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TIVISTELMA

Orgaanisia jatteitda on hyodynnetty biokaasuna jo pitkdan, mutta viime vuosina on heratty
pohtimaan, voisiko jatteista erotella nykyista enemman arvojakeita. Madatyksen
vélituotteina syntyvat orgaaniset rasvahapot tuovat lisdarvoa jatteille ja ndin ollen lisdavat
resurssitehokkuutta biotalouden nakékulmasta. Talla tyolla kehitetaan
Luonnonvarakeskuksen (Luke) laboratoriotoimintaa luomalla ohjeistus koetoimintaan, jonka

tarkoituksena on tutkia madatyksessa syntyvia orgaanisia rasvahappoja.

Tyossa tehtyjen kokeiden perusteella voidaan todeta, ettd metaanintuottopotentiaalin
mittaukseen tarkoitettua laitteistoa voidaan kayttda myos happofermentaatiokokeissa.
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syotteen koostumus.

Kokeiden fyysinen suorittaminen yhtendisten ohjeiden mukaisesti mahdollistaa entista
toistettavamman koejarjestelyn, mutta suurin huomio happofermentaatiokokeissa tulee
kuitenkin kiinnittda kokeiden suunnitteluun. Tassa tydssa tehty ohjeistus antaa

peruslahtotiedot kokeiden suunnitteluun ja suorittamiseen.
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ABSTRACT
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1 Johdanto

Uusiutumattomien luonnonvarojen vahentyminen pakottaa ihmiskunnan etsimaan
resurssiviisaita ratkaisuja tulevaisuudessa. Resurssien tarve kasvaa kiihtyvalla vauhdilla ja luo
yha suurempaa kilpailua vahenevien luonnonvarojen ympdrille. Euroopan komissio on
vuonna 2011 luonut tienviitat kohti resurssitehokasta taloutta vuoteen 2050 mennessa.
Tienviittojen tarkoituksena on luoda polku, jota pitkin Eurooppa voi saavuttaa
resurssitehokkaan ja kasvavan biotalouden. Resurssitehokkaassa materiaalien kaytossa
raaka-aineet kiertdvat ja niiden arvo sailyy. Jatetta ei enaa synny, kun yhden prosessin

sivuvirrat ovat raaka-aineita uusille tuotteille. (KOM/2011/0571 lopullinen)

Biokaasuteknologia on hyvaksi todettu tapa tuottaa orgaanisista jatteista energiaa.
Hapettomassa eli anaerobisessa tilassa tapahtuva madatys tuottaa lopputuotteena
hiilidioksidia ja metaania, joista metaania voidaan kayttaa energiana esimerkiksi
lampokattiloissa tai liikennepolttoaineena (Kinnunen & Rintala, 2015 ss. 17-18).
Biokaasulaitosten haasteena on kuitenkin toiminnan taloudellinen kestavyys. Suurimmalle
osalle biokaasulaitoksista paaosa tuloista tulee porttimaksuista ja lAamm&énmyynnista
(Rantala & Kari, 2020). Maatalouden biomassoista ei usein saada porttimaksuja, joten
tallaisia massoja kayttavien laitosten kannattavuus riippuu energian hinnasta ja laitokselle
saatavien tukien maarasta (Winquist ym., 2015, s. 31). Toinen biokaasulaitoksen
taloudelliseen kestavyyteen vaikuttava asia on vallitseva energian hinta. Mikali laitoksen
energiasta saama hinta on alhainen, saattaa laitoksen takaisinmaksuaika venya pidemmaksi

kuin tekniikan kayttoika (Carlini ym., 2017).

Biokaasuprosessin valituotteina syntyy erilaisia aineita kuten esimerkiksi haihtuvia
rasvahappoja (VFA). Jakamalla perinteinen madatysprosessi kahteen osaan, happo- ja
kaasumadatykseen, pystytdaan naita valituotteita muodostamaan paatuotteena ja
poistamaan prosessista arvokkaampaan kayttoon (Kleerebezem ym., 2015). Ndin toimien

pystytdan kasvattamaan jatteistd saatavaa lisdarvoa.



2 Tyon tavoite ja tutkimuskysymykset

Taman tyon tarkoituksena oli kehittda Luonnonvarakeskuksen (Luke) laboratoriossa
suoritettavien happofermentaatiokokeiden menetelmaa. Tyossa selvitettiin, pystytaanko
kaytossa olevilla laitteistoilla suorittamaan happofermentaatiokokeita luotettavasti. Tyossa
suoritetut kokeet pyrittiin suunnittelemaan niin, etta kulloisenkin materiaalin VFA-
potentiaali siihen maaratyilla olosuhteilla saatiin selville. Tydssa kasiteltiin myds menetelman
kehitysvaiheessa ilmenneita haasteita ja onnistumisia vertaillen tuloksia muualla

raportoituihin kokeisiin.

Tyon tuloksena muodostui menetelmaohjeistus, jonka avulla voidaan suunnitella ja
toteuttaa erilaisten orgaanisten materiaalien happofermentaatiokokeita. Menetelmaa
tullaan hyédyntamaan Luonnonvarakeskuksen bioenergialaboratorion, Biopajan, kokeissa.
Menetelman perusteella tehdyista kokeista tullaan tekemaan artikkeleja tieteellisiin
julkaisuihin, jotka tuovat koeasettelulle nakyvyytta myos kansainvalisessa tiedemaailmassa.
Kokeiden avulla saatiin tietoa prosessin vaiheista laboratoriomittakaavassa. Tata tietoa
voidaan mydhemmin kayttaa taustatietona jatkuvatoimisissa kokeissa ja mahdollisesti myds

isommissa happofermentaatiolaitoksissa.

Tdssa tyossa kaytettiin hyvaksi kokeita, jotka oli suunniteltu jo loppuneisiin BioVFA ja
LantaVFA seka edelleen kdynnissa oleviin Luonnonvarakeskuksen hankkeisiin AVARE ja PASS-
BIO. Avare on ylikansallinen ERA-NET SUSFOOD?2 projekti, jonka on rahoittanut seka
kansallinen Idhde (MMM, Dnro 56/03.01.02/2018) etta Euroopan Unionin Horisontti 2020
tutkimus ja innovaatio ohjelma. PASS-BIOn rahoittajana toimii Horizon 2020 FACCE JPI seka
kansallinen Iahde (MMM, Dnro 1959/03.01.02/2017). Opinnaytetyon tilaajan
(Luonnonvarakeskus, Luke) opinnaytetydlle nimettyna ohjaajana toimi johtava tutkija tohtori

Saija Rasi Luonnonvarakeskuksesta.

Taman opinndytetyon tutkimuskysymykset:

1. Voidaanko biologiseen metaanintuottopotentiaalin mittaukseen kaytettya
laitteistoa ja koejarjestelyja kdayttda metaanintuottoprosessin valituotteiden,

rasvahappojen (VFA) tuoton tutkimisessa?



2. Millainen on testausmenetelman luotettavuus saman kokeen rinnakkaisissa
koejasenissa?

3. Miten panosmalliset happofermentaatiokokeet tulee suunnitella ja toteuttaa,
jotta raaka-aineesta tuotettujen haihtuvien rasvahappojen maara saadaan

mahdollisimman suureksi koejakson aikana?

3 Haihtuvien rasvahappojen valmistus madatyksessa

3.1 Madatysprosessi

Madatysprosessi (Kuva 1) on yleisesti kdytossa oleva orgaanisten jatteiden hapeton
kasittelymenetelma. Talla hetkella tyypillisimpia orgaanisia jatteita kotitalouksilta ovat
ruokajate ja yhdyskuntaliete. Maatilat taas tuottavat suuria maaria erilaisia lantoja seka
pilaantunutta rehua. Anaerobinen biokaasuprosessi mahdollistaa esimerkiksi ndiden

orgaanisten jatteiden kasittelyn uusiksi tuotteiksi.

Biokaasuprosessissa orgaanisesta jatteesta muodostuu biokaasua ja madatetta. Biokaasu
sisaltaa padosin hiilidioksidia ja metaania, mutta mukana on myds pienia maaria vetya,
rikkivetya, vesihdyrya ja ammoniakkia (Rasi ym., 2007). Madate sisaltaa suurimman osan
jatteen sisaltamista ravinteista ja sita voidaan kayttaa lannoitteena sellaisenaan tai
jatkojalostaa ravinteet lannoitteiden eri muotoihin (Tampio ym., 2018, ss. 19-24; Zirkler ym.,

2014).

Haihtuvien rasvahappojen muodostuminen biokaasuprosessin valituotteena mahdollistaa jo
valmiina olevan biokaasuteknologian hyvaksikdayton haihtuvien rasvahappojen
valmistuksessa. Sen etuna verrattuna hapettamalla tai karboksyloimalla valmistettaviin
rasvahappoihin on raaka-aineiksi soveltuvien materiaalien monipuolisuus ja se, ettad prosessi
ei vaadi aseptisia olosuhteita. (Wainaina ym., 2019) Tavoiteltaessa biokaasun sijaan
haihtuvia rasvahappoja pitda biokaasuprosessia muokata niin, ettd viimeinen vaihe eli

metanogeneesi jaa tapahtumatta.



Kuva 1

Madatysprosessi (modifioitu Zupanci¢ & Grilc, 2012)

Biomassa
Hydrolyysi
: | !
Rasvahappoja Sokereita Aminohappaja
¥
VFA
¥ ¥
COg, H2 Asetaatii
Metanogeneesi
CH4 CO5

Madatysprosessi on sarja erilaisten mikro-organismien ketjureaktioita, jossa ensimmaisen
reaktion tuotteet toimivat sydétemateriaaleina seuraaville vaiheille. Anaerobisen reaktorin
syOtteissd oleva orgaaninen aines on usein isoina pitkdketjuisina yhdisteina kuten
hiilihydraatteina tai rasvoina. Bakteerit hajottavat entsyymien avulla naita
makromolekyylisia rakenteita dimeereiksi ja monomeereiksi, joita toiset mikrobit kykenevat

hajottamaan eteenpain. (Zupanci¢ & Grilc, 2012)

Reaktiosarja voidaan jakaa karkeasti neljaan osaan: hydrolyysi, asidogeneesi, asetogeneesi ja
metanogeneesi. Nama nelja vaihetta on kayty paapiirteittain lapi alla reaktiokaavoineen.

Reaktiokaavoja tutkiessa on hyva muistaa, ettd hajoamispolut muuttuvat syotteiden ja



olosuhteiden mukaan, jonka takia alla olevat kaavat ovat hyvin pelkistettyja (Sikora ym.,

2018, ss. 49-63).

Hydrolyysissa toimivat bakteeriryhmat riippuvat reaktoreiden syétemateriaalista ja usein
hydrolyysissa toimivat bakteerisuvut toimivat myos seuraavassa madatysvaiheessa
asidogeneesissa. Hydrolyysissa toimivia bakteereja ovat ainakin Alphaproteo- Clostridium-
Rumminoccocus ja Bacteroides- suvun bakteerit (Cirne ym., 2007; Argyropoulos ym., 2013, s.
264; Kymalainen, 2015, s. 61). Hydrolyysissa hajottajina toimivat bakteerien solun
ulkopuoliset entsyymit, hajottaen syotteen solujen pintamateriaalia bakteereille sopivaan
muotoon. Osassa hydrolyysin reaktioissa muodostuu vetya seka asetaatteja, joita arkeonit,
kuten metanogeenit, pystyvat kdyttamaan suoraan hyvakseen, muodostaakseen metaania.
Suurimmaksi osaksi hydrolyysissa bakteerit kuitenkin hajottavat orgaanisen syotemateriaalin
makroravinteet rasvahapoiksi, sokereiksi ja aminohapoiksi (Zupancic¢ & Grilc, 2012).
Hydrolyysissa tapahtuvat reaktiot voidaan kuvata seuraavalla reaktioyhtalolla (Kaava 1),
jossa erilaisista polysakkarideista, kuten selluloosasta (CsH100s) seka vedesta (H20)

muodostuu glukoosia (CeH120¢) ja vetya (Hz) (Anukam ym., 2019).

Kaava 1

(C¢H1005)n+nH,0 - nCzH1,04 +n H,y

Asidogeneesissa bakteerit, kuten Micrococcus, Peptococcus, Streptococcus, Desulfomonas
and Escherichia coli, muodostavat, hydrolyysissa valmistuneista liukoisista orgaanisista
materiaaleista, haihtuvia rasvahappoja, vetya, rikkivetya, hiilidioksidia seka erilaisia
alkoholeja (Anukam ym., 2019; Biarnes, n.d.). Asidogeneesissa (Kaava 2, Kaava 3 ja Kaava 4)
tapahtuvia reaktioyhtéaloissa glukoosista muodostuu alkoholeja (CH3CH2OH), hiilidioksidia
(CO,) ja etikkahappoa (CH3COOH) samalla glukoosista ja vedystd muodostuu propionihappoa
(CH3CH2COOH) ja vetta.

Kaava 2

CoHy,0s © 2 CH;CH,OH + 2 CO,



Kaava 3

CsHy,04 + 2 Hy, & 2 CHy;CH,COOH + 2 H,0

Kaava 4

CoHy,05 > 3 CH;COOH

Kaavojen 5, 6 ja 7 reaktioyhtalot kuvaavat asetogeneesissa tapahtuvia reaktioita, joissa
propionaatista (CH3CH,COO"), glukoosista, vedesta ja alkoholeista (CH3CH,OH) muodostuu
asetaatteja, etikkahappoa, vetya, vetykarbonaattia (HCO3) ja hiilidioksidia (Anukam ym.,
2019; Zupanci¢ & Grilc, 2012). Metaanintuotannossa tamadn vaiheen toimivuuden kannalta
on tarkeaa, etta vetya kayttavat metanogeenit ovat toiminnassa, silla osa
asetogeneesivaiheen bakteereista inhiboituvat vedysta (Anukam ym., 2019). Suurin osa

asetogeeneista, kuuluu Firmicutes paajaksoon (Blasco ym., 2020; Argyropoulos ym., 2013, s.

264).
Kaava 5
CH3;CH,C00™ + 3 H,0 & CH;C00™ +H + HCO; +3H,
Kaava 6
CeH1,0¢ + 2 H,0 & 2CH3;CO0H +2(C0,+4H,
Kaava 7

CHyCH,OH + 2 H,0 & CH;CO0~ + 3 H, + H*

Metaaniprosessin viimeinen vaihe, metanogeneesi, kdyttda hyvikseen edellisissa vaiheissa
muodostuneita rasvahappoja, asetaattia seka vetya muodostaen naista metaania.
Metanogeneesi vaiheessa toimivat mikrobit muuttuvan syotteen mukaan, mutta yhteisena
nimittdjana voidaan pitda hapettomuutta. Suurin osa metaania muodostavista arkeoneista
kuuluu paajaksoon Euryarchaeota (Argyropoulos ym., 2013, s. 264). Metanogeneesi

vaiheessa toimivat mikrobit ovat herkimpia reagoimaan olosuhteiden muutoksiin, jolloin



biokaasuprosessit usein optimoidaan toimimaan metanogeeneille suotuisilla olosuhteilla.
Metanogeneesissa tapahtuvat reaktiot kuvaavat miten etikkahaposta muodostuu
metanogeneesissa metaania ja hiilidioksidia (Kaava 8). Hiilidioksidista ja vedysta muodostuu
metaania ja vetta (Kaava 9) ja kahdesta alkoholista seka hiilidioksidista muodostuu metaania

ja etikkahappoa (Kaava 10) (Anukam ym., 2019).

Kaava 8
CH3;COOH - CH, + CO,
Kaava 9
CO,+4H, - CH, +2H,0
Kaava 10

2 CH3CH,0H + CO, —» CH, + 2 CH;COOH

3.2 Haihtuvat rasvahapot ja niiden kdyttokohteet

Haihtuvat rasvahapot eli VFA:t, ovat 2—6 hiiliatomia sisaltavia karboksyylihappoja, joihin
kuuluu etikkahappo, propionihappo, voihappo, isovoihappo, valeriaanahappo,
isovaleriaanahappo, kapronihappo. Taulukko 1 on lueteltuna vuoden 2015 yleisia hintoja

teollisuuden tuottamista rasvahapoista (Calt, 2015).



Taulukko 1

Haihtuvat rasvahapot ja niiden hinta seka hiilimaara (Calt, 2015; Wainaina, ym., 2019)

Hinta
VFA Hiiliatomeita Molekyylikaava S/t
Etikkahappo C2 CH3COOH 600
Propionihappo Cc3 CH3CH,COOH 2000
Isovoihappo c4 (CH3)2CHCOOH 2163
Voihappo ca CH3CH>CH,COOH 3210
Isovaleriaanahappo C5 (CH3),CHCH,COOH 4251
Valeriaanahappo C5 CHs(CH)3sCOOH 3387
Kapronihappo Ccé6 CH3(CH)4COOH 3815

Etikkahappo on yksi yleisimmin kaytetyista karboksyylihapoista. Sita kaytetaan yleisesti
teollisessa tuotannossa muovisten pullojen, valokuvafilmien, puuliiman ja erilaisten
synteettisten kuitujen valmistuksessa. Ruokateollisuudessa etikkahappoa kaytetaan
happamuuden sdatelyssa ja kotitalouksissa puhdistusaineissa. Etikkahaposta johdettavissa
oleva asetyyliryhmaan perustuu kdytdannossa kaikenlaisen elaman biokemia. Vapaan
etikkahapon maara soluissa on kuitenkin hyvin maltillinen, jottei sen myota laskeva pH
héiritse solujen toimintaa. Etikkahappoa muodostaa varsinkin Acetobakteerien suku ja
Clostridium acetobutylium bakteeri. Luonnossa etikkahappoa muodostuu hedelmien

pilaantuessa. (National Center for Biotechnology Information, 2021a)

Propionihappo on puhtaana variton syévyttava happo, jonka haju on epamiellyttava.
Propionista valmistetaan kasvinsuojeluaineita, kemikaalisia véliaineita, keinotekoisia
hedelmamakuja, lddkeaineita ja sdilontdaineita ruoka ja rehuteollisuuteen (Kumar & Babu,

2006). Propionihappoa on luonnollisesti Idasna monissa maitotuotteissa (esim. juustoissa) ja



esiintyy yhdessa muiden lyhytketjuisten rasvahappojen kanssa nisakkdiden
ruuansulatuskanavissa hiilihydraattien hajoamisen lopputuotteena (National Center for

Biotechnology Information, 2021b).

Isovoihappoa esiintyy luonnostaan pienia maaria suolistossa seka joissakin ruuissa tai
kdaymisteitse valmistetuissa juomissa. Se kykenee osittain liukenemaan veteen, mutta on
huomattavasti liukenevaisempi etanoliin, eetteriin tai orgaanisiin nesteisiin.
Ihokosketuksesta voi seurata palovammoja ihoon ja silmiin eikad sen hengittamista suositella
silld se voi kaasuna arsyttaa keuhkoja ja kurkkua. Isovoihappoa kaytetdaan hajusteiden,
variaineiden, makuaineiden, kasvinsuojeluaineiden ja ladkkeiden valmistuksessa. (National

Center for Biotechnology Information, 2021c)

Voihappoa on pilaantuneessa voissa, parmesaanissa ja oksennuksessa. Siind on
epamiellyttava tuoksu ja katkera maku. Sitd on my06s estereina eldinten rasvassa ja
Oljykasveissa. Koska osalla ndista estereistd on miellyttava tuoksu tai maku, voidaan naita
kayttaa myos ruokien ja hajusteiden lisdaineina. Puhtaana happona voihappo on
nestemaista varitontd, syovyttavaa ja aiheuttaa iholla vakavia palovammoja. (National
Center for Biotechnology Information, 2021d) Voihaposta voidaan valmistaa myds muovia

tai biopolttoaineita (Dwidar ym., 2012).

Isovaleriaanahappoa esiintyy luonnossa monissa kasveissa ja 0ljyissa. Se on variton ja
osittain veteen liukeneva neste. Sen tiedetdan aiheuttavan sveitsilaisille juustoille tyypillisen
tuoksun. (Thierry ym., 2004). Isovaleriaana happoa voidaan kdyttaa yhdessa muiden
haihtuvien rasvahappojen kanssa typenpoistossa anaerobisessa reaktorissa (Elefsiniotis ym.,

2004).

Valeriaanahappoa esiintyy luonnossa Rohtovirmajuuressa (Valeriana officinalis) josta se on
saanut myos nimensa. Siitd saatavia estereitd pidetdan yleensa hyvantuoksuisina ja tasta
syysta niita yleisesti kdytetaan hajusteissa seka ruokien ja juomien maustamisessa. (National
Center for Biotechnology Information, 2021e). Valeriaanahapon muita kayttokohteita ovat

voiteluaineet ja kasvien tuholaistorjunta-aineet (Janisch ym., 2019).

Kapronihappo on varitdn neste, joka tuoksuu juustolta. Luonnostaan sitd |6ytyy monien

eldimien rasvoista ja oljyista (National Center for Biotechnology Information, 2021f).
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Kapronihappoa voidaan kadyttaa lisdaineena eldinten ruuassa, makuaineena ruuassa seka

biopolttoaineiden ja kemikaalien valmistusmateriaalina (Cavalcante ym., 2017).

Happomadatyksesta saatavat hapot ovat kuitenkin epapuhtaita eivatka sellaisenaan sovi
suoraan edelld mainittuihin kayttokohteisiin. Siita syysta houkuttelevimmat vaihtoehdot
nadille haihtuville rasvahapoille onkin sellaisia, joissa happoja voidaan kayttaa erilaisina
seoksina. Madatyksellda muodostettuja haihtuvia rasvahappoja voidaan kayttaa esimerkiksi
kalanruokateollisuudessa, jossa niita voidaan tarjota hiilenlahteiksi erilaisille leville, joista
valmistetaan DHA:ta sisaltdvaa kalanruokaa tai ne voivat toimia myds ldhtdaineina
biomuoviteollisuudessa kdytettavan polyhydroksialkanoaattien (PHA) valmistuksessa (Bartek
ym., 2021; Chalima ym., 2017). Toinen mahdollinen kayttokohde haihtuville rasvahapoille on
biopolttoaineet, kuten biodiesel (Fortela ym., 2016). Happomadatyksen yhteydessa
prosessissa syntyy myos kaasua, joka koostuu padosin vedysta ja hiilidioksidista. Vetya
voidaan kayttaa hyodyksi energiana esimerkiksi liikenteessa ja teollisuudessa (Kauranen ym.,
2013, s. 70). Jaljelle jadvassa biomassa on vield hajoamatonta orgaanista ainetta jaljella,
joten happofermentaation jalkeen voidaan biomassa syottaa vield perinteiseen

biokaasureaktoriin ja hyodyntaa siitda saatava metaani energiana (Valentino ym., 2019).

3.3 Haihtuvien rasvahappojen kerays, konsentrointi ja puhdistus

Haihtuvat rasvahapot ovat liuenneena madatteessa. Koska liian alhainen pH inhiboi kaikkea
mikrobitoimintaa, on sen kerddminen reaktorista tarkeaa, mikali happomadatystad halutaan
suorittaa jatkuvatoimisesti (Wainaina, ym., 2019). Keradmista voidaan tehda myos
reaktorista poistuvasta madatteesta, jolloin reaktorissa vallitsevien olosuhteiden on oltava
sellaisia, ettei happoja ehdi kumuloitumaan reaktoriin liikaa. Biokaasureaktorissa olosuhteet
luodaan sellaiseksi, ettei rasvahappojen poistoon ole tarvetta, koska liian korkeat

happopitoisuudet inhiboivat metanogeneesia (Siegert & Banks, 2005).

Yleisimmin tutkitut VFA kerdilymenetelmat ovat elektrodialyysi tai kalvosuodatus.
Elektrodialyysia on onnistuneesti kdaytetty mm. oliivimyllyn jatevesien madatteessa, jossa
elektrodialyysilla saatiin 1,5-kertainen VFA konsentraatio (Scoma ym., 2016). Myés Jones
ym., (2015) totesi tutkimuksessaan elektrodialyysin olevan toimiva varsinkin etikkahapon ja

voihapon konsentroinnissa erotuksen onnistuessa 94-99 % tarkkuudella. Kalvosuodatusta on
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onnistuneesti kdyttanyt kokeissa ainakin Longo ym., (2015) ja Wainaina, Parchami, ym.,
(2019). Ennen painepohjaista kalvosuodatusta on kaytettava esisuodatusta muuten

ongelmaksi saattaa muodostua kalvojen tukkeutuminen.

Myos tislaamalla on mahdollista konsentroida haihtuvia rasvahappoja. Etikkahapon (118 °C)
ja veden (100 °C) kiehumispisteet ovat kuitenkin niin lahella toisiaan, etta tavallista tislausta
suositeltavampi metodi on kdyttaa atseotrooppitislausta esimerkiksi N-propyyliasetaatin

kanssa (Galli ym., 2017).

Adsorbointi on osoittautumassa lupaavaksi tekniikaksi haihtuvien rasvahappojen
talteenottoon. Adsorbointiin voidaan kayttaa erilaisia adsorbentteja kuten hartseja tai
aktiivihiilta, mutta ongelmaksi saattaa muodostua desorbtio seka adsorbenttien uudelleen

kaytto (da Silva & Miranda, 2013; Reyhanitash ym., 2017).

Madatteista saatavien haihtuvien rasvahappojen konsentrointia ja kerailya on yha tutkittava
lisaa. Madatteista saatava rasvahappopitoisuus on usein korkeintaan muutamia prosentteja
ja teollisuuskayttoa varten happopitoisuutta olisi nostettava selkeasti (Galli ym., 2017;
Tampio ym., 2018). Mikali happopitoisuus madatteessa onnistutaan nostamaan, on myds

puhdistusteknologian oltava riittdvan tehokasta, jotta jatkokaytto olisi mahdollista.

3.4 Prosessin kayttaytymiseen vaikuttavat tekijat

Vaikka happojen muodostamisessa voidaan hyddyntaa jo olemassa olevaa
biokaasutekniikkaa, poikkeavat prosessit toisistaan selvasti. Tassa kappaleessa kaydaan lapi
yleisia prosessimuuttujia ja miten ne eroavat tarkoituksen mukaan. Myds
happomadatyksessa prosessiparametrien ja syotteiden muutoksilla voidaan hallita siita

saatavien tuotteiden laatuun ja maaraan.

Laboratorio-olosuhteissa selvitetdan erilaisten syotteiden biologisia metaanintuotto
potentiaaleja (BMP) ja nailla syotteille tai niiden seoksille sopivia prosessiparametreja:
Orgaanista kuormitusta (organic loading rate, OLR), syotteen viipymaa (hydraulic retention
time, HRT) ja lampdotilaa (T). Tallaisten tutkimusten avulla pyritdan |6ytamaan sopivia

lahtokohtia suuremman kokoluokan biokaasureaktorin toimintaan. Samankaltaisia kokeita



12

tehddaan myos happomadatyksestd. Seuraavissa kappaleissa on tuotu esille, miten

koetoiminnassa perinteiset biokaasukokeet ja happomadatyskokeet poikkeavat toisistaan.

3.4.1 Lampétila

Anaerobinen madatysprosessi suoritetaan yleensa mesofiilisella 35-43 °C tai termofiilisella
50-55 °C lampétila-alueella (Kymaldinen, 2015, ss. 63—64). On kuitenkin mahdollista
suorittaa madatysprosessia myos psykrofiilisella alueella, jolloin lampdtila pidetaan alle 25 °C
(EI-Mashad ym., 2004). Psykrofiilisella alueella tapahtuva madatys on kuitenkin niin hidasta,

ettei sitd juurikaan kayteta.

Suurin osa Suomessa toimivista biokaasureaktoreista toimii mesofiilisessa [ampétilassa.
Termofiilisia reaktoreita kdytetaan ldhinna biokaasulaitoksissa, joiden syotteend on massoja,
joita pitaa lammittaa hygienisoinnin johdosta (Kangas ym., 2011, s. 18). Vaikka termofiilisella
prosessilla on todettu monia etuja verrattuna mesofiiliseen prosessiin, kuten tehostunut
hydrolyysi ja suurempi metaanisaanto korkeilla kuormituksilla, on niiden kaytto vahaista
johtuen lammitykseen tarvittavasta energian maarasta seka prosessin epavakaudesta
(Kougias & Angelidaki, 2018; Labatut ym., 2014). Mikali kuitenkin termofiilisen reaktorin
energian tuotto kasvaa suhteessa mesofiiliseen enemman kuin prosessin vaatima energian
kulutus, saattaa termofiilinen biokaasureaktori olla parempi ratkaisu kuin mesofiilinen, silla

esimerkiksi reaktorikokoa saadaan pienemmaksi.

Termofiilisen biokaasureaktorin epavakaisuus aiheutuu usein suuresti kumuloituvasta VFA
maarasta (Speece ym., 2006). Lampétilalla on vaikutusta myds haihtuvien rasvahappojen
kokonaistuottoon ja niiden koostumukseen. Sekd He ym., (2012) etta Jiang ym., (2013)
huomasi voihapon maaran kasvavan termofiilisessa lampotilassa verrattuna mesofiiliseen.
IIman mikrobiymppia tehdyissa tutkimuksessa termofiilisessa lampatilassa saatiin suurempi
VFA-tuotto kuin mesofiilisessa lampoétilassa (Hao & Wang, 2015). Hao & Wang, (2015) kaytti
syotteend yhdyskuntalietetta toisin kuin He ym. (2012) ja Jiang ym. (2013), joiden sybtteena
oli ruokajatetta. Ruokajatteelld tehdyssa kokeessa, jossa sekd termofiiliselle etta
mesofiiliselle lampdatilalle oli omat lampdtilaan tottuneet ymppinsa, sai Shin ym., (2004)

suuremmat VFA pitoisuudet mesofiilisessa lampétilassa kaikilla testatuilla pH-arvoilla.
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Vaikka termofiilisilla Iampétiloilla on selkedsti joitakin prosessia nopeuttavia ominaisuuksia,
ei kuitenkaan pystyta toteamaan yksiselitteisesti niita paremmiksi, kuin matalammat
prosessilampdétilat. Nopea hydrolyysi aiheuttaa nopeaa ja mahdollisesti hallitsematonta VFA-
tuottoa, jolloin reaktorin toiminta saattaa kaatua liiallisen happamuuden takia. Prosessin
muilla, jaljessa kasiteltavilla ominaisuuksilla, on suuri vaikutus optimilampétilaan, joten

jokaisen prosessin lamp6étila on valittava yksilollisesti.

3.4.2 pH

Biokaasureaktorin mikrobitoiminta tapahtuu yleensa pH arvon ollessa 7,3—7,8. Prosessi
kuitenkin pysyy toiminnassa vaihteluvalilld 6,5-8,0 (Cioabla ym., 2012). Panostoimisissa
reaktoreissa panoksen alkuperdinen pH vaikuttaa merkittavasti metaanintuottoon ja Zhai
ym., (2015) tutkimuksessa paras metaanintuotto saatiin panoksen alkuperdisen pH:n ollessa
7,5. Myos Yang ym., (2015) kokeessa seka biokaasun tuotto ettd metaani saanto parani pH:n
noustessa 7,0:sta 7,5:een. Kun pH nousi 8:aan, laski biokaasun tuotto jo selvasti.
Metanogeneesi vaiheen mikrobit ovat herkkia pH muutoksille ja metaanintuotannon
vaihtelu eri pH alueilla voidaan selittda eri mikrobien toiminnalla tietyissa olosuhteissa (Zhou

ym., 2013).

VFA-kokeissa pH:n sdadon 5—6 on todettu toimivan ruokajatteellad parhaiten, kun taas liian
alhainen pH hairitsee myds VFA:ta tuottavia mikrobeita ja ehkaisee ndin happojen
muodostumisen (Jiang ym., 2013). Dogan ym., (2009) kuitenkin toteaa etikkahappoa ja
voihappoa muodostuneen alle 4 pH-arvossa vaikka dominanssi olikin etanolin tuotannolla.
Vaihtoehtoisesti pH voidaan nostaa emaksiseksi, jolloin on huomattu varsinkin etikkahapon
muodostumisen tehostuvan tietyilld materiaaleilla (Jankowska ym., 2017). Toimiva pH
rasvahappojen tuotolle on jossakin 5 ja 11 valilla, mutta tasmallinen arvo riippuu syotteesta,

OLR:std, HRT:sta ja lampotilasta.

3.4.3 Orgaaninen kuormitus ja hydraulinen viipymaaika

Orgaaninen kuormitus kuvaa kuinka paljon reaktoriin syotetdan orgaanista ainesta paivassa
suhteessa reaktorin tilavuuteen (Kaava 11). OLR maérittelee, kuinka paljon hajoamistuotetta

reaktoriin syotetdan paivassa, joten silla on suuri vaikutus koko prosessiin. Panostyylisissa
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reaktoreissa orgaaninen kuormitus kerrotaan syotettyna VS madrana massana. Ndiden
kokeiden orgaanisen kuormituksen yhteydessa kerrotaan usein |/S-suhde (inoculum to
substrate). Taman suhteen avulla selviaa, kuinka paljon orgaanista ainetta laitetaan
koereaktoriin suhteessa naytteessa olevaan orgaaniseen aineeseen. Vaikka suuri kuormitus
mahdollistaa korkeammat VFA- ja metaanisaannot, on kuitenkin huomioitavaa, etta prosessi
saattaa muuttua epdvakaaksi, kun kuormitus nousee liikaa (Jiang ym. 2013). Jatkuvatoimisen
reaktorin OLR pystytaan laskemaan kaavan 11 mukaisella yhtalélla, jossa OLR on orgaaninen
kuormitus (g VS/I d), So=orgaanisen aineen maara syotteessa (g VS/I), HRT=hydraulinen

viipymaaika (d), Q on sy6ttomaara (I/d) ja V on reaktorin tilavuus (1).

Kaava 11

OLR = Sy/HRT = Sy + Q/V

Kuten kaavasta voidaan paatella, pystytdan orgaanisen kuormituksen maaraan vaikuttamaan
muuttamalla kokonaissyottomaaraa tai orgaanisen aineen maaraa syotteessa (Labatut &

Pronto, 2018).

Sopivaan orgaanisen kuormituksen maaraan vaikuttaa suurimmaksi osaksi sydtemateriaalin
kemiallinen koostumus, reaktorin malli ja se, millaisiin olosuhteisiin mikrobisto on tottunut.
Sokerijuurikkaan sivuvirtojen ja sian lietelannan yhteismadatyksessa Aboudi ym., (2015)
saivat sopivaksi kuormitukseksi metaanintuotantoon 11,2 g VS/I d. Kun taas ruokajatteen ja
naudan lietelannan yhteismadatyksessa paras metaanintuotto on saatu kuormituksen
ollessa 2 g VS/I d (Agyeman & Tao, 2014). Myos syOtteen viipymalla reaktorissa on merkitys
kokonaiskuormitukseen. Suurella syotemaaralla ja lyhyella viipymalla saattaa osa

kdytettdvissa olevasta orgaanisesta aineesta jadada hyodyntamatta (Lim ym., 2008).

Happomadatyksessa OLR vaikuttaa VFA:n kokonaistuoton lisdksi myos rasvahappojen
koostumukseen (Wijekoon ym., 2011). Seka Lim ym., (2008) ettd Wijekoon ym., (2011)
tutkimuksissa todettiin etikkahapon méaaran kasvavan suhteessa eniten kuormituksen
kasvaessa. Mahdollisesti saatamalla orgaanista kuormitusta voidaan manipuloida prosessia
sen mukaan, minkélaisia rasvahappoja tahdotaan tuottaa. Happomadatykseen sopivaan
kuormitukseen vaikuttaa reaktorissa oleva ja sy6tteen mukana sinne kulkeutuva mikrobisto.

Kuormituksen on oltava korkea, mikali reaktorissa on happoja kuluttavia mikrobeita.



15

Korkealla kuormituksella pystytadn pitamaan happojen maara niin ylhaalla, etta esimerkiksi

metanogeenit eivat pysty toimimaan.

Hydraulinen viipymaaika kuvastaa syotteen viipymaaikaa reaktorissa paivina. Panosmallisissa
reaktoreissa voidaan puhua pelkasta viipymasta RT (retention time) tai kiintedn aineen
viipymasta SRT (solid retention time), ne kuvastavat panoksen tai kiintedn aineen aikaa
reaktorissa. Hydraulinen viipymaaika lasketaan Kaava 12 mukaisesti, jossa HRT on

hydraulinen viipymaaika (d), V reaktorin koko (I) ja Q sy6tteen maaraa (1).

Kaava 12

HRT =V /Q

Biokaasuprosessissa HRT pyritaan optimoimaan syntyvan syétemaaran mukaan niin, etta
prosessi pysyy vakaana ja metaanin tuotanto korkeana. Vehnan oljella tehdyssa kokeessa
vertaillessa kolmea eri viipymaa (20, 40, 60 d) on huomattu, ettd metaanitasot ja pH pysyivat
hyvina 40 ja 60 paivan viipymalla. Kun taas 20 pdivan viipyma aiheutti rasvahappojen ja
varsinkin propionihapon kumuloitumisen reaktoriin. Téma alensin pH:ta ja laski

metaanintuottoa muihin viipymiin verrattuna. (Shiym., 2017).

Koska happoreaktorissa ei suoriteta metaanogeneesia, on niissa HRT usein huomattavasti
lyhyempi kuin biokaasureaktoreissa. Oliivipuristamon ja juustolan sivuvirtojen sekd naudan
lietelannan madatysta kaksivaiheisessa reaktorissa tutkittaessa optimi HRT:ksi Dareioti &
Kornaros, (2014) totesi happoreaktorilla 0,75 d ja metaanireaktorilla 25 d. Ruokajatteilld Lim
ym., (2008) suorittivat kokeen 4, 8 ja 12 paivan viipymilla, todeten happojen koostumuksen
muuttuvan eri pituisilla viipymilla. Suurin kokonaishappopitoisuus saavutettiin 12 d

viipymalla.

On huomioitava, etta reaktorissa oleva mikrobipopulaatio ja sen elinvoimaisuus vaikuttaa
reaktorin toimintakykyyn samoin kuin muut prosessiparametrit. Helposti hajoavien
syotteiden hydrolyysi saattaa olla hyvinkin nopea mesofiilisissakin lampatiloissa, jolloin
happoreaktorin toiminnan kannalta hyvinkin lyhyt HRT saattaa olla toimiva ratkaisu. Lyhyt
HRT kuitenkin lisda mikrobiston poistumista reaktorista ja tasta syysta prosessin vakaus

saattaa horjua.
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3.4.4 Syotteet

Anaerobiseen reaktoriin voidaan syottda lahes mita tahansa orgaanista materiaalia kuten
lantaa, yhteiskunnan jatteitd, elintarvikesivuvirtoja tai energiakasveja (Chynoweth ym.,
2001). Erilaisten syotteiden yhteiskasittelylla voidaan optimoida syétteen hyddynnettavyys
prosessissa. Erilaisten kasviperaisten jakeiden lissaminen markareaktoriin syotettavien
lietteiden sekaan on todettu lisddvan metaanintuottoa biokaasulaitoksissa (Luostarinen,
2013, s. 91). Suurimmaksi synergiaeduksi erilaisten syotteiden sekoittamisesta mainitaan

hiilen ja typen suhde (C/N) reaktorissa (Hills, 1979).

Myds happoprosessien yhteydessa on syotteiden yhteiskasittelysta todettu olevan hyotya.
Tutkimuksessa puhtaan hiilihydraatin (glukoosi), proteiinin (peptoni) ja rasvan (glyseroli) VFA
tuotosta happomadatyksessa suurimmat VFA pitoisuudet saatiin suurimmasta pienimpaan
hiilihydraateista, proteiinista ja rasvasta. Kuitenkin sekoittamalla naita kolmea naytetta,

saatiin suuremmat VFA saannot kuin erillisten syotteiden summa. (Yin ym., 2016)

Happomadatyksessa syotteiden sekoittamisesta saattaa olla erilaisia synergiaetuja kuin
biokaasuprosessissa. Biokaasuprosessi saattaa inhiboitua, kun proteiinipitoinen sytte
vapauttaa ammoniakkia (Placido & Zhang, 2018). Mutta happofermentaatiossa VFA:ta
kayttavien mikrobeiden inhiboituminen on vain suotavaa. Mikali syotteessa yhdistetaan
runsaasti VFA:ta tuottavia hiilihydraattipitoisia syotetta ja paljon proteiineja tai typpea
sisaltdvaa, metanogeeneja inhiboivaa, syotetta, voidaan ndiden yhteisvaikutuksesta saada
tuotettua enemman VFA:ta kuin yksinaan. Syétemateriaalilla voidaan kuitenkin ndhda
vaikutus rasvahappojen koostumukseen, kun prosessiparametreja (pH, lampatila)

muutetaan (Esteban-Gutiérrez ym., 2018).

Jankowska ym., (2017) tutkimuksessa todettiin kuitenkin materiaalien koostumuksen
vaikuttavan rasvahappojen tuottoon hyvin vahan, verrattuna pH muutoksiin prosessissa.
Tama tulos on osittain ristiriidassa Yin ym., (2016) tulosten kanssa, jossa hiilihydraateista

saatiin selkedsti enemman VFA:ta kuin lipideista.
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3.4.5 Esikasittelyt

Biokaasulaitoksessa esikasittelylla yleensa tarkoitetaan syotteen kasittelya ennen sen
siirtdmista reaktoriin. Yleensa tavoitteena on syotteen metaanintuoton ja hygieenisyyden
parantaminen (Tampio ym., 2015). Esikdsittely usein myds homogenisoi syotteen, jolloin
biokaasuprosessista tulee helpommin hallittava syotteen pysyessa tasalaatuisena.
Biokaasulaitoksessa syotettd voidaan mm. esikasitelld mekaanisesti, kemiallisesti tai

termisesti (Kangas ym., 2011, s. 19).

Mekaaninen esikasittely tarkoittaa usein murskausta, jossa palakokoa pienennetaan.
Palakoon pienentyessa sen pinta-ala kasvaa ja samalla vapautuu solun sisdisia aineita
helpommin liukoiseen muotoon (Kangas ym., 2011, s. 19). Palakoko ei kuitenkaan vaikuta
metaanintuottoon kuin tiettyyn pisteeseen saakka, eivatka murskauskokeista saadut

tulokset optimaalisesta palakoosta ole taysin yhdenmukaisia (Lehtomaki, 2006).

Kemiallisessa esikdsittelyssa syotetta kasitelldan erilaisilla kemikaaleilla. Emaksisilla
esikasittelylla ja entsyymikasittelylla on huomattu selkeaa etua, kun syotteena oli sdilérehua
(Lehtomaki, 2006). My06s happokasittely rikkoo ligniinisen syotteen sidoksia lisdten

metaanintuottoa (Li ym., 2010).

Terminen esikasittely tarkoittaa Iahinna lampokasittelya. Laitoksissa, jossa on
hygienisointivaatimuksia, tapahtuu lammitys samalla kuin hygienisointi. Suomessa
hygienisoinnilta vaaditaan vahintdaan 1 h 70 °C partikkelikoon ollessa alle 12 mm
(Luostarinen, 2013, s. 14). Yhdyskuntalietteella [ampdokasittelyn on todettu vaikuttavan
positiivisesti seka biokaasun paivakohtaiseen tuottoon ettda metaanipitoisuuteen (Ennouri
ym., 2016). Kuitenkin lampokasittely saattaa vapauttaa myos madatysprosessia inhiboivia

tuotteita, kuten Maillard yhdisteitd (Tampio ym., 2014).

3.4.6 Laboratoriossa kaytettdvia ymppien esikdsittelymenetelmia

Kaytettdessa biokaasulaitoksen madatetta happomadatyksen ymppina, on sen
mikrobipopulaatiota muokattava happojentuotantoon sopivaksi. Se onnistuu esimerkiksi
erilaisilla esikasittelyilld tai muokkaamalla reaktorissa olevia olosuhteita sellaiseksi, etta siella

parjaavat vain tietynlaiset mikrobit. Tavoitteena on estdd madatysprosessia etenemasta
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metaanogeneesivaiheeseen ja ndin estdd metanogeeneja kdyttamasta rasvahappoja
metaaniksi. Esikasittelyja voidaan tehda joko naytteelle, ympille tai molemmille.
Tyypillisimpia esikasittelyja ympille on [amp6, pH-sdato, ilmastus, jaadytys ja
ultradanikasittely. Ymppien kasittelyt saattavat kuitenkin vaikuttaa myos syotteiden
hajoamispolkuihin, jolloin saman syotteen lopputuotteet poikkeavat toisistaan sen mukaan,

minkalaista esikasittelyd on kaytetty (Ghimire ym., 2015).

Ymppia voidaan muokata lammoll3, jolloin [ampddn herkasti reagoivat metanogeenit
tuhoutuvat ja jaljelle jaad muita madatykseen vaikuttavia mikrobeita (Pakarinen ym., 2008).
[tiolliset mikrobit selvidvat lampokasittelysta huomattavasti kasvullisia mikrobeita paremmin
(Tampio ym., 2018). Venkata Mohan ym., (2008) kokeissa ymppia keitettiin tunti 100 °C kun
taas Pakarinen ym., (2008) kokeissa keittoaika oli 30 min. Nadissa kokeissa haihtuvien
rasvahappojen sijaan tutkimuksen kohteena oli vedyn tuotto, mutta vedyn osapaineen
nousu kertoo metanogeenien toimimattomuudesta, joka on edellytys my6s haihtuvien
rasvahappojen kumuloitumiselle. Lampokasittely saattaa kuitenkin jattaa jaljelle metaania
muodostavia mikrobeita, joka huomattiin Ghimire ym., (2015) tutkimuksessa metaanikaasun
muodostumisena pelkan vedyn ja hiilidioksidin sijaan. Myds Blasco ym., (2020) havaitsi
tutkimuksessaan, etta lampokasittelyn jalkeen suurimpien lasna olevien bakteeriryhmien,
Clostridiaceae, Ruminococcaceae and Lachnospiraceae, lisaksi lasna oli kuitenkin myds
Methanobacterium arkeoneja. Lampokasittelylla saatetaan kuitenkin inhiboida myos
happoja tuottavia mikrobeita, jolloin madatyksen tuotantosuunta saattaa muuttua
enemman vedyn tuottoon kuin rasvahappoihin (Kidanu ym., 2017). Ldimpdokasittelyn
vaikutuksista haihtuvia rasvahappoja kuluttavien mikrobeiden deaktivointiin olisi syyta tutkia
tarkemmin. Vedyn tuotantoa on tutkittu pidempaan ja monesti happokokeiden suunnittelun

pohjana on kaytetty vetykokeiden tuloksia.

pH-muokkaus on yksi mahdollinen keino muokata mikrobiymppia ja naytetta
happofermentaatioon sopivaksi. Herkimpia mikrobeita pH:n muutoksille ovat metanogeenit,
jotka toimivat parhaiten 6,8—7,2 pH arvoissa. pH:n muokkaus voidaan suorittaa
kemikaaleilla, jolloin lisdamalla reaktoriin happoa tai emasta pH saddetaan halutulle tasolle
(Jankowska ym., 2017). Vaihtoehtoinen tapa luoda happokaymiselle otolliset olosuhteet, on

lisdta orgaanista kuormitusmaaraa niin, ettd prosessissa muodostuu orgaanisia happoja
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enemman kuin metanogeenit ehtivat kuluttaa, jolloin pH alenee ja metanogeenien toiminta

loppuu (Valdez-Vazquez & Poggi-Varaldo, 2009).

IImastus tapahtuu johtamalla ilmaa ymppiin, jolloin hapelle herkat mikrobit kuolevat.
lImastuksen ei kuitenkaan tiedetd olevan yhta tehokas menetelma happojen
muodostumiselle kuin lampokasittelyn ja myos ilmastuksen jalkeen voidaan
happoreaktorissa havaita metaanin muodostumista (Giordano ym., 2014). limastuksen
vaikutuksesta prosessiin voidaan kuitenkin paatelld, ettei hapettomien olosuhteiden

luominen esimerkiksi pullokokeissa ole alussa kovinkaan tarpeellista.

Jaadytys ja sulatus -menetelmalld pystytdaan horjuttamaan metanogeeneja (Wang ym.,
2003). Vaikka metaanipitoisuuden on raportoitu laskeneen jaahdytys ja sulatus -kasitellylla
ndytteelld nelja kertaa kasittelematonta naytetta matalammalle tasolle, on metanogeeneja

havaittu olevan lasna kokeen alusta lahtien (Phalakornkule ym., 2017).

Metaania muodostavat arkeonit voidaan deaktivoida myds kayttamalla kemiallista

esikasittelya kuten 2-bromoethanesulfoninate (BES) tai 2-mercaptoethanesulfonate (MES).
Kemiallinen kasittely on erittdin tehokas keino estdd metanogeeneja toimimasta, mutta ne
saattavat vaikuttaa my6s muiden kuin metaania tuottavien mikrobien toimintaan (Liu ym.,

2011).

4 VFA-tuottopotentiaalin mittaamisen menetelman kehitys

Mittausmenetelman kehittamisen taustalla oli tarve tutkia anaerobisessa prosessissa
syntyvien rasvahappojen muodostumista eri olosuhteissa ja eri materiaaleissa olevaa

potentiaalia.

4.1 Laitteisto

Kokeet suunniteltiin tehtavaksi olemassa olevilla biologisen metaanintuottopotentiaalin
mittauslaitteistolla AMTPS Il (Bioprocess Contror AB, Ruotsi). Laitteet ovat suunniteltu
biokaasun tai biometaanin mittaamiseen laboratoriomittakaavan pullokokeissa. Kaytossa oli

viisi AMTPS Il laitetta seka yksi vanhempi AMTPS | laite. Myohemmissa kokeissa luovuttiin
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AMTPS | ja yhdesta AMTPS Il laitteesta ja ndiden tilalle tuli kaksi Gas Endeavour (Bioprocess

Control AB, Ruotsi) laitetta (Kuva 2).

Kuva 2

Koelaitteistot. AMTPS Endeavour (ylld) ja AMTPS Il (alla).

Jokainen mittausyksikko koostui 15 kalibroidusta 8—9 ml tilavuudeltaan olevasta solusta,
jotka avautuivat taytyttydan kaasusta. AMTPS | ja Il laitteissa soluille oli yhteinen vesiallas,
jonka pohijalla solut sijaitsivat. Gas Endeavour laitteissa jokainen solu sijaitsi omassa
astiassaan, joka taytettiin vedella. Nain jokaisen pullon tuottama kaasu pystyttiin

tarvittaessa analysoimaan erikseen. Laitteet tallensivat jokaisen solun avautumisen ja
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lahettivat tiedon verkkoon kayttden Ethernet-kaapelia. Laitteiston ohjaus ja tulosten lataus
tapahtui selainpohjaisen kayttojarjestelman kautta. Ohjelmisto normalisoi kaasutulokset
automaattisesti ideaalikaasulain mukaan (0 °C, 101.32 kPa). Tadssa tyossa ei kuitenkaan
kiinnitetty huomiota kaasun mittauksiin vaan laitteistosta hyddynnettiin vain sekoittajia ja

[ampohauteita.

Laitteistoon kuului mittausyksikodn lisaksi 500 ml borosilikaattilasia olevat reaktoripullot
(VWR Collection), reaktoripulloihin kiinnitettdavat sekoittajan korkit seka tietokoneohjatut
sekoittajat. 15 paikkaiset [ampdhauteet joihin reaktoripullot sijoitetaan seka 100 ml

lasipullot CO; absorbointia varten.

4.2 Mikrobiymppien esikasittely

Karkeassa esikasittelyssa mikrobiymppi siivil6itiin 1 mm x 1 mm siivilan lapi (Kuva 3), jonka

tarkoituksena oli poistaa siind oleva hajoamaton materiaali (luut, muovipussit yms.). Karkean
esikasittelyn jalkeen ymppia kasiteltiin erilaisilla menetelmilla (lampdkasittely, pakastaminen
ja pH:n saato), tavoitteena eliminoida haihtuvia rasvahappoja kdyttavat metanogeenit, jotka

ovat herkempia kasittelyille kuin rasvahappoja muodostavat bakteerit.

Kuva 3

Ympin karkea esikasittely
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Lampokasittelyssa ymppia [dmpokasiteltiin 100 °C:ssa 30 min keittolevylla (Blasco ym.,
2020). Lampéotilan nousua monitoroitiin [ampomittarilla (Kuva 4). Kattiloiden koot olivat

ensimmaisissa kokeissa 7 litraa ja myohemmissa kokeissa 15 litraa.

Pakastaminen tapahtui -20 °C lampdtilassa 24 h ajan (Dong ym., 2010; Ting & Lee, 2007).
Ymppi jaettiin 0,5 | pakasterasioihin ja ne sijoitettiin vuorokaudeksi pakkashuoneeseen (-20
°C). Yhteen rasiaan asennettiin [impomittari, jolla pystyttiin havainnoimaan lampétilaa
lietteen sisalla. Ympin annettiin jadtya 24 h siita hetkestd, kun todettiin naytteen olevan
jaassa kokonaisuudessaan. Taman jalkeen naytteet otettiin sulamaan jadkaappiin (4 °C) ja
niiden annettiin olla siellda 9 vuorokautta ennen kokeen aloitusta. Kun ympit olivat sulaneet,

otettiin niista ndytteet analyyseihin.

pH-saato tapahtui pulloissa kokeen aloituksessa. Kun reaktoripulloihin oli ladattu syttteet ja
ymppi, seoksen pH saadettiin 5,0-5,5 kdyttaen 3 M HCL-liuosta. Ylikuormitusta kaytettaessa
reaktoripulloihin ladattiin naytetta niin suuri maara, etta prosessi itsessdan huolehti pH:n

laskusta metanogeeneille epasuotuisaksi.
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Kuva 4

Ympin l[ampokasittely

4.3 Metaanintuottopotentiaali-laitteiston kdytto happofermentaatiokokeissa

Kaikkien kokeiden valmistelu ja toteuttaminen tapahtui samankaltaisesti. Koekohtaiset,
poikkeavat muutokset on raportoitu varsinaisten, kokeista kertovien kappaleiden

yhteydessa.

Koetta edeltdvina paivina kaytettavat pullot valmisteltiin merkitsemalla ne tarroilla (Kuva 5).
Tarroista kavi ilmi pullojen sisaltoé seka paivat, jolloin ne lopetetaan. Taman lisaksi tarroihin
kirjattiin selvyyden vuoksi paikkanumerot pullojen koneeseen asettelua varten seka

analyysinumero jatkoanalyyseihin. Laboratoriotilaan valmisteltiin kdynnistyksessa tarvittavat
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esineet kuten lusikat, vaa’at ja dekantterit. My0s hiilidioksidin poistoon kaasusta kaytettava

natriumhydroksidi liuos valmistettiin koetta edeltavana paivana.

Kuva 5

Valmiiksi tarroitetut pullot

Kokeet aloitettiin kaatamalla kontrollipulloihin kuhunkin kokeeseen valittua
kasittelematonta ymppia. Taman jalkeen naytepulloihin kaadettiin koesuunnitelman mukaan
kasiteltya ymppia. Yksi koepullo kerrallaan pullot aseteltiin vaa’alle, jonka tarkkuus on 0,01 g
ja niihin kaadettiin ymppeja 0,02 g tarkkuudella. Taman jalkeen pullot otettiin uudelleen
kasittelyyn ja lampo- ja pakkaskasiteltya ymppia sisaltaviin pulloihin lisattiin ionivaihdettua
vetta niin paljon, etta kokonaismassaksi saatiin 400 g. Naytepulloihin lisattiin ensin naytetta

ja tdman jalkeen lisattiin sama maara ymppia kuin kontrollipulloihinkin (Kuva 6).
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Kuva 6

Naytepullojen valmistelu

Seuraavaksi pullojen sisalldista mitattiin pH, jonka jalkeen ne suljettiin AMTPS Il tai AMTPS |
korkilla (Kuva 7). Pullojen paalle kierrettiin automaattiset sekoittajat ja pullot asetettiin
vesihauteisiin merkityille paikoilleen. Korkeissa on kaksi kaasuyhdetta, joista toiseen
asetettiin huuhteluletku ja toiseen letku, jonka toinen paa liitettiin Kuva 8 nakyviin CO;-
sitouttamisyksikoihin. Tassa vaiheessa reaktoripulloihin syotettiin huuhteluletkusta
typpikaasua (N2) jonka tarkoituksena oli syrjdyttaa pulloissa oleva happi ja tehda néin
olosuhteet sopivaksi anaerobisille mikrobeille. Kaasuhuuhtelun jalkeen CO,-
sitouttamisyksikkdon kiinnitettiin letku vielda kaasunmittauslaitteistoon. Vesihauteiden

vesimaara tarkistettiin, jonka jalkeen lammitys haluttuun lampaétilaan kdynnistettiin.
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Kuva 7

Sekoittajan korkit. AMTPS Il oikealla ja AMTPS | vasemmalla.

Sekoittajien moottorit kytkettiin Iyhyilla johdoilla toisiinsa ja lopulta pidemmalla johdolla
ohjausyksikkdon, joka saatelee sekoittajien toimintaa (Kuva 8). Ohjausyksikkd on yhteydessa
kaasunmittausyksikkoon, joka tallentaa tiedot verkon valitykselld serverille. Seka mittausta
ettd moottoreiden toimintaa voidaan saataa selainpohjaisella ohjelmalla omalta
tietokoneelta. Moottoreiden nopeudeksi asetettiin 84 kierrosta minuutissa. Samalla

ohjelmaan tallennettiin naytteiden nimet ja mittaus kaynnistettiin.
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Kuva 8

Pulloihin kytketyt sekoittajat ja letkut

Kokeissa kaytettiin Venkata Mohan ym., (2008) asettelusta muokattua jarjestelyd, jossa
samanaikaisesti aloitettuja koepulloja lopetettiin eriaikaisesti koesuunnitelman mukaisesti.
Nadin prosessin etenemista pystyttiin seuraamaan analysoimalla rasvahappojen maaraa

lopetetuissa pulloissa. Kokeen edetessa rinnakkaisia pulloja lopetettiin aina jokaisen seoksen
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yhdet rinnakkaiset (3 kpl) pullot kerrallaan. Naytteenotossa lopetettavien pullojen
kaasunmittaus sammutettiin ja sekoitus kytkettiin pois paalta. Taman jalkeen pullot
irrotettiin laitteistoista ja vesihauteisiin lisattiin ionivaihdettua vetta pullojen tilavuutta

vastaava maara.

4.4 Analyysit

Ennen kokeen alkua materiaaleista mitattiin VFA, kuiva-aine (TS) ja VS. Ennen pullojen
kiinnittamista laitteisiin, jokaisen pullon sisallosta mitattiin pH. Jokaisen paatettavan pullon
sisallosta tehtiin samat analyysit. Ndin saatiin selville pullojen sisallissa kokeen aikana
tapahtuneet muutokset. pH mittaus tapahtui kayttamalla kannettavaa VWR pH110 mittaria
(VWR, International). VS ja TS mittaus suoritettiin SFS3008 standardin mukaisesti (SFS3008,
1990). VFA-analyysia varten naytteet esikasiteltiin lisadmalla 4 g naytetta, 2 ml vahvaa
muurahaishappoa ja 0,5 ml kyllastettya elohopeaa 50 ml sentrifugointiputkeen. Liuos
laimennettiin 40 ml de-ionisoitua vetta. Taman jalkeen nayteputkea sekoitettiin 1 min
Vortex sekoittimella ja 1 h keinusekoittimella. Sekoituksen jdlkeen naytteet sentrifugoitiin
(1831x g, 10 min), jonka jalkeen nestefaasi vedettiin ruiskusuodattimen (Gromafil GF/PET-
20/25) lapi. Taman jalkeen haihtuvat rasvahapot maaritettiin kayttaen HP 6890
kaasukromatografia. Kaasukromatografissa oli 10 m x 0.53 mm x 1 um HP-FFAP kolonnia
(Agilent Technologies, USA) yhdessa FID-detektorin ja helium-kantajakaasun kanssa.
Kromatografin uunin lampétila oli 60-78 °C nousunopeudella 25 °C/min. Minuutin
isoterminen vaihe, jonka jalkeen uunin lampétila nousi 150 °C nopeudella 7,5 °C/min. Tdman
jalkeen uunin lampétila nousi vield 180 °C nopeudella 25 °C/min. Injektorin ja detektorin

[ampdtila oli 220 °C ja 280 °C.

4.5 Kokeiden kulku

4.5.1 Koe 1, koejarjestelyn keston maarittamiseksi

Syotemateriaalina kokeissa kaytettiin Loimi-Hameen seudulta erilliskerattya biojatetta
(Envor, Forssa). Ennen analyyseja biojate esipuhdistettiin kdsin poistamalla muovit, metallit

ja muut kovat jatteeseen kuulumattomat materiaalit. Puhdistuksen jalkeen jatteet
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murskattiin Retch Grindomix GM300 veitsimyllylld. Taman jdlkeen ndytteet sdilottiin

jadkaappiin (4 °C) ennen kemiallisia analyyseja ja VFA-kokeita.

Mikrobiymppina toimi toimivasta teollisen mittakaavan mesofiilisesta biokaasureaktorista
noudettu madate (Envor, Forssa). Reaktorin syotteena oli kdytetty biojatetta seka
yhdyskuntajatetta. Madate sailottiin jadkaappiin (4 °C) ennen esikasittelya. Kasittelyiksi

valittiin lampokasittely ja pakastus.

Ympin ja ndytteen suhde pulloissa oli 0,5 gVS/gVSs. Pulloja paatettiin viikon valein nelja
kertaa (Kuva 9). Pullot kytkettiin viiteen AMTPS Il ja yhteen AMTPS I-laitteeseen (Bioprocess

controll AB, Ruotsi).

Kuva 9

Kokeen 1 asetelma ja retentioajat
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Retentioaika (retention time, RT) eli vipyma kertoo, kuinka monta paivaa naytteita

madatetaan.

4.5.2 Koe 2: sopivien naytteenottopadivien valitsemiseksi

Koe suoritettiin samoin kuin Koe 1, mutta koeasettelua muutettiin hieman niin, etta
ndytteenottovalia ja kokeen kestoa lyhennettiin. Ympin ja naytteen suhde pulloissa oli
edelleen 0,5 gVS/gVS. Metaania muodostavien metanogeenien poistamiseksi ympille
suoritettiin ainoastaan lampodkasittely 100 °C 30 min, jonka jalkeen se sailottiin jadkaappiin

(4 °C) ennen kokeen aloitusta. Kokeen aikana naytteenotto suoritettiin nelja kertaa
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kymmenen paivan aikana (Kuva 10). Biojate oli samaa kuin Koe 1:ssa ja sitd oli pidetty

pakastimessa (-20 °C) kokeiden valinen aika 7 kk.

Syotemateriaalin, ympin ja orgaanisen kuormituksen pysyessa samana, kokeeseen 2 tehdyt

muutokset olivat kokonaiskeston muuttaminen 10 pdivaan ja ndytteenottovalin

tihentaminen. Kokeeseen suoritettiin ainoastaan lampdokasittely, joka todettiin edellisessa

kokeessa toimivimmaksi esikasittelyksi.

Kuva 10

Kokeen 2 asetelma ja retentioajat.
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Retentioaika (retention time, RT) eli viipyma kertoo, kuinka monta paivaa naytteita

madatetaan.

4.5.3 Koe 3: prosessilampétilan vaikutusten havaitsemiseksi haastavalla syotteella

Koe 3 syotteend kaytettiin kdytettya ruokadljya (UCO) (Jussin Baari, Somero) jonka

alkuperdinen koostumus oli 100 % rypsi6ljya. UCO:n tiedetaan olevan hankala syote

biokaasureaktoreille, mutta silla on korkea metaanintuottopotentiaali (Ervasti ym., 2019;

Marchetti ym., 2020). Jotta voidaan arvioida UCO:n hyddyntadmismahdollisuuksia, pitaa olla

selvillda my6s sen mahdollinen VFA-tuotto.
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Ennen kokeen alkua kdytetystd paistodljysta siivilditiin paiston yhteydessa 6ljyyn jaaneet

kiinteat hiukkaset 1x1 mm siivilalla. Ymppi noudettiin Envorin biokaasulaitoksesta (Forssa),

joka toimii mesofiilisessa (37 °C) lampotilassa. Ymppi sailottiin ennen esikasittelya

jadkaapissa (4 °C) ja ruokadljy pidettiin huoneenlammassa. Ymppi siiviloitiin 1x1 mm siivilalla

ja keitettiin samoin kuin edellisessa kokeessa (Koe 2).

Koe 3 suoritettiin muuten aikaisemmin mainituilla laitteistoilla, mutta tassa kokeessa AMTPS

| ja yksi AMTPS Il laite korvattiin uudemmilla Gas Endeavour (Bioprocess Control, Ruotsi)

laitteilla. Naytetta sisaltaviin pulloihin mitattiin UCO:ta ymppiin suhteella 0.5 gVS/gVs (Fierro

ym., 2014). Laitteiston sekoitin asetettiin sekoittamaan 1 min/h nopeudella 84 rpm. Pullot

sijoitettiin vedelld taytettyihin lampdohauteisiin, joiden lampotiloiksi asetettiin mesofiilinen

37 °Cja termofiilinen 53 °C (Esteban-Gutiérrez ym., 2018; Hao & Wang, 2015). Koepullojen

lopetus tehtiin samalla aikataululla Koe 2:sen kanssa (Kuva 11).

Kuva 11

Kokeen 3 kokeen asetelma ja retentioajat.
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Retentioaika (retention time, RT) eli viipyma kertoo, kuinka monta paivaa naytteita

madatetaan.
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4.5.4 Koe 4: erilaisen sybtteen ja mikrobiympin kayttdytymisen selvittamiseksi

Tassa kokeessa mikrobiymppina kaytettiin kuiva-madatyslaitoksen perkolaationestetta.
Neste otettiin Luken pilot-mittakaavan, Metener Oy:n valmistamasta, suotopetireaktorista.
Naytteena toimi Luken Jokioisten tutkimusnavetasta noudettu sailérehu. Sailérehu koostui
timoteista ja nurminadasta suhteella 65/35. Rehu oli tehty ensimmaisesta sadosta 6-
8.6.2018. Siiléntdaineena oli kaytetty AIV Plus 2 (Eastman) ja kayttotavoitteena 5 | /tn

tuoretta rehua.

Perkolaationeste keitettiin kuten edellisissakin kokeissa, jonka jalkeen sailottiin jadkaapissa
(4 °C). Myos sailorehu sailottiin jadkaapissa ennen kokeen alkua. Pullot taytettiin keitetylla
ympilld ja rehulla suhteella 1 ja 2 gVS/gVSs. Lopuksi pulloihin lisattiin ionisoitua vetta 400 ml
asti. Pullojen pH laskettiin 5-5,2 kdyttamalla 3 M HCL liuosta. Pullot sijoitettiin 37 °C
lampdhauteisiin ja kytkettiin automaattisiin metaaninmittauslaitteisiin. Naytteenotto

suoritettiin Kuva 12 tavalla.



Kuva 12

Kokeen 4 asetelma ja retentioajat.
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Retentioaika (retention time, RT) eli vipyma kertoo, kuinka monta paivaa naytteita

madatetaan.

4.5.5 Koe 5: erilaisen esikasittelyn vaikutuksen havaitsemiseksi ruokajitteelle

Syotteena kaytettiin paivakodista (Helsinki, Viikki) kerattya ruokajatetta. Ruokajatetta

kerattiin kahtena paivana, jolloin saatiin kaksi erilaista ndytetta kokeisiin. Ensimmainen

33

ruokajate (RJ1) sisdlsi perunamuusia ja lihapullia ja toinen ruokajate (RJ2) harkapapurisottoa.

Naytteet murskattiin tahnamaiseen muotoon yleiskoneella (Moulinex, Oviation 3) jonka
jalkeen naytteet varastoitiin pakastimeen (-20 °C). Ennen koetta naytteet sulatettiin
jadkaapissa (+4 °C). Mikrobiymppina kaytettiin tdyden mittakaavan biokaasulaitoksesta
noudettua madatetta (Envor, Forssa). Ymppi sailottiin ennen esikasittelya jadkaapissa (+4

°C).
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Kokeessa pulloihin ladattiin ympia ja naytettd suhteella 2 gVS/gVs ja lisdksi vetta niin, etta
kokonaistilavuudeksi saatiin kaikkiin pulloihin 400 ml. Taman jalkeen seoksen pH muokattiin

5-5,5 kayttamalla 3 M HCL-liuosta. Lopetukset pulloista tapahtui Kuva 13 mukaisella tavalla.

Kuva 13

Kokeen 5 asetelma ja retentioajat
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Retentioaika (retention time, RT) eli viipyma kertoo, kuinka monta paivaa naytteita

madatetaan.

4.5.6 Koe 6: erilaisen esikasittelyn vaikutuksen havaitsemiseksi ruokajitteelle

Ruokajatteet kerattiin samasta pdivakodista kuin kokeen 5 naytteet (RJ3 ja RJ4). Paivdkodissa
tarjoiltu ruoka oli samaa kuin ensimmaisessakin kokeessa ja sen kasittely tehtiin
samankaltaisesti kuin kokeessa 5. Ymppi noudettiin biokaasulaitokselta (Envor, Forssa) ja
sailytettiin jadkaapissa ennen kokeen alkua. Lopetukset tapahtuivat Kuva 14 mukaisella
tavalla. Tdssa ruokajatekokeessa emme muokanneet pullojen pH:ta vaan loimme
metanogeeneille epdsuotuisat olosuhteet ylikuormittamalla reaktorin lataamalla pulloihin

naytetta ja ymppia suhteella 3 gVS/gVs.
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Kuva 14

Kokeen 6 asetelma ja retentioajat
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Retentioaika (retention time, RT) eli vipyma kertoo, kuinka monta paivaa naytteita

madatetaan.

5 Tulokset

5.1 Kokeiden suunnittelun ja toteuttamisen onnistuminen

Tuloksissa on kasitelty koekohtaisesti ensin kokeen suunnittelun ja fyysisen suorituksen
onnistumista. Taman jalkeen on tarkasteltu kokeen onnistumista VFA-analyysien tulosten
pohjalta ja lopuksi vertailtu kokeen luotettavuutta tarkastelemalla rinnakkaisten pullojen
tuloksia keskiarvon ja keskihajonnan kautta. Luotettavuutta analysoidaan tarkkailemalla

keskihajonnan arvoa. Luotettavuutta tarkkaillaan myo6s analysoitujen VFA-maarien trendilla.
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5.1.1 Koe 1: koejarjestelyn keston maarittamiseksi

Ensimmaisessa kokeessa kokeiltiin VFA tuottoa maltillisella kuormituksella (0,5 gVS/gVs)
kahdella eri esikasittelymenetelmalla ilman pH muokkausta. Kokeessa 1 viipymaaika oli
pitkd, (28 paivaa) jolloin saimme pohjatietoa seuraavien kokeiden pituudelle ja
maksimoimme orgaanisen aineen hajoamisen. Ympin esikasittelyna kokeessa 1 oli lampo- ja
kylmakasittelyt, joista ensimmaiset ongelmat huomattiin lampokasittelyn yhteydessa.
Kattiloiden tilavuus oli 7 litraa ja ensimmainen keittokoko 6 litraa. Lampdtilan noustessa
ymppi vaahtosi huomattavasti ja kattilaan jatetty paisumistila oli liian pieni, jolloin ymppi
kuohui yli ja vaahtoa jouduttiin kaatamaan erilliseen astiaan (Kuva 15). Lopulta 30 minuutin
kiehumisen jalkeen ymppia oli jaljella noin 2 litraa. Seuraavissa erissa kiehutettavan ympin
maara oli vain 2-3 litraa, joka varovaisen lammoénnoston seurauksena pysyi kattilassa, mutta
samalla erdn keittamiseen kaytetty aika pidentyi. Huolimatta keitettavan materiaalin
pienestd maarasta, vaati sen keittaminen silti jatkuvaa huomiota ylikuohumisen estamiseksi.
Ympin kokonaistarve oli noin 30 litraa, joten keittoeria syntyi useita ja aikaa kului arvioitua

enemman. Kylmakasittelyn kanssa ei huomattu ongelmia.
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Kuva 15

Keitettdessa ymppi kuohuu erittain herkasti yli.

Seka kylmakasitelylla etta lampokasittelylla pystyttiin hairitsemaan metanogeeneja
kontrolliin verrattuna, mutta lampokasittely toimi selvasti paremmin. Suurin VFA maara oli
lampokasitelty ymppi+biojate pulloissa seitsemantena paivana aloituksen jalkeen. 14 paivan
kohdalla VFA maarat ndytteessa olivat jo selkedsti pienemman kuin seitsemannen paivan
kohdalla (Kuva 16). Tasta voidaan paatelld, ettd naissa olosuhteissa biojatteen hajoaminen
haihtuviksi rasvahapoksi tapahtuu nopeasti ja lampokasittelylla pystyttiin horjuttamaan
metaanintuottoa ainakin 7 paivaksi mutta ei 14. Aikaisemmin Wang ym., (2014) ovat

huomanneet, ettd mikrobiympin ja ruokajatemadatteen kokonais-VFA maara saattaa
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lisdantya vield 17 pdivan jalkeen. Ja pelkdstaan lampokasiteltya ymppia sisadltaneet pullot
kuitenkin kerryttivatkin rasvahappoja viela 21 paivan kohdalla. Kokeessa 1 naytteenottovali
olisi voinut olla tiheampi, jolloin VFA:n kehittymisesta olisi saatu parempi kuva. On
mahdollista, etta biojatteen mukana pulloihin meni myés metanogeeneja, jotka aloittivat
toimintansa seitsemannen paivan jalkeen. Kasittelematdnta ymppia sisaltaneet pullot

kerasivat rasvahappoja kokeen aikana enimmillaan 0,13 g/L.

Kuva 16

VFA pitoisuudet madatteissa 28 vuorokauden mittausjakson aikana kokeessa 1
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Reaktoripulloista mitatut pH arvot ennen kokeen aloitusta oli [ampd&kasiteltya ymppia ja
biojatettd sisaltdneissa pulloissa 9,3 ja pakkaskasiteltyd ymppia ja biojatetta sisdltavissa
pulloissa 8,3. Lampdkasiteltyda ymppia ja biojatetta sisdltaneen pullojen pH oli 7 padivan
kohdalla 6,8—7, mutta nousi taman jalkeen kohti kahdeksaa. Pakkaskasiteltyd ymppia ja
biojatetta sisdltaneiden pullojen pH:t olivat 7 pdivan kohdalla noin 8 ja nousi tasta kokeen
loppua kohden ollen lopussa noin 8,3. pH:n kadyttaytyminen kokeen aikana vastaa hyvin

pulloista mitattujen VFA arvojen kanssa. Seitsemannen paivan kohdalla happoja oli eniten ja
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silloin my6s pH arvo oli alhaisin. Lampdkasiteltyd ymppia ja biojatetta sisaltavien

madatteiden VFA maara oli suurin, jolloin myés pH arvo oli alhaisin ndissa naytteissa.

Rinnakkaisten pullojen sisaltaman VFA:n vaihtelu oli pakkaskasitellyissa naytteissa hyvin
vahaista ja keskihajonta vaihteli 0 ja 0,8 valilla. Kun keskiarvo suurimman hajonnan kohdalla
oli 5,3 g/L ei hajontaa siis juurikaan ollut. Limpokasiteltyd ymppia sisdltavien naytteiden
osalta vaihtelua oli jonkin verran. Biojatetta sisaltavissa naytteissa suurin vaihtelu on 14
paivan kohdalla, jossa kaksi naytetta sisalsi VFA:ta 1,9 g/L, mutta kolmas erosi ndista
selkedsti sisaltden VFA:ta 4,3 g/L (Kuva 17). Kolmen rinnakkaisen nadytteen keskiarvo tdssa
pisteessa oli 2,7 g/L ja keskihajonta 1,4. VFA maaran laskevasta trendista paatellen voidaan
kuitenkin olettaa, etta poikkeavan pullon VFA pitoisuus tulisi laskemaan seuraavaan

naytteenottoon mennessa.

Kuva 17

Lampokasitellyn ympin ja biojatteen VFA-pitoisuudet madatyksen aikana (kolme rinnakkaista

pulloa)
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Pelkkaa lampdokasiteltyd ymppia sisdltavien pullojen hajonnat pysyivat pienina kokeen

viimeiseen naytteenottoon saakka (Kuva 18). Viimeisena paivana lopetettujen pullojen
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hajonta olikin sitten suurempaa, kaikkien kolmen pullon tulosten poiketessa toisistaan. 28

paivan keskiarvo oli 3,1 g/L ja keskihajonta 1,4.

Kuva 18

Lampdokasitellyn ympin VFA-pitoisuudet madatyksen aikana (kolme rinnakkaista pulloa)
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5.1.2 Koe 2: sopivien ndytteenottopdivien valitsemiseksi

Tata koetta varten hankittiin isompia kattiloita, jolloin ympin [ampd&kasittely helpottui

selvasti. Muita ongelmia ei kokeen kuluessa huomattu.
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Kuva 19

VFA-pitoisuudet madatteissa 10 vuorokauden mittausjakson aikana kokeessa 2

VFA g/L
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Haihtuvia rasvahappoja kuluttavien mikrobien toimintaa kyettiin viivastyttamaan
lampokasittelylla kuten oli suunniteltu. Nain saatiin varmistus, etta nailla parametreilla ja
syoOteaineella 10 padivan koe on riittavan pituinen. Suurin VFA:n kokonaistuotto saatiin 6
pdivan kohdalla, jonka jalkeen metaanintuotto alkoi nousta ja VFA maarat pulloissa vahentya

(Kuva 19

Ainoastaan lampokasitellyn ympin VFA-maara oli isompi pdivana 10 kuin pdivana 6. Tama
saattaa johtua ympin sisdltavan esim. lingiinipitoisen orgaanisen aineen hitaasta
hajoamisesta, mutta se ei selita sitd miksi lampdkasitelty ymppi+biojate pulloissa VFA:n
maara ei ole lisdantynyt. Yksi mahdollisuus on, etta biojatteen mukana mennyt mikrobisto
olisi hajoittanut ympin jaljella olevaa orgaanista ainetta nopeammin ja antanut mikrobeille
nopeamman kasvualustan kuin pelkkd ymppi. Biojatteen hajoaminen tapahtui hyvin nopeasti
ensimmaisten paivien aikana, mutta VFA koostumuksessa tapahtui muutoksia vield 10

pdivan kohdalla etikkahappomaaran vahentyessa ja samanaikaisesti voi-, valeriaana- ja
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propionihappo-mdaarien noustessa (Tampio ym., 2018). Viipymaaikaa muuttamalla voidaan

siis mahdollisesti muuttaa kokeen lopussa pulloissa vallitsevaa happokoostumusta.

Kokeen aikana lopetetuista pulloista mitatut pH:t mukailivat pulloista mitattuja VFA tasoja.
Kaynnistdessa lampokasiteltya ymppia ja biojatetta sisaltavien pullojen pH:t olivat 9,3, mutta
jo ensimmaisena nadytteenottopadivana pH oli tippunut noin 6,5. Alimmillaan taman
[ampdkasitellyn ympin ja biojatteen madatteen pH oli noin 5,7 kuudennen paivan kohdalla.
Kymmenennen paivan kohdalla pH oli jo nousussa ollen noin 6. Ymppia ja biojatetta
sisaltavien pullojen pH laski ensimmaisen pdivan naytteenottoon kolme kymmenysta, 7,6:sta

7,3:een, mutta nousi taman jalkeen kolmannen paivan naytteenottoon jo takaisin 7,6:een.

Kokeen aikana lopetettujen rinnakkaisten pullojen VFA-maarat eivat juurikaan vaihdelleet.
Suurinta hajonta oli pulloissa, jotka sisalsivat lampdkasiteltyd ymppia ja biojatetta (Kuva 20).
Suurinta hajonta oli kuudennen paivan kohdalla keskihajonnan ollessa 0,7 ja keskiarvon 8,2
g/L. Lampokasiteltya ymppia ja biojatetta sisaltavat pullot tuottivat kokonaismaaraisesti

eniten happoja, jolloin on odotettavaa, etta niiden kohdalta myd&s keskihajonta oli suurinta.
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Kuva 20

Lampokasitellyn ympin ja biojatteen VFA-pitoisuudet madatyksen aikana (kolme rinnakkaista

pulloa)
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5.1.3 Koe 3: prosessilampaotilan vaikutusten havaitsemiseksi haastavalla syétteella

Kokeessa kaytettiin kokeen 2 pituutta ja naytteenottovaleja ja koe tehtiin sekd termo- etta
mesofiilisessa lampotilassa. Kokeen toteuttaminen ei aiheuttanut ongelmia, mutta tulosten
kasittelyn yhteydessa huomattiin, etta olisimme tarvinneet lisaa analyyseja. UCO sisaltaa
paljon pitkia rasvahappoja (Marchetti ym., 2020). Analysoimalla pitkat rasvahapot, olisi
kyetty ndkemaan pystyikd mikrobimme hajottamaan pitkia rasvahappoja lyhyemmiksi

kokeen aikana.
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Kuva 21

VFA-pitoisuudet madatteissa 10 vuorokauden mittausjakson aikana kokeessa 3
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Termofiilisessa lampdtilassa olleet pullot muodostivat VFA:ta nopeammin kuin mesofiilisessa
lampotilassa (Kuva 21). Myos kokonais-VFA maara oli termofiilisessa prosessissa korkeampi
kuin mesofiilisessa. Samankaltaisen tuloksen saivat myds Hao & Wang, (2015) tutkiessaan
termofiilisen ja mesofiilisen prosessin eroa VFA tuotossa. Optimilampatila voi kuitenkin olla
riippuvainen syotteesta (Esteban-Gutiérrez ym., 2018). UCO-kokeessa varsinaisen ndytteen
VFA maarat jaivat kuitenkin hyvin pieniksi, kun pullojen kokonaistuloksesta oli vahennetty
pelkdan ympin tuottamat rasvahapot. Alussa UCO:ta sisaltavat pullot muodostivat jopa
vahemman rasvahappoja kuin pelkkdaa ymppia sisaltavat pullot, mutta kokeen lopussa
ndytepullojen VFA pitoisuudet olivat isompia kuin pelkkda ymppia sisaltdvien. Kokeen alun
taantumavaihe UCO:ta sisaltavissa pulloissa on samankaltainen kuin aikaisemmin raportoitu
metaani tuotossa kadytettyjen ruokadljyjen kanssa (Hidalgo ym., 2015). He epailivat
metaanintuotossa esiintyvan taantuman johtuvan nopeasta rasvahappojen muodostuksesta
ja niiden inhiboivasta vaikutuksesta metanogeeneille. Koska UCO kokeessa rasvahappoja ei
syntynyt paljoa kokeen alussa, taantumavaihe tapahtui ennen asidogeneesis vaihetta. Tama

viittaa siihen, etta inhibitio on tapahtunut muillekin mikrobeille kuin metanogeeneille.
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Kokeen pituutta olisi pitanyt pidentaa, jolloin olisi voitu nahty 6ljyn maksimi VFA-tuotto. Nyt
VFA maara pulloissa oli kasvanut viela kymmenentenakin paivana, eika siis nahty
rasvahappojen muodostumisen tasaantumista. Suurta rinnakkaisten pullojen valista
vaihtelua ei ollut havaittavissa ja keskihajonnat pullojen valilla jdivat alle 0,1. Myds pH:n
muutos kokeen aikana oli hyvin maltillista. Tassakin kokeessa pH laski rasvahappojen
kehittymisen myo6ta. Termofiilinen ymppi ja UCO laski 9,6:sta 8:aan. Mesofiilinen ymppi ja

UCO laski 9,6:sta 8,3:een.

5.1.4 Koe 4: erilaisen sy6tteen ja mikrobiympin kayttaytymisen selvittamiseksi

Kokeiden kaynnistys ja itse fermentaatio onnistui ongelmitta. Naytteenoton yhteydessa
kuitenkin huomattiin ongelmia. Pullot sisdlsivat vain vahan rehua nesteeseen nahden, jolloin
ndytteen jakaminen eri analyyseihin tasapuolisesti osoittautui mahdottomaksi. Myds pullon
sisallon homogenisointia jonkinlaisella myllylla harkittiin, mutta murskauksen myéta
ndytteen VFA:t saattaisi haihtua. Tasta syysta pullojen sisallot separoitiin siivilalla heti
ndytteenoton yhteydessa ja molemmista jakeista tehtiin erilliset analyysit, jotka laskettiin

tuloksissa yhteen.

Sailérehu materiaalina on haastava, silla se sisaltaa jo itsessdaan happoja, jotka vaikuttavat
prosessiin (mm. maitohappo, muurahaishappo ja etikkahappo) (McDonald ym., 1991, ss.
184-185; Seppala, 2014). Kokeessa kokeiltiin kahdella eri syotemaaralla etsia oikeaa
kuormitusta, jolla pystyttdisiin todentamaan mahdollisimman suuret VFA-maarat ja samalla
pitkitettaisiin metanogeneesi vaiheen alkamista. Kokeeseen 4 kokeen kestoksi asetettiin 16
pdivaa, silla ligniinipitoisen rehun hajoamisen oletettiin kestdvan pidempaan kuin kokeessa 2

kaytetyn biojatteen (Mykkanen, 2008, s. 16).

Kokeen edetessa pulloissa muodostui VFA:ta aina 13 pdivaan asti, mutta 16 padivan
ndytteenotossa kokonais-VFA maara oli kdantynyt laskuun molempien syotemaarien
pulloissa (Kuva 22). Myds pH nousi viimeisessa ndytteenotossa, joka kertoo happojen
vahenemisesta pulloissa. Kokeessa siis onnistuttiin tuottamaan rasvahappoja ja myos kokeen
pituudessa onnistuttiin nakemaan maksimi kokonais-VFA tuotto, joka sadilérehusta naissa
olosuhteista saatiin. Kokeessa ymppina kaytetty perkolaationesteen VFA pitoisuus oli hyvin

korkea ja suurin osa kokonais-VFA maarasta onkin ympin mukana pulloon mennytta.
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Kuitenkin eri rehuseosten ja pelkkda ymppia sisdltaneiden pullojen valilla oli selkea ero, joten

my06s rehusta saatiin tuotettua haihtuvia rasvahappoja.

Kuva 22

VFA-pitoisuudet madatteissa 16 vuorokauden mittausjakson aikana kokeessa 4
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Seuraavissa kokeissa pitaisi pyrkia esikasittelemaan naytetta niin, ettei sita tarvitse jakaa
ndytteenotossa kuiva- ja markdjakeeseen. Vaikka tdssa kokeessa ei ongelmia ollutkaan,
pitdisi myos pH:n sdato suorittaa tekemalla nayteseoksille titraus ennen varsinaisen kokeen
aloitusta, jolloin saataisiin selville hapon oikea maara. Suunniteltuun maaraan niahden
analyysit kaksinkertaistuivat ja se tulisi ottaa huomioon seuraavassa vastaavanlaisessa
kokeessa. Lisdksi ympin sisaltdma rasvahappojen maara saattaa aiheuttaa ongelmia

tulkittaessa huonosti hajoavia materiaaleja.

5.1.5 Koe 5: erilaisen esikasittelyn vaikutuksen havaitsemiseksi ruokajatteelle

Kokeessa 5, syOtteend kaytettiin paivakodista (Helsinki, Viikki) kerattya ruokajatetta. Kokeen
kdynnistyksessa ilmeni ongelmia HCL lisdyksen yhteydessa. Hapon lisdysmaarat olivat RJ1 23
ml, RJ2 31 ml ja Ymppi 29 ml, mutta jo 1 ml lisdykselld syntyi vaahtoa, joka kuohui ulos

pullosta. Happolisdys pulloihin suoritettiin pienissa erissa ja se vei ennalta suunniteltua
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enemman aikaa. Vaahdon vuotaessa yli pulloista, useita pulloja jouduttiin tekemaan
uudelleen. Yksi nayte tehtiin vain kahdella rinnakkaisella ympin loppuessa kesken. Kokeen

kaynnistyksen jdlkeen ei ongelmia havaittu.

Ensimmaisen padivan lopetuksissa huomattiin pH arvon tippuneen 3,8. Ndin alhainen pH
lukema on epdedukas VFA tuotannolle, vaikka varsinkin etikkahappojen muodostumista on
todettu muodostuvan alhaisissa pH arvoissa (Dogan ym., 2009). Toisena lopetuspaivdana pH
aleni viela molemmilla naytteilld arvoon 3,6, kunnes kahdeksantena paivana sen huomattiin
kdaantyvan nousuun ja viimeisend, kymmenentena, paivana lukema oli 3,8. Ymppipulloissa
pH vaihteli valilla 5,1-5,5. pH lasku tapahtui molemmilla naytteilld nopeasti, ympin pH:n
pysyessa sille asetetulla tasolla. Tassakin kokeessa haihtuvia rasvahappoja muodostui, vaikka

maarat jaivat pieniksi (Kuva 23). Eniten happoja kertyi RJ 2 pulloissa kymmenentena paivana

(3,1 g/L).

Kuva 23

VFA-pitoisuudet madatteissa 10 vuorokauden mittausjakson aikana kokeessa 5
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Pelkkaa ymppia sisaltavissa rinnakkaisissa pulloissa ei juurikaan ollut hajontaa. Sen sijaan
ruokajatetta sisaltavissa pulloissa hajontaa havaittiin (Kuva 24 ja Kuva 25). Molemmilla
ruokajatteillda hajontaa havaittiin, mutta suurinta hajonta oli RJ1 madatteissa kymmenennen
pdivan kohdalla, nostaen keskihajonnan yli 1.5. Tassa kohtaa yhden madatteen arvo oli
selkedsti muista poikkeava. Taman yhden pullon kohdalla happojen maaran kehitys ei ollut
kaantynyt laskuun, vaan se olisi vaatinut pidemman kokeen. Tassa kohtaa pulloissa selkeasti
tapahtui paljon muutoksia, josta johtuu suuri hajonta. Tehdessa tilastollisia laskelmia
kannattaa kaikkien pullojen happopitoisuudet ottaa kuitenkin mukaan, jolloin keskiarvo
kuvaa parhaiten joukon monimuotoisuutta. RJ2-pulloissa hajonta taas oli tasaista 6, 8 ja 10
paivan ndytteenotossa. Mitatuissa arvoissa oli selkedsti sama trendi ja tdman ndytteen

hajonnat hyvaksyttavia.

Kuva 24

RJ1 ndytteen VFA-pitoisuudet madatyksen aikana (kolme rinnakkaista pulloa)
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Kuva 25

RJ2 ndytteen VFA-pitoisuudet madatyksen aikana (kolme rinnakkaista pulloa)
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Nopeasti laskenut pH heti kokeen alussa ilman lyhyiden rasvahappojen nousua kielii muiden
orgaanisten happojen kasvusta nadytteissa. Tallaisia anaerobisessa prosessissa muodostuvia
happoja ovat mm. pitkaketjuiset rasvahapot (LCFA), joita ei tasta kokeesta analysoitu (Dasa
ym., 2016). Taman kokeen tarkoituksena oli tutkia haihtuvien rasvahappojen kehittymista
eika analyysilistalta tasta syysta l0ytynyt tarvittavia analyyseja prosessissa syntyvien
tuotteiden karakterisointiin. Kdytannon kannalta koe onnistui hyvin, vaikka
prosessiteknisesti se ei kovin onnistunut ollutkaan. Seuraavaa koetta varten saimme
tarvittavaa tietoa siita, miten tamankaltainen sy6te reagoi talla kuormituksella ja

esikasittelylla.

5.1.6 Koe 6: erilaisen esikasittelyn vaikutuksen havaitsemiseksi ruokajatteelle

Koe 6 tehtiin samankaltaisilla syotteilla kuin koe 5, mutta kasittelya muutettiin niin, ettei
pH:ta muokattu ennen kokeen alkua. Talla kertaa ajankohdaksi maaraytyi kuitenkin

hiihtolomaviikko, joten naytetta ei saatu tarvittavia maaria, vaan kokeet jouduttiin
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suorittamaan vain kaksilla rinnakkaisilla pulloilla. Muuten kokeiden toteuttaminen onnistui

hyvin.

Kokeen aikana VFA-maara pulloissa oli kasvanut jokaisen ndytteenoton yhteydessa.
Korkeimmat arvot mitattiin kymmenennen paivan naytteenotossa, jossa VFA-maarat olivat
18,7 g/L (RJ3) ja 18,8 g/L (RJ4) (Kuva 26). Pelkkaa ymppia sisaltavien pullojen osalta VFA-
pitoisuus laski koko kokeen ajan. Tama on ymmarrettavaa, koska kokeessa ei kdytetty
minkaanlaista esikasittelya ympille, vaan epadsuotuisat olosuhteet metanogeeneille luotiin
syotteen ylikuormituksella. Ympin kohdalla ylikuormitusta ei ollut, joten metanogeenit

pystyivat kayttdamaan ympissa olleen orgaanisen aineen metaaniksi ja hiilidioksiidiksi.

Kuva 26

VFA-pitoisuudet madatteissa 10 vuorokauden mittausjakson aikana kokeessa 6
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Tarkasteltaessa kokeen onnistumista kumulatiivisten VFA-tulosten kautta kokeemme oli seka
onnistunut, ettd epdonnistunut. Saimme tuotettua edellisiin kokeisiin ndhden yli
kaksinkertaisen maaran haihtuvia rasvahappoja. Pdaosin etikkahappoa, mutta myos kaikkia

muita VFA-happoja oli havaittavissa. Kokeen aikana emme kuitenkaan nahneet pistetts,
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jolloin happojen kumuloituminen loppuu, joten pidentamalla kokeen aikaa olisi ollut ehka

mahdollista saada vielakin suuremmat maarat happoja.

Rinnakkaisia pulloja kokeessa oli vain kaksi kappaletta. Rinnakkaisten naytteiden
happomaarat olivat kuitenkin hyvin pienta tai saman trendisia (Kuva 27). Suurin hajonta
I6ytyy RJ3 syotteen kymmenennen paivan kohdalta, jolloin happopitoisuus pulloissa oli 18,3
g/Lja 19,3 g/L. Kymmenennen paivan kohdalla myos keskihajonnan lukuarvo nousi 1,4,
mutta kahden rinnakkaisen pullon trendin ollessa samankaltainen on tama hyvaksyttava

tulos.

Kuva 27

RJ3 ndytteen VFA-pitoisuudet madatyksen aikana (kaksi rinnakkaista pulloa)
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Kokeen alkaessa naytepullojen pH oli 7-7,18 ja ymppipullojen 7,42. Kokeen edetessa
ndytetta sisdltdvien pullojen pH laski alussa nopeasti alle 5, mutta lasku pysahtyi kuitenkin
kolmantena paivana, ollen alimmillaan 4,3 (RJ3) ja 4,45 (RJ4). Namakin arvot ovat
kirjallisuuden mukaan hieman optimia alhaisemmat, mutta selkedsti paremmat kuin

edellisen kokeen. Kokeen loppua kohden molempien naytteiden pH nousi yli viiden, ollen
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lopussa 5,0 (RJ3) ja 5,4 (RJ4). Ympin pH oli lopussa 7,79. Paatellen pH-arvosta, koe oli
onnistunut. Pystyimme ylikuormittamaan pulloja niin, etta sen pH laski metanogeeneille
epasuotuisiin lukemiin, mutta lopussa tapahtuneesta selkeasta pH:n noususta voidaan
paatelld, etta kaikkien VFA:ta kuluttavien mikrobien toiminta ei pullon happamuuden takia

kokonaan loppunut.

6 Johtopaatokset

Tyon tarkoituksena oli kehittda Luken laboratoriotoimintaa, tuottamalla ohjeistus
happofermentaatiokokeiden suunnitteluun, seka kokeiden suorittamiseen. Ohjeistus
muodostui kirjallisuuskatsauksesta seka sarjasta laboratoriokokeita. Laboratoriokokeiden
tarkoituksena oli vastata kahteen ensimmaiseen kysymykseen, jotka koskivat
biometaanipotentiaalin mittaukseen tarkoitetun laitteiston kayttoa
happofermentaatiokokeissa ja kokeiden luotettavuutta. Kolmanteen kysymykseen siita,
miten kokeet tulisi suunnitella ja suorittaa, saatiin vastauksia seka kirjallisuuskatsauksesta

ettd kokeiden suorittamisesta ja niista saaduista tuloksista.

Jokaisessa suoritetussa kokeessa onnistuttiin tuottamaan haihtuvia rasvahappoja. Kokeet
eivat kuitenkaan aina onnistuneet odotusten mukaisesti ja tasta syysta koesuunnitelmia
pyrittiin muokkaamaan niin, etta seuraava koe olisi onnistunut paremmin. Biologiseen
metaanintuottopotentiaaliin tarkoitetut laitteistot toimivat kuitenkin myos
happofermentaatiossa, ja ndin voitiin todeta, etta laitteistolla voidaan tehda

happofermentaatiokokeita.

Koska kyseessa on vaikeasti hallittava mikrobiologinen prosessi, on kokeiden luotettavuuden
arviointi vaikeaa, verrattuna muualla tehtyihin tutkimuksiin. Tassa tyossa kokeiden
luotettavuutta arvioitiin vertailemalla aina kunkin kokeen rinnakkaisia koejasenia.
Vertaillessa keskihajontaa suurimmat hajonnat esiintyivat pisteissa, joiden kohdalla
prosessissa tapahtui suurimmat muutokset. Hajonnan ollessa suurta joko edellisessa tai
seuraavassa naytteenotossa arvot ovat selkedsti tarkasteltavasta pisteesta poikkeavat. Myds
happopitoisuuksien kasvaessa keskihajonnat kasvavat. Naissa tapauksissa kuitenkin kaikki

pullot seurailevat keskiarvoon perustuvaa trendia, joten voidaan olettaa pulloissa
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tapahtuvan samankaltaisia mikrobiologisia asioita, mutta hajontaa muodostuu ndytteen tai

ympin heterogenisuudesta johtuen.

Ty6ssa suoritettujen kokeiden perusteella, voidaan todeta metodin olevan luotettava.
Luotettavuutta horjuttaa se, etta naytteitd otetaan vain tietyin ennalta maaratyin valiajoin,
jolloin juuri naytteenottopadivana saattaa prosessissa tapahtua paljon asioita, jotka nostavat
koejasenten valistd hajontaa. Luotettavuutta lisda se, ettd samankaltaisia metodeja
kaytetdaan myos useissa tutkimuslaitoksissa ja yliopistoissa ympari maailmaa. Lisaksi

opinndytetyossa tehtyjen kokeiden tuloksista on julkaistu jo kaksi vertaisarvioitua artikkelia.

Vastaus kolmanteen tutkimuskysymykseen, eli: “Miten panosmalliset
happofermentaatiokokeet tulee suunnitella ja toteuttaa, jotta raaka-aineesta tuotettujen
rasvahappojen maara saadaan mahdollisimman suureksi koejakson aikana?” ei ole
yksiselitteinen, vaan jokainen koe pitaa suunnitella omista lahtékohdistaan. Tassa tyossa
koetoiminnan kehittamiseen kdytetyt koesarjat olivat tehty eri hankkeisiin ja eri
tarkoituksiin, joten kokeet vaihtelivat hyvin paljon toisistaan, eika niiden VFA-tuloksia voida

verrata keskenaan kovinkaan paljoa.

Jotta koetoiminnassa voidaan poistaa mahdollisimman paljon muuttujia, on sen
tapahduttava aina samalla tavalla. Taman tyon tarkoituksena oli koota yhteen naissa
kokeissa tapahtuneet tapahtumat, ja sen perusteella luoda laboratorioon ohjeistus, jolla

pystytdan minimoimaan kokeiden fyysisessa toteutuksessa tapahtuvat muutokset.

Kun olosuhteet ja tavoitteet juuri tietylle kokeelle on paatetty, niin suurin vaikutus
rasvahappojen potentiaaliseen maaraan on naytteen luonteella. Hiilihydraattipitoisesta
ndytteestd. Ndiden yhdistamisesta kuitenkin voidaan saada synergiaetuja. Myos
mikrobiympilla ja sen esikasittelylld on suuri vaikutus kokeen onnistumiseen. Tarkempi

ohjeistus kokeiden suunnitteluun ja toteuttamiseen I6ytyy liitteesta 1.
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7 Pohdinta

Tutkimussuunnitelmaa aloitettaessa tavoitteena oli yhtendistaa kaytantoja laboratoriossa ja
luoda ohjeistus kokeiden toteutukselle. Ty6ta tehdessa kuitenkin huomattiin, etta kokeen
fyysinen suorittaminen on verrattain helppoa, kun se on kirjoitettu ohjeiden muotoon.
Suurimmat ongelmat kohdataan usein yllattdaen tulevissa tilanteissa. Jotta kokeen suorittaja
pystyy reagoimaan yllattaviin tilanteisiin oikein, on kokeiden suunnittelulla hyvin merkittava
rooli. Hyvalla suunnittelulla ja erilaisten asioiden huomioimisella pystytaan ratkomaan
monta ongelmaa jo ennen niiden syntya. Mikali kokeiden suunnitteluvaiheessa on mukana
kokeiden fyysinen suorittaja, on han selvilla kokeen tavoitteista ja mahdollisista ongelmista
jo etukateen. Nain han pystyy tuomaan esille mahdollisia ongelmakohtia jo ennen kokeen
varsinaisessa suorittamisessa. Voidaankin sanoa, etta vaikka kokeiden fyysinen toteutus on

hyva vakioida, niin suurin painoarvo kokeiden onnistumisella on hyvalla suunnittelulla.

Happofermentaatio on hyvin kompleksinen reaktioketju ja pelkdstddan yhta muuttujaa
vaihtamalla pystytdaan koko prosessin kulkua muuttamaan hyvin radikaalisti. Koska prosessiin
vaikuttava mikrobipopulaatio on hyvin laaja, eika koskaan tdysin samanlainen prosessista
toiseen, saattaa yhden muuttujan vaihdolla olla kahdessa rinnakkaisessa prosessissa
erilainen vaikutus. Myos kirjallisuudesta loytyvat tutkimustulokset ovat osittain ristiriitaisia.
Jopa samoilla yleisilla muuttujilla (OLR, HRT, t, syote) saadut tulokset poikkeavat toisistaan.
Suurimpana syyna tahan voidaan todenndkoisesti pitda kokeissa kaytettyja ymppeja ja sen
mukana tulevia mikrobeita. Samoin naennaisesti samanlainen syote ei valttamatta ole tdysin
samanlaista maasta toiseen ja syotteen mukana reaktoriin kulkeutuva mikrobisto ei koskaan
ole taysin samanlaista. Tama ei aseptisissa olosuhteissa tapahtuvalle mikrobiselle
koetoiminnalle tyypillinen sattumanvaraisuus tekee prosessin toistettavuudesta erittdin

haastavaa.

Perinteisissa biometaanipotentiaalikokeissa on paasty tilanteeseen, jossa BMP-tulokset ovat
melko hyvin verrattavissa toisiinsa ympari maapalloa, vaikka mikrobiston erilaisuus on
ndissakin kokeissa haastavaa. Tahan vaikuttavia asioita ovat tuhannet toistot, joiden tulokset
tukevat toinen toisiaan. Lisdksi tavallisessa biokaasun tuottoon tahtadvassa anaerobisessa
madatyksessa usein pullonkaulaksi muodostuu juuri metanogeneesi vaihe. Metanogeenit

ovat muuta mikrobistoa herkempia olosuhteiden vaihteluille, jolloin prosessin olosuhteiden
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pitaa olla kaikkialla sellainen, joka suosii juuri metanogeeneja. Tama rajaa ja jopa vakioi

prosessiparametreja, jolloin vaihtelu eri kokeiden valilla on huomattavasti pienempaa.

Vaikka happofermentaatio tutkimuksessa suurin mielenkiinto talla hetkelld on osoitettu
fermentaatiosta saatavan VFA-rikkaan nesteen puhdistukseen ja konsentrointiin, on myds
itse fermentaatiossa paljon tutkittavaa. Aiheesta puuttuu sellaiset suuret datamaarat, joiden
avulla biometaanipotentiaalikokeita voidaan todeta luotettavaksi, tai mihin
laboratoriotuloksia on hyva verrata. Happofermentaatiota on myos syyta tutkia omana
prosessina, eika vain kaksivaiheisen metaaniprosessin ensimmaisena osana, jonka tarkoitus

on esikasitella syotemateriaaleja metaanin tuotantoon.

Koska tieteelliset julkaisut antavat loppujen lopuksi hyvin vahan tietoa fyysisestd kokeen
suorittamisesta, koin tarpeen yhtenaistaa Luken laboratoriossa tapahtuvia koejarjestelyja.
Tata ohjeistusta ja tyossa lapikdytyja ongelmia varoen, voidaan tulevaisuudessa paasta
luotettavampiin tutkimustuloksiin happofermentaation alalla, ja se on jo hyva alku taman

mysteerisen prosessin salojen selvittamiseen.
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Liite 1: Happofermentaatio kokeiden suunnittelu- ja suoritusohjeet

Suunnittelu

Haihtuvien rasvahappojen kokeita tehdessa on syyta kiinnittdd huomiota suunnitteluun.
Suunnittelun pohjana toimii aina tutkimussuunnitelma ja sielta esiin nouseva tutkimuskysymys.
Mikali tavoitteena on pyrkia tutkimaan jonkin tietyn syétteen VFA-potentiaalia, on kokeen

suunnittelussa kaytettava juuri kyseiselle syotteelle sopivia prosessiparametreja.

Kokeen kesto ja vdlindytteet

Kokeen kestoon vaikuttavia asioita ovat sydtemateriaali, lampétila ja mikrobipopulaatio ja ndiden
kaikkien yhteisvaikutus. Sy6temateriaalin koostumus vaikuttaa hydrolyysin toimivuuteen, jolloin
vaikeasti hajoavien syotteiden, kuten paljon ligniinia sisaltdvan sailérehun, kasittelyaika saattaa
olla pidempi kuin nopeasti hajoavien hiilihydraattipitoisten ruokajatteiden. Hajoamisnopeuteen
vaikuttaa kuitenkin myos mikrobipopulaatio, jota kokeessa kaytetdaan. Mikali kaytettava ymppi on
tottunut kokeessa vallitseviin olosuhteisiin ja syotteeseen on sen toiminta nopeampaa kuin
syOtteeseen tottumattoman ja uudenlaiseen ymparistoon joutuvan ympin. Hajoamisnopeuteen
lampotilan vaikutus saattaa olla jopa suurempi kuin kaytettavan ympin vaikutus kuten huomattiin
kokeessa, jossa mesofiiliseen lampdtilaan tottunutta ymppia kaytettiin termofiilisessa
lampotilassa. Kokeen kestossa on kuitenkin huomioitava myds syétteen aiheuttama happojen
kumuloituminen ja sita myota pH:n lasku, joka muuttaa reaktorissa vallitsevia olosuhteita toisille
mikrobeille suotuisaksi ja toisille taas inhiboivaksi. Vaikka Jankowska ym., (2015) tutkimuksessa
todettiin pH:n vaikuttavan rasvahappojen maaraan enemman kuin syétteen koostumuksen, on
koostumuksella kuitenkin suuri vaikutus hajoamisnopeuteen ja sitd myodden kokeen kestoon (Yin

ym., 2016).

Koska panoskokeiden tarkoituksena on saada tietoa syotteen VFA-potentiaalista, tehddan kokeet
usein monella rinnakkaisella pullolla, joita lopetetaan ndytteenottoa varten erilaisilla
retentioajoilla. Ndin saadaan tietoa prosessin eri vaiheista ja pystytdaan nakemaan, milloin
rasvahappojen kumuloituminen loppuu. Kun kokeiden kestoa suunnitellaan, pitdd myos paattaa

missa vaiheessa koetta nadytteita otetaan. Mikali kokeessa kdytetdaan nopeasti hajoavia syotteita,
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on naytteenottoja hyva sijoittaa tiheasti kokeen alkuun. Hitaasti hajoavissa naytteissa liian

nopeasti lopetettavat pullot eivat valttamatta tuota haluttua informaatiota.

Hyvana ohjenuorana voisi pitada, etta koe kestda syotteen mukaan 8—16 padivaa. Kokeen aikana
lopetettavien pullojen maaraan vaikuttaa usein resurssit. Jos lopetettavia pulloja on useita, vaatii
se paljon kapasiteettia laitteistolta. Naytteiden ottaminen ja pullojen lopettaminen on myoés hyvin

tyovoimaintensiivistd, jolloin myds henkilostoresursseja pitaa olla riittavasti.

Kokeita voidaan tehda myds pulloissa, joista pystytddan ottamaan nayte VFA-analyysiin kokeen
edetessa. Tallaisia pulloja kayttden on kuitenkin hyva muistaa, etta samalla orgaanisen aineen

maara ja madatteen kokonaistilavuus pullossa muuttuu.

Kuormitus

Orgaaninen kuormitus pullokokeissa maarittyy yleensa ympin ja ndytteen VS suhteella. Toisin
sanoen kuinka paljon orgaanista ainesta pulloon laitetaan sy6tteend, suhteessa kuinka paljon
orgaanista ainesta pulloon laitetaan ymppina. Toinen vaihtoehto on laskea kuormitusta
kemikaalisen hapen kulutuksen (COD) suhteen. Kokeessa ndytteen ja ympin suhteella on

merkittava vaikutus.

Suunnitellessa tulevan kokeen kuormitusta pitda ottaa huomioon milla tavalla reaktoreihin
pyritaan aiheuttamaan happomadatykseen sopivat olosuhteet. Mikali tavoitteena on aiheuttaa
prosessin happamoituminen ylikuormituksella, on kuormitus sdadettava riittavan korkeaksi
esimerkiksi 2—3 gVS syotettd/gVS ymppia. Ylikuormituksella metanogeenien toiminta estyy
muodostuvien happojen aiheuttamasta madatteen happamoitumisesta. Mikali ymppi
esikasitellaan esimerkiksi ammolla, voidaan kuormitus pitdaa BMP-kokeille tavanomaisina

esimerkiksi 0,5-1,0 gVS syotetta/gVS ymppia.

Ympin esikasittelyn lisaksi myods syotteen ominaisuuksilla on merkitysta kuormituksen maaraan.
Nopeasti hajoavan ja paljon rasvahappoja tuottavan syotteen kuormituksen on hyva olla
maltillisempi kuin hitaasti hajoavien naytteiden. Jos VFA:n kumuloituminen reaktorissa tapahtuu
nopeasti, saattaa osa naytteessa olevasta orgaanisesta aineesta jaada hajoamatta tai

hajoamispolku muuttua tuottamaan muita yhdisteita rasvahappojen sijaan. Yksi merkittava asia
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syOtteen ominaisuuksissa on sen jo valmiiksi sisaltdma happojen maara. Vaikka esimerkiksi tuore
sdilérehu on normaalisti hitaasti hajoavaa, tuo se mukanaan my®ds erilaisia happoja reaktoriin
esim. maitohappoa ja muurahaishappoa (McDonald ym., 1991, ss. 184-185). Nama hapot
saattavat aiheuttaa reaktorissa liiallista happamoitumista, joka aiheuttaa prosessin ennenaikaisen

pysahdyksen.

pH

Jo suunnitelma vaiheessa on myds tehtdva paatos, millaisella hapokkuudella koe pyritdaan
tekemaan. pH voidaan saataa jo ennen koetta alhaiseen pisteeseen, mutta on muistettava, etta
kokeen aikana muodostuvat hapot laskevat madatteen pH-arvoa, jonka vaikutuksesta haihtuvien
rasvahappojen synty saattaa pysahtya tai koko madatys prosessi saattaa kaatua. Mikali pH
saadetdan neutraaliksi, on syntyvilld hapoilla varaa pudottaa pH:ta alemmas. Mutta tall6in, mikali
metanogeeneja ei olla pystytty tuhoamaan esikasittelyissa, on vaarana rasvahappojen kulutus
metaaniksi. Myos emaksisellda pH arvolla on saatu hyvia VFA-tuloksia, mutta tassdkin on vaarana
metaanin tuotantoon suuntautuvan arkkien ja bakteerien toiminta, kun pH putoaa rasvahappojen
muodostuessa. Yksi vaihtoehto on muokata pH:ta prosessin aikana, jolloin reaktorissa vallitsisi

vakio pH. Tama taas vaatii erikseen pH sadtoon suunniteltuja laitteistoja ja ohjelmia.

Ymppi

Jotta mikrobiologinen prosessi toimii, tarvitaan siihen oikeanlaiset mikrobit. Laboratoriokokeita
varten helpoin keino hankkia oikeanlainen mikrobisto on kayttda ymppina toiminnassa olevan
biokaasulaitoksen madatetta. Biokaasulaitoksilla ei normaalisti ole mitdan sitad vastaan, ettd heidan
laitokseltansa haettaisiin madatetta, mutta on kuitenkin hyva neuvotella laitosten henkilokunnan
kanssa hyvissa ajoin ennen madatteen tarvetta. Samalla kannattaa selvittdaa onko laitos toiminut
normaalisti ja ettei ole ollut huoltokatkoja tai muuta, joka olisi voinut vaikuttaa mikrobiston

l[aatuun.

Laitoksen valintaan kannattaa kiinnittda huomiota, silld mikrobiosto adaptoituu syétteen mukaan.
Laitos kannattaa siis valita sen mukaan minkalaista materiaalia kokeessa tullaan kdyttamaan. Jos
kokeessa kaytetdaan esimerkiksi ruokajatetta niin ymppina kannattaa kayttaa biojatetta

kasittelevan laitoksen madatetta.
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Kun ymppi on noudettu biokaasulaitokselta, on sitd syyta inkuboida tulevassa koeldmpétilassa.
Ndin siind oleva orgaaninen aines ja rasvahapot ehtivat hajota ennen kuin ymppia kaytetdan
kokeessa. Ympin liiallinen aktiivisuus kokeissa saattaa estaa havainnoimasta eroja ympin- ja
ndytteen tuottaman VFA:n valilla. Pahimmassa tapauksessa yliaktiivinen ymppi saattaa hairita jopa
koko prosessia niin, ettei ndytteestd saada VFA-tuottoa ulosmitattua. Pitkien sdilytysten aikana
mikrobien aktiivisuus kuitenkin laskee, joten sadilytysaika on hyva pitda mahdollisimman Iyhyena.
Mikali ymppia joudutaan varastoimaan pidempaan kannattaa se tehda jadkaappi lampatilassa (4

°C).

Suunniteltaessa koetta pitda myos ottaa huomioon ympin kasittelyyn meneva aika. Inkuboinnin
lisdksi ympille saatetaan tehda erilaisia esikasittelyja, joilla estetdan metanogeenien toiminta
kokeen aikana. Esikasittelyt saattavat vaikuttaa ympin ominaisuuksiin, joten kokeita varten

tarvittavat analyysit on syyta teettda vasta esikasittelyn jalkeen.

Analyysit

Analyysien suhteen ratkaisevaa on mita kokeessa varsinaisesti halutaan tutkia ja resurssien
riittavyys. Kokeen kaynnistyksen kannalta tarkeimpia analyyseja on kuitenkin orgaanisen kuiva-
aineen maara. Mikali kuormituksen maara lasketaan COD:nd on myds se analysoitava. Koska
kokeiden tarkoitus on tutkia naytteiden VFA-potentiaaleja, on VFA analyysi luonnollisesti
pakollinen. Jotta kokeessa pystytddn seuraamaan VFA:n lisddntymista tai orgaanisen aineen
hajoamista on analyysit tehtava ennen koetta ja kokeen jalkeen. Seuraavassa taulukossa on

listattuna minimianalyysit seka harkittavia analyyseja.

Mahdollisia analyyseja

Pakolliset Valinnaiset

TS CcoD

VS sCOD

pH Hiilihydraatit

VFA Proteiinit
Raakarasvat
Alkoholit
LCFA
Maitohappo

Muurahaishappo
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Valinnaisia analyyseja voi kuitenkin olla my6s muita, tutkimuskysymyksen mukaan. sCOD on
liukoinen hapenkulutus, jolla voidaan arvioida, kuinka hyvin orgaaninen aines muuttuu liukoiseen
muotoon prosessissa. Tama arvo kertoo ennen kaikkea hydrolyysin toiminnasta, jossa isompia
molekyyleja hajoaa liukoiseen muotoon. Makroravinteet, eli hiilihydraatit, proteiinit ja rasvat
kertovat syotteen ominaisuuksista. Ndiden analyysien avulla voidaan arvioida kokeessa
kaytettavaa kuormitusta, seka laskea teoreettista maksimaalista potentiaalia. Anaerobisessa
madatysprosessissa syntyy myos alkoholeja ja pitkdketjuisia rasvahappoja (LCFA). On raportoitu,
etta varsinkin pH:n ollessa alle 5 alkaa anaerobinen mikrobisto tuottamaan enemman alkoholeja
kuin rasvahappoja (Dogan ym., 2009). Varsinkin sdilérehua kaytettdessa syotteend saattaa
maitohapon ja muurahaishapon analyysit olla tarkeita. Naiden avulla voidaan arvioida sy6tteen
mukana reaktoriin kulkeutuvaa hapon maaraa ja pystytdan valitsemaan optimaalinen kuormitus
kyseiselle syotteelle. Myos pH mittaus auttaa havaitsemaan sy6tteiden happo- tai emaspitoisuutta

ja ndin tilanteeseen voidaan reagoida jo ennen kokeen alkua.

Resurssointi (henkil6t ja laitteet)

Vaikka kokeet kestavat yleensa vain noin kaksi viikkoa vaatii se huomattavan maaran resursseja.
Kun tilastollisen varmuuden saamiseksi kdytetadan kolmea rinnakkaista koepulloa ja vélilopetuksia
on useita, vaatii se paljon myos laitekapasiteettia. Lisdksi kaytetdaan pelkkia ymppi pulloja, jolloin

tulosten tarkastelussa voidaan laskea ympin tuottamat VFA-maarat pois.

Tarvittavien pullojen maara muodostuu kaavalla:

Kaava 13. P = pullojen maara per lopetuskerta L = lopetettavat kerrat kokeessa. N = naytteiden

maara ja S = pullojen kokonaismaara.

Py*Lx*Nn = Stot

Esimerkkind 10 paivan koe yhdella syotteelld, jossa pullojen lopetuksia 1, 2, 3, 6, 8, 10 péivan
retentioajalla. Jokaista lopetettavaa paivaa kohden pitaa olla siis kolme naytepulloa ja kolme
ymppipulloa. Kun esimerkin sijoittaa kaavaan tulee siitd 6 x 6 = 36 pulloa. Mikali kokeessa
kaytetaan kahta syotettd nostaa se pullojen maaraan vain puolella, koska laskelmissa voidaan

kdyttda samaa ymppid molemmille syotteille. Mikali kokeissa kaytetadn Bioprocessin AMTPS Il tai
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Endeavour laitteita, joissa yhteen laitteeseen mahtuu 15 pulloa, vie yksi esimerkin kaltainen koe

kaksi kokonaista laitetta ja 6 paikkaa kolmannesta laitteesta.

My0s henkilostoresurssien maaraan on suunnitteluvaiheessa kiinnitettava huomiota. Seuraavassa
taulukossa on laskettu esimerkin kokeen kdaynnistamiseen tarvittavia henkilétyétunnit. Ympin
nouto tapahtuu 15 min ajomatkan paasta laboratoriosta ja esikasittelyna ympille on siivildinti ja 30

min [ampokasittely.

Tyovaihe htt
Ympin hankinta ja kasittely 7
Kokeiden valmistelu 4
Kokeiden aloitus 10
Kokeiden lopetukset 7

Naissa laskelmissa on mukana ainoastaan laboratoriohenkiléston suorittama fyysinen tyo
esimerkkikokeelle, eika sisalla mahdollisia analyyseja. Analyyseihin varattavat resurssin maara
riippuu siitd mita analyyseja halutaan teettaa. Kuitenkin esimerkkitapauksessa analyyseja tulisi 36

pullosta ja kahdesta aloitusnaytteesta, joten myos analyysikuluihin on syyta varautua ennakkoon.

Kokeen suoritaminen

Reagenssit ja niiden riskit

Natriumhydroksidi (NaOH) on voimakkaasti syovyttava emas, joka liuetessaan veteen muodostaa
lampoa. Kasiteltdessa on kaytettava suojahanskoja, suojalaseja seka polisevia rakeita kasiteltdessa
hengityssuojainta. Ensiapuna ihokosketuksessa kadytettava valittémasti runsasta huuhtelua
vahintadan 30 minuutin ajan. Silmiin joutuessa huuhtelu aloitettava valittdmasti valttaen
huuhteluveden valumista puhtaaseen silmaan. Silmavaurion estamiseksi potilas on toimitettava
ensiapuasemalle. Jate kemikaalit voidaan neutraloida kdyttamalla suola- tai etikkahappoa. Liuos
voidaan neutraloinnin jalkeen havittaa viemariin viemariverkoston kayttomaardysten mukaisesti.

(TTL, 2015b).

Suolahappo (HCL) on viakeva happo, joka syovyttda voimakkaasti ihoa ja vaurioittaa silmia. HCL
saattaa myos aiheuttaa hengitysteiden drsyyntymistd. Ensiapuna iho- ja silmdkosketuksessa on

valiton huuhtelu vedelld 15-20 minuuttia ja toimittaminen ensiapuasemalla tai lievemmissa
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ihokontakteissa yhteydenotto |ddkariin. Suojavarusteina kadytettdva suojalaseja sekd hanskoja.

(TTL, 2015a).

Laitteet ja vdlineet

Kokeessa tarvittavat valineet ja laitteet:

e Siivila

e Analyysivaaka

e Pasteur pipetteja

e Vesihaude

e Kaasunmittausyksikko (ml. sekoittajat, letkut ja korkit)

e 500 ml laboratorio pulloja

e Kannuja ja dekanttereita

e De-ionisoitua vetta

e Lusikoita ja spaatteleita

e Suppilo

e Hiilidioksidipullo ja kaasus&dadin

e pH-mittari

e Merkintatarrat pulloihin

Lisaksi mahdollisesti tarvittavia valineita:



Liite1/8

e Tehosekoittaja

e Kaasupusseja

e Keittolevy

e Kattila

e 80 ml lasipulloja NaOH-liuosta varten ja kaasuyhteilla olevat korkit.

Valmistelut

Ennen kokeen alkua on varmistuttava, ettad toimivaa laitteistoa on riittavasti. Mikali laitteisto ei ole
ollut kaytdssa lahiaikoina on sen toimintavarmuus testattava ennen kokeen alkua. Samalla
varmistetaan, etta reaktoreina kaytettavia pulloja, sekoittajia ja sekoitin korkkeja on riittavasti.
Tarkistetaan myos, etta kokeessa kaytettavia kemikaaleja on riittavasti ja valmistetaan tarvittavat

liuokset.

Tutkimussuunnitelman mukaisesti kokeissa kdytettdavaa ymppia on noudettava siihen valitulta
biokaasulaitokselta. Mikali laitos sijaitsee kaukana, on mielekkdaampaa jarjestaa ympin toimitus
jonkin kuljetuspalvelun kautta. Ennen madatteen luovutusta kuljetusyritykselle on sen aktiivisuus
laskettava mahdollisimman pieneksi. Tama onnistuu esimerkiksi jadhdyttamalla madate
jadkaapissa vahintdaan vuorokauden ennen paketin toimittamista matkaan. Mikali ymppi on kovin
aktiivista se saattaa muodostaa suljettuun astiaan huomattavan ylipaineen, joka lopulta vapautuu

astian heikoimmasta kohdasta.

Ympin saavuttua laboratorioon suoritetaan sille ensin karkean materiaalin erottelu. Taman
vaiheen voi suorittaa kayttaen tavallista siivilaa ja mikali ymppia lahetetaan kuljetuspalvelulla, on
tama vaihe hyva suorittaa jo lahtdpaikassa. Siivildinnin jalkeen ymppia inkuboidaan jonka jalkeen

tehdaan esikasittely koesuunnitelman mukaisesti.

Lampokasittelyssa ymppia keitetdan lampolevyllda maaratty aika. Hyvaksi todettua aikoja ovat
esimerkiksi 30 ja 60 min. Keittdessa ymppia on oltava erityisen tarkkana, ettei se kuohu yli. Ymppi

reagoi lampoon hyvin voimakkaasti kuohumalla juuri ennen kuin se rupeaa kiehumaan. Taman
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takia lampolevyn lamp6 kannattaa pitda maltillisena ja keitosta on syyta tarkkailla jatkuvasti. 10
litran kattilalle sopivaksi maaraksi on todettu 2—-3 litraa. Ndin kattilaan jaa riittavasti
kuohuntavaraa ja aikaa reagoida, mikali vaahtoa alkaa muodostua runsaasti. Keittamisessa
muodostuvan hoyryn takia se on suositeltavaa suorittaa vetokaapissa kayttden asianmukaisia
suojaimia. Vahimmaissuojavarustus on laboratoriotakki, suojalasit ja hansikkaat. Suositeltavaa on

myo6s kayttaa raitisilma maskia tai muuta riittavaa hengityssuojainta.

Ympin pH:ta saatdessa on syytd tehda titraus suunnitellulla hapolla tai emaksellda. Ndin saadaan
tietoa kuinka paljon happoa tai emasta tarvitaan, jotta saavutetaan haluttu pH-arvo. Myo0s tassa
esikasittelymenetelmassa on riski ndytteen kuohumiselle, joten se on hyva tehdad isommassa
astiassa. Mikali kuitenkin ympin pH:ta sadadetdan pulloissa, on huomioitava riittava kuohuntavara.
Kummassakin tapauksessa on kasittely syytad tehda viemarillisessa vetokaapissa. Kasiteltdessa
kemikaaleja on huolehdittava riittavasta tyéturvallisuudesta. Kemikaalien kanssa vaadittavat

suojavarustukset voi tarkastaa laboratoriosta l16ytyvista SDS-lomakkeista (Safety Data Sheet).

Mikali naytteet ovat jaassa on ne sulatettava ennen koetta. Sulat naytteet sekoitetaan hyvin ja
seka niista etta ympista otetaan ndytteet TS ja VS analyyseihin. Analyysien jalkeen lasketaan
pulloihin lisattavat maarat naytetta, ymppia ja vettd. Maarat muotoutuvat koesuunnitelman
mukaisesti, kayttden siihen valittua naytteen ja ympin VS maarien suhdetta. Lopuksi vedella

tasataan pulloon jaava kaasutilavuus kaikille pulloille yhtenevaisiksi.

Aloitus

1. Taarataan pullo analyysivaa’alla.

2. Sekoitetaan ymppia ja punnitaan sita pulloon suunnitelman mukaisesti.

e Tehdaan pH saato, mikéli se on suunniteltu tehtdvaksi pullossa.

3. Sekoitetaan naytetta ja punnitaan sita pulloon suunnitelman mukainen maara.

e Pelkdstaan ymppia sisaltaviin pulloihin ei lisata naytetta.

4. Kaadetaan de-ionisoitua vetta niin, etta jokaisen pullon sisdllon kokonaispaino on yhteneva.
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5. Toistetaan vaiheet 1-4 kunnes kaikki naytteet ovat kasitelty.

6. Mitataan jokaisen pullon pH.

7. Suljetaan pullot Bioprocess-laitteiden sekoittajan korkeilla ja kierretdaan sekoittaja paikalleen.

8. Kiinnitetdan kaasuletku seka huuhteluletku ja asetetaan pullot sammutettuihin vesihauteisiin.

9. Kiinnitetdan typpipullosta tuleva letku naytepullojen huuhteluletkuihin ja huuhdellaan pullon
kaasutila typpikaasulla. 30 sekuntia/pullo virtausnopeudella 2 litraa minuutissa. Huuhtelun
loputtua, suljetaan huuhteluletkut ja kiinnitetdan kaasuletkut mittausyksikoéihin.

e Mikali automaattista kaasunmittausta ei kayteta, kytketaan kaasupussit kaasuletkuihin.
e Mikali kaytetdan NaOH-liuosta hiilidioksidin absorboimiseen, kytketaan kaasuletku NaOH-
pulloihin ja mittauslaitteet letkuilla naihin pulloihin.

10. Kytketaan sekoittajien moottoreiden virtajohdot. Kun kaikki sekoittajan johdot ovat kiinni,
kytketaan sekoittajan ohjausyksikkd sahkoverkkoon ja kytketdan virrat jokaiseen sekoittajan
moottoriin.

11. Kytketdan sekoittajat paalle kdyttden laitteiden selainpohjaista ohjaussivustoa ja tarkistetaan,
ettd jokainen moottori toimii.

12. Kytketdan paalle vesihauteet ja kaasunmittaus. Tarkastetaan vesihauteiden lampétila ja
saadetdan se koesuunnitelmassa maariteltyyn lampdatilaan.

Lopetus

1. Kytketdan sekoituksen ohjaus ja lopetettavien pullojen kaasunmittaus pois paalta
ohjaussivulta.

2. Kytketdan sekoittajien moottorit pois paalta ja ohjausyksikko irrotetaan verkkovirrasta.

3. lIrrotetaan sekoittajien johdot seka kaasuletkut.



Liite 1 /11

4. Poistetaan lopetettavat pullot vesihauteesta ja kytketdan jaljelle jadvien pullojen sekoittajat

takaisin toimintaan.

5. Lisataan vesihauteeseen vetta poistettujen pullojen tilavuuden verran.

6. Kierretdaan pullojen korkit auki ja otetaan mahdolliset mikrobindytteet.

7. Mitataan lopetettavien pullojen pH.

8. Sekoitetaan pullon sisaltdé hyvin ja otetaan naytteet analyyseihin.

9. Pestaan pullot ja laitteet seuraavaa kayttoa varten.

10. Lopetuksia toistetaan kokeen loppuun asti.

Kokeen jalkeen

1. Kytketaan kaikki sekoittajat ja kaasunmittaukset pois paalta.

2. Kytketdan vesihauteet pois paalta.

3. Tyhjennetdan vesihauteet vedesta.

4. Puhdistetaan likaantuneet laitteet ja tarvikkeet.



