittit('asti, spektrofotomet-
rinen
Sinkki Hach Lange, kittittie;;ir,]spektrofotomet-
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. Hach Lange, kittitesti, spektrofotomet-
Boori .
rinen
. Hach Lange, kittitesti, spektrofotomet-
Molybdeeni & . P
rinen
BOD Hach Lange, kittitesti, spektrofotomet-
rinen
TOC Hach Lange, kittitesti, spektrofotomet-
rinen
. . Hach Lange, kittitesti, spektrofotomet-
Nitraatti .
rinen
. Hach Lange, kittitesti, spektrofotomet-
Fosfaatti & . P
rinen
. ... .. | Hach Lange, kittitesti, spektrofotomet-
Totaalinen typen maara finen

Kuvassa 1 on esitetty suunniteltu vuokaavio aineiden ja ominaisuuksien analysoinnista
eri tekniikoilla. Kuvassa oranssilla taustalla olevat tydvaiheet olivat suunniteltuja teknii-
koita. Niitd ei kuitenkaan lopullisessa tydssa toteutettu, mutta metodeja testattiin kaytan-

nossa.

Naytteen saapuminen, sen
sekoitus tasaiseksi ja jako 2-4 rinnakkaisen naytteen
pieniin eriin sentrifugointi
dekantterilaseihin

Naytteen pH:n,
johtokyvyn, sameuden ja
liuenneen hapen mittaus

Suodattaminen 0,45 pm
Navtteiden kuivattaminen, suodattimilla, IC-
kuiva-aineista XRF- Digestointi nivtteille tekniikalla analysointi

tekniikalla analysointi

MP-AES-tekniikalla Cu, K,

o Naytteen laimentaminen
Hach Langen kittitestit Na, Mg ja Mn .

bizh - 1:10 ja 1:100 suhteisiin
alkuaineiden analysointi

MALDI-TOF-tekniikalla
tunnistaminen

THG-pintaviljely, siirrostus

Mikrobiologiset testit:

tarvittaessa verimaljalle Petrifilm-viljelytekniikka

Kuva 1. Analyysimenetelmien suunniteltu jarjestys vuokaaviona esitettyna
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Analyysimetodin valintaperusteisiin vaikutti metodin nopeus ja yksinkertaisuus, jotta use-
ampi nayte saatiin vaaditussa aikataulussa analysoitua. Naytteen sakkaisuus ja se, etta
naytteesta ei saa taysin kirkasta, vaikutti siihen miten herkkia laitteita tai eri tekniikoita
pystyttaisiin kayttamaan. Naytetta ei haluttu kuivata tai muuttaa kaasuksi, koska kaikki

mitattavat parametrit ovat nesteessa, josta on poistettu suurimmat sakat mekaanisesti.

3.1 Naytteiden esikasittely

Naytteet pyrittin saamaan lahelle sité, mité naytteet olisivat, jos ne menisivat BioSyote-
laitteiston lapi. Suodatuksen todettiin olevan todella hankalaa naytteiden suurten partik-
kelikoon ja kiintoaineen maaran vuoksi. Parhaaksi tavaksi todettiin sentrifugointi, jolloin
isoimmat partikkelit painuivat pohjalle. Suodatus voitaisiin tehda taman jalkeen, jos sen

viela kokisi tarpeelliseksi.

Naytetta kdanneltiin nayteastiassa, jotta aineet saataisiin mahdollisimman tasaisesti se-
koittumaan. Tamén jalkeen ne jaettiin eri dekantterilaseihin, joissa niita jalleen sekoitet-
tiin ja niistd nayte kaadettiin pieniin sentrifugointiputkiin. Nain saatiin muutama rinnakkai-

nen nayte esikasiteltya.

Naytteiden laadun takia suunniteltiin myds eri esikasittelyja. Tahan tyéhon olisi voitu so-
veltaa myos hajotus- menetelmad, jossa nesteessa olevat partikkelit ja aineet liuotetaan
hapon tai happojen, vetyperoksidin ja lammadn avulla. TAman tekniikan hyviad puolia olisi,
ettd useat laitteet eivat kestd suuria partikkeleita ja hajotuksessa ne liukenevat, sekéa
naytteet olisivat hyvin tasalaatuisia toisiinsa nahden. Huonoina puolina olisi happojen
mahdolliset epédpuhtaudet ja hairitseminen analyyseissd, sekéa se, etta BioSyodte-lait-
teisto tekee oman kiintoainesuodatuksen, jolloin kaikki aineet eivéat edes paase lannoit-
teeksi asti. Nain hajotus-menetelma ei olisi antanut realistista kuvaa liukenemattomien
metallien pitoisuudesta nesteessa. Talld menetelmalla olisi voinut kuitenkin selvittaa kiin-

toaineissa olevien aineiden pitoisuuden.

Kiintoaineen alkuaineita pystyisi analysoimaan my6s rontgenfluoresenssi -tekniikalla
(XRF), mutta taman menetelman herkkyys ei riitd kaikkein pienimpiin pitoisuuksiin. Ront-
genfluoresenssi -tekniikassa nayte pitaisi kuivata hyvin, jotta kosteus ei hairitsisi analyy-

sia.
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lonikromatografia (IC) varten taas naytteita ei haluta hajottaa, jotta saataisiin analysoitua
vain nesteessa liuenneessa muodossa olevat nitraatit, nitriitit, sulfaatit, ja mahdollisesti
muita ioneja, analysoitua. IC kuitenkin vaati kirkkaan ja partikkelittoman naytteen, joten
sitd varten naytettd pitaisi ensin sentrifugoida ja viela suodattaa monta kertaa. Ensim-
maisena karkealla suodatinpaperilla, jossa poistettaisiin isommat partikkelit. Taméan jal-
keen suodatus tapahtuisi 0,45 pum:n suodatinpaperilla. Suodatuksen nopeuttamiseksi

pystyisi kayttdmaan vakuumisuodatusta.

3.2 Mikroplasma-atomiemissiospektrometri

Kayttssa olevalla MP-AES-tekniikalla pystytdan analysoimaan pienidkin maaria alkali-
ja maa-alkalimetalleja tarkasti. Suoritettavien analyysien kannalta se tarkoitti, etta ana-
lysoitavaksi valittiin kalium, kalsium, kupari, magnesium, mangaani ja natrium. Nailla ai-
neilla pystyttiin saamaan lineaarinen suora riittavalla tarkkuudella ja sitd kautta laske-
maan luotettavia tuloksia pitoisuuksille. Kuvassa 2 on esitetty Agilentin 4100 sarjan MP-

AES-laitteiston toimintaperiaate.

Base
state

- —»I*—»I T

Excited state Emission Detector Results

Microwave
plasma

n Exciter and emitter

ﬁ Sample =
introduction controller
Figure 1. Schematic and basic principles behind the Agilent 4100 MP-AES

Kuva 2. Agilent 4100 sarjan MP-AES-laitteiston kaavio sen toimintaperiaatteesta [Yoshida]

MP-AES-tekniikka on my6s otollinen nopeaan sarjamittaukseen, silla laitteella pystytaan
analysoimaan montaa eri ainetta yhdella naytteensyotolla. Tama antaa mahdollisuuden

tehdé& usean rinnakkaisen lyhyessékin ajassa.
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MP-AES-laitteen tai perinteisempien titrausmenetelmien herkkyydet eivat riita havaitse-
maan niin pienia maaria, joita sivuvirroissa oletettiin olevan. Normaalisti metalli-
analyyseissa kaytettava tekniikka on ICP-OES (inductively coupled plasma optical emis-
sion spectrometer) tai AAS/FAAS (atomic absorption spectrometer/flame atomic absorp-
tion spectrometer). AAS-tekniikka soveltuu hyvin eri alkuaineiden analyyseihin [Jaarinen
& Niiranen 2008: 69]. Opinnaytetydssa etsittiin vaihtoehtoisia keinoja analysoida metal-

leja, joita ei pystyisi MP-AES-tekniikalla analysoimaan.

3.3 lonikromatografiset analyysit

lonikromatografi on tarkka menetelma pienillekin pitoisuuksille. Koska useita analysoita-
via aineita oli ionimuodossa, kuten sulfaatti (SO4?%), nitriitti (NO2) ja nitraatti (NO3), tama
menetelma olisi soveltunut hyvin ndiden analysointiin. Kuvassa 3 on esitelty kaavana

ionikromatografilaitteiston toimintaperiaate.

10-port ‘%
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Kuva 3. lonikromatografin vuokaavio toiminnasta laitteiston ajaessa naytetta. [Yasser & Rania].

Laite vaatii kirkkaan nesteen ilman partikkeleita. Siksi standardiliuosten, analysoitavan
nesteen esikasittely ja suodatus kirkkaaksi seka pullojen puhtaus on tarkedd. Menetel-

massa kaytettaisiin ionikromatografiaan sopivia muovisia tyovalineita, kuten mittapulloja.
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3.4 Spektrofotometriset kyvetti-testikitit

Tyossa pystyttiin kayttamaan erilaisia kaupallisia kitteja. Niiden etuna oli nopeus rinnak-
kaisten naytteiden tekemisessa ja se etteivat naytteet tarvitsisi paljon esikasittelya. Jos
eri paikoista saataisiin naytteita (esim. panimosta, kalankasvatuslaitokselta, biokaasulai-
tokselta jne.), ne voitaisiin karsia nopeasti pois, jos niilla ei ole ollenkaan tai vain vahan
potentiaalia lannoitteeksi. Testikiteilla voitaisiin havaita monien eri aineiden lasnéolo tai

vaihtoehtoisesti maarittaa aineiden pitoisuuksia.

Testikitit valittin naille naytteille, koska testauksen helppouden vuoksi esim. ammoni-
umin pitoisuus ja/tai lasnéolo saataisiin tietdd nopeasti. Teoriassa esitetty nitrifikaatio
ammoniakille tapahtuu luonnostaankin, mutta sen prosessia isolle massalle (esim. rejek-
tivedelle) voidaan keinotekoisesti nopeuttaa erilaisten laitteistojen avulla. Jos halutaan
tietda kuinka tehokkaasti avustettu nitrifikaatio toimii, testikiteilld saa nopeasti mitattua

ammoniumin tai nitraatin pitoisuuden ennen ja jalkeen.

3.5 pH, sahkonjohtokyky, liuennut happi ja sameus

Jokaisesta naytteesta haluttiin sdhkdnjohtokyky, pH:n ja liuenneen hapen (DO>), arvot.
Nama pystyttaisiin mittaamaan samalla mittauskerralla Horiba Multi water quality
checker U-50 laitteella, mika osoittautui hyvin mielekkaéksi, kun naytteita olisi useita.
Nama mitattavat suureet ovat myos sellaisia, jotka pitdisi mitata mahdollisimman nope-
asti naytteiden saavuttua, silla arvot voivat muuttua esimerkiksi ajan, hapettumisen ja
aineiden liukenemisen mydéta. Samalla laitteella pystyttaisiin myds mittaamaan sameus
yhta aikaa. Sameus ei ole olennainen arvo naytteiden kannalta, mutta se mitattiin mie-

lenkiinnon takia.

3.6  Nitriittitypen maaritys

Nitriittiypen maaritys pystyttaisiin suorittamaan spektrofotometriselld metodilla SFS stan-

dardin 3029 mukaisesti [SFS 3029]. Spektrofotometrin tarkkuus on paljon parempi kuin
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ionikromatografin, ja nitriitti hapettuu helposti ja nopeasti nitraatiksi. Nain naytteista saa-
taisiin maaritettyd tdma yksittainen ioni. Natriumnitriitti on monelle elidlle myrkyllinen

muoto typpea liiallisissa maarin.

3.7 XRF-tekniikka

XRF-tekniikka, eli rontgenflueresenssi, mittaa kiintoaineista alkuaineita. Laitetta voidaan
kayttad myos kentalla ja sen virittdminen kayttdon on nopeaa. Analyysit tehtaisiin viimei-
send, kunnolla kuivatuista naytteiden kiintoaineista. Tatéa varten naytteita tulisi kuivattaa

alustalla uunissa, jotta kaikki neste on haihtunut.

3.8 Mikrobiologiset menetelmat

Naytteista haluttiin yleiskuva niiden mikrobiologisesta laadusta. Koska rejektivetta tai
pohjalietetta olisi ajatuksena tulevaisuudessa kayttaa lannoitteena, niissa ei saa esiintya
ollenkaan esimerkiksi Escherichia colia (taulukko 1) ja koliformisten bakteerien esiinty-
minen voisi viitata ulosteperdiseen kontaminaatioon. Tydssa kaytettiin petrifilm ®-tekniik-
kaa. 3M-petrfilmeilld saatiin nopeasti ja helposti luotettavat tulokset koliformisten, stafy-
lokokkien ja heterotrofisten bakteerien lasnéolosta.
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Kuva 4. MALDI-TOF -laitteistoon laitettavan naytteen esikasittely ja analysoinnin perustoiminta-
periaate [Fall ym. 2017]

Jos jokin viljely antaisi mikrobiologisen kasvuston osalta positiivisia tuloksia, naytteille
tehtaisiin THG-viljelymalja, josta halutuista pesékkeista tehtaisiin jatkoviljelyt verimaljalle
ja sielta MALDI-TOF-laitteiston analysoitavaksi. MALDI-TOF-analyysia paadyttiin kayt-
tamaan sen nopeuden ja helppouden vuoksi. Laitteen tietokannan laajuus olisi ainoa

rajallisuus tunnistamisen kannalta.

4 Laitteistot ja materiaalit

Tassa luvussa kerrotaan vain lopullisissa analyyseissa, kaytettyjen laitteiden, tydvalinei-
den ja kemikaalien tarkemmat tiedot. Vain kokeilullisissa metodeissa kaytettyja laitteita
olivat: MARS mikroaaltouuni, itse koottu hajotus- laitteisto, vakuumisuodatuslaitteisto,
XRF- tekniikassa kaytettava rontgenlaite ja ionikromatografi, seké naiden esikasittelyihin

tai analyyseihin tarvittavat tyévalineet ja kemikaalit.
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4.1 Laitteistot, materiaalit ja kemikaalit
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Taulukossa 4 naytetaan aineet, joita on kaytetty standardien valmistamiseen MP-AES-

analyysissa, happopesussa seka naytteiden ja standardien kestavainnissa.

Taulukko 4.  Analyyseissa kaytettyja kemikaaleja ja standardiliuoksia
tuotenu- viim. kaytto-
Aine Valmistaja Erdn numero
mero paiva
Kalsiumnitraatti tet- sigma-al- 138 217 713 208
21197
rahydraatti drich 048
Mg-standardiliuos sigma-al-
42992 syys.20 BCBV9988
AAS:lle drich
VWR chemi-
Na-standardiliuos AAS:lle 86693.180 15.3.2021 637193
cals
vahva HNO3 - - - -
Sulfaniiliamidi GR, ana- 1.11799.010
MERCK L510799040 -
lyysia varten 0
Magnesiumsulfaatti hep- | VWR chemi-
25165.260 tammi.19 14A170008
tahydraatti cals
Natriumhydroksidi J.T.Baker 0402 syys.10 824506016
VWR chemi-
K-standardiliuos AAS:lle 86686.180 28.2.2021 624785
cals

Lopullisissa analyyseissa kaytetyt laitteistot ja tydvalineet on listattu seuraavassa:

vaaka, Precisa, LS 220 A

BioHitin automaattisia pipetteja, 1 ja 5 millilitran

4100 MP-AES, Agilent

dr3900-spektrofometri, Hach Lange

metropolia.fi
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e Multi water quality checker U-50- moniparametrimittari, Horiba

e sentrifuugi, Heraeus instruments, Biofuge primo

e spaatteleita

o lasitavarat: dekanttereja, kooltaan 25-500 ml, mittapulloja 50—-1000 ml

e 15 millilitran sentrifugointiputkia

e suodatinpaperi, PALL corporation, GH Polypro, 0,45 um

e kasvualustoja; heterotrofisille, koliformeille ja stafylokeille, 3M Petrifilm ®

e THG- ja veri-agar kasvatusmaljoja

e Inkubointikaappi/lampokaappi

e Siirrostusilmukoita, koko 1 pl

e MALDI-TOF, Biomerioux, VITEK MS ®

Analyyseissa kaytettiin aina samaa pipettia pipetoidessa ja vaaka kalibroitiin paivittain,

jos kayttoa sille oli. MP-AES, Multi water quality checker U-50 ja MALDI-TOF kalibroitiin

kayttdohjeiden mukaisesti. Hach Langen spektrofotometri kalibroi itsensa aina kayttéon

ottaessa.

4.2 Hach Lange —kitit

Taulukossa 5 on esitetty kittien kaupalliset nimet, seka aineet joita kiteilld analysoitiin.
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Taulukko 5.  Testikittien nimet seka analysoitavat aineet
Kitin nu- e . .
Kitin tiedot Analysoitava aine
mero
Phosphate PO,-P (ortho/total), . .
LCK349 | 0,05-1,5 mg/l pk/25 (UN3316) | Ctealifosfaattija
9.l orto-fosfaatti
Lck3zg | ATON. 20-100 mg/lpk/25 Totaalityppi
(UN3316 9.11) ypp
Ammonium NH;z-N, 2-47 mg/I .
LCK303 ok/25 (UN3316 9.1) Ammonium
LCK386 TOC (total organic carbon), 30- | Totaali ?rgaanlset
300 mg/I pk/25 hiilet
LCK555 BOD:s (biological oxygen de- Biologinen hapen-
mand), 4-1650 mg/I pk/39 kulutus
LCK307 Boron, 0,05-2,5 mg/| pk/25 Boori
Zinc, 0,2-6 mg/| pk/24 s
LCK360 (UN3316) 9.11 Sinkki
LCK321 Iron, 0,2-6 mg/l pk/25 Rauta
LCK339 Nitrate NOs, 1-60 mg/| Nitraatti
SULFATE SO4, SULFAVER4 PP .
2106769 PK/100 10 m| Sulfaatti
MOLYBDENUM, PP 0,02- .
2449400 3, 00MG/L PK/100 Molybdeeni

16

Taulukossa nahdaan myds jokaisen kitin mittausalueet pitoisuutena mg/l. Laite ilmoittaa,

jos mittausalue ylittyy tai alittuu analyysia tehdessa. Nain naytetta voidaan tarvittaessa

laimentaa tai konsentroida. Hach Langen kittien metodeissa kerrotaan my®s aineet ja

yhdisteet jotka voivat hairita mittaustulosta.

5  Naytt

eiden analysointi

Naytteind oli biokaasulaitoksen rejektivetta, noin 1 litra, ja panimon pohjalietetta, noin 1

litra. Kuvassa 5 on esitetty yksinkertaistettu vuokaavio siita, kuinka nayte analysoitiin

lopulta laboratoriossa. Naytteen sentrifugoinnin jalkeen tehtiin ensin mikrobiologiset

maaritelmat, jotta naytteet kontaminoituisivat mahdollisimman vahan tai mahdolliset kon-

metropolia.fi

ﬂ?’ Metropolia



17

taminaatiot eivat lisdantyisi naytteen sailytysaikana. Seuraavien analyysivaiheiden jar-
jestys suunniteltin sen mukaan, mitka analysoitavat aineet mahdollisesti muuttaisivat

muotoaan nopeimmin ajan kuluessa, kuten nitraatit ja sulfaatit.

Naytteen saapuminen, sen
sekoitus tasaiseksi ja jako 2-4 rinnakkaisen naytteen
pieniin eriin sentrifugointi
dekantterilaseihin

Naytteen pH:n,
johtokyvyn, sameuden ja
liuenneen hapen mittaus

MP-AES-tekniikalla Cu, K,
Hach Langen kittitestit Na, Mg ja Mn
alkuaineiden analysointi

Naytteen laimentaminen

1:10 ja 1:100 suhteisiin

Mikrobiologiset testit:

MALDI-TOF-tekniikalla THG-pintaviljely, siirrostus g % ..
P iEnalien Petrifilm-viljielytekniikka

tunnistaminen tarvittaessa verimaljalle

Kuva 5. Vuokaavio naytteiden eri analyysivaiheista

Naytteiden esikasittely tehtiin pelkastaan sentrifugoimalla kiintoaineet pohjalle. Tama to-
dettiin riittdvaksi sakan poistamiseksi ja laimennosten kanssa herkimmillekin laitteille so-

pivaksi.

Kuvassa 6 biokaasulaitoksen rejektivesinayte sentrifugoinnin jalkeen. Siihen on muodos-
tunut kolme selkeda kerrosta, joista alimmassa on isoimmat kiintoainespartikkelit, kes-
kella hienommat partikkelit ja lopulta ylimpana nestekerros. Panimon nayte naytti hyvin
samankaltaiselta. Sentrifugoinnissa kaytettiin ohjelmaa, jonka aika oli 20 minuuttia ja

kierrosnopeudet 1800 “*min.
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Kuva 6. Biokaasulaitoksen sentrifugoidut rejektivesinaytteet.

Sentrifugoinnin jalkeen naytteistd mitattiin pH, johtokyky, sameus ja liuennut happi sa-
malla kerralla. Naytteiden mittaus tehtiin Horiba U-50 laitteistolla, laitteen valmistajan
ohjeiden mukaisesti.

Digestointia kokeiltiin ensimmaisen kerran kuvassa 7 esitetylla menetelmalla. Kuvan 7
menetelmassa naytteisiin lisattiin typpi- ja suolahappoa 1-3 millilitraa noin grammaan
naytetta ja liséksi seosta refluksoitiin kolvissa. Ongelmana oli, ettei hapon maara riittanyt
hajottamaan naytettéd kokonaan kirkkaaksi. Jos happoa olisi lisatty enemman, olisi nayt-
teité tarvinnut laimentaa MP-AES- laitteiston hapon kestavyyden vuoksi eikd kaikkien
menetelmien herkkyys olisi enda riittanyt havaitsemaan pienia pitoisuuksia tietyissa ai-

neissa.
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Kuva 7. Digestointi/refluksointi -laitteisto

Digestoinnin pystyi tekemaan hyvin yksinkertaisesti tarvittaessa. Naytteita ei kuitenkaan
lopullisissa analyyseissa digestoitu. Digestoinnille 16ytyisi myds mikroaaltouuni -tekniikka
hajottamaan ja liuottamaan kiinteita materiaaleja naytteista [Microwave Digestion of Fer-
tilizer]. Talldin digestointi suoritettaisiin MARS 6 mikroaaltouunilla. Tatd mikroaaltouuni -
tekniikkaa voitaisiin kayttaa, jos koko liuos olisi haluttaisiin analysoida puhtaiden alkuai-

neiden osalta.

Naytteita laimennettiin mittapulloihin suhteella 1:10 ja 1:100 sentrifugoinnin jalkeen, Re-
donon aiemmin hankkimien mittaustulosten perusteella. N&in ajateltiin jonkin laimennok-

sista, tai laimentamattomasta naytteesta, menevan mittausalueille eri analyyseissa.

Naytteiden laimentamisen jalkeen tehtiin heti ensimmaisena mikrobiologiset analyysit.
Mikrobiologissa analyyseissa ensimmainen viljely tapahtui petrifilim-tekniikalla. Tekniik-
kaa kaytettiin sen nopeuden ja tiettyjen alustojen selektiivisyyden takia. Tydssa kaytettiin
heterotrofisen luvun antavaa alustaa seka koliformeille ja stafylokokeille selektiivisia
petrifilmeja, jotka nakyvat kuvassa 8 viljeltyna alustoille, ennen inkubointia. Viljelyt ja
kasvatukset suoritettiin valmistajan ohjeiden mukaisesti laimennossuhteista 1:1, 1:10 ja

1:100. Petrifilmien kasvatuksessa noudatettiin 3M Petrifilm -valmistajan protokollaa.
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Kuva 8. Petrifilm-viljelyt ennen kasvatusta inkubointikaapissa; ylarivilla hetetrofiset viljelmat,
keskimmaisella rivilla stafylokokkiselektiiviset petrifilmit ja alimmalla rivilla koliformi-se-
lektiiviset petrifilmit.

Kun petrifilm -kasvatukset olivat valmiita, tehtiin jatkoviljelyt tryptoni-hiivauute-glukoosi-
agarille (THG-agar), jos jollakin alustalla oli positiivisia tuloksia. Naytteitd siirrostettiin
THG-agarille 1 ml pintaviljelytekniikalla ja kasvatusalustoja inkuboitiin 24—48 tuntia 37
celsius asteessa. THG-agarilla kasvavasta yksittaisista eri pesékkeista tehtiin jatkoviljely

veri-agarille. Veri-agarilta pystyttiin suorittamaan MALDI-TOF-tekniikalla tunnistaminen.

MALDI-TOF-analyysi suoritettiin teoriaosuudessa esitetyn kuvan 4 tavalla. Jos pesake
naytti ja kayttaytyi silmukkasiirrostuksessa homemaisen tai hiivamaisen kasvuston kal-
taisesti, silla kaytettin FA (muurahaishappo)/CHCA (kanelihappo) matriisisekoitusta.

Bakteerimaisille pesakkeille kaytettiin pelkastddn CHCA matriisia.

Naytteiden ja standardien laimennoksia varten mittapullot ja niiden korkit pestiin noin 30
prosenttisella typpihapolla, mahdollisten metallijaamien tai muiden epépuhtauksien tai
mitattavien aineiden hairiétekijoiden varalta. MP-AES-tekniikkaa varten laimennettuja
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naytteita ja standardeja kestavaitiin lisaamalla pienet maarat (noin 1-2 ml/50 ml) vake-
vaa (noin 60—63 %) typpihappoa seka kaikki liuokset suodatettiin ruiskun ja 0,45 pm:n

kokoisella suodatinosalla, jotta laitteen osat eivét tukkeutuisi.

MP-AES-tekniikassa kaytetyt standardisuorien pitoisuudet olivat 1, 2, 3, 4 ja 5 mg/l ai-
neille kalium, magnesium, magnaani ja natrium, kupari ja kalsium. Na&illa standardipitoi-
suuksilla todettiin, ettd saadaan MP-AES-tekniikalla riittavan hyvét standardisuorat, joi-
den kautta naytteiden pitoisuudet voitaisiin laskea. MP-AES-laitteen analyysia varten
luotiin ajo-ohjelma, jonne sydtettiin tarvittavat tiedot, eli ajoparametrit, analysoitavat ai-
neet ja standardien pitoisuudet. Ajoparametrit on esitetty taulukossa 6.

Taulukko 6. MP-AES —laitteiston ajoparametrit

Laiteparametrit MP-AES analyysin ajolle
Pumpun nopeus (pump 15 rom
speed) P
Nopea pumppaus (fast Paalla (on)
pump)
Stablisiointiaika (stabiliza- 30 s
tion time)
Lukuaika (read time) 5s

Hach Langen Kkittitesteja tehtiin monesti useita kerralla samanaikaisesti, jos naytteen
analysointi kasittelyineen kestaisi ajallisesti suurin piirtein saman verran, esimerkiksi 5-
15 minuuttia ja 45-60 minuuttia. Testikittien ohjeisiin tutustuttiin huolellisesti seka tehtiin
etukateen koetesteja, jotta analyysit saataisiin suoritettua mahdollisimman sujuvasti.
Testikitteihin kaytettiin jotain kolmesta eri naytelaimennoksesta. Laimennos valittiin
aiempien mittaustulosten perusteella, miké& laimennoksista olisi odotettavasti I&hin testi-
kitin mittauksen pitoisuusalueelle. Jos mittausalue meni yli tai ali, ja laite ei antanut tu-
losta tai ilmoitti tuloksen olevan epaluotettava, pyrittiin tekem&én uusintamittaus vah-
vemmalla tai laimeammalla naytteelld. Kuvassa 9 on Hach Langen LCK 349 ja LCK 307
kittien analyysien suoritusta saman aikaisesti. Kittitestit tehtiin Hach Langen laatiman

protokollan mukaan.
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0.05-1.50 mgiL POP
9.15-4.50 mg/L PO,

Kuva 9. Testikittien LCK 349 ja LCK 307 analyysin suoritusta yhta aikaa laboratoriossa.

Taulukossa 5 oli esitetty testikittien luotettavat pitoisuusalueet mittaustulokselle.

6 Tulosten kéasittely

Naytteen pakastaminen ennen analyysien aloittamista ja pidempi sailytysaika jaa-
kaapissa on voinut vaikuttaa tuloksiin. Pidempi séilytysaika jaékaapissa sulatuksen jal-
keen vaikuttaa varsinkin herk&sti muuttuviin parametreihin, kuten johtokykyyn, pH-ar-
voon, liuenneeseen happeen seka ionimuodossa oleviin aineisiin kuten sulfaattiin ja nit-

raattiin.

Kaikkien tulokset koottiin yhteen taulukkoon (taulukko 7). Taulukossa ensimmaisena ole-
vat "mittaustulokset” ovat Metropolian Myyrméaen kampuksella kaytetysta ravinneliuos-
sekoituksesta humalan kasvatuksessa. Talla on humala kasvanut hyvin Metropolian ti-
loissa kaytetyssa humalan kasvatukseen rakennetussa hydroviljelyjarjestelmassa. Tata

kaytettya ravinneliuosta pidettiin yhtena vertauksena hyviin ravinnearvoihin.
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Toisena taulukossa on Gasumin rejektiveden nayte ja kolmantena UG Brewery Oy:n
pohjalietteen nayte. Viimeisena on esitetty humalan hydroviljelylle optimiarvot, jotka Re-
dono on selvittanyt [REDONO Hanke]. Taulukossa on eritelty parametrit ja aineet mit-
tausmenetelmén mukaan. Taulukkoon ei laitettu viimeiseen sarakkeeseen optimaalisiin
arvoihin rikkia ja fosforia, koska taulukon mittaustulokset ovat eri muodossa (rikki sul-
faattimuodossa ja fosfori orto- ja totaalifosfaattina). Rikin (S) ja fosforin (P) optimaalinen

arvo ravinneliuoksessa olisi 50 mg/l.

Taulukko 7.  Mittaustulokset rinnakkain esitettyna ja vertailuna hydroviljelyssa kaytettéavéan lan-
noitteen optimipitoisuudet humalan kasvatukselle.

Optimaali-
nen arvo
humalalle

hydrovilje-

Parametri ja yksikko Mittaustulokset GASUM  Panimo lyssa
pH 5,29 5,7 3,89 5-5,8

38 [Johtokyky mS/cm 1,09 25,2 3,08 -

S [po (dissolved oxygen) mg/! 8,83 10,08 8,94 -
NTU 1,5 0 104 -
Kalsium (mg/I) 94 74 44 150

” Kupari (mg/l) NA 5 NA 0,8

b Kalium (mg/1) 93 1294 41 240

% Magnesium (mg/I) 22 12 2 50
Mangaani (mg/l) 11 20 24 0,6
Natrium (mg/l) 53 1508 5 -
Boori (mg/l) 0,13 8 8 0
BOD (Biologinen hapenkulu-
tus/biological oxygen de- * * 36,5 -
mand) mg/I
Rauta mg/I 0,95 * 21,4 2,8 1,5
totaali-fosfaatti mg/| 4,6 143,5 145 -

§ orto-fosfaatti mg/I 21,4 78,7 247,8

% Sinkki mg/I 0,25 3,4 0,93 * 0,40

*  |Nitraatti (mg/l) 51 13 36,8 -
Ammonium (mg/l) 16 3185 73,6 -
totaali-typpi (mg/I) 100 3348 7190 175
TOC (total organic carbon) a1 4245 17858 i
mg/|
Molybdeeni (mg/I) * 2 1,4 0,05
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| sulfaatti (mg/1) * 600 1063 -

Horiban multiwater laitteistolla saatiin mittaukset nopeasti tehtya pH:lle, johtokyvylle, ha-
pelle ja sameudelle. Naytteille ei tehty kuin yhdet rinnakkaiset mittaukset laitteella, joten
mitatut parametrit ovat suurpiirteiset. Mitatuilta arvoilta pH, liuennut happi ja sameus ovat
hyvin samaa luokkaa kaikissa kolmessa naytteessa. Ainoastaan biokaasulaitoksen nayt-
teessa johtokyky on huomattavasti korkeampi. Tahan syy l6ytyy suuresta maarasta mm.
kaliumia ja natriumia, jotka ovat rejektivedessa ionimuodossa nostaen johtokykya. Ver-
rattuna optimiin, pH on matalampi panimonaytteessa, mahdollisesti johtuen oluen pane-

misessa syntyvasta hiilidioksidista.

Kittitesteiss& n&htiin muutamia poikkeuksia. Orto-fosfaatin ja kokonaisfosforin lukemien
pitdisi olla niin pain, ettd orto-fosfaatista saatu tulos on pienempi pitoisuudeltaan, kuin
kokonaisfosforin. Panimon naytteessa ja ravinneliuoksessa totaalifosforin pitoisuus oli
kuitenkin pienempi. Kitin valmistajalta l10ytyy tiedot mahdollisista hairidtekijoista, kuten
huomattavan suuresta natrium pitoisuudesta. Naytteissé ei kuitenkaan ollut yksittdisena
hairidtekijaksi laskettavia pitoisuuksia. Valmistajan mukaan mahdollisia ristivaikutuksia
monen hairidtekijan ja mitattavan aineen kesken ei ole tutkittu ja nama kannattaa huo-
mioida mittaustuloksissa. Tama voi olla yksi tekija, mika vaikuttaa orto-fosfaatin totaali-
fosfaattia suurempaan pitoisuuteen. Mittausepavarmuudet saa jokaiselle testille erik-

seen valmistajan sivuilta.

Mikrobiologisissa petrifilm-viljelmissa ei todettu yhdesséakaan naytteessa stafylokokki- tai
koliformi- positiivisia pesakkeita. Heterotrofisissa petrifilmeissa todettiin mikrobiologisten
pesdkkeiden kasvua biokaasulaitoksen naytteesta kaikilla laimennoksilla. Myds THG-
maljoille tehdyilla jatkoviljelmilla todettiin kasvustoa. THG-maljojen kasvusto oli haalean
vaaleita pesakkeita. Veri-agarille tehdyilla jatkoviljelmilla pesékkeet olivat harmahtavan
valkoisid ja muodot seka pesakkeiden koostumukset vaihtelivat. Veriagarilla kasvaneet
pesdkkeet ndhdaan kuvasta 10. Kasvustot poikkesivat toisistaan ulkonadéllisesti, vaikka
ne THG-maljalla nayttivat samanlaisilta pesakkeilta.
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Kuva 10. Veriagarilla kasvatetut jatkovilielmat MALDI-TOF analyysia varten, naytteet 1, 1.1, 2,

2.1ja2.2.

MALDI-TOF-analyysi tunnisti veriagarilla kasvatetut jatkoviljellyt pesakkeet muutamaksi

eri Bacillus suvun bakteereiksi. Bakteerit ndkyvét taulukossa 8.

Taulukko 8.
Nayte nro. Mikrobi
Nayte 1 -
Nayte 1 -
Nayte 1.1 Bacillus subtilis
Nayte 1.1 Bacillus subtilis
Nayte 2 Bacillus cereus group
Nayte 2 Bacillus cereus group
Nayte 2.1 -
Nayte 2.1 -
Nayte 2.2 Bacillus pumilus
Nayte 2.2. Bacillus pumilus

MALDI-TOF-analyysin rinnakkaiset tulokset 5:sté eri pesékkeesta

metropolia.fi
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Naytteille 1.1 ja 2 MALDI-TOF antoi 99,90 % todennakoéisyyden tunnistuksen varmuu-
delle ja naytteelle 2.2 tunnistuksen varmuudesta 90,40 % todennakoisyyden. Pienempia
todennakdisyyksia ei otettu enda tassa opinnaytetydssa huomioon ollenkaan. Syy pie-
nelle todennadkoisyydelle on luultavasti tietokannan rajallisuus ko. laitteella, eli mene-

telma vain tunnistaa mikrobin samankaltaiseksi jonkun toisen kanssa.

MP-AES-tekniikalla saadut mittaustulokset olivat oletettavissa arvoissa. Analysoitaville
aineille saatiin hyvat lineaariset suorat (lite 1), joiden kautta naytteiden pitoisuudet las-
kettiin. Naytteille tehtiin rinnakkaisia mittauksia myds eri laimennoksilla. Biokaasulaitok-
sen naytteen rinnakkaisissa naytteiden pitoisuuksissa on heittoja ja todennakdisin syy
on naytematriisin epatasaisuus. Eli esimerkiksi kdantelya naytteelle pitaisi tehdé viela

enemman.

MP-AES-tekniikassa tulokset saadaan koneelta intensiteettind per sekunti. Tama ei ole
absoluuttinen arvo ja c/s-arvoon voi vaikuttaa moni eri tekija, kuten analysoitavan liuok-
sen hyva sekoittaminen ennen syottamista laitteeseen tai nayte ei sumutu plasmalle tay-
sin tasalaatuisena, mika vaikuttaa mitatun intensiteetin arvoon. Laite tekee useamman
mittauksen yhdesta naytteensyttosta ja antaa niiden lasketun keskiarvon. Jo tama kom-

pensoi intensiteetin muuttuvaa arvoa.

7 Yhteenveto

Opinnaytetydn tavoitteet naytteiden esikasittelysta ja monen eri aineen ja parametrin
analysoimisesta toteutuivat kohtalaisesti. Analysoitavien aineiden ja parametrien nu-
meerisen maaran ja pitkan sailytysajan takia mittausten toistojen maara ja taydellisen
luotettavuuden saaminen jai toissijaiseksi. Tydssa keskityttin metodien onnistumiseen

ja mittaustuloksen saamiseen naytteista.

Analyysien kannalta katevimmin kaytettavia olivat valmiit testikitit ja Horiban multimittari.
Molemmat tai niitéd vastaava tekniikka voisivat olla hyvia investointeja laadunseurantaa
varten paikkoihin, missé kaytetéén teollista sivuvirtaa lannoitteena tai halutaan nopeasti
tuloksia vastaavista sivuvirroista. Laitteilla voidaan mahdollisesti myds seurata teolli-

sesta sivuvirrasta jo jatkokasittelylla tehtya nestemaista ravinneliuosta tai lannoitetta.
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Laitteiden nopea ja helppo kayttdminen mahdollistaisi usean mittauksen monesta nayt-

teesta pienessa ajassa.

MP-AES laitteisto on nopea ja helppo analyysien suoritukselle laboratorio-olosuhteissa,
mutta ajatellen mittaustarvetta paikan p&alla mahdollisissa tuotanto- tai kasvatustiloissa,
olisi sen toteuttaminen mahdotonta ilman investointia laitteeseen, reagensseihin ja kou-
lutettuun tyontekijaan. MP-AES-tekniikalle pitaisi myos validoida menetelmaét erilaisille
naytteille ja mittausparametrit aineille, jotta tulokset olisivat aina luotettavia.

Naytteiden esikasittelyyn kuulunut sentrifugointi voitaisiin kaytanndssé korvata suodat-
tamalla naytteita halutun tai tarvitun partikkelikoon suodattimella. Kaytdnndssé isoja
maaria sivuvirtoja ei todennakdisesti kuitenkaan sentrifugoida, mutta niista pitaa jotenkin
poistaa isot partikkelit tiettyyn kokoon asti, silla muuten ne tukkisivat ravinneliuosta kul-

jettavat linjastot ja valineet.

Redonon BioSyotte-laitteisto sopisi hyvin tydssa analysoitujen sivuvirtojen kasittelyyn.
Laitteesta saatu lannoitevalmiste olisi sopiva lannoitteeksi humalalle. Sivuvirran mukaan
lannoitetta pitaisi mahdollisesti vield laimentaa ennen kasveille sy6ttamista, seka muut-

taa pH tasapainoa.
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MP-AES mittaustulokset

Tassa liitteesséa on esitelty MP-AES mittauksen kalibrointisuorat, mittaustulokset taulu-

koissa ja laskuesimerkkeja tulosten laskemisesta.

Standardisuorien intensiteetit pitoisuuden funktiona e kalsum

200000 ® manesium

kupari

......

uuuuuu E mangaan:

& natrium

®  kalium
= - Lin. (kaksium)

Lin. (magnesium)

Lin. (kupari)

......

Lin. (mangaani

) Lin. (natrium)

intensiteetti c/fs

. Lin. (kaium)

......

Kuva 11. MP-AES mittauksen intensiteettien ja standardiliuosten pitoisuuksien kautta saadut ka-
librointisuorat

Taulukoissa X-Y on mitattujen intensiteettien kautta lasketut tulokset aineille kupari, kal-

sium, natrium, magnesium, mangaani ja kalium.
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Taulukko 9.  MP-AES mittauksen standardien intensiteetit
Standardit

mg/I Ca Mg Cu Mn Na K
% 1 91332,56 |125251,48120771,21| 19934,88 | 166201,59 | 26756,56
s 2 183814,46 | 247564,38 | 232876,71 | 40153,41 [313195,57| 51433,9
_é 3 304026,85 [368076,13 | 346156,2 | 61446,49 |494231,62| 80497,09
% 4 429636,81|485984,15|469934,21 | 88993,81 |640858,51(103968,33
k= 5 547645,06 [ 596566,24 | 573892,45 | 112487,79 | 826963,59 | 139288,92
slope 115844,7 | 118104,9 | 114330,0 | 23394,6 | 164918,7 | 27759,9
intercept| -36243,1 | 10373,7 5736,2 -5580,6 -6465,9 -2890,8

Liite 1
4(4)

Taulukko 10. MP-AES mittauksen biokaasulaitoksen naytteiden mittaustulokset intensiteetteina
ja laskettuina pitoisuuksina

GASUM rejektiveden mittaustulokset

Ca Mg Cu Mn Na K
L N1 95096 |11125,70(1914,43|119,26|2812963,81| 374902,43
S| N1.2  |98464,66 | 10996,02 | 2046,86 | 97,72 | 2878785,86|  381928,87
'§ N2.1 |32747,88| 3248,72 [1266,30| 53,6 |2405833,65| 355928,06
G| N22 |341817 | 323262 [1120,26| 56,2 | 2415550,1 351835,0
£ N31 | 72791,1 | 5936,28 |1640,91| 83,3 | 4387677,5 685428,7
N3.2 | 70105,3 | 5917,13 [1615,68| 79,32 | 4355594,7 668678,0
£ |NL1mg/l| 113 18 7 24 1710 1361
% N12mg/l| 116 18 7 24 1749 1386
% N2.1 mg/I 60 12 6 24 1463 1293
% N2.2 mg/I 61 12 6 24 1469 1278
= | N3.1mg/I 47 3 12 1332 1240
£ [ N3.2 mg/l 46 3 12 1322 1210
Keskiarvot 74 12 5 20 1508 1294
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Taulukko 11. MP-AES mittauksen panimon naytteiden mittaustulokset intensiteetteina ja lasket-
tuina pitoisuuksina

UG Brewery:n pohjalietteen mittaustulokset
Ca Mg Cu Mn Na K
= 1:100 suhde, N1 13002,4911686,44 288,21 (-19,06 | 1350,25( 7140,38
_é A4 1:100 suhde, N1-2 16264,39|13026,22| 55,85 |-17,87|1831,02| 8698,85
e 9 1100 suhde, N2 15557,82(13141,97| 71,95 [-18,91|1392,11| 9382,57
k= 1:100 suhde, N2-2 15684,83113500,14 23,43 |-15,28(1403,54| 9244,87
qéJ d 1:100 suhde N1, mg/I 43 1 -5 24 5 36
% g 1:100 suhde N1-2, mg/I| 45 2 -5 24 5 42
= 4 1:100 suhde N2, mg/I 45 2 -5 24 5 44
€ 91:100 suhde N2-2, mg/I| 45 3 5 24 5 44
Keskiarvot 44 2 -5 24 5 41

Taulukko 12. MP-AES mittauksen projektissa kaytetyn ravinneliuoksen naytteiden mittaustulok-
set intensiteetteind ja laskettuina pitoisuuksina

Projektissa kdytetyn ravinneliuoksen mittaustulokset

Ca Mg Cu Mn Na K
1:100 suhde N1 | 100137,2 | 39678,27 | 1880,22 | 174,80 | 1119983 | 32191,31
| 1:100suhde N2 | 102839,6 | 37935,94 | 1933,97 | 189,78 | 119892,52 | 33702,98
(&)
= 2 7
| 1:10suhdeN1 |978269,8 863;3 1 603967 | 1904,22 | 81878784 | 191496,28
Q
‘ 2 4
€| 1:10suhde N2 | 961006,1 953;55' 6309,19 | 2002,11 | 852853,38 | 210872,24
=
11 suhde 000000 | 1782343, | 51549,2 [ 27062,3 | 23076148 | 1590674,0
8 5 9 2 2
| 1i100suhdeN1 118 25 3 25 72 126
g| 0o suhde N2 120 23 3 25 77 132
s 1:10 suhde N1, 88 »3 0 3 50 70
E mg/!
® [
= | 1:10suhdeN2, 86 24 0 3 52 77
%o mg/I
1:1 suhde mg/I 61 15 0 1 14 57
Keskiarvot 94 22 -1 11 53 93
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Naytteiden pitoisuuksien laskuihin on kaytetty standardeista saatuja suoran yhtaloita.

Suoranyhtéléssa
y=mx+b

y on saatu intensiteetti, m on suoran slope, eli kulmakerroin ja b on intercept, eli leik-
kauskohta. X on madaritettavan aineen pitoisuus, joka selvitetddn kaantamalla suoranyh-

talé muotoon

Taman liséksi tuloksia laskettaessa on otettu huomioon suoraan laimennuskertoimet,
jotka vaihtelivat 1:10 ja 1:100. Taulukossa X ndkyy naytteen tunnisteen vierella myés
laimennuskerroin. Naytteen pitoisuus on siis kerrottu joko kymmenella tai sadalla. Lo-

pulta tuloksista on laskettu keskiarvot.
Esimerkkina UG Breweryn 1:100 suhde, N1 nayte kaliumin pitoisuus (taulukko 11)

_ 7140,38 — (~2890,8)
= 277599

* 10 = 36,135504801
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