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THVISTELMA

Bioperaisistd polttoaineista etsitddn ratkaisuja kasvavaan energiatarpeeseen.
Néistd mikrolevéa pidetdan yhtena lupaavana vaihtoehtona bioenergiantuotantoon.
Mikrolevan kasvatuksessa saannot olisivat huomattavasti muita biopolttoaineen
ldhteita suuremmat pinta-alaa kohden, eika sen kasvatus kilpailisi ruoantuotannon
kanssa. Kannattavuuden vahvistamiseksi mikrolevéa on yritetty kasvattaa
jatevedessa.

ALDIGA-projekti on tutkinut mahdollisuuksia toteuttaa teknillis-taloudellisesti
jatevesipohjaista kasvatusta yhdistettyé biodieselin ja biokaasun tuotantoa varten.
Tama opinnaytetyo tdydent&é projektin aiempia tutkimuksia. Sen tarkoituksena on
tarkastella Selenastrum-suvun mikrolevan biomassantuotantoa ja ravinteiden
talteenottoa suljetussa jarjestelméssa, kahdessa eriléhteisessé jatevedessa.
Tuloksia on verrattu kirjallisuuteen ja lainsdadantdon. Leva ja jatevedet valittiin
projektin aiempien tulosten perusteella. Jatevesista tarkasteltiin typped ja fosforia
sekd kemiallista hapenkulutusta.

Biomassan tuottonopeus oli kompostin puristevedessa 0,067 g/l/vrk ja
biokaasulaitoksen rejektivedesséd 0,072 g/l/vrk. Ravinteiden kulutus oli
puristevedessa rejektivettd nopeampaa. Yhteensa puristevedessa poistumat olivat
83 % kokonaistypestd, 69 % kokonaisfosforista ja 80 % kemiallisesta
hapenkulutuksesta. Rejektivedestd vastaavat luvut olivat 86 %, 98 % ja 83 %.
Yhdyskuntajatevesien lakisaéteinen ravinteidenpoistoteho saavutettiin
puristevedessa fosforia lukuun ottamatta kuudessa vuorokaudessa. Rejektivedessa
nédma poistumat saavutettiin 17 vuorokaudessa.

Biomassan kasvu oli kirjallisuuteen verrattuna kohtuullista. Tutkijat ovat
raportoineet samansuuruista, kolme kertaa pienempéaa ja kymmenkertaista
biomassan kasvua. Ravinnevahentymé sen sijaan oli samaa luokkaa kuin
suomalaisissa jatevedenpuhdistamoissa. Talla on merkitysta etenkin typenpoiston
osalta, mika nykyisissa puhdistamoissa ei valttamatta saavuta vaadittua
poistotehoa.

Asiasanat: Selenastrum, mikrolevé, bioenergia, puristevesi, rejektivesi,
jatevedenpuhdistus, ALDIGA, fotobioreaktori
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ABSTRACT

The utilization of renewable energy sources has gained increasing interest with the
increasing energy crisis. Microalgae are seen as one potential solution for the
problems of sufficient energy production. They have a greater areal biomass
production rate than other sources of bioenergy while they do not compete with
agricultural area. There have also been some studies on algal growth prospects in
wastewater for increased sustainability.

The ALDIGA project has studied means to implement wastewater-based
microalgal production, aiming for combined biodiesel and biogas production in a
technologically and economically sustainable way. This Bachelor’s Thesis
complements these studies. The objective was to conduct two growth experiments
of microalga of the genus Selenastrum in two waste fractions of differing origins
but of similar nutritional profile. One of the waste fractions was press water from
municipal organic waste and the other was reject water from a biogas plant.

The biomass production and the nutrient removal rate of the alga in the diluted
wastewaters were observed. The results were compared with data available in
literature as well as the Finnish legislation concerning municipal wastewater
treatment. Nutrient removal measurements focused on the removal rate of total
nitrogen and total phosphorus, and the reduction in chemical oxygen demand.

The average growth rate was 0.067 g/I/d for the press water and 0.072 g/I/d for the
reject water. The nutrient removal for the press water was 83 % of total nitrogen,
69 % of total phosphorus and 80 % of chemical oxygen demand. The total
nutrient reductions for reject water were, respectively, 86 %, 98 % and 83 %.

The biomass growth rate was on a moderate level. There have been reports of
biomass gains that are similar, three times lower and even ten times higher than
the gains in this study. The nutrient reduction rates were more positive in general
and look promising especially for the removal of nitrogen, which exceeded that of
most treatment plants.

Key words: Selenastrum, microalgae, bioenergy, wastewater treatment, press
water, reject water, ALDIGA, photobioreactor
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1 JOHDANTO

Mikrolevaa on hyddynnetty jo vuosikymmenten ajan. Sen kéyttokohteet ovat
vaihdelleet tarpeen ja uusien l0yt6jen mukaan. Ravintona levaa on kéytetty jo
vuosituhansia, mutta viime vuosisadan puolivalissé huoli ravinnosta saadun
proteiinin riittdmattomyydelle synnytti tarpeen laajamittaisemmalle tuotannolle.
Seuranneiden kahden vuosikymmenen aikana kiinnostuttiin levien kyvysta
hapentuotantoon, jatevedenpuhdistukseen sekd mahdollisuuteen madattaa
levabiomassaa metaanintuotannossa. (Spolaore, Joannis-Cassan, Duran, Isambert
2006, 87.) Fossiilisten polttoaineiden rajallisuuden myota kiinnostuksen kohteeksi

on myo6s noussut mahdollisuus biopolttoainetuotantoon.

Mikrolevien merkittdvana etuna voidaan pitdd saman levabiomassan
hyotykayttomahdollisuuksia samanaikaisesti useassa kohteessa. Mikrolevien
etuna oleva monikayttoisyys luo kuitenkin omat haasteensa. Levélajien
huomattava maéara ja niiden jatkuva enentyminen seka lajien erilaiset
ominaisuudet vaativat eri lajeille tutkimustietoa niiden oikeanlaiseksi
hyodyntamiseksi. Levalajeja arvioidaan olevan yli 50 000, joista noin 30 000 on
tutkittu (Richmond 2004, Matan, Martinsin & Caetanon 2010, 219 mukaan).
Ympéri maailman on kerétty yli tuhat levélajia kasittavia levakokoelmia,
esimerkiksi Texasin yliopisto Yhdysvalloissa ja Goettingenin yliopisto Saksassa
(Mata ym. 2010, 219).

Mikroleva toimii ideaalitilanteessa seké yhdistettyné energiantuotantomuotona
ettd keinona kasitella jatevesia. Jatevedet sisaltavat levélle hyodyntamiskelpoisia
aineita, joten niill& voidaan korvata erillisia ravinnelisia hyodyntamaélla joka
tapauksessa syntyvié jatevirtoja. Vahaisempi tarve ulkoisille ravinnelahteille tekisi
levésté ekologisen keinon bioenergiantuotannolle. Levé ei my6skaan kilpailisi

ruuantuotantoon tarkoitetusta pinta-alasta tai ravinteista.

Tassé opinndytetyossa kasvatettiin Selenastrum sp. -mikrolevaé kahdessa
erityyppisessa jatejakeessa (biojatteen puristevesi ja biokaasuprosessin
rejektivesi). Kasvatuksissa tarkasteltiin biomassan tuottonopeutta ja levan kykyéa
poistaa jatevesista ravinteita. Tuloksia vertailtiin kirjallisuuteen seka

yhdyskuntajatevesia koskeviin puhdistusvaatimuksiin Suomessa. Opinnaytetyon



tutkimus toteutettiin lokakuun 2012 ja helmikuun 2013 vélisena aikana Helsingin
yliopiston ymparistotieteiden laitoksen tiloissa Lahdessa. Opinnéytetyd tehtiin
osana ALDIGA- ja ALGIND -projekteja, joita rahoitti Teknologian ja

innovaatioiden kehittdmiskeskus Tekes.



2 MIKROLEVIEN KASVU JA KASVATUSOLOSUHTEET

Mikrobiologisen populaation kasvuvaiheet on jaoteltu kirjallisuudessa neljaan tai
viiteen vaiheeseen. Ensimmaéinen vaihe on nimeltdén viive- eli lag-vaihe, jossa
leva sopeutuu uuteen kasvuymparistéonsd. Tdman vaiheen pituus vaihtelee sen
mukaan, missd maarin kyseessa oleva kasvuympaéristo poikkeaa aikaisemmasta
ympadristosta. (FAO 1996)

Toisessa vaiheessa sopeutuminen on tapahtunut. Talloin solut jakautuvat
kiihtyvélla tahdilla ja vaihetta kutsutaankin eksponentiaalisen kasvun vaiheeksi.
Kolmas vaihe on se kohta, jossa jonkin ravinteen ehtyminen alkaa rajoittaa
kasvua, miké johtaa neljanteen, stationdérivaiheeseen. Viidennessa vaiheessa
ympariston ravinteet on kaytetty loppuun ja solujen méara alkaa laskea. (FAO
1996)
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KUVIO 1. Viiteen vaiheeseen jaoteltu, levapanokselle tyypillinen
mikrobiopopulaation kasvukayra (FAO 1996, kuvio 2.3)

Varsinaiseen kasvatukseen vaikuttavat useat tekijat. Nama voidaan jaotella
kolmeen osaan: fysio-kemiallisiin (abioottisiin) tekijoihin, kuten valo, lampdétila ja
pH, bioottisiin tekijoihin, kuten lajien véliseen kilpailuun tai patogeenien
kasvualustan laimennos (Becker 1988, Larsdotterin 2006, 32 mukaan). Jokaisella

tekijalla on vaikutuksensa, mutta tarkeimpia kasvuun vaikuttavia parametreja ovat



saatavissa olevien ravinteiden laatu ja maar, valo, pH, lampdtila, sekoitus sek&

kasvatusalustan suolapitoisuus (FAO 1996).

Tarkeimmat mikrolevan hyddyntamaét ravinteet ovat typpi, fosfori, rauta ja rikki
(Hannon, Gimpel, Tran, Rasala & Mayfield 2010, 4). Typen, fosforin, raudan ja
erindisten hivenaineiden merkitysté tarkeimpiné ravinteina korostavat myds
Demirbas & Demirbas (2011, 166).

2.1 Kasvuun vaikuttavat tekijat
Ravinteet
Hiili

Lisadntymiseen ja kasvuun tarvitaan hiilt4, jonka lahteend mikrolevilla on yleensa
hiilidioksidi (CO,) tai bikarbonaattisuola (HCO3) (Oswald 1988, Borowitzka
1998, Larsdotterin 2006, 32 mukaan). On arvioitu, etta mikroleva tarvitsee 183
milligrammaa hiilidioksidia tuottaakseen 100 milligrammaa biomassaa
(Goswami, Kalita & Kalita 2012, 500). Bikarbonaattisuoloissa 62,3 mg/l on
havaittu vastaavan 1000 mg/I hiilidioksidia (Jeong ym. 2003, Goswamin ym.
2012, 504 mukaan). Leva kayttaa hiilta fotosynteesin aikana, missé hiilesta ja
vedestd muodostetaan sokeria ja happea valon toimiessa energianlahteena.
Energian- ja hiilenlahteet vaihtelevat organismeittain, samoin kasvualustan pH
vaikuttaa hiilenlahteen hyddynnettavyyteen ja muotoon, jossa se esiintyy.
(Larsdotter 2006, 32-33.)

Hiilidioksidin pitoisuus ilmakehdssa on noin 0,039 % (Wikipedia 2013Db). Sen
suositelluksi pitoisuudeksi levan reaktorikasvatuksessa on kuitenkin esitetty 0,1-
20 %, mink& vuoksi voi olla tarvetta lisdsyottaa hiilidioksidia levalle (Oilgae
2010).

Typpi

Typpi on yksi levan makroravinteista, jonka osuus levasolun massasta voi olla yli
10 % (Calvin & Taylor 1989, Larsdotterin 2006, 33 mukaan). Sita tarvitaan

nukleiinihapon ja proteiinien valmistusaineeksi (LennTech BV 2013). Jatevesissa



esiintyva typpi on yleensa ruuansulatustuotteiden aineenvaihduntareaktioista
peréisin (Abdel-Raouf, Al-Homaidan & Ibraheem 2012, 263). Mikrolevat
kayttavat tehokkaasti typped ammoniumina ja, ellei sité ole saatavilla, nitraattina.
Néiden lisaksi levét voivat tarvittaessa hyddyntaa nitriittia ja ureaa; eréat
syanobakteerit kykenevét jopa hyddyntaméén kaasumuotoista typped. (Oliver &
Ganf 2000; Bhaya, Schwartz & Grossman 2000, Larsdotterin 2006, 33 mukaan.)
Néité syanobakteereita voidaan myds hyddyntéa typenlahteend levatuotannossa
(Hannon ym. 2010, 5).

Ammoniumtyppi ja nitriitti ovat liian korkeina pitoisuuksina haitallisia leville.
Ammoniumtyppi esiintyy korkeassa pH:issa ammoniakkimuodossa, minka on
havaittu olevan haitallista levalle (Azov & Goldman 1982, 736-737). pH:n

merkitysta kasvulle on kasitelty yksityiskohtaisemmin jaljempana.
Fosfori

Myds fosfori kuuluu mikrolevien kayttamiin makroravinteisiin. Makeassa vedessé
fosforipitoisuutta pidetadn mahdollisena kasvua rajoittavana tekijana (Nordin
1985, 13). Jateveteen fosforia kuitenkin paatyy pesuaineista sekd maa- ja
metsétaloudesta ja sitd on kutsuttu typen ohella merkittdvimmaksi vesistojen
rehevoitymisen aiheuttajaksi (Hameen ELY 2011; Abdel-Raouf ym. 2012, 263).
Jatevedessé fosforia on siis yleensa saatavilla levien kayttoon riittavasti. Levat
eivat valttdmatta reagoi saatavilla olevan fosforin ehtymiseen valittémasti johtuen

niiden kyvysta varastoida fosforia polyfosfaattina (Larsdotter 2006, 33).

Levien suosima fosfaatin muoto on fosfaatti (PO,) (Larsdotter 2006, 33). Levét
tarvitsevat fosforia solujenvélisessé energiansiirrossa, nukleiinihapon

valmistuksessa seka solunjakautumisreaktioissa.
Fysiologiset ja kemialliset tekijat
Kemiallinen hapenkulutus

Kemiallisella hapenkulutuksella (KHK) voidaan selvittd4 orgaanisten yhdisteiden
mé&é&raa vedessa hapettamalla ne hiilidioksidiksi ja mittaamalla ndin syntyneen

hiilidioksidin m&é&ra. Parametri kuvaa sek& biohajoavien ettd -hajoamattomien



orgaanisten yhdisteiden méaraé. Mittaamalla kemiallinen hapenkulutus saadaan
yleensd tietoa veden laadusta ja siten sen avulla voidaan esimerkiksi méaarittaa

jatevedenkasittelylaitoksen puhdistuskapasiteetti. (Ellis 2004.)
pH

Kasvuliuoksen happamuus, pH, vaikuttaa levan kasvukykyyn usealla tavalla.
Useimmiten leville suotuisinta on, jos pH pysyy l&helld neutraalia (Aisyah 2013).
Kullekin lajille on mahdollista — ja syyta — méaarittaa kasvulle optimaalisin pH-
alue. Tassakin esiintyy lajikohtaisia vaihteluita siind, millaisissa happamuuksissa
kasvu on optimaalisinta; samoin sietokyvyt vaihtelevat. Esimerkiksi Anabaena
variabilis -levalle on 16ydetty kasvulle optimaalinen pH-alue 8,2-8,4, ja vaikka
tarpeeksi suuret arvot tekivat kasvuympariston lopulta elinkelvottomaksi, kasvu
heikkeni myds pH:n ollessa vajaan yksikon verran optimialuetta pienempi.
(Fontes ym. 1987, Larsdotterin 2006, 34 mukaan.) Toisaalta Chlorella
minutissima -mikrolevan on havaittu kasvavan hyvin pH:n ollessa 5-12
(Bhatnagar & Bhatnagar 2009, 531).

Korkeissa mikrolevapitoisuuksissa pH:lla on taipumus kasvaa. pH:n kasvu
perustuu happaman hiilidioksidin sitoutumiseen fotosynteesissa (Chevalier ym.
2000, Larsdotterin 2006, 34 mukaan). pH:n kasvun haitallisuus perustuu ainakin
kahteen tekijaan. Yhtena haittana Azov ja Goldman (1982, 735) nostavat esiin
sen, etta levat hajottavat ravintonaan kayttamaansa ammoniumtyppeé
ammoniakiksi, joka pH:n kasvaessa muuttuu leville haitalliseksi. Toisena tekijana
korkeissa pH-arvoissa on hiilen esiintyminen hiilidioksidin sijasta
karbonaattimuodossa COs, jota levat eivat voi hyddyntéé (Borowitzka 1998,
Larsdotterin 2006, 32 mukaan).

pH:n kasvun hallinta riippuu pitkalti tarkoituksesta. Jos tavoitteena on tuhota
kasvatusalustan patogeeneja, riittdvan suuri pH voi riittaa kasittelymenetelmaksi
(Aisyah 2013). Talloin pH:ta ei tarvitse saadelld. Toisaalta yllamainitut syyt
osoittavat pH:n séatelyn merkityksellisyyden silloin, kun tavoitteena on tuottaa
biomassaa ja hyotykayttad mikrolevakantaa uudelleen. Happamuutta voidaankin
séadelld esimerkiksi juuri hiilidioksidin riittdvan saannin varmistamisella

(Larsdotter 2006, 34). Saatelylla voidaan myos estda korkeissa pH:issa tapahtuvaa



ammoniakin haihtumista ja ndin varmistaa saatavilla olevan typenléhteen

pysyvyys kasvatusjarjestelméssa (Park & Craggs 2011, 1763).
Lampdtila

Myos lampétilalla on lajikohtainen optimialueensa kasvuun. Tyypillisesti
optimilampétilat ovat 15-25 °C, miké patee myds matalampiin lampétiloihin
tottuneihin lajeihin. Liian korkeat ja matalat lampdtilat haittaavat kasvua.
(Larsdotter 2006, 34.) On havaittu, etta usein lajit sietdvéat jopa 15 °C optimiaan
matalampia lampdtiloja, mutta jo muutaman asteen nousu optimin ylapuolelle voi
haitata levakantaa (Mata ym. 2010, 223). Liian matalasta lampdtilasta voi
kuitenkin aiheutua itseddn voimakkaampi riski, silla talléin levén toleranssi

valolle heikkenee, miké héiritsee fotosynteesia (Larsdotter 2006, 34).
Saliniteetti

Saliniteetilla tarkoitetaan veden suolapitoisuutta, jota ilmaistaan yksikolla g/l
(Pohjois-Pohjanmaan ELY 2011). Levien sietokyvylla muuntuville
suolapitoisuuksille on vaihteleva merkitys, minka lisaksi on eroteltava makean ja
suolaisen veden levét. Pysyttaessa levien toleranssialueen sisalla erilaisilla
suolapitoisuuksilla ei valttamatté ole leviin merkittavaé vaikutusta (Richmond
1986, Renaudin & Parryn 1994, 348, mukaan). Korkeampi suolapitoisuus on
kuitenkin yhdistetty monityydyttyméattdmien rasvahappojen lisdantymiseen, mita
pidetdén biodieselintuotannon kannalta epéasuotuisana (Al-Hasan ym. 1990,
Renaud’n & Parryn 1994, 348 mukaan). Toisaalta Selenastrum-suvun levan on
havaittu kasvavan heikosti korkeissa suolapitoisuuksissa (Goswami ym. 2012,
506).

2.2 Ravinteiden otto ymparistosta

Levien toiminnallinen ymmartdminen on tarkeda suunniteltaessa ympéristoa,
johon leva sijoitetaan. On esitetty, ettd levésoluja ei tulisi pitdd vain tuottajina ja
kuluttajina, vaan tarvitaan kokonaisvaltaisempi ymmarrys levan kasvuympariston
ominaisuuksista, kasvatettavan lajin ravinnevaatimuksista ja sen

biomassantuotannosta (Chen, Qiang & Kazuyuki 2000, 87-88). Yksi merkittdva



levéan toimintakykyyn vaikuttava tekija on sen tapa ottaa ymparistostaan

ravinteita.

Levén tapauksessa voidaan puhua heterotrofista, autotrofista, fotoheterotrofista tai
miksotrofista. Autotrofilla tarkoitetaan yhteyttdjaa: se saa hiilenlahteensa ilman
hiilidioksidista auringonvalon toimiessa energianlédhteend. Heterotrofi saa
orgaanisesta hiilesté sek& energian- etta hiilenl&dhteensd, kun taas fotoheterotrofi
ottaa energiansa auringonvalosta, mutta tarvitsee orgaanisia yhdisteita
hiilenlahteekseen. (Chen ym. 2011, 72; Biology online 2013) Miksotrofi on
organismi, joka kykenee hyddyntdmaan ja yhdistelemaan erilaisia energian- ja
hiilenlahteita (SYKE 2012).

Levat menestyvat kannasta riippuen eri tavoin erilaisissa ymparistoissa. Leva voi
suosia tiettya tapaa energian- tai hiilensaantiin. Miksotrofinen ravinteidenhankinta
on usein elidille toissijainen energiansaantikeino, jolloin elié on korvannut
paaasiallisen energiantuotantomuotonsa muuttuneiden olosuhteiden myota.
Miksotrofisen ravinnontuotannon on kuitenkin havaittu olevan jopa
tehokkaampaa hetero- tai autotrofiaan verrattuna (Burkholder, Glibert & Skelton
2008; SYKE 2012). Fototrofiaan verrattuna heterotrofisissa olosuhteissa
kasvavasta Chlorella protothecoides -levésta on saatu jopa 40 % suurempia
lipidipitoisuuksia (Xu ym. 2006, Chenin ym. 2011, 72 mukaan).

2.3 Kasvatusjarjestelmat
Kasvatusjarjestelman valinta

Arvioitaessa tuotannon taloudellista kannattavuutta kasvatusjérjestelmén valinta
on tarkein yksittéinen tekija. Vaihtoehtoisia jarjestelmia on lukuisia, mutta ne
voidaan jaotella avoimiin ja suljettuihin jarjestelmiin. Kaytanndssé kyse on
luvussa 2.1 lueteltujen tekijoiden toteuttamisesta mahdollisimman tehokkaalla
tavalla teknillis-taloudellisesti.

Avoimet jarjestelmat ovat tyypillisesti edullisia ja kestavid, ja niissa on
mahdollista tuottaa biomassaa suljettua jarjestelmad suuremmassa mittakaavassa

(Mata ym. 2010, 226). Biomassan konsentraatio on luokkaa 0,1-0,5 g/l (lersel



ym. 2009, 11). Niiden ongelmana kuitenkin on kaytettavissa olevien lajien
rajallisuus, eika niissa valttamatta ole mahdollisuutta kasvatusparametrien
tehokkaaseen hallintaan (Mata ym. 2010, 226). Esimerkiksi hiilidioksidia on
ilmakehéssa vain 0,03-0,06 %, joten ilman avustavia toimenpiteitd sitd on
kaytettavissa huomattavasti vahemman kuin mitd levat voisivat hyodyntéa (lersel
ym. 2009, 4; Mata ym. 2010, 226).

Kéytannodssé vaikka siis avoimeen jarjestelmaan voidaan johtaa hiilidioksidia
syottdmalla sinne ilmaa tai leville myrkyttémia savukaasuja, niita haihtuu
luonnostaan, eivatké levét voi siten hyodyntéé niista saatua hiilidioksidia
optimaalisesti. llman hiilenl&dhteen apusy6ttdd avoimien jarjestelmien on oltava
matalia — yleensé ne ovatkin korkeintaan 30 cm syvia (Greenwell ym. 2009, 6).
Myoskaan lampdétilan saatelya ei valttamatta ole, eika vieraslajien tai saalistajien

mahdollisuutta voida poislukea (lersel ym. 20009, 4).

Suljettu jarjestelma on kalliimpi vaihtoehto, mutta biomassan tuotannon
hallittavuus on siind merkittava tekija seka kasvatusparametrien etta
kontaminaation osalta. Vaikka avoimet jarjestelmaét saattavat olla kokoluokaltaan
suurempia, suljetussa jarjestelméassé saadun biomassan tiheys on suurempi.
Tyypillisesti tuotetun biomassan méaré on 0,5-8 g/l (Pulz 2001; Carlsson 2007,
lerselin ym. 2009, 11 mukaan). Harvestointi onkin edullisempaa suljetussa
kierrossa pienempien volyymien vuoksi. Silti nykytekniikalla toteutetuista
suljetuista jarjestelmistd saatavat hyodyt eivét vield paasaantoisesti riitd
kompensoimaan niiden k&yttokustannuksia. (Mata ym. 2010, 226; lersel ym.
2009, 9) Onkin esitetty, ettd niiden kayttotarve voisi tulevaisuudessa olla
puhdasviljelmien kasvatus (Greenwell ym. 2009, 6). Néit4 lajeja voitaisiin

siirrostaa avoaltaisiin laajamittaisempaa tuotantoa kaynnistettéessa.
Paras kasvatusjarjestelma?

Edell& oleva havainnollistaa, ettd erityyppisilla kasvatusjarjestelmilld on erilaiset
edut ja haitat. On esitetty, ettd ratamuotoisilla altailla (raceway pond) olisi paras —
ja ainutlaatuinen — soveltuvuus laajamittaiseen tuotantoon (Carvalho ym. 2006 &

Chisti 2007, lerselin ym. 2009, 9 mukaan). Téllaiset altaat on toteutettu joskus
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avoimina, mutta suljettu, putkilomainen rakenne voisi ratkaista avoimille

jarjestelmille tyypilliset ongelmat (lersel ym. 2009, 10; Mata ym. 2010, 227).

Laadukas kasvujarjestelmé huomioi levéan valon-, hiilidioksidin- ja ravinnetarpeen
mahdollisimman kustannustehokkaalla tavalla. Jos avoimessa jarjestelmassa
hiilidioksidintarve saattaa rajoittaa kasvua, suljetun jarjestelmén suurin haaste on
muiden kasvatusparametrien, esimerkiksi valon riittdvén saannin varmistaminen
tihedssa viljelméassa (Chen ym. 2011, 75). ALDIGA-projektin aiemmissa
kasvatuksissa Selenastrum-mikrolevalla on havaittu, etté jos suljetussa
fotobioreaktorissa huolehditaan riittdvasta hiilidioksidinsyotosta, valosta tulee
kasvua rajoittava tekija (Valkonen & Viitanen 2012).

Valonsaantiin liittyy muutamia ongelmia. Valon kulkema kokonaismatka tulisi
pitdd mahdollisimman pienend. Valonsaannin riittavyytta rajoittaa yhtaalta
reaktorin seindmien paksuus ja valonl&pdisykyky, toisaalta levamassan ajan myota
kasvava tiheys. Valonlahteen on siis katettava mahdollisimman suuri osa
reaktorista. (Chen ym. 2011, 75.)

Chen ym. (2011, 75) esittavat ratkaisuna edellda mainittuihin ongelmiin LED-
valaisimet. Niiden etuina luetellaan pienuus ja kevyys, lukuisammat
kaynnistyskerrat sek& niiden sateily méaaritellyill& aallonpituuksilla, mik&
tarkoittaisi pienempéaa energiankulutusta. Myos optista kuitua on mahdollista
kayttad, silla ne on mahdollista virittaa sateilemaan valoa eri aallonpituuksilla ja
niitd voidaan kayttéa valonléhteind myos reaktorin siséll&. Valonléhteiden
lisdédminen reaktorin sisalle kasvattaisi niin avoimissa kuin suljetuissa

jarjestelmissé valaistun alueen osuutta.

Aiemmassa tutkimuksessaan Chen ym. (2008) kokeilivat aurinko- ja tuulivoima-
avusteista jarjestelmad, jossa LED-valot aktivoituisivat automaattisesti auringon
séteilyvoiman véhennyttyé tietyn raja-arvon alle (Chenin ym. 2011, 76 mukaan).
Tallaisella tekniikalla olisi riittdvan auringonvalon vyohykkeell periaatteessa
mahdollista tuottaa energiaa nollakulutuksella. Auringonvalon hyoétysuhdetta
voidaan tehostaa myos vaikuttamalla reaktorin kokoon. Erilaisia reaktorityyppeja
on lukuisia, mutta yhtend ratkaisuna on esitetty pienikokoisia, rinnakkaisia
reaktoreita (Posten 2009, 173).
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Vield yksi valaistuksessa huomioitava tekija on ylikyllastymisen mahdollisuus:
tietyn rajan jalkeen valosyklin ajallisen keston kasvattaminen ei enéé vaikuta
levan kasvukykyyn. Tamaé selittyy fotosynteesin tarpeella seké valo- etta
pimeéreaktioille. Jos leva altistetaan hyvin nopeille valon ja pimeén sykleille, sen
kasvupotentiaalia voidaan nostaa. Kasvu tehostuu seka verrattuna
pimeéreaktioiden tdyteen puuttumiseen etté hitaisiin valo-pimeareaktioihin (alle
1/s). (Posten 2009, 168.)

Hiilidioksidin saatavuuteen liittyviin haasteisiin voidaan vastata esimerkiksi tassa
tutkimuksessa kéytetylla menetelmélld, missa kaasua syOtetddn tarpeen mukaan
pH:n kasvaessa maaratyn rajan yli. Myos Posten (2009, 172) mainitsee tdman
olevan kéytanto joissakin tutkimuksissa. On myds kokeiltu kaasuldpaisevaa
kalvoa reaktoriseinaksi, jolloin vahennettdisiin pumppaamiseen tarvittavan

energian maaréa.

2.4 Kannattavuustekijoista

Levépohjaisen energiantuotannon suurin haaste on sen kannattavuus (Greenwell,
Laurens, Shields, Lowitt & Flynn 2009, 6-8; lersel ym. 2009 4, 6-7).
Taloudellisesti kannattavaa, laajan mittakaavan levapohjaista biodieseltuotantoa ei
vield tiedetd olevan; riittdvia kasvunopeuksia on saavutettu ainoastaan

satunnaistilanteissa hetkellisesti (lersel ym. 2009, 10).

Jotta voitaisiin maksimoida levankasvun hyétysuhde, on huolehdittava riittavan
valon ja helposti saatavissa olevien ravinteiden olemassaolosta (Larsdotter 2006,
37; Goswami ym. 2012, 500). Lis&ksi yhtena merkittavana, ratkaistavana
ongelmana pidetaan hiilidioksidin saatavuutta ja sen pitoisuuden pitamista

levékohtaisen optimialueen sisalla (Salih 2011, 649).

Juuri ravinteiden saatavuuden vuoksi jatevedet tarjoavat arvokkaan vaihtoehdon
ravinnealustaksi. Levalajin ja jateveden yhteensopivuus on oltava tiedossa, silla
jateveden koostumus vaikuttaa lajikohtaisesti siind menestymiseen. Lisaksi jotkin
lajit kasvavat parhaiten kasittelemattomaéssa jatevedessd, kun taas joidenkin lajien
menestyvyys on varmistettava erilaisin esikésittelymenetelmin. (Krishna ym.
2012, 50.)
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Jateveden ravinnealustana toimimiseen vaikuttaa sen koostumus ja ravinnesuhteet.
N&in ollen on huomioitava toisaalta jatevedessa olevien ravinteiden pitoisuus seka
muut vaikuttavat tekijat, esimerkiksi pH, saliniteetti ja kiintoaineksen maaré,
toisaalta levan toleranssi ndille muuttujille. Esimerkiksi rejektivedet ovat
runsaasta, hienojakoisen kiintoaineksen maéarasta johtuen tyypillisesti hyvin
tummia, jolloin valonldpdisyn heikkous ehkaisisi levan kasvua ilman
esikasittelytoimenpiteitd (Rusten & Sahu 2011, 1196). Toisaalta kunnalliseen
jatevedenpuhdistamoon johdettu jatevesi voi olla huomattavasti laimeampaa
(Lahti Aqua 2013b).

Jos levéa kaytetédan tukitoimintona jatevedenpuhdistukselle, kasvuun vaikuttaa
mya0s sen sijoituspaikka prosessissa. Puhdistuksen aikana jatevesi laimenee
poistuvien tai sitoutuneiden ravinteiden myoté, joten valmiiseen prosessiin
sovellettaessa voidaan hyddyntdd myos sellaisia lajeja, jotka eivét péarjaa
raakajatevedessa sijoittamalla ne puhdistuksen loppuosioihin.

Levékannan toleranssi erilaisille ymparistovaikutuksille seka kasvuymparistona
toimivan jateveden ominaisuudet ja pitoisuudet on tunnettava. On havaittu, etta
yksittéinen levélaji alkaa ajan myo6ta dominoida kasvuympaéristoa, jos
kasvatusympadristdssé on useita levalajeja (Chen, Li, Deitz, Liu, Stevenson & Liao
2012, 130-131). Tama voi ohjata haluttujen tulosten ennustettavuuteen myds
silloin, kun haluttua lajia ei ole seulottu etukateen; toisaalta se rajoittaa
kaytettavissa olevia levévaihtoehtoja. Syytd onkin huomioida, onko dominoiva
kanta paras mikroleva halutun lopputuloksen saamiseksi vai onko se vain

tolerantein.

Optimitilanteessa jatevesi yksindan riittdd tarjoamaan riittdvan ravinnealustan
levalle. Tall6in ei tarvittaisi erillisia tukiravinteita. Mostafa ym. (2012, 61)
tarkastelivat yhdeksan eri levalajin yhteensopivuutta jatevedenpuhdistuslaitoksen
vedessa ja havaitsivat, ettéd vaikka suurin osa tutkituista lajeista menestyi
sterilisoidussa, ravinnelisén saaneessa jatevedessd, osassa tapauksista laji saattoi
menestya paremmin ilman naitd toimenpiteitd. Rusten ym. (2011, 1200)
kasvattivat biokaasuntuotantoa varten rejektivedessa Chlorella sp. -suvun levéa

tarkoituksena kiertomuotoinen hyddyntdminen yhdistettyna jatevedenkaésittely ja
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biokaasuntuotanto levan avulla. Tassa tutkimuksessa he havaitsivat, etta vaikka
rejektivettd oli kirkastettava ennen levénkasvatusta, laimentamista ei tarvittu.
Huomionarvoista on valitun levalajin trofisuus — hetero- tai miksotrofiaan
kykeneva laji ei valttamatta tarvitse yliméaaraista hiilidioksidia hiilen lahteeksi (Li
ym. 2011, 10862).

Millainen kapasiteetti kasvatusjarjestelmélta vaadittaisiin taloudellisesti
kannattavaan tuotantoon? Kannattavuuteen luonnollisesti vaikuttaa raakadljyn
markkinahinta, mutta on madritetty, ettd kannattavuus edellyttéisi biomassan
madraksi yli 20 g/l. Kasvatusjérjestelmén vaatiman energiatarpeen pitéisi olla
korkeintaan 50 W/m? valmistuskustannusten taas pitaisi pysya alle hintatason 40
€/m?. (Posten 2009, 175.)

Yllakuvatut seikat havainnollistavat levankasvatuksessa kayttokelpoisten
sovellusten monimuotoisuutta. Edella kuvattu voidaan kiteyttdd kolmeen osa-
alueeseen, joiden paitsi ominaispiirteet myods keskinéiset vaikutukset on
tunnettava ennen laajamittaista levankasvatuksen toteuttamista. Ensinnakin on
tunnettava kasvatusympaériston fysikaalis-kemiallinen rakenne-, ravinne- ja muu
ainesosaprofiili. Ympdriston prosessien osatekijat on tunnettava, jotta niihin
voidaan valita sovellustapa levéviljelyyn. Toiseksi on mietittdva kasvatusten
tarkoitus ja siitd halutut tulokset — minkatyyppisessa energiantuotannossa
painopiste on, vai onko tavoite vain jateveden puhdistaminen? On myos valittava
soveltuva kasvatusjarjestelma. Kolmanneksi, néité tietoja soveltaen, on valittava
kayttoon soveltuva levélaji. Koska levélajeilla on merkittavia eroja
kasvupotentiaalissa, koostumuksessa seka toleranssissa eri kasvuparametreille ja
niiden muutoksille, valittavien lajien ja toteutustekniikoiden mééra on runsas.
Kuten opinndytety6n alussa todettiin, levatuotannon mahdollisuudet ovat samalla

my0s haasteita.
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3 LEVA ENERGIANTUOTANNOSSA

Mikrolevien kéyttokelpoisuus on moniulotteista. Yleensa ensisijainen tavoite on
kuitenkin biomassantuotanto, missa kayttokohde ja -tapa vaihtelevat. Mata ym.
(2010, 219-220) ovat koonneet kayttokohteiksi mm. kasvihuonekaasujen
vahentdmisen hiilidioksidinsitomisella sek& rehevadittavien ravinteiden poiston
jatevedestd levkannan kasvun yhteydessa. Liséksi materiaalin- ja
energiantuotannon kannalta levan korkeat lipidipitoisuudet mahdollistavat sen
kayton biodieselintuotannossa. Lipideista stripattua levamassaa voidaan edelleen
hyOtykayttdd madatteend, lannoitteena tai rehuna. Yhtena esitettyné teemana
etenkin tulevaisuuden kannalta tuodaan esiin my®os erilaisten levalajien

suotuisimpien ominaisuuksien geneettinen yhdistely.

Levésta tuotettua biomassaa voidaan kayttaa bioenergiantuotannon ohella mm.
vetykaasun, ladkeaineiden ja ruuan tuotantoon (Larsdotter 2006, 31). On myds
esitetty, ettd levan avulla jatevettd voitaisiin puhdistaa ja poistaa raskasmetalleja
(Abdel-Raouf ym. 2012, 263).

Moniulotteista kdyttotapaa tukee mahdollisuus hyddyntaa yhta levaviljelmaa
usein eri tavoin. Lipideistd voidaan ester6idad biodieselia (Campbell 2008, 3-4;
Mata ym. 2010, 221), hiilihydraateista voidaan valmistaa bioetanolia ja
proteiineista rehua (Campbell 2008, 4; Oilgae 2013).

3.1 Bioenergiaa mikrolevasta

Vaihtoehdot energiantuotantoon vaihtelevat lajien yksilollisten ominaisuuksien
mukaan. Demirbas & Demirbas (2011, 166) esittavét, ettd polttoainetuotantoon
parhaat levat ovat tyypillisesti yksisoluisia viherlevia. Tallaisille leville tyypilliset

ominaisuudet ovat korkea lipidipitoisuus, nopea kasvu ja tihed populaatio.

Lipidipitoisuus vaihtelee lajeittain voimakkaasti; rasvaa voi olla vain muutama
prosentti solua kohden, kun parhaimmillaan pitoisuudeksi on kirjallisuudessa
esitetty 70 % (Mata ym. 2010, 220). Viherlevén tapauksessa pitoisuus voi
joissakin tapauksissa olla yli 50 % (Demirbas & Demirbas 2011, 166). Lipidien

mé&é&ran ohella myds laadulla on merkitysta: tyydyttyneitd ja yksinkertaisia
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tyydyttymattomid rasvoja pidetdén parhaina tasalaatuisen biodieselin
valmistuksessa, kun taas monityydyttymattomien rasvojen suuri maara on
indikaattori heikommasta laadusta (Demirbas & Demirbas 2011, 166).

Polttoainetuotannon kannalta oleellisinta on tuotetun 6ljyn maaré per aikayksikko.
Jos biomassan kasvu on hidasta, suuri 6ljypitoisuus ei viel& tarkoita parasta
tuottavuutta ja tdman vuoksi kasvunopeus on otettava huomioon. Korkealla
oOljypitoisuudella on havaittu olevan yhteytta heikkoon 6ljynsaantoon (lersel ym.
2009, 7). Chlorella, Scenedesmus ja Dunaliella edustavat nopeakasvuisisa
levasukuja, joissa myos lipidipitoisuus on tyypillisesti 20-50 % (Mata ym. 2010,
220-221; Demirbas & Demirbas 2011, 165).

Huomioitava on myos saatavilla olevien, leville kayttokelpoisten ravinteiden
vaikutus levésolujen koostumukseen. Muuten ominaisuuksiltaan suotuisakaan
levé ei ole sovelias, jos se ei menesty tarkoitetussa kasvuympéristossaan.
Ravinteiden vaikutus nékyy lopullisessa lipidien méaréssé ja laadussa. (Mata ym.
2010, 221.) On lisaksi havaittu, etta lipidituotanto levésoluissa lisdéntyy usein,
kun kasvuympdrist on niukkaravinteinen (Sheehan ym. 1999, Wileyn,
Campbellin & McKuinin 2011, 327 mukaan). Joissakin tutkimuksissa on havaittu,
etta typenpuute, voimakas valo, matala lampétila sekéd korkea suola- ja
rautapitoisuus tehostavat lipidituotantoa (Goswami ym. 2012, 500). Jatevesissa
ravinteiden ei katsota yleensé olevan kasvua rajoittava tekija, miké on
huomionarvoista harkittaessa jatevesikasvatteisista levista hankittavaa
biodieseltuotantoa.

Mikrolevasta saatavan biodljyn mééran tiedetddn olevan moninkertainen muihin
lajeihin ndhden. Varsinaiset tuotannolliset luvut eldvéat: suhteutettuna toiseksi
parhaana pidettyyn biopolttoaineeseen, palmudljyyn, mikrolevan 6ljyntuottoa on
toisaalla esitetty kuusinkertaiseksi (Arnold, Kostia, Kymalainen, Tikka,
Romantschuk & Spilling 2011, 73), toisaalla 10-25-kertaiseksi (Mata ym. 2010,
221; Demirbas & Demirbas 2011, 166). On arvioitu, etta viljelemalla levaa
kymmenesosalla siitd pinta-alasta, joka kuluu soijapavun kasvatukseen, voitaisiin
tyydyttadd Yhdysvaltojen vuotuinen polttoainetarve (Demirbas & Demirbas 2011,
166).
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3.2 Erilaisista bioenergiamuodoista

Biopolttoaineita on jaoteltu sukupolvittain. Ensimmaisen sukupolven
biopolttoaineet ovat sellaisia, joita on valmistettu sokeri- ja tarkkelyspitoisista
seka oljypitoisista kasveista. Ndiden ongelmana on kuitenkin etenkin
hiilihydraattipitoisten kasvien energia vs. ruoka -kilpailu, misté toisen sukupolven
biopolttoaineet ovat kehittyneet. Niiden raaka-aineita ovat selluloosa ja jétteet.
Levid, ja niiden ohella myds mikrobeja, pidetddn kolmannen sukupolven
biopolttoaineina ja niiden uskotaankin paasevan laajamittaiseen jakeluun tdman

vuosikymmenen aikana. (Bioteknologia Info 2013.)

Biodieselilla viitataan rasvahappojen monoalkyyliestereihin. Levésta tuotetun
biodieselin energiasisalté (41 MJ/Kg) vastaa suurin piirtein fossiilista raakadljya
(42,7 MJ/Kg). (Demirbas & Demirbas 2011, 166.) Biodieselin valmistusprosessi
on raakadljyn jalostusta yksinkertaisempaa, ja sitd on valmistettu jo liki sata
vuotta (Demirbas & Demirbas 2007, Campbellin 2008, 3 mukaan). Valmistus
perustuu transesterifikaatioksi kutsuttuun reaktioon, missa rasvahapot pilkotaan
irti asyylilipidien glyserolirungosta ja metyloidaan metyyliestereiksi eli
biodieseliksi. Prosessissa syntyy sivutuotteena myos biodieselissé
hyodyntdmiskelvotonta glyserolia (Demirbas & Demirbas 2011, 166).

Biodieselid valmistetaan lipideistd. Bioetanolia sen sijaan saadaan levien
hiilihydraattipitoisista soluseinista (selluloosa) ja tarkkelyksestd, jolloin tarkeaa
onkin levén korkea hiilihydraattipitoisuus. Bioetanolinvalmistukselle suotuisat
levalajit, esimerkiksi Euglena gracilis, eivat vélttdmatta ole samoja, joista
biodieselid on kannattavaa valmistaa. Biodiesel ja -etanoli eivét silti ole toisiaan
poissulkevia, vaan samasta levdmassasta voidaan ensin poistaa 6ljy ja etanoli
valmistaa jaljelle jadneestd massasta, jota tavallisen etanolin tapaan fermentoidaan
hiivan avulla. Joidenkin lahteiden mukaan levésté saatavasta hiilihydraatti- ja
proteiinipitoisesta biomassasta ei ole kannattavaa valmistaa etanolia. (Oilgae
2013.) Etanolin energiasisélté on 29,3 MJ/Kg (Wikipedia 2013a).

Toinen alkoholipohjainen uusiutuva polttoaine on biobutanoli, jota voidaan niin
ikaan valmistaa biomassasta kdymisteitse. Butanoli on etanolia raskaampi yhdiste

ja se sisaltdd noin 30 % enemman energiaa kuin etanoli, siis suurin piirtein saman
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verran kuin raaka6ljy. Biobutanolin kaytto ei ole taysin vailla teknisia ongelmia,
mutta siitd kaavaillaan yhté vaihtoehtoa korvaamaan fossiilisia polttoaineita

liikenteessa. (Tirronen 2008)

Vield yksi tapa hyddyntaa levdmassaa on biokaasu. Levan on havaittu olevan
tehokas alusta bioperédisen metaanin tuotannossa joko sellaisenaan tai yhdistettyné
muuhun biojatteeseen (Arnold ym. 2011, 73). Levabiomassan kdyttamiseen muun
madatteen tukiaineena kannustaa levan méadatyksen kannalta huono hiilen ja typen
valinen suhde seka vastustuskyky biohajoamiselle, miké voisi ajaa
maéadatyslampaotilan nostamiseen (Yen & Brune 2005, 130; Golueke 1957, Wileyn
ym. 2011, 332 mukaan). Madattamalla syntyvé biokaasu on tyypillisesti 55-70 %
metaania lopun ollessa hiilidioksidia (Svenskt Gastekniskt Center 2012, 5).
Syntynytta hiilidioksidia voisi olla mahdollista kierréttaa levien
uudelleenkaytettavaksi (Wiley ym. 2011, 328).

Biokaasun ja biodieselin tuotanto voidaan yhdistdad méadattamalla biomassa
lipidien eristyksen jalkeen. Koska pelkk& médatys on kokonaisuudessaan
robustisempi prosessi ja vaatii siten vahemman vaiheita ja energiaa, on yhdistettya
biodieselin ja -kaasuntuotantoa samasta massasta syyta harkita lipidipitoisuuden
perusteella. On esitetty, ettd vasta kun lipidien maara on vahintaan 40 %,
yhdistelméatuotanto alkaisi muuttua kannattavaksi. (Sialve, Bernet & Bernard
2009, 414-415.)
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4 MIKROLEVAN HYODYNTAMINEN JATEVEDENPUHDISTUKSESSA

Jatevesien ravinteelliset ominaisuudet vaihtelevat sen mukaan, millaisista
prosesseista vesi on syntynyt. Jatevesissa rajoittaviksi tekijoiksi saattaa
yleisimmin osoittautua hiilen ja typen mééara seka valo (de la Note, Laliberté &
Proulx 1992, Borowitzka 1998; Larsdotterin 2006, 32 mukaan). Mikrolevien kyky
hyddyntéé erilaisia ravinteita on kuitenkin monipuolinen ja nopea (Mata ym.
2010, 219). Nopeuteen hyddyntéa ravinteita vaikuttaa kunkin ravinteen
pitoisuuserot solun ulko- ja sisapuolella seké kalvon lapdisynopeus (Larsdotter
2006, 32).

Jateveden ja mikrolevien hydtysuhde on kaksisuuntainen. Yhtaélté levien avulla
jatevedesta voidaan poistaa rehevoittavia tekijoitad, kuten typpea ja fosforia,
toisaalta jatevesi tarjoaa mikrolevélle suotuisan kasvuympaériston, jolloin tarve
lannoitteiden kaytolle levéviljelyssé vahenee. Lannoitteiden kayton
kasvatusalustojen valmistuksessa on véitetty aiheuttavan puolet levaviljelyn
kasvihuonekaasupaastoisté ja energiankulutuksesta (Clarens ym. 2010, Wileyn
ym. 2011, 329 mukaan). Toisaalta heterotrofisissa kasvatuksissa on saatu useissa
tapauksissa parempia kasvutuloksia kuin fototrofisessa kasvussa (Chen, Yeh,
Aisyah, Lee & Chang 2011, 75).

4.1 Jatevedenpuhdistuksen lainsaadantdé Suomessa

Jatevesien puhdistaminen perustuu Suomessa ymparistolakiin ja vesihuoltolakiin
(Ymparistonsuojelulaki 86/2000, 11 §, 16 §; Vesihuoltolaki 119/2001, 6 8).
Puhdistamisvelvoitteella pyritddn estdméan vesistdjen rehevdityminen tai
saastuminen; fosforin tiedetddn vapaana rehevoittdvan vesistod, kun typpi taas voi
aiheuttaa ilmanlaadun heikkenemista (Chen ym. 2012, 128). Lainsdadanndssé
esitetddn puhdistustarve erikseen taajama- ja haja-asutusalueille. Taajama-alueilla
tarkoitetaan tassa kunnalliseen viemariverkostoon yhdistettya infrastruktuuria,
joissa kasittely tapahtuu jatevedenpuhdistamoilla. Tarkemmat
puhdistusvaatimukset on eritelty valtioneuvoston asetuksilla 888/2006

yhdyskuntajatevesille ja 209/2011 haja-asutusalueiden jatevesille.
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Taulukossa 1 on esitelty valtioneuvoston asetus 888/2006:n mukaiset
yhdyskuntajatevesien puhdistusvaatimukset. Taulukossa ilmoitetut
minimipitoisuus ja vahimmadispoistoteho ovat vaihtoehtoisia - niista voidaan
soveltaa kerrallaan joko toista tai molempia. Ravinteista fosforin poisto on
pakollista, kun taas typenpuhdistuksen osalta todetaan, etti sitd “on poistettava
silloin, kun typpikuorman vidhentdmiselld voidaan parantaa vesien tilaa”
(Valtioneuvoston asetus yhdyskuntajatevesistad 888/2006, 4 8). Rehevyytta
arvioidaankin ensisijaisesti fosforin avulla, sillé typped ei sellaisenaan mielleta
hyvéksi rehevyysindikaattoriksi (Hameen ELY 2012). Taulukossa kéytetty termi
AVL viittaa asukasvastinelukuun, jolla tarkoitetaan 70 gramman suuruista
biologista hapenkulutusta seitsemassé vuorokaudessa (O, BHK?)
(Valtioneuvoston asetus yhdyskuntajatevesista 888/2006, 2 8). Sen avulla
hahmotetaan vedenpuhdistuslaitoksen puhdistuskapasiteettia.

TAULUKKO 1. Yhdyskuntajatevesien puhdistusvaatimukset (valtioneuvoston
asetus yhdyskuntajatevesista 888/2006). Puhdistuksessa voidaan soveltaa joko

vaadittua minimipitoisuutta, prosentuaalista poistotehoa tai molempia.

Muuttuja Minimipitoisuus (mg/l) Poistoteho vahintaan (%)

Biologinen 30 70
hapenkulutus BHK;

Kemiallinen 125 75
hapenkulutus KHK

Kokonaisfosfori 3 (AVL < 2000) 80
2 (AVL 2000 - 10000)

1 (AVL > 100 000)

Kokonaistyppi 15 (AVL 10 000 - 100 000) 70
10 (AVL > 100 000)

Kiintoaine 35 90

Haja-asutusalueiden puhdistuksessa sovelletaan pienempié puhdistusvaatimuksia.

Valtioneuvoston asetuksessa talousjatevesien kasittelysté viemariverkostojen
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ulkopuolisilla alueilla (209/2011) kasittelyvaatimukset kohdistetaan
kokonaisfosforiin, kokonaistyppeen ja biologiseen hapenkulutukseen. Asetus
maarittdd yhden asukkaan aiheuttamat keskimaaraiset kuormitusluvut
yllamainituille (2 8) sekd edellyttdd kuormituksen vahentamista tietyilla
prosentuaalisilla osuuksilla (3-4 8). N&ma on eritelty tarkemmin taulukossa 2.
Kunnilla on myds mahdollisuus ankarampiin puhdistusvaatimuksiin
ymparistonsuojeluméarayksiensa nojalla silloin, kun katsotaan ravinteiden voivan

aiheuttaa erityisté haittaa.

TAULUKKO 2. Viemadriverkon ulkopuolisten alueiden puhdistusvaatimukset
talousjatevesille (Valtioneuvoston asetus talousjatevesien kasittelysta

viemariverkostojen ulkopuolisilla alueilla 209/2011)

Muuttuja (mg/l) Kuormitusluku Poistoteho (%) Pilaantumisherkén
henke& kohden alueen vahimmais-
(g/vrk) poistoteho (%)

BHK; 50 -80 -90

Kokonaistyppi 14 -30 -40

Kokonaisfosfori 2,2 -70 -85

4.2 Jatevedenpuhdistus Suomessa

Jatevettd puhdistetaan monivaiheisella prosessilla. Sen toteutustavat voivat erota
toisistaan — kaytannossa vaatimuksena olisi kuitenkin lainsdadanndollisen
puhdistustarpeen toteuttaminen. Yleisesti ottaen jateveden eloperdinen aines ja
typpiyhdisteet hajotetaan biologisesti, fosfori kemiallisesti — sekd typpi- etta
fosforiyhdisteet on kuitenkin mahdollista hajottaa biologisesti. (Suomen

ympéristokeskus 2011a.)
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Ensimmaisissa vaiheissa jatevedestd erotetaan suurikokoisemmat kappaleet seka
selkeyttamaéll& hiekka ja rasva. T&sté jatevesi siirtyy ilmastusaltaaseen, jossa
eloperéinen aines hajoaa vedeksi ja hiilidioksidiksi. Hajotus on biologista ja
perustuu altaassa joko vapaana tai kantoainekappaleisiin Kiinnittyneena olevaan
mikrobikantaan eli ns. aktiivilietteeseen. Prosessin lopussa on vield jalkiselkeytys.
Tyypillisté jatevesiprosesseille on jateveden uudelleen kierrdttdminen
puhdistusprosessin lapi, jolloin saavutetaan parempia puhdistustuloksia. (Suomen

ymparistokeskus 2011a.)

Typped poistetaan biologisesti, ja se tapahtuu yleensa erillisissa
typenpoistolaitoksissa. Prosessi voidaan toteuttaa eri tavoin, mutta
perusperiaatteena on hyddyntaa hapellisissa oloissa ammoniakkia nitraatiksi
hapettavien nitrifikaatiobakteereiden seka hapettomissa oloissa nitraatin
typpikaasuksi pelkistavien denitrifikaatiobakteereiden toiminnan vuorottelua.
Naissé prosesseissa hiilidioksidi laskee altaan pH:ta, mitd kompensoidaan kalkin
avulla. Jos nitrifikaatio tehda&n ennen denitrifikaatiota, tarvitaan
denitrifikaatiobakteereille ylimaéaraista orgaanista ainetta hiilen lahteeksi.
Nitrifikaatio voidaankin suorittaa pelkistdvan prosessin jélkeen ja siind saatu
nitraatti syottaa takaisin denitrifikaatiobakteereiden kaytettavaksi. N&aiden altaiden
perédssa on vield selkeytysallas, josta kasiteltavaa jatevettd johdetaan takaisin

alkuun. (Suomen ymparistokeskus 2011b.)

Strippaamalla voidaan poistaa erityisesti ammoniakkipitoisesta jatevedesté
ammoniakki pois ilmastamalla. Stripattu ammoniakki voidaan yhdist&a
fosforihappoon, jolloin syntyy lannoitekelpoista ammoniumfosfaattia. (Suomen

ymparistokeskus 2011b.)

Fosforinpoisto on yleensd kemiallista ja voidaan toteuttaa eri vaiheissa
puhdistusprosessia. Fosforia poistetaan saosaineella, joka koostuu raudasta ja
sulfaatista tai kloridista. Poistotavasta riippumatta paésaantoisesti ensin saosaine
sekoitetaan nopeasti jateveteen, seosta hdmmennetdan hitaammin ja lopuksi
selkeytetdan, jolloin saostuma joko laskeutetaan tai nostetaan pinnalle.
Saostuskemikaalien toiminta riippuu veden pH:sta, joten pH:ta saadellaan
annostelemalla jateveteen rikkihappoa tai kalkkia, tarpeen mukaan. Saosaine- ja
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hammennyslaitteisto sijoitetaan joko ennen biologista hajotusta tai sen jalkeen.
Suomessa on yleisesti kdytossa rinnakkaissaostus, jossa saosaineen sekoittuminen
tapahtuu ilmastusaltaassa aktiivilietteen biohajottamisen yhteydessa. (Suomen

ymparistokeskus 2011c.)

Myos biologisia toteutuksia fosforinpoistoon on olemassa. Tdmé prosessi
perustuu mikrobeihin, joita pidetédan vuoroin hapettomissa, vuoroin hapellisissa
olosuhteissa ja jotka tdman yhteydessa sitovat fosfaattia soluunsa. Tdma voidaan
kaytannodssa toteuttaa lisaamaélla ennen ilmastusallasta anaerobinen kammio, jossa
anaerobiset reaktiot tapahtuvat; hapelliset reaktiot tapahtuvat normaaliin tapaan
ilmastusaltaassa. Ongelma kuitenkin on prosessia kiertava palautusliete;
jatevedessa olevan nitraatin on havaittu inhiboivan fosforin biologista sitomista,
mité varten tarvitaan erillinen denitrifikaatio. Nitraattia siis ei biologisilla
fosforin- ja typenpoistolaitoksilla saisi padtya anaerobiseen osastoon, joten on
ohjattava jarjestelmaa niin, ettd nitraattipitoinen aines johdetaan denitrifioitavaksi

ennen anaerobista kasittelya. (Suomen ymparistokeskus 2011d.)

Yli 50 asukkaan jatevesia kasittelevid puhdistamoita on Suomessa 540.
Keskimé&arin ne poistavat jatevedestd 97 % orgaanisesta aineesta, 96 % fosforista
ja 56 % typestd. Naista erityisesti typenpoistoa pidetaan talla hetkell&

haasteellisena. (Suomen ymparistdkeskus 2011a.)
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5 MIKROLEVAN KASVATUSKOKEET

Selenastrum-mikrolevaa kasvatettiin kahdessa eri jatejakeessa, ja naiden rinnalla
tehtiin kontrollikasvatus. Ennen varsinaista bioreaktorikasvatusta oli kaksi
esikasvatusvaihetta, joiden tarkoituksena oli sopeuttaa leva bioreaktorin
kasvatusympéristoon. Esikasvatusvaiheissa tuotettiin noin viisi litraa
levékasvatetta, joka siirrostettiin bioreaktoriin. Niissa kasvatuksia jatkettiin

kunnes biomassan kasvun todettiin joko pysahtyneen tai hidastuneen riittavasti.

5.1 Selenastrum-mikroleva

Selenastrum on makean veden yksisoluinen levasuku, joka kykenee sietdmaan
pieni& suolapitoisuuksia (Goswami ym. 2012, 506). Se kuuluu Selenastraceae-
heimoon, ja solut ovat tyypillisesti suoria tai kdyria sirppeja, jotka suippenevat
paitaan kohti (Fawley, Dean, Dimmer & Fawley 2005, 142). Liuoksessa levasolut
voivat takertua toisiinsa ja nayttaa harsomaisilta vyyhdeilta. Selenastrum-
mikrolevan on havaittu tuottavan korkeita lipidipitoisuuksia ja se pystyy
hyodyntdmaéan hiilta seka hiilidioksidi- ettd bikarbonaattimuodossa (Goswami ym.
2012, 500-501). Sitd on myos kéytetty biomonitoroinnissa toksisten aineiden
tunnistajana (Connecticut College 2013). Selenastrum-suvun mikrolevisté on
lajitasolla vain v&han tietoa.

Tassa tutkimuksessa kaytetty Selenastrum-suvun leva on eristetty Iso-
Ruuhijérvesté toukokuussa 2008 (Tikka 2011, 10). Kaytetty Selenastrum sp. on
madritelty ainoastaan sukutasolla eik& tarkasta lajista ole tietoa. Selenastrum-
mikrolevén on havaittu kykenevan seka heterotrofiaan ettd mahdollisesti
miksotrofiaan (Tikka 2011, 41).

5.2 Tutkimuksessa kaytetyt jatejakeet

Selenastrum-levaa kasvatettiin kahdessa eri jatejakeessa, jotka valittiin aiemmin
tehtyjen tutkimusten perusteella (Valkonen 2013). Toinen jatejakeista on
yhdyskuntajétteesta puristettua nestetta ja perdisin Kujalan kompostista (mydéh.

Kujala). Toinen jatejakeista oli rejektivetta sianlannan ja teollisen biojatteen
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méadatetysta lietteestd Biovakka oy:n biokaasulaitokselta. Rejektivedesta
kiinnostuttiin alun perin sen korkean ravinnepitoisuuden vuoksi (Kautto 2011,
13), mutta aiemmin levéa ei saatu kasvamaan rejektivedessa siitd huolimatta, etta
sen ravinneprofiili on samankaltainen yllakuvatun puristeveden kanssa (Valkonen
2013)

Molemmat jatejakeet olivat alun perin lietemaisi, ja niisté oli erotettu neste
sentrifugoimalla ja suodattamalla saatu supernatantti lasikuitusuodattimen lapi.
Taman jalkeen ne oli steriloitu autoklavoimalla (121 °C, 1 bar, 40 min). Ennen
levakasvatuksia jatevedet on séilotty pimedssa 5 °C:n lampdotilassa. Koska valitut
jatejakeet olivat sellaisenaan liian konsentroituneita levien kaytettavaksi
(\Valkonen 2013), ne laimennettiin 2,5 %:seksi (taulukko 3).

5.3 Kasvatusliuokset

Esikasvatuksissa kaytettiin kahta ravinnealustaa — EG ja COMBO (Kilham ym.
1998, 147-148; Culture collection of algae and protozoa 2013). Ravinnealustat
valmistettiin reseptien mukaisesti pienin muutoksin. Jatejakeet liséttiin
kasvatusliuoksiin, jotka autoklavoitiin 121 °C:ssa yhden barin ylipaineessa ja
kylmaséilottiin 5 °C:ssa.

COMBO oli paaasiallinen kaytetty ravinnealusta. EG:ta kéytettiin ainoastaan
rejektivesikasvatuksen ensimmaisessa esikasvatusvaiheessa aikataulullisista
syistd, silla EG-alustan oli projektissa havaittu kasvattavan levdmassaa

nopeammin.

Varsinaisissa kokeissa Kujala-jatevesikasvatuksessa kaytettiin kasvatusalustana
vesijohtoveteen laimennettua jatevettd. Rejektivedestd on aiemmin projektissa
havaittu puuttuvan joitakin hivenaineita verrattuna puristeveteen, mika on
ehkaissyt levankasvua. Taman vuoksi rejektiveteen lisattiin epdorgaanisia
yhdisteita COMBO-kasvatusliuoksen ohjeen mukaisesti siten, ettd COMBO:n
reseptid (COMBOR) noudatettiin muutoin, mutta typped ja fosforia siséltavat
ainesosat natriumnitraatti (NaNO3) ja dikaliumfosfaatti (K,HPQO,) jatettiin pois.
Talléin molemmissa tapauksissa typen ja fosforin ldhde oli jatevesi.
Kontrollikasvatuksessa kaytettiin COMBO-ravinnealustaa (COMBOk)
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alkuperdisreseptisté poiketen siten, ettd typpi- ja fosforipitoisuudet olisivat yhta
suuret kuin Kujala-kasvatuksessa. Orgaaniseksi hiilen l&hteeksi kontrollissa

lisattiin glukoosia pitoisuudella 5 g/l.

5.4 Esikasvatus

Esikasvatuksessa kaytettiin steriilejé, kertakéyttoisia muovipulloja ja 5 litran
Erlenmeyer-pulloja. Erlenmeyerit konepestiin, niiden suut peitettiin
alumiinifoliolla ja ne steriloitiin 160 °C:ssa kaksi tuntia (Rao 2008; General
bacteriology 2013). Muovipulloissa tehdyt esikasvatukset pidettiin lampdétila- ja
valoséédellyssé Sanyo MLR 350 -mallisessa kasvatuskaapissa, jossa pulloja
ajoittain ravisteltiin. Erlenmeyereissa tehdyt esikasvatukset pidettiin
huoneenlammaossé tasoravistelijassa, jota valaistiin lahietéisyydelta
loisteputkilampuin. pH asetettiin noin 7:aan suolahapon avulla (0,1 M).
Rejektiveden esikasvatuksessa liséttiin pH:n puskuriliuokseksi
natriumbikarbonaattia (0,02 M), tarkkailtiin pH:ta ja s&adettiin suolahapon (0,1

M) avulla liuoksen pH noin 7:&an, sen noustua yli 8:n.

Kunkin esikasvatuksen vaiheet on koottu taulukkoon 3.
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TAULUKKO 3. Esikasvatuksien koekohtainen kuvaus ja kokeen k&ynnistdminen.

Kujala

Rejekti

Kontrolli

Jatevesi + COMBO
(1:40) 200 ml:n
steriileihin

muovipulloihin

Jatevesi + EG (1:99) 200
ml:n steriileihin

muovipulloihin

COMBOKk 200 ml:n
steriileihin

muovipulloihin

Seuraavana péivana 20 ml levan siirrostus ylla mainittuihin pulloihin

N. 7 paivaa esikasvatusta

Jatevesi + COMBO +
leva 600 ml:n
steriileihin

muovipulloihin

Jatevesi + COMBO +
leva + HCI-NaHCO;
kahteen steriiliin 5 I:n

Erlenmeyer-pulloon

COMBOk + leva kahteen
steriiliin 5 I:n

Erlenmeyer-pulloon

Esikasvatus
kasvatuskaapissa

(siirrosteen maara n. 5

1)

Esikasvatus tasoravistelijassa (siirrosteen maéra n. 5

1)

Reaktorikasvatuksen
kaynnistys: hanavesi
76 |, jatevesi (2,5 %
loppupitoisuus) +

levasiirroste reaktoriin

Reaktorikasvatuksen
kaynnistys: hanavesi 76
I, jatevesi (2,5 %
loppupitoisuus) +
COMBOkg+ levasiirroste

reaktoriin

Reaktorikasvatuksen
kaynnistys: hanavesi 76
I, COMBOk + glukoosi 5
g/l (loppupit.) +
levasiirroste reaktoriin

5.5 Kasvatus fotobhioreaktorissa

Reaktorikasvatuksissa kdytettiin 100-litraista laattafotobioreaktoria, joka on

esitetty kayttovalmiudessa kuviossa 2. Reaktorin materiaaleja on kuvannut

opinnaytetydssaan tarkemmin Vuontisjérvi (2012, 23-24). Reaktorin kuvauksen

mukaan sen seindmat ovat polymetyylimetakrylaattia (pleksimuovi), se on tuettu
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metallisella tukirakenteella ja siihen on kiinnitetty molemmin puolin
loisteputkilamppukehikot. Reaktorissa on tiivistetty, ruuveilla Kiristettavé kansi,

johon on porattu Kierrereiat tarvikkeiden lapivienneiksi.

Hiilidioksidinsyottd saadettiin KM 3000 -multiparametrilaitteella. Reaktoriin
liitetty SCHOTT:n pH-elektrodi lahetti laitteelle dataa, jonka perusteella pH:n
kasvettua yli méaritetyn raja-arvon 7,4 laite syotti automatisoidusti reaktoriin
hiilidioksidia, kunnes pH oli laskenut raja-arvon alle. pH:n ohella kokeista
tallennettiin dataa lampétilasta ja valaistuksesta. La&mpdtilaa seuraamalla saatiin

tietdd, pysyyko reaktorin sisdinen lampatila halutulla 1ampétil-alueella 20-30 °C.

Reaktoria valaistiin pitkulaisilla loisteputkivalaisimilla (8 x 36 W) molemmilta
pitkittaissivuiltaan. Reaktoriin kiinnitettiin anturi, joka mittasi fotosynteettisesti
aktiivisen séteilyn lapaisevyytta. Taté lapaisevan sateilyn maaraa seurattiin pH:n

tapaan KM 3000 -multiparametrilaitteella.

Projektin aiemmissa kasvatuksissa oli havaittu, etta Selenastrum saattaa kerdéntya
reaktorin seiniin niissa kohdin, joissa virtaus ei ole riittdvad. Taman estamiseksi
reaktoriin annosteltiin kantoainekappaleita. Kantoainekappaleiden alkuperdinen
tarkoitus on toimia kalankasvatusaltaita puhdistavan biofilmin liikkuvana alustana
(Clewer 2013). Tassa yhteydessé niita kaytettiin estdimaan levan kiinnittymista

reaktorin seinamiin.
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KUVIO 2. Tutkimuksessa kaytetty suljettu laattafotobioreaktori

kayttdvalmiudessa. Merkkien selitykset: A: ilmastusletkut, B: naytteenottoputki,
C: poistoilmaletku, D: pH-lampétila-anturi, E: hiilidioksidinsyo6tto, F: poistoputki,

G: valaistusmittari.

Jokaisen kasvatuksen jalkeen reaktori komponentteineen puhdistettiin
huolellisesti. Reaktorin pesussa kéytettiin BioVasan valmistamaa BioClean-
puhdistusainetta, joka ei sisalla reaktorin seinamamateriaalille haitallisia
alkoholeja (BioVasa 2013; Muovimuotoilu 2013). Komponentit, kuten putket ja
letkut, pestiin niin ikdan BioCleanilla; suodattimet ja huokoskivi autoklavoitiin

(121 °C, 1 bar). Kantoainekappaleet puolestaan sailottiin kloriittiliuoksessa.
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5.6 Naytteenotto ja analyysit

Kustakin kasvatuksesta otettiin ndytteita niin, ett naytteenottokertojen valilla oli
korkeintaan 3 vuorokautta. Ensimmainen ndyte otettiin aina kokeen kéynnistyttya
ja viimeinen levabiomassan talteenoton yhteydessa. Paasaantoisesti kutakin

naytetta kasiteltiin neljalla eri tavalla.

1) kuivapaino lasikuitusuodattimille vakuumilaitteiston avulla
2) sentrifugointi, josta
a. biomassan talteenotto ja syvajaadytys -80 °C:seen
b. fuugatun supernatantin suodatus ja saadun liuoksen analysointi
seurattavien ravinteiden osalta
3) kestavainti Lugolin liuoksella

4) solumaéarélaskenta virtaussytometrilla kestavoidysta naytteesta
Kuivapaino

Kuivapainon maérittdmiseksi hyddynnettiin imulaitteistoa ja Whatmanin GF/C-
suodattimia (halkaisija 47 mm, huokoskoko 2 um). Suodattimet kuivattiin
pitdmalla niitd 105 °C:ssa yon yli ennen suodatusta. Suodatusvaiheessa kunkin
paivan naytettd uutettiin kolmelle suodattimelle, jotka edelleen kuivattiin
yllamainitussa lampatilassa yon yli. Suodatettu méaré vaihteli kasvatuksen
etenemisen mukaan siten, ettd maaré oli korkeintaan 50 ml / suodatin (kasvatusten
alkuvaiheissa) ja vahintaan 5 ml / suodatin. Kuivauksen jalkeen punnittiin
kuivapainot (kaava 1). Naytteestd saatujen kuivapainojen perusteella laskettiin
suodatettuun annokseen suhteutettuna levén konsentraatio reaktorissa (kaava 2).
Kunkin naytteenottokerran naytteiden konsentraatioista laskettiin keskiarvo, jonka

perusteella koekohtaiset biomassan kasvukayrat laadittiin.
Kaava 1. Yksittaisen ndytteen kuivapainon laskukaava
Skp = SSX_SX

Skp = Selenastrum-néytteen kuivapaino,
Ssyx = Suodattimen ja néytteen yhteenlaskettu kuivapaino
Sx = suodattimen kuivapaino
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Kaava 2. Yksittaisen naytteen levakonsentraatio

Sc = néytteen konsentraatio (g/l)
f = GF/C-suodattimen |&pi suodatettu ndytemaara (ml)

Sentrifugointi

Biomassan talteen kerddmiseksi naytteet sentrifugoitiin kaksi tai kolme kertaa
biomassan maarasté riippuen. Sentrifugoitu ndyte kerattiin 50 ml:n tuubiin, jossa
biomassa pakastettiin (-80 °C). Tavoite oli saada kustakin nédytteesté

mark&painona véhintdédn gramma biomassaa.

Supernatanttia otettiin talteen 50-100 ml ravinneanalyyseja varten. Liuos
suodatettiin viela Whatman GF/C-suodattimilla (halkaisija 47 mm, huokoskoko 2
pm) imulaitteiston lapi mahdollisten jéljellejaaneiden kiintoainekappaleiden
erottelemiseksi. Suodatettu nayte kerattiin pulloon ja pakastettiin (-18 °C)

ravinteiden mittaamiseen asti.

Reaktorikasvatuksen paatyttya biomassa kerattiin kaksifaasisentrifugilla Evodos

type 10. Tata biomassaa ei kdytetty tdmén opinnaytetyon yhteydessa.
Kestavointi ja solumaaralaskenta

Néytteet kestavoitiin Lugolin liuoksella siten, ettd kutakin naytetta pipetoitiin 1 ml
Eppendorf-putkeen, johon annosteltiin 20 pl Lugolin liuosta. Tarkoituksena oli
mahdollistaa kunkin ndytteen solumaéran selvitys ja tarvittaessa tarkempi
tarkastelu mikroskoopilla.

Kestavoidyista naytteistd tehtiin solumaaralaskenta virtaussytometri Partec
Cyflow® 8:n avulla. Tata varten ndytteet kasiteltiin tekemalla 1:50-liuos tislatusta
vedestd ja NaS,0,-liuoksesta, jolla Lugolin liuoksen véri saatiin poistettua
naytteestd. Sytometrin avulla ndytteisté saatiin solumaarat millilitraa kohden.
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Ravinnepitoisuuksien mittaus

Biomassan kasvun ohella oli oleellista seurata ravinteiden kulumista reaktorista.
Nain saatiin selville levén kuluttamien ravinteiden méaaré seka tdhén kulunut aika.
Tata tietoa voidaan edelleen suhteuttaa biomassan kasvuun ja siind tapahtuneisiin
muutoksiin. Seurattavat tekijat olivat kokonaistyppi, ammonium, nitraatti,
kokonaisfosfori, fosfaatti ja kemiallinen hapenkulutus. Kokonaistypella
tarkoitetaan naytteessé olevan orgaanisen typen sekd ammoniakki- (NH3-N),
nitraatti- (NO3-N) ja nitriittitypen (NO,-N) maaraa (ASA Analytics 2013), ja
kokonaisfosforilla tarkoitetaan orgaanisten ja epdorgaanisten fosfaattiyhdisteiden
madrad (United States Environmental Protection Agency 2013).

Ravinnenayttteet analysoitiin sentrifugoidusta supernatantista Hach Lange DR
2800 -spektrofotometrilla laitteelle soveltuvien ravinnetestikittien avulla.
Ravinnenaytteit4 otettiin edustavasti kasvatuksista siten, etté naytteita olisi
kasvatusta kohden véhintaan viisi, ja ettd seka aloitus- etté lopetuspaivan

naytteista olisi mitattu ravinnepitoisuudet.
Spesifinen kasvunopeus

Solumaéraisista kasvutuloksista laskettiin myds spesifinen kasvunopeus (specific
growth rate). Spesifinen kasvunopeus asetetaan eksponentiaalisen kasvun
vaiheeseen, joka tassé tydssa on etsitty kuvaajien kasvukayran jyrkimman,
suoranmuotoisen kasvunopeuden kohdasta. Kasvunopeus saadaan laskettua
kaavalla 3, missé eksponentiaalisen kasvun vaiheesta otettujen kahden naytteen
solumaarien osamaaran luonnollinen logaritmi jaetaan ndytteenottopdivien

ajallisella erotuksella (Goswami ym. 2012, 503).

Kaava 3. Spesifisen kasvunopeuden laskukaava (Goswami ym. 2012, 503,

sovellus kirjoittajan)
1= In (NJ/Ng) / AT

M = spesifinen kasvunopeus

N; = solumaéara kasvatuksen péaattdmisvuorokauden kohdalla
No = soluméara kasvatuksen aloitusvuorokauden kohdalla
AT = kasvatukseen kiytetty aika vuorokausina.
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6 TULOKSET

Kasvatusten kuivapainoja (g/l) (kuvio 3) ja solumé&éria (solua / ml) (kuvio 4)
ilmaisevat kuvaajat eivat ole taysin yhtenevat. Biomassan kasvu on lineaarista
kasvatusten aikana mutta solumé&drien kasvu noudattaa selvemmin
mikrobipopulaation kasvukayraé, ja eksponentiaalisen kasvun vaihe ja
station&arivaihe erottuvat. Kasvatusvuorokauden 20 kohdalla seké rejekti- etta
kontrollikasvatuksen solumaarien kasvu hidastuu selkeésti mutta vastaavaa

ilmiota ei havaita biomassan kasvusta.

Kuivapaino g/l
Cujvap g/

2.5
2.0 /. _
"[ == Kujala
1.5 / == Kontrolli
/ Rejekti
1.0 ,’
_af
v
0.5 \./.\/
O-O |‘ T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 Kasvatusaika vrk

KUVIO 3. Reaktorikasvatusten kuivapainon kasvu (g/l) kasvatusajan funktiona
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100

== Kujala
== Kontrolli
Rejekti

Solumé&ira / ml x 108
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KUVIO 4. Reaktorikasvatusten solumadrien kasvu kasvatusajan funktiona
logaritmisella asteikolla. Y-akselilla on kuvattu solumé&é&rat miljoonina millilitraa
kohden.

Biomassan kasvu

Kujala-kasvatuksen kokonaispituus oli 17 vuorokautta. Siita saatu
kokonaisbiomassa oli 1,2 g/l ja keskimé&aréinen kasvunopeus 67,1 mg/l/vrk.
Virtaussytometrilla saatu lopullinen solumaéra oli 4,82 x 10’ solua / ml ja
spesifinen kasvunopeus 0,28 (taulukko 4). Spesifinen kasvunopeus oli mitattu
aikavéliltd 5-10 vrk (LITE 1; taulukko 2).

Rejektivesikasvatuksen kokonaiskesto oli 37 vuorokautta. Biomassan lopulliseksi
pitoisuudeksi saatiin 2,7 g/l ja keskimaaréinen vuorokausikasvu oli 71,8 mg/l/vrk.
Virtaussytometrin avulla saatu lopullinen solumaara oli 9,96 x 107 solua / ml.
Spesifinen kasvunopeus oli 0,19 (taulukko 4), ja se laskettiin aikavaliltd 2-9 vrk
(LITE 1, taulukko 5).

Kontrollikasvatuksen lopulliseksi biomassaksi saatiin 2,1 g/l keskimé&éaraisen

kasvunopeuden ollessa 57,3 mg/l. Virtaussytometrilla saatu lopullinen solumaaré
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oli 7,05 x 10" solua/ml. Spesifiseksi kasvunopeudeksi saatiin 0,26 laskettuna
valilta 14-20 vrk (taulukko 4; LIITE 1; taulukko 8). Kontrollikasvatuksen tulokset

mukailevat rejektiveden tuloksia biomassan osalta. Solumaaraisen kasvunopeuden

perusteella kasvu on kuitenkin ollut nopeampaa kuin jatevesikasvatuksissa.

Ensimmaisen viikon aikana kasvua ei ole tapahtunut merkittavéasti (kuvio 7).

TAULUKKO 4. Kasvatuskokeiden kasvunopeudet, kokonaissaannot

kuivapainoina ja soluméaéariné seké spesifiset kasvunopeudet. Kuivapainot on

madritetty koko kasvatusten ajalta, spesifiset kasvunopeudet on laskettu

eksponentiaalisen kasvun vaiheesta. (LIITE 1; taulukot 2, 5, 8)

Kasvunopeus, | Kokonaissaanto, | Spesifinen Kokonaissaanto
kuivapaino kuivapaino (g/l) | kasvunopeus (solumaara x10° /
(9/livrk) (vrk) ml)

Kujala 0,067 1,2 0,28 48,1

Rejekti | 0,072 2,7 0,19 99,6

Kontrolli | 0,074 2,1 0,26 70,5

Ravinteiden sitoutuminen biomassaan / vahenema kasvatusalustasta

Koekohtaisissa kuvaajissa (kuviot 5, 6 ja 7), esitetddn biomassan kasvu (g/l) ja

ravinteiden kulutus (mg/l). Kuvioissa 5, 6 ja 7 on arvot kokonaistypestd,

nitraatista ja ammoniumista sek& kokonaisfosforista ja fosfaatista. Kemiallisen

hapenkulutuksen arvot on kerrottu tulosten yhteydessa.

Kasvatuksen aikana Kujalan jateveden fosfaattipitoisuus vaheni 18,5 mg/l:sta 5,0

mg/l:aan, eli yhteensa 73 % alkuperdisestd maarasta (kuvio 5) . Kokonaisfosforin

vahenemad oli 70 %, siis 22,8 mg/l:sta pitoisuuteen 6,9 mg/l. Ammoniumpitoisuus

vaheni liki 100 %, eli alkuperdisesta pitoisuudesta 45,7 mg/l pitoisuuteen 0,11

mg/l. Nitraattipitoisuus muuttui 59 % pienemmaksi, joskin sen alkuperéinen

pitoisuus oli vain 3,3 mg/l. Loppupitoisuus oli 1,4 mg/l. On siis todennakoista,

ettd leva on kéayttanyt padasiallisena typenlahteend&n ammoniumia.
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Kasvatusliuoksessa on todennékdisesti ollut typped my0ds orgaanisessa muodossa,
silla kokonaistypen madré on ollut noin kaksinkertainen verrattuna ammonium- ja
nitraattitypen maaraan yhteensd. Kemiallinen hapenkulutus vaheni 80 % (2180
mg/l — 444 mg /1).

Ravinnepitoisuudet mg/I

100 1.4 A .
\ mmonium
90 == Kokonaistyppi
- 1.2
80 \ / == Fosfaatti
\ / 10 —®—Kokonaisfosfori
70 :
Nitraatti
60
\ \/ - 0.8 —e=—Kujala
50
AN - 06 _
[-1]
o
30 - 0.4 'g
S
20 < 2
- 02 ¥
10 A -
O I T T T A T T 1 T T O-O
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 Kasvatusaika vrk

KUVIO 5. Kujalan jateveden kasvatuksesta otettujen naytteiden

ravinnepitoisuuksien (mg/l) ja kuivapainon (g/l) muutos kasvatusajan funktiona

Fosfori poistui rejektivedesta ldhes kokonaan: fosfaatti vaheni pitoisuudesta 12
mg/l alle ravinnetestikitin maaritysrajan 0,5 mg/| ja kokonaisfosfori pitoisuudesta
12,2 mg/l niin ik&an alle méaaritysrajan 0,5 mg/l (kuvio 6). Taman perusteella
fosforinpoisto oli siis ainakin 98 %. Tassa kasvatuksessa miltei kaikki typpi
esiintyi ammoniumina. Sen alkuperéispitoisuus oli keskimé&éarin 135,1 mg/I ja
lopuksi jéljellé oli 8,5 mg/l (vdhenema 93,7 %). Nitraattipitoisuus lisdantyi 14 %
eli alkuperéisesta pitoisuudestaan 1,7 mg/l pitoisuuteen 1,9 mg/I.
Kokonaistyppipitoisuus putosi pitoisuudesta 135,1 mg/l pitoisuuteen 19,4 mg/|
(vahenema prosentteina 85,6 %). Hajonta ammoniumin ja kokonaistypen
pitoisuuksissa perustuu havaittuun virheeseen testituloksissa (ks. luku 6).

Kemiallisen hapenkulutuksen muutos oli pitoisuudesta 576,8 mg/l pitoisuuteen
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100,0 mg/l, siis 82,7 %. Puristeveden kemiallinen hapenkulutus oli suurin piirtein

nelinkertaista rejektiveteen ndhden (LIITE 1; taulukot 1, 4).

Ravinnepitoisuudet mg/I
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KUVIO 6. Rejektiveden kasvatuksesta otettujen ndytteiden ravinnepitoisuuksien

(mg/l) ja kuivapainon muutos (g/l) kasvatusajan funktiona

Kontrollikasvatuksessa kokonaisfosfori vaheni pitoisuudesta 27,0 mg/|
pitoisuuteen 1,3 mg/l (95,3 %) ja fosfaatti 16,4 mg/l:sta alle ravinnetestin

maadritysrajan 0,5 mg/l. Typpi oli tarkoituksenmukaisesti peraisin COMBO:n

reagenssina olevasta natriumnitraatista. Nitraatin pitoisuus oli alussa 94,0-95,5

mg/l ja lopussa 0,4 mg/l. Vahenema4 oli siis yli 99 %. Ammoniumpitoisuudet

olivat alussa 1,0 mg/l ja lopussa 0,08 mg/l tehden véhenemasta 91,4 %.

Kokonaistyppipitoisuus véheni keskiméaaraisesté pitoisuudesta 94,8 mg/I

pitoisuuteen 5,0 mg/l. Sen vahenemé oli 94,7 %. Kemiallinen hapenkulutus

pieneni kokeen aikana pitoisuudesta 5100,0 mg/l pitoisuuteen 137,0 mg/I, siis

97,3 %.
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Ravinnepitoisuudet mg/I
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KUVIO 7. Kontrollikasvatenaytteiden ravinnepitoisuuksien (mg/l) ja kuivapainon

muutos (g/l) kasvatusajan funktiona
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7 TULOSTEN TARKASTELU
Biomassan kasvu

Suljetuissa kasvatusjarjestelmissa biomassasaannot ovat tyypillisesti 0,5-8 g/l
(lersel ym. 2009, 11), johon verrattuna tassa tydssa saadut kasvatustulokset (1,2 —
2,7 g/l) ovat samaa tasoa (taulukko 4). Jatevedessd kasvunopeudeksi on saatu
0,03-0,7 g/l/vrk jatevesityypista riippuen (Martinez ym. 2000 & An ym. 2003,
Krishnan, Devin & Thankamanin 2012, 50 mukaan). Esimerkiksi Bhatnagar ym.
(2009, 532) saivat kasvatuksessaan keskiarvoksio 0,067 g/l/vrk, mika on sama

tulos kuin Kujala - kasvatuksessa.

Li ym. tutkivat neljantoista eri levalajin kasvua jatevedenpuhdistuslaitoksen
jatelietteessd ilman erillista tukiravinnealustaa. Kahta parhaimmin menestynytta
kantaa (Chlorella kesleri ja Chlorella protothecoides) jatkotutkittaessa saatiin
yhdentoista vuorokauden kasvatuksissa biomassaksi parhaissa tapauksissa 1,9 g/l
ja 2,5 g/l. Talldin kasvunopeudet olivat 0,17 g/l/vrk ja 0,23 g/l/vrk. Toisaalta
neljassé koeasetelmassa kahdeksasta biomassansaanto oli jaanyt alle 0,8 g/l ja
parhaat tulokset saatiin korkeimmilla valomaarilla ja -intensiteeteilla seka
yliméaaraisella hiilidioksidinsy6tolla (Li, Zhou, Hu, Min, Chen & Ruan 2011,
10865, 66.). Tassa opinndytetydssa vastaavat nettosaannot puriste- ja

rejektijatevesikasvatuksessa olivat 11. kasvatusvuorokauden kohdalla noin 0,7 g/l.

Goswami ym. (2012, 507) saivat Selenastrum-suvun sentrifugoiduille ja
suodatetuille levanaytteille kasvunopeuden vaihteluvéliksi 0,2-1,1 g/l/vrk ja
keskiarvoksi 0,75 g/l/vrk, mik& on tdmén tyon kasvatuksiin verrattuna
kymmenkertainen. Spesifinen kasvunopeus puolestaan oli Goswamin ym. (2012)
tutkimuksessa keskiméarin 0,69, kun tassé tyossa saadut kasvunopeudet olivat
0,28 (Kujala) ja 0,19 (rejekti). Voidaan siis todeta, ettd vaihteluvali eri l&hteista

saaduissa kasvatustuloksissa on erittadin suuri.
Ravinteiden poisto

Ravinteiden vahenemaa on verrattu valtioneuvoston asetuksessa 888/2006

annettuihin puhdistusvaatimuksiin yhdyskuntajatevesista (taulukko 5). Asetus
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esittdd vaatimukset seka prosentuaalisena poistotehona (%) etta pitoisuusrajoina
(mg/l).

Koska Kujala-kasvatus jai lyhyeksi, ei kasvatuksen aikana saavutettu vaadittua 80
%:n vahenemaa kokonaisfosforin osalta. Muutoin Kujala-kasvatuksessa
saavutettiin vaaditut poistotehot kuuden vuorokauden aikana, mutta
pitoisuusrajoja ei ehditty saavuttaa. Rejektivedessa ravinteiden vahenema oli
selkeésti hitaampaa: tavoitteena oleviin poistotehoihin paastiin vasta 17.
kasvatusvuorokauden aikana. Biomassan kasvunopeus oli kuitenkin liki samaa

luokkaa muiden kasvatusten kanssa.

Kontrollikasvatuksen ravinnevédhenemé& noudatteli Kujala-jateveden tuloksia. Ei
voida kuitenkaan sanoa, miten aiemmin mainittu bakteerikontaminaatio vaikutti
ravinteiden vahenemiseen. Merkittdva osa ravinteista kului ennen kuin
kasvatuksesta oli havaittavissa selkeaa levapopulaatiota. Typen osalta
kasvatuksessa paastiin jo 8 vuorokauden aikana pitoisuuteen 14,7 mg/l, mutta
tastd eteenpdin vaheneminen hidastui merkittavasti, ja raja-arvo 10 mg/I

saavutettiin vasta noin neljan viikon jéalkeen.
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TAULUKKO 5. Yhdyskuntajatevesien puhdistusvaatimuksien mukaiset

prosentuaaliset poistotehot ja ndiden poistettujen pitoisuuksien raja-arvot seka

kasvatusaika, jolloin poistoteho on saavutettu. Rivilla poistotehon

saavutusvuorokausi viitataan kasvatusaikaan, jonka kuluttua poistoteho on

saavutettu, ja sen alla oleva sarake viittaa konsentraatioina esitettyihin

puhdistusvaatimuksiin, kun asukasvastineluku on yli 100 000. (Valtioneuvoston

asetus yhdyskuntajatevesistd yhdyskuntajatevesistd 888/2006.)

Kujala Rejekti Kontrolli

—70 % pit. (mg/l) 28,7 39,6 28,2

Poistotehon 6. 17. 6.
Kokonaistyppi | saavutusvuorokausi

Vrk, jolloin 10 mg/l | - - 29.

jaljella

—80 % pit. (mg/l) 4,6 2,4 54

Poistotehon - 17. 8.
Kokonaisfosfori | saavutusvuorokausi

Vrk, jolloin 1 mg/l | - 8. 7.

jaljella

—75 % pit. (mg/l) 545,0 1442 1275,0

Poistotehon 5. 15. 6.
Kemiallinen ]

saavutusvuorokausi
hapenkulutus

Vrk, jolloin 125 - valilla7—- | -

mg/l jaljella 20.

Wang ym. saavuttivat kolmessa viikossa lehmanlanta- ja ravinneliuospohjaisella

levakasvatuksella pitoisuuksia 1,48-1,71 g/l. Ravinnevahenema oli orgaanista ja




41

ammoniakkitypen maaréa ilmaisevan kokonais-Kjeldahl-typen osalta 75-82 %,
kokonaisfosforin 62—75 % ja kemiallisen hapenkulutuksen 27-38 %. (Wang, Li,
Chen, Min, Chen, Zhu & Ruan 2010, 2626) Tassa tutkimuksessa kaytetyn,
sianlantaperaisen laimennetun rejektiveden avulla kasvatetun levan biomassa oli
vastaavana ajankohtana 1,72 g/l. Toisin kuin Wangin ym. tutkimuksessa,
Kjeldahl-typen sijasta tassa tutkimuksessa mitattiin kokonaistypped, jonka
vahenemad on vastaavana ajankohtana ollut noin 80 %. Kokonaisfosforin osalta

maaré oli yli 95 % ja kemiallisen hapenkulutuksen vahenemé noin 80 %.

Li ym. (2011, 10865) mittasivat ravinteiden vahentymad 11 vuorokauden aikana.
Tutkimuksessa ei ilmoiteta kdytetyn jateveden ravinnepitoisuuksia, mutta
tuloksista ilmenee kemiallisen hapenkulutuksen vahentyneen kasvatusparametrien
vaikutuksista riippuen 75-90 %, kokonaistypen 61-87 % ja kokonaisfosforin 13-
92 %. Typen osalta havaittiin toisen levakannan poistaneen sitd paremmin
ulkoisen hiilidioksidinsyoton avulla, kun toisessa télla ei ollut vaikutusta. Fosforin
osalta ulkoisen hiilidioksidinsy6ton havaittiin molemmissa tapauksissa olevan
merkittava negatiivinen korrelaatio: korkeammissa hiilidioksidipitoisuuksissa
fosforinpoisto oli véhaistd, kun korkeammassa pH:ssa poistoteho kasvoi.
Yhdentoista vuorokauden jalkeen Kujalan suotoveden vdhenemét olivat 70-80 %
(KHK), 69 % (kokonaistyppi) ja 71 % (kokonaisfosfori). Rejektivedessa
vahenemat olivat 70-80 % (KHK), 51-55 % (kokonaistyppi) ja 50 %
(kokonaisfosfori).

Kujala-kasvatuksen keskeytyminen

Kujala-kasvatus lopetettiin vuorokauden 16 aikana, kun muita kasvatuksia
yllapidettiin yli kuukausi. Tam4 selittyy osaltaan sill&, ettd vuorokauden 10
kohdalla havaittiin kasvun hidastuneen, mika virheellisesti tulkittiin kasvun
paattymiseksi. Varsinaista syyta kuivapainon vahentymiselle ei voitu osoittaa.
Tarkasteltaessa ravinnepitoisuuksia tdmén notkahduksen aikana ammonium oli
kulutettu reaktorissa loppuun. Toisaalta kokonaistyppipitoisuus oli talla
ammoniumin nollahetkelld 21 mg/l, mika viittaa siihen, ettd levdmassalle on ollut
kaytettavissa typped, joskin epasuotuisammassa muodossa, esimerkiksi

nitraattina. Muutaman vuorokauden aikana ammonium- ja
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kokonaistyppipitoisuudet olivat kasvaneet noin 10 mg/l kumpikin. Vastaavasti
biomassa oli lisdantynyt.

Kasvu olisi todennékdisesti vield jatkunut, mutta Kujala-kasvatus oli
ensimmadinen, jolloin ei ollut tietoa, kuinka kauan kasvun olisi oletettavissa
jatkuvan. Tésta kasvatuksesta ei kuitenkaan voida tehda luotettavia johtopaatoksia
kasvun jatkumisen tai lopullisen biomassantuotannon suhteen. Tuloksia
tarkasteltaessa onkin huomioitava, ettd mikali kasvatusta olisi jatkettu, seké
biomassa etta ravinteidenpoistoteho olisivat todennakdisesti olleet saatuja

loppupitoisuuksia suurempia.

Kujala-kasvatuksessa biomassan kasvu oli kuivapainosta saatujen
konsentraatioiden perusteella kaikkein nopeinta ensimmaisen seitseman
vuorokauden aikana, joskin kasvu pyséahtyi tamén jélkeen hetkellisesti.
Solumé&&ramittauksissa pudotusta biomassassa ei havaittu vastaavana

ajankohtana.
Rejektikasvatuksen korkea typpipitoisuus

Reaktorikasvatuksessa havaittiin, ettd todellinen kasvatusliuoksen typpipitoisuus
oli aiemmin projektissa mitattua pitoisuutta suurempi: rejektivedesta otetussa
naytteessa havaittiin typpipitoisuudeksi 135 mg/Il, kun kahdessa muussa
kasvatuksessa pitoisuudet olivat noin 96 mg/l (Kujala) ja 94 mg/l (kontrolli).
Aiemmassa projektin mittauksessa laimentamattoman rejektiveden typpipitoisuus
oli 3860 mg/l, miké tassé tutkimuksessa kaytettyna 2,5-prosenttisena jatevetena
olisi ollut 96,5 mg/l, eli likimain sama pitoisuus kuin Kujalassa ja kontrollissa.
Rejektivedessd myds lahes kaikki typpi oli ammoniumina, kun Kujalan

jatevedessd ammoniumin osuus oli noin 48 %.
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TAULUKKO 6. Kokeiden aloituksen yhteydessa reaktorista otetuista naytteista

mitatut ravinteet, yksikkd mg/I

Fosfaatti | Kokonaisfosfori | Ammonium | Nitraatti | Kokonaistyppi | KHK
Kujala 18,5 22,8 45,7 3,30 95,7 2180
Rejekti 12,0 12,2 135,0 1,66 135,0 576,0

Toinen reaktorivaiheen ongelma esiintyi 29. vuorokautena otetussa naytteessa,
jossa biomassan kuivapaino oli laskenut aiemmasta. Ammoniumpitoisuuden oli
samaan aikaan havaittu pudonneen tasolle, jossa se ravinneanalyysien perusteella
pysyi kasvatuksen loppuun asti, milla on saattanut olla vaikutusta biomassaan.
Seuraavassa naytteessa kuivapaino oli kuitenkin jatkanut suurin piirtein samaa
trendid kuin notkahdusta edeltaneessé naytteessa, joten epdedustavan ndytteen
mahdollisuutta voidaan pitad todennékdisend. Kestavoidyn naytteen soluméaran
laskeminen virtaussytometrilla olisi lisdksi voinut vahvistaa tai hylata virheellisen

naytteen; tasta paivamaarasta solulaskentaa ei kuitenkaan tehty.
Kontaminaatio kontrollikasvatuksessa

Kontrollikasvatuksen alkuvaiheissa havaittiin bakteerikontaminaatio ja
kasvatusliuoksen véri muuttui kellertavéksi. Hiilenlahteena kaytetty glukoosi on
todennékdisesti suosinut bakteerien kasvua. Kontaminaatio vaaristi aiemmin
kuvattua vuorokautista kasvukeskiarvoa (57,3 mg/l/vrk). Jos keskiarvoa
laskettaessa jatetddn huomioimatta tdma viivevaihe, on biomassan kasvun
keskiarvo 73,6 mg/l/vrk. Tama keskiarvo on laskettu kasvatusajan 10,0 ja 34,8

valiltd. Taulukossa 6 on kaytetty tata korjattua kasvunopeutta.

Tarkasteltaessa biomassan kasvua suhteessa ravinteiden vahentymiseen voidaan
havaita, ettd suurin osa ravinteista kului juuri tdmén alkuvaiheen kontaminaation
aikana. Vuorokauden 7 kohdalla tehdyn ravinneméarityksen perusteella saatujen
tietojen mukaan kokonaisfosforipitoisuus oli pudonnut viidennekseen

alkutilanteesta ja leville kayttokelpoisen fosfaatin mééra kahdeksasosaan.
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Kokonaistypen osalta tall& aikavalilla pitoisuus oli vahentynyt reiluun 15
prosenttiin alkuperdisesta. Lahes kaikki typpi oli liuoksessa nitraattimuotoisena.
Ravinnetestien mukaan toisaalta lahes kaikki nitraatti olisi kulutettu tand aikana
(alle 0,4 mg/l), ja koska ammoniumtyppea liuos sisalsi vain hyvin niukasti, loppu
typpi on saattanut olla levalle heikommin kayttokelpoisessa muodossa,
esimerkiksi nitriittind. Ravinteita on voinut kontaminaation aikana varastoitua
myaos levasoluihin. Ei voida kuitenkaan osoittaa tarkasti, millaisia vaikutuksia
bakteereilla on ollut levan kasvuun ja saatavilla olevien ravinteiden maaraan.
Kaikesta huolimatta biomassan kasvu oli alkuviiveen jalkeen ravinteiden

vahentymiseen néhden yllattava ja vastasi muiden kasvatusten biomassan kasvua.
Muita huomioita

Reaktoriin lisattyihin kantoainekappaleisiin tarttunutta levdmassaa ei huomioitu
levékonsentraation méaarityksissé. Oletus oli, ettei tdma maara olisi oleellisen
suuri. Liséksi, koska kappaleita liséttiin jokaiseen kasvatukseen suurin piirtein
saman verran, suhteellisen vaikutuksen kasvatuksiin pitéisi olla minimoitu.
Myoskaan silméamaaraisesti arvioiden reaktorinpesuvaiheessa poistetuista

kappaleista ei ollut havaittavissa runsaasti tarttunutta levaa.

Ravinnetestituloksissa havaittiin kaksi lievaa mittausvirhettd. Rejektikasvatuksen
aloitusndytteessa havaittiin ammoniumpitoisuus 3 mg/l suuremmaksi kuin
kokonaistyppipitoisuus. Kontrollikasvatuksessa aloitusnaytteen nitraattipitoisuus
puolestaan oli 1,5 mg/l suurempi kuin kokonaistyppipitoisuus. Virheet ovat
vahaisig, joten néité késiteltdessa ilmoitetaan kokonaistyppipitoisuus ja
rejektikasvatuksen ammonium- sekd kontrollikasvatuksen nitraattipitoisuus

toistensa keskiarvoina.

Rejektikasvatuksen esikasvatusvaiheessa kaytettiin ravinnealustana COMBO:n
sijasta poikkeuksellisesti EG:td. EG:n kayttoa pidettiin mahdollisena, silla levén
voidaan olettaa seuraavaan siirrostusvaiheeseen mennessé kéayttaneen EG:n
ravinteet, minka nain ollen ei pitdisi vaikuttaa kokeen tuloksiin. Kaytannossa
kuitenkin — oletettua nopeuseroa huomioimatta — COMBO:n kaytto olisi ollut

kaikissa kasvatusvaiheissa perusteltua.
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Sovellettavuus

Tassa tutkimuksessa kaytettyjé jatejakeita oli laimennettu jopa 25-kertaisesti ja
alkuperdisesséd muodossaan niita voidaankin pitdd enemman lietteind kuin
jatevesina (Valkonen 2013). Tassa tutkimuksessa niitd voi pitéda keinotekoisina

jatevesina.

Lahdessa jatevedenpuhdistuksesta vastaa Lahti Aqua, jonka kaksi bio-
kemiallisesti toimivaa puhdistamoa késittelevét noin 30 000 kuutiota jatevetta
paivassa. Niissé typen ja orgaanisen aineen puhdistus tapahtuu aktiivilietteella ja
fosfori saostetaan kemiallisesti (Lahti Aqua 2013a). Yrityksen ilmoittamat
ravinnepitoisuudet ja puhdistustulokset vuodelta 2012 on esitetty taulukossa 7.
Taulukossa on ilmoitettu ainoastaan ne parametrit, joita on tarkasteltu myds taman

tutkimuksen yhteydessa.

TAULUKKO 7. Lahti Aquan jatevedenpuhdistamoiden poistotehot seka
ravinteiden alkuperaiset ja lopulliset pitoisuudet vuonna 2012 (Lahti Aqua
2013b). Alkuperaiset pitoisuudet ovat laskennallisia ja perustuvat yrityksen
ilmoittamiin tietoihin loppupitoisuuksista. Taulukon arvot ovat puhdistamoiden

tuloksista laskettuja keskiarvoja.

Alkup. Lopullinen

pitoisuus pitoisuus Poistoteho

(mg/1) (mg/1) (%)
Kokonaisfosfori 8,3 0,2 97,2
Ammoniumtyppi 54,5 2,1 96,1
Kokonaistyppi - - 72,2
KHK - 40,5 -

Verrattaessa jatevedenpuhdistuslaitoksiin tuleviin kunnallisen jateveden
pitoisuuksiin tassa tutkimuksessa kéytettyjen jatevesien
kokonaisfosforipitoisuudet olivat suurempia. Ammoniumtyppea oli Kujala-
kasvatuksessa alle viidesosa vahemman ja rejektivesikasvatuksessa liki 2,5 kertaa

enemman.

Kokonaistypen osalta levan poistoteho on ylittanyt puhdistamoiden

aktiivilietekésittelyn lukeman 11 %:1la Kujala-kasvatuksessa ja 16 %:lla
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rejektivedessd. Ammoniumtypenpoisto oli Kujala-kasvatuksessa hieman
puhdistuslaitoksia parempaa; rejektiveden poistoteho jéi 6,5 mg/l laitosten
vastaavaa pienemmaksi. Fosforia rejektivesikasvatuksessa poistettiin suurin
piirtein saman verran Kujala-kasvatuksen jaadesséd huomattavasti jalkeen.
Kemiallisen hapenkulutuksen vdheneminen on merkittavasti tehokkaampaa
puhdistuslaitoksissa.

Kunnallinen jatevesi ei siis olisi sellaisenaan liian vakevaa levankasvatukselle.
Tama antaa viitteitd levankasvatuksen mahdollisuudelle
jatevedenpuhdistuslaitoksilla. Varsinainen sijoitusymparistd puhdistusprosessissa
on silti mietittava tarkoin — liian laimeana jatevesi voi hidastaa levankasvatusta.
Liséksi levapuhdistus ei saa olla yhteydessa aktiivilietepuhdistukseen:
nitrifikaatiobakteerien lasndolo saattaa hidastaa typenpoistoa moninkertaisesti
(Choi, Das, Yu & Hu 2010, 1009).

Keruufrekvenssin valinta

Jos biomassan saanto ja ravinteiden vahenemat ovat tassa ty0ssa saatua
suuruusluokkaa, mika olisi sopiva keruuvéli? Kasvuajan pituus riippuu siitd, onko

paaasiallisena tarkoituksena biomassantuotanto vai jatevedenpuhdistus.

Kujalan kompostipuristeveden osalta havaittiin, ett4 prosentuaalinen poistoteho
saavutettiin kuudessa vuorokaudessa, mutta ei pitoisuusraja-arvoja. Ravinteiden
lisakasittelymenetelmia (ks. luku 4.2) hyddyntamalla olisi siten mahdollista valita
tdmantyyppiselle jatevedelle 6-7 vrk:n pituinen késittely- ja levankasvatusjakso.
Tallgin biomassan saanto olisi noin 0,9 g/l. Solumé&arist4 saadun kasvukayrén
perusteella kasvu ei olisi télloin kuitenkaan pysahtynyt, minka perusteella siis

levankasvatusta voisi jatkaa pidemmallekin biomassan saantia varten.

Rejektivedessa ravinteiden vahentyminen oli kompostinestettd hitaampaa, muttei
rejektivedelle poikkeuksellista. Prosentuaalinen poistoteho saavutettiin
kasvatusvuorokauden 17 kohdalla typen ja fosforin osalta, kemiallisen
hapenkulutuksen osalta jo kaksi vuorokautta aikaisemmin. Minimipitoisuuksista
kokonaistypped ei saatu vahennettyé tavoitetasoonsa 10 mg/l, mutta

kokonaisfosforin raja-arvo 1 mg/l saavutettiin arviolta vuorokauden 19 aikana.
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Kemiallisesta hapenkulutuksesta harvemmin suoritettujen naytteenottojen vuoksi
tarkkaa raja-arvon saavutusaikaa ei voida sanoa, mutta tdméa on tapahtunut
viimeistdan vuorokauden 20 aikana. Kasvatusvuorokauden 17 kohdalla biomassa
on ollut noin 1,2 g/l ja vuorokauden 20 kohdalla noin 1,5 g/l. Solumé&arista saadun
kasvukayran perusteella biomassan kasvu hidastui jo 20. kasvatusvuorokauden
kohdalla.

Luvussa 4.2 todettiin jatevedenpuhdistuksessa saatavan poistotehon olevan
Suomessa nykyaan yli 95 % orgaaniselle aineelle ja fosforille; sen sijaan typen
puhdistusosuus on vain 56 % (Suomen ympéristokeskus 2011a). Lahti Aquan
jatevedenpuhdistamoissa on pédasty vuonna 2012 yli lain edellyttdmén 70 %:n
(Lahti Aqua 2013b). Taman tutkimuksen kokonaistypen véhenema oli kuitenkin
yli 80 %. Teoriassa siis levalla voitaisiin bioenergiantuotannon yhteydessé hoitaa
typen tehokkaampi poisto ilman erillistd vuorottelua nitrifikaatio- ja

denitrifikaatiobakteereiden valilla.
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8 YHTEENVETO

Tdassa opinnédytetydssa kasvatettiin Selenastrum-suvun mikrolevaé kahdessa
erityyppisessa jatejakeessa, ja tavoitteena oli tarkastella biomassan tuottoa ja
ravinteiden vahenemad. Kasvatuskokeissa biomassan kasvu oli noin 0,07 g/l/vrk,
mika on samassa mittaluokassa kirjallisuudessa julkaistujen tulosten kanssa.
Suurin biomassapitoisuus 2,7 g/l saavutettiin rejektivesikasvatuksessa.
Soluméarainen kasvu eksponentiaalivaiheen aikana oli nopeinta Kujalan
puristevesikasvatuksessa. Kujala-kasvatuksen keskeytymisen vuoksi
kokonaisbiomassan saantoa oli vaikea verrata. Kasvunopeuksia verratessa

merkittavia eroja ei kuitenkaan havaittu.

Ravinteiden talteenotto laimennetuista jatejakeista oli tehokasta kun tuloksia
verrattiin yhdyskuntajatevedelle asetettuihin puhdistusvaatimuksiin. Selenastrum-
mikrolevan kyKy sitoa ravinteita saavutti ja jopa ylitti vaatimukset. Julkaistuissa
tutkimuksissa on saatu samankaltaisia ja paikoin heikompia puhdistustuloksia.
Taman perusteella Selenastrum-mikrolevan kéytto jatevesien puhdistuksessa
vaikuttaa lupaavalta ja levabiomassaa voidaan edelleen hyodyntéa

energiantuotannossa.
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LITTEET

LIITE 1. Mikrolevakasvatusten data taulukoituna

Kujalan kompostin puristevesi:

TAULUKKO 1. Kujala-jateveden levakasvatedytteista mitatut ravinteet (mg/l)

sekad vahenema (%). Merkinté x tarkoittaa, ettei ajankohdalta ole mitattu kyseista
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parametria.
Kasvatusaika | Fosfaatti | Kokonaisfosfori | Nitraatti | Ammonium | Kokonaistyppi | KHK
(vrk)
0 18,5 22,8 3,30 45,7 95,7 2180
4,88 7,49 9,92 1,56 0,05 31,3 518
6,87 2,56 4,27 2,76 0,05 21,0 X
11,87 5,88 7,20 0,51 10,9 32,0 X
13,86 4,56 6,06 1,36 3,31 20,3 X
16,84 5,02 6,92 1,37 0,11 16,2 444
Muutos -712,9 -69,6 -58,6 -99,77 -83,0 -79,6
yhteensa %

TAULUKKO 2. Kujalan kompostijatevedesta punnittujen kuivapainojen

keskiarvot, keskihajonta ja keskima&rdinen kasvu vuorokautta kohden.

Kasvatusaika Kuivapainojen | Kasvun muutos
(vrk) Kuivapainojen keskiarvo (g/l) |keskihajonta | keskimé&érin (g/l/vrk)
0 0,091 0,004 0

2,97 0,511 0,006 0,141

4,88 0,703 0,066 0,101

6,87 0,891 0,126 0,094

9,96 0,698 0,050 -0,063

11,87 0,774 0,012 0,040

13,87 0,933 0,031 0,080

16,84 1,221 0,013 0,097
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TAULUKKO 3. Mikrolevan solumaaran kasvu Kujala-jatevedessa. Solumaaraa ei
ole ilmoitettu niista naytteista, joissa ei ole havaittu selke&d levapopulaatiota.

Kasvatusaika (vrk) | Solumaara (x10°/ml)

0,00 -

2,97 -

4,88 5,801
6,87 9,167
9,96 23,44
11,87 27,22
13,86 30,94
16,84 48,06




Madattamon rejektivesi:
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TAULUKKO 4. Rejektijateveden levakasvatendytteistd mitatut ravinteet (mg/l).

Viiva (-) tarkoittaa pitoisuuden olleen alle ravinnetestikitin maéaritysrajan.

Merkilla * on osoitettu tulos, jossa on ilmoitettu mitattujen ammonium- ja

kokonaistyppipitoisuuksien keskiarvo. Merkinté x tarkoittaa, ettei ajankohdalta

ole mitattu kyseisté parametria.

Kisvatusaika Fosfaatti | Kokonaisfosfori | Nitraatti | Ammonium | Kokonaistyppi | KHK
vr
0 12,0 12,2 1,66 134* 134* 576

6,98 5,72 6,70 1,56 94,5 100 182
13,88 - 6,20 1,64 50,7 57,6 X
19,96 - - 1,66 28,0* 24,4* 108
29,02 - - 1,55 6,32 24,5 X
36,83 - - 1,89 8,49 194 99,6
Muutos

yhteensd % | >-98,0 >-98,0 +13,8 -93,7 -85,7 -82,7
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TAULUKKO 5. Rejektijatevedestéd punnitut kuivapainojen keskiarvot,

keskihajonta ja keskim&&rdinen kasvu vuorokautta kohden.

Kuivapainojen

Kuivapainojen

Kasvun muutos

Kasvatusaika (vrk) | keskiarvo (g/l) keskihajonta | keskimé&arin (g/l/vrk)
0,00 0,035 0,001 0
1,82 0,173 0,008 0,076
6,98 0,601 0,017 0,083
8,81 0,701 0,006 0,055

12,06 0,733 0,058 0,010
13,88 1,058 0,014 0,178
15,99 1,079 0,064 0,010
19,96 1,542 0,055 0,116
21,01 1,720 0,021 0,170
22,82 1,914 0,020 0,107
25,92 1,925 0,018 0,003
29,02 1,737 0,020 -0,061
29,82 2,321 0,017 0,730
33,93 2,523 0,015 0,049
35,94 2,641 0,048 0,059
36,83 2,677 0,031 0,040
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TAULUKKO 6. Mikrolevan solumaaran kasvu rejektijatevedessa. Solumaaraa ei
ole ilmoitettu ndytteestd, jossa ei ole havaittu selkeda levépopulaatiota.

Kasvatusajalta 22,82 otettu nayte kestavaitiin 50 pl:lla Lugolin liuosta 20 pl:n

sijasta.
Kasvatusaika (vrk) | Solumaara (x10%/ml)
0 X
1,82 5,291
6,98 14,79
8,81 20,57
13,88 46,84
19,96 74,47
22,82 74,68
26,92 87,32
29,82 89,82
33,93 86,35
36,83 99,62
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Kontrollikasvatus:

TAULUKKO 7. Kontrollikasvatuksen ndytteistd mitatut ravinteet (mg/l). Viiva (-)
tarkoittaa pitoisuuden olleen alle maaritysrajan. Merkill& * on osoitettu tulos,
jossa on ilmoitettu mitattujen nitraatti- ja kokonaistyppipitoisuuksien keskiarvo.

Merkinté x tarkoittaa, ettei ajankohdalta ole mitattu kyseista parametria.

Kasvatusaika
(vrk) Fosfaatti | Kokonaisfosfori | Nitraatti | Ammonium | Kokonaistyppi | KHK
0 16,4 27,0 94,8* 0,98 94,8* 5100
8,01 2,06 5,24 - 1,10 14,7 228
20,00 - 1,88 0,46 0,28 12,1 198
27,00 - 1,66 0,51 0,11 11,4 194
34,84 - 1,29 0,44 0,08 5,04 137
Muutos
yhteensd % | >-96,9 -95,2 -99,5 -94,5 -94,7 -97,3

TAULUKKO 8. Kontrollikasvatuksesta punnitut kuivapainojen keskiarvot,
keskihajonta ja keskimé&rdinen kasvu vuorokautta kohden.

Kasvatusaika | Kuivapainojen keskiarvo | Kuivapainojen Kasvun muutos

(vrk) (a/h) keskihajonta keskimaarin (g/l/vrk)
0,00 0,083 0,004 0,000
2,01 0,300 0,025 0,108
6,00 0,209 0,016 -0,023
8,01 0,355 0,004 0,072
10,01 0,252 0,077 -0,051
14,03 0,667 0,015 0,103
20,00 1,009 0,011 0,057
22,01 1,313 0,001 0,152
27,00 1,799 0,009 0,097
29,01 1,939 0,034 0,070
30,94 2,123 0,122 0,095
34,84 2,079 0,116 -0,011
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TAULUKKO 9. Kontrollikasvatuksesta mitatut soluméaarien kasvut. Soluméaaraa

ei ole ilmoitettu néytteistd, joissa ei ole havaittu selke&é levapopulaatiota.

Kasvatusaika (vrk) | Solumaara (x10°/ml)

0,00 0,49
6,00 -

9,01 -

14,03 10,77
20,00 50,66
22,01 56,59
27,00 67,10
30,94 68,13
34,84 70,54
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