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Tiivistelma

Opinndytety6n tavoitteena oli optimoida biovedyn tuotannon potentiaali pimeafermentaatiolla biopohjaisilla
aineksilla Biosfaari Pohjois-Savo -hankkeelle. Tyd koostuu kirjallisuusselvityksesta, jossa selvitettiin biovedyn
mikrobiologisia tekijéita ja prosessiolosuhteiden optimointia. Selvityksen pohjalta tydssa testattiin Biosfaari
Pohjois-Savo -hankkeessa hankittua fermentori-laitteistoa biovetya tuottaen ja laitteiston soveltuvuutta tes-
taten biojalostusteknologiaan seka uusien nestemadisten ja kaasumaisten tuotteiden tuottamiseen. Tavoit-
teena oli saada selville tutkittavien biopohjaisten aineksien vedyntuottopotentiaalitja pohtia tulosten perus-
teella soveltuisivatko tutkittavat raaka-aineet potentiaalisiksi biovedyn lahteiksi. Tutkittavina biopohjaisina
aineksina kdytettiin elintarviketeollisuuden sivuvirtoina muodostuvia porkkana- ja kaalimassoja seka metsa-
teollisuuden nollakuitua.

Vedyn tuotannon optimoimiseksi laboratoriomittakaavan pimedfermentaatiolla, prosessista seurattiin nayt-
teiden kuiva-aineen (TS) ja orgaanisen aineen (VS) pitoisuuksia, haihtuvien rasvahappojen (VFA) maaraa
seka naytteiden pH:ta, sahkdnjohtokykya, redox-potentiaalia (ORP) ja happipitoisuutta. Laboratoriokokeissa
saadut tulokset kirjattiin Excel-tiedostoon, jonka pohjalta tulokset jalostettiin opinnaytetydhdn seka Biosfaari
Pohjois-Savo -hankkeen kayttoon.

Valituilla biopohjaisilla aineksilla saatiin tuotettua vetya. Suurimmat vedyn tuotannot saatiin porkkanalla.
Keskiarvoinen vedyntuottopotentiaali porkkanalla oli 13,92 ml/gVS ja paivéakohtainen maksimi vedyntuotto-
potentiaali 34,34 ml/gVS. Kaalin keskiarvoinen vedyntuottopotentiaali oli 12,96 ml/gVS ja paivakohtainen
maksimi vedyntuottopotentiaali 23,64 ml/gVS. Nollakuidun vedyn tuottopotentiaali tutkittiin kahdella eri
kuormituksella. Naistd suuremman kuormituksen fermentorin keskiarvoinen vedyntuottopotentiaali oli
0,0794 ml/gVSs ja pienemman kuormituksen fermentorin keskiarvoinen vedyntuottopotentiaali oli 0,0466
ml/gVS. Laboratoriokokeiden tuloksien perusteella porkkanalla ja kaalilla voisi olla potentiaalia biovedyn
raaka-aineina, jos tarkastellaan porkkanan ja kaalin pdivakohtaisia maksimi vedyntuottopotentiaaleja. Nolla-
kuidun potentiaali biovedyn raaka-aineena jai alhaiseksi, sen suhteellisen hitaan biohajoavuuden vuoksi.
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Abstract

The purpose of the thesis was to optimize the potential of biohydrogen production by dark fermentation with
bio-based materials for the Biosfadri Pohjois-Savo -project. The work consists of a literature review in which
the microbiological factors of biohydrogen and the optimization of dark fermentation process were investi-
gated. On the basis of the study, the fermentor-equipment acquired in the Biosfaari Pohjois-Savo -project
was tested by producing biohydrogen for its suitability for biorefining technology and the production of new
liquid and gaseous products. The aim was to find out the hydrogen production potentials of the studied bio-
based materials and consider on the basis of the results whether the studied raw materials would be suitable
as potential sources of biohydrogen. Carrot and cabbage pulps formed as by -products of the food industry
and zero fiber from the forest industry were used as the bio-based materials to be studied.

Hydrogen yield potential was studied with laboratory-scale continuous fermentors. Samples were taken from
the dark fermentation process daily. From these samples total solids (TS) and volatile solids (VS) levels, the
amount of volatile fatty acids (VFA), pH, electrical conductivity, oxidation-reduction potential (ORP) and oxy-
gen content were analyzed to optimize hydrogen production. The results obtainedin the laboratory tests
were combined in an Excel file, based on which the results were processed to the thesis and the use of the
Biosfadri Pohjois-Savo -project.

Hydrogen was produced with all selected bio-based materials. The largest hydrogen yield potential was ob-
tained from carrot pulp. The average hydrogen yield potential of carrot pulp was 13.92 ml/gVS and the max-
imum daily hydrogen yield potential was 34.34 ml/gVS. The average hydrogen yield potential of cabbage
pulp was 12.96 ml/gVS and the maximum daily hydrogen yield potential was 23.64 ml/gVS. The hydrogen
yield potential of zero fiber was investigated with two different loads. Of these, the higher average hydrogen
yield potential 0.0794 ml/gVS was reached with the larger load fermentor. The average hydrogen yield po-
tential of the lower load fermentor was 0.0466 ml/gVS. Based on the results of laboratory tests, carrot and
cabbage pulp could have potential as biohydrogen feedstocks. The potential of zero fiber as a raw material
for biohydrogen production was low according to its relatively slow biodegradability.
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ESIPUHE

Haluan kiittaa opinnaytetyon toimeksiantajaa Biosfaari Pohjois-Savo -hanketta ja hankkeen projek-
tipaallikk6a Harri Auvista mielenkiintoisesta aiheesta ja opinndytetydn teko mahdollisuudesta. Eri-
tyiskiitos opinndytetydn ohjaajalle TKI-asiantuntijalle Maarit Janhuselle ohjauksesta, avusta ja tu-
esta opinndytetydprosessissa. Lisdksi haluan kiittda Savonia-ammattikorkeakoulun ymparistéteknii-
kan opetus-ja tutkimusyksikén laboratorion henkilokuntaa yhteistydsté ja avusta laboratorioty6s-

kentelyssa. Haluan myds kiittda koko perhettani kannustuksesta opinnaytetydprosessin aikana.
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Eevi Minkkinen
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JOHDANTO

Tyon tausta ja tavoitteet

Kasvihuonekaasujen jatkuva lisddntyminen ilmakehassa ja sita kautta kiihtyva ilmastonmuutos seka
muut ymparistéongelmat ovat nousseet yhteiskuntamme suurimmiksi haasteiksi. Kasvihuonekaasu-
jen aiheuttaman ilmastonmuutoksen hillinta vaatii kansainvalista yhteisty6ta . Tata yhteistyota ohjaa
kansainvalinen ilmastopolitiikka, jonka ytimen muodostavat YK:n ilmastosopimukset, Kioton poyta-
kirja seka viimeisin Pariisin ilmastosopimus, joka astui voimaan marraskuussa 2016 ja jonka si-
toumukset koskevat vuoden 2020 jalkeista aikaa. Pariisin ilmastosopimuksen tavoitteena on saavut-
taa kasvihuonekaasujen paastdjen huippu, niin pian kuin mahdollista ja sen jalkeen vahentaa paas-
téja siten, ettd ihmisen aikaan saamat kasvihuonekaasujen paastot ja padstonielut ovattasapai-

nossa. (EU2019.fi 2019; Ymparistoministerio julkaisuaika tuntematon.)

Jotta naihin tavoitteisiin paastaisiin monet maat ovat luoneet omia hiilineutraalius tavoitteita, kuten
Suomi, joka pyrkii olemaan hiilineutraali vuoteen 2035 mennessa. My6s Euroopan tavoitteena on
olla ensimmadinen hiilineutraali maanosa vuoteen 2050 mennessa. (Valtioneuvosto 2020.) Naihin hii-
lineutraalius tavoitteisiin padstdkseen tulisi fossiilisista polttoaineista luopua ja lisata uusiutuvien
energialdhteiden kayttoa seka kehittda uusia ratkaisuja luoda ymparistdystavallista energiaa. Euroo-
pan komissio hyvdksyi heinakuussa 2020 vetystrategian, jonka tavoitteena on kehittda uusiutuvaa
vetya eli vihreda vetya, joka tuotetaan uusituvilla energialahteill, kuten tuuli-, vesi- ja aurinkovoi-
malla. Taman lisaksi tarvitaan kuitenkin myds muita vahahiilisen vedyn muotoja, kuten biovetya,

jotta paastdja saadaan vahennettya riittdvan nopeasti. (Euroopan komissio 2020; Vartiainen 2020.)

Opinnadytetyon tarkoituksena on selvittaa pimeafermentaatiolla tuotetun vedyn tuotannon tehokkuu-
teen vaikuttavat tekijatja tdman selvityksen perusteella pyrkia optimoimaan laboratoriomittakaa-
vassa vedyn tuotanto kayttdaen prosessin raaka-aineena biopohjaisia aineksia, jotka syntyvat proses-
sien sivuvirtoina. Tavoitteena on saada selville tutkittavien biopohjaisten aineksien vedyntuottopo-
tentiaalit, lisaksi tarkoituksena on vuoden 2020 lopulla hankitun laitteiston toimivuuden ja sovelta-
vuuden testaaminen biojalostukseen ja kaasumaisen vedyn tuotantoon. Vedyntuottopotentiaalia tut-
kitaan laboratoriomittakaavan jatkuvatoimisilla fermentoreilla, joiden opinnaytetyéhon kuuluva koe-
ajo toimii niiden ensimmaisena testiajona. Vedyn tuotannon optimoimiseksi, prosessista seurataan
naytteiden kuiva-aineen (TS) ja orgaanisen aineen (VS) pitoisuuksia, haihtuvien rasvahappojen
(VFA) maaraa seka naytteiden pH:ta, sahkonjohtokykya, redox-potentiaalia (ORP) ja happipitoi-
suutta. Tutkittaviksi biopohjaisiksi aineiksi on valittu sellu- ja paperiteollisuuden jatevesien puhdis-
tusprosessin sivutuotteena syntyva nollakuitu seka ruoanjalostuksen sivuvirtana ja ruokahavikkina

syntyvat porkkana- ja kaalimassat.

Opinnaytety6n toimeksiantajana toimii Biosfaari Pohjois-Savo: Biomassan ja biojalostusteknologioi-
den hyédyntaminen lilketoiminnan kasvattamisessa -hanke. Hankkeen padkoordinaattorina toimii,
Savonia-ammattikorkeakoulu oy ja muina osatoteuttajina Luonnonvarakeskus ja Ita-Suomen yli-
opisto. Hankkeentavoitteena on selvittaa ja demonstroida Pohjois-Savossa syntyvien sivuvirtojen

jatkojalostusmahdollisuuksia uusiksi tuotteiksi.



8 (50)

1.2 Tydn tausta-ja tutkimusaineisto

TyOn tausta- ja tutkimusaineistona kaytetaan tieteellisia artikkeleita ja raportteja seka kirjallisuusléh-
teita aiemmin tehdyista tutkimuksista liittyen biovedyn tuottamiseen pimeafermentaatiolla. Ndiden
tutkimusten tuloksia liittyen biovedyntuottopotentiaaliin eri raaka-aineilla ja olosuhteilla kdytetaan
opinnaytetyon vedyn tuotannon tehokkuuteen vaikuttavien tekijdiden selvityksen tekemiseen ja so-
velletaan opinnadytety6n fermentaatiokokeiden toteutuksessa. Tausta- ja tutkimusaineistona kayte-
taan myos tieteellisia artikkeleita liittyen vedyn kdyttdon. Aineistona tydssa toimii naiden lisaksi labo-
ratoriokokeissa kaytettavien fermentorien seka muiden kaytdssa olevien laitteiden manuaalit seka

prosessin seuranta-analytiikkaan liittyvat standardit.
1.3 Lyhenteetja maaritelmat
Asetogeeniset bakteerit = Bakteerit, jotka muodostavat mm. vetya.
Biovety = Vety, joka on tuotettu biologisesti.
Fermentori = Bioreaktori, joka on tarkoitettu mikrobien kasvatukseen.

Hydrolyyttiset bakteerit = Bakteerit, jotka hajottavat substraatin kiintedt hiilihydraatit, rasvat ja val-

kuaisaineet yksinkertaisiksi sokereiksi, pitkaketjuisiksi rasvahapoiksi ja aminohapoiksi.
Metanogeeniset bakteerit = Bakteerit, jotka muodostavat biokaasua.

Nollakuitu, 0-kuitu = Sellu- ja paperiteollisuuden sivuvirta, joka koostuu lignoselluloosasta.
ORP (Oxidation-Reduction Potential) = redox-potentiaali eli pelkistymispotentiaali

P2X, PtX = power-to-X-teknologia

Pimeafermentaatio = Mikrobien aineenvaihduntaa, jossa ei ole valoa.

Sivuvirta = paatuotteen valmistusprosessin aikana syntyva sivutuote

TS (Total Solids) = kuiva-ainepitoisuus

Viipymaaika, HRT (Hydraulic Retention Time) = Aika, jonka sy6te on keskimaarin bioreaktorissa.
VS (Volatile Solids) = orgaanisen aineen pitoisuus

VFA (Volatile Fatty Acids) = haihtuvat rasvahapot

Ymppi = bakteerisiirros, eli heratepanos
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VEDYN KAYTTO ENERGIANTUOTANNOSSA

Vety

Vetykaasu (Hz2) on lupaava energian varastointi- ja siirtovaline, jolla voi olla merkittava rooli kasvi-
huonekaasupaastdjen vahentamisessa. Vety on hiilineutraali energian kantaja, silla sen palamisen
lopputuotteena syntyy vain vesihdyrya ja lampda. Silla on my6s suuri energiasisaltd, 122 kl/g, joka
on noin 2,75 kertaa suurempi kuin hiilivetypolttoaineilla, kuten bensiinilla. Suuri energiasisalto ja va-
hainen tai Idhes olematon paastéjen muodostuminen kdytossa tekevat vedysta potentiaalisen fossii-

listen polttoaineiden korvaajan. (Pandey, Venkata Mohan, Chang, Hallenbeck & Larroche 2019, 2.)

Vedyn hiilijalanjalki riippuu taysin sen tuottotavasta, silla vedyn kdyttd polttokennoissa tuottaa sivu-
tuotteena vain lampoa seka puhdasta vesihdyrya (kuva 1). Reformoinnilla fossiilisista polttoaineista
tuotettua vetya elifossiilista vetyd, joka tuottaa hiilidioksidipaastéja, kutsutaan harmaaksi vedyksi.
Suurin osa kaytetysta vedysta tuotetaan hdyryreformoimalla (SMR = Steam Methane Reforming).
Mikali fossiilisilla polttoaineilla tuotettu vedyn hiilidioksidipaast6ja vahennetaan hiilen talteenotolla
seka varastoinnilla (ATR = Autothermal Reforming) kutsutaan vetya silloin siniseksi vedyksi. Turkoo-
siksi vedyksi kutsutaan vetyd, joka on tuotettu pyrolyysin avulla, jonka sivutuotteena muodostuu
hiilimustaa. Vetya voidaan tuottaa my6s uusituvilla energianlahteilla, kuten aurinko- ja tuulivoimalla
mm. elektrolyysia apuna kayttaen, talloin vetya kutsutaan vihreaksi vedyksi, silla se tuottaa hyvin
vahan hiilidioksidipaastoja. Mikali vety saadaan tuotettua ilman hiilidioksidipaastéja uusiutuvilla ener-
gialahteilla tai ydinvoimalla kutsutaan sita silloin paastéttémaksi vedyksi. Naiden lisaksi vetya voi-
daan tuottaa osittaisella hapetuksella (POX = Partial Oxidation), termokemiallisesti esimerkiksi bio-
massan kaasutuksella seka biologisin keinoin, aivan kuten tassa opinndytetydssa esimerkiksi pimea-
fermentaation avulla. (Nikolaidis & Poullikkas 2017, 597-611; Motiva Oy 2020; Vartiainen 2020;
TheWorldOfHydrogen julkaisuaika tuntematon.)

Fossiiliset polttoaineet Uusiutuvat polttoaineet
[ Hiilivety reformointi | | Hiilivety pyrolyysi | [ Biomassan prosessointi | | Veden halkaiseminen |
SMR POX ATR Elektrolyysi | | Termolyysi || Fotolyysi
[_Fotolyysi |
[ Biologinen | | Termokemiallinen |
[ Biofotolyysi | [ Pimeédfermentaatio | [ Valofermentaatio |
[ Pyrolyysi | [ Kaasutus |[  Poltto || Nesteytys |
~— =
HZ

KUVA 1. Vedyn tuottotavat, muokattu ldhteesta (Nikolaidis & Poullikkas 2017, 597-611)
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Power-to-X

Maailmassa syntyy yha enemman sahkda uusituvista energialdhteista, jopa enemman kuin markki-
nat kuluttavat. Teknologia on kehittynyt huomattavasti viime vuosikymmenien aikana ja uusiutuvan
energian hinta on laskussa. Tasta huolimatta, jos katsomme kokonaisenergiankulutustamme, uusiu-
tuvat energialahteet muodostavat vain pienen osan siita. LdAmmitys-, liikenne- ja teollisuusproses-
seissa hallitsevat edelleen fossiiliset polttoaineet, koska nama prosessit eivat voi toimia sahkolla,
vaan tarvitsevattoimiakseen polttoainetta. Power-to-X-teknologia, lyhyemmin P2X tai PtX voi olla
yksi avainteknologioista, joka voi ratkaista nédma lammitykseen, liikenteeseen ja teollisuuteen liitty-
vat fossiilisten polttoaineiden aiheuttamat hiilidioksidiongelmat elektrolyysilla tuotetun vedyn avulla
(kuva 2). Power-to-X-teknologian perusidea on muuttaa sahkoa toiseen energiamuotoon, kuten lam-
moksi, vedyksi tai synteettisiksi polttoaineiksi ja tarvittaessa takaisin sahkoksi. (LUT University 2018;
DW 2019.)

Esimerkiksi tuuliturbiinien tuottama ylimaarainen energia voidaan hyddyntaa vedyn sahkdkemialli-
seen valmistukseen vedesta, elektrolyysin avulla. Elektrolyysi on sahkdkemiallinen prosessi, jonka
avulla vesi voidaan jakaa vedyksi (H,) ja hapeksi (O,). Happea pidetaan yleensa prosessin sivutuot-
teenaja se johdetaan ilmakehaan, mutta sita voitaisiin kayttda useissa sovelluksissa, esimerkiksi te-
rasteollisuudessa ja hapettimena palamisessa. Vety on vesielektrolyysin padtuote ja edustaa ensim-
maistd mahdollista P2X-prosessin lopputuotetta. Prosessin edetessa elektrolyysilla tuotettu vety voi-
daan yhdistaa puhtaan hiilidioksidin (CO,) kanssa, joka on siepattu hiilidioksidikaappareiden avulla
esimerkiksi valmistusprosessien ja voimalaitosten savukaasuista. Vedyn ja hiilidioksidin muodostama
seos muodostaa lopputuotteena metaania (CH,4), metanolia (MeOH) ja dimetyylieetteria (DME),
jotka ovat polttoaineita, joita voidaan kayttaa energian tuotantoon ja kulkuvalineiden moottoreissa.
Lopputuotteita voidaan kayttaa myods kemianteollisuuden raaka-aineina. Power-to-X-teknologian
avullailmasta, vedestd ja sahkdsta voidaan siis valmistaa synteettisia polttoaineita. (LUT University
2018; Calise, Dentice D'Accadia, Santarelli, Lanzini & Ferrero 2019, 534-536.)

e N\
COZ'
talteenotto

CO:= @ Polttoaine
B — l ! l CHs
|, —_— 02 I

- -ls DME

Elektrolyysi CO, +H,
; .y E——— .
\. javarastointi | _ _ _ prosessi MeOH
/' . co . .
| |
H20 . eccccaaa e * Synteettinen

kaasu

KUVA 2. Power-to-X prosessikaavio, muokattu lahteesta (Calise ym. 2019, 534-536)
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2.3 Vedyn kaytté Suomessa

Paaasiallinen vedyn kayttokohde Suomessa on teollisuus. Vedyn kaytto polttoaineena on ollut tois-
taiseksi viela hyvin vahaista. Suomessa Mantyharjulaista Woikoski Oy:ta voidaan pitaa vetytalouden
edelldkavijand, yhtio kehitti jo 1920-1930-luvulla vedylla toimivan mantamoottorin. Woikoski oli
myds vuonna 2015 mukana hankkeessa, jonka tavoitteena oli rakentaa Pohjoismaihin 20-30 vetyau-
tojen tankkauspistetta, mutta joutui luopumaan hankkeesta vuonna 2017, kysynndan puutteen
vuoksi. Yhti6 ehti kuitenkin rakentaa kolme tankkauspistettd Géteborgiin, Vuosaareen seka Manty-
harjulle. Tankkauspisteilla kavijamaarat ovat kuitenkin olleet hyvin vahaisia ja esimerkiksi Vuosaaren
tankkauspiste on tédman takia suljettu. Woikosken Mantyharjulla sijaitsevan tankkauspistetta kaytta-
vat vain yhtién oma polttokennoilla toimiva Hyundai ix35-henkildauto ja vetytrukki. Vetytalouden
hidasteena Suomessa ovat infrastruktuurin puute ja vetyautojen hinta seka kilpailu sahkdautojen
kanssa. Woikoski kuitenkin tuottaa edelleen vetya teollisuuden kayttéon verkkosahkolla vesielektro-
lyysin avulla, laitos myds kerad sivutuotevetya eli hukkavetya, jolloin prosession lahes padastotonta.
Suomessa teollisuus tuottaa taivaalle hukkavetya siten, etta vuodessa sita riittdisi polttoaineeksi

10 000 autolle noin 20 000 kilometrille. (Nikula 2018; Uusiutuva vety tunkeutuu Suomen
energiakuplaan 2020.)

Uusiutuvaan vetyyn liittyvat suuret projektit, joissa mukana olisi useampia eri toimijoita ovat Suo-
messa viela harvinaisia. Monet suuret toimijat, kuten Wartsila, Neste ja SSAB ovat aloittaneet omia
vetyhankkeita, markkinoiden kilpailun vuoksi. Esimerkiksi Neste aikoo uusituvan vedyn avulla vahen-
taa paastdjaan seka pyrkii kehittdmaan synteettisia polttoaineita. Suomessa vetyhankkeet liitetaan-
kin usein osaksi Power-to-X teknologiaa. Muutamia laajoja usean toimijan projekteja on kuitenkin
kdynnissa, ndista esimerkkind VTT:n ja suomalaisen THT Control, ruotsalaisen Powercell Sweden,
ranskalaisen Mahytec ja italiaisen Linde Gas Italian yritysten tutkimusprojekti, jossa tarkoituksena on
kehittaa polttokennoilla toimiva séhkégeneraattori. (Uusiutuva vety tunkeutuu Suomen
energiakuplaan 2020; Laatikainen 2020b.)

Suomella olisi potentiaalia kasvaa uusiutuvan vedyn aloilla, Power-to-X teknologiaa hyddyntaen.
Suomessa on hyvat tuuliolosuhteet sekd maa on hyvin harvaan asutettu, tdama mahdollistaisi usei-
den tuhansien uusien tuuliturbiinin rakentamisen seka satojen elektrolyysilaitteiden sijoittamisen nai-
hin tuulivoimalapuistoihin, joiden avulla vetya saataisiin tuotettua. Tama kustannustehokkaasti ja
vahabhiilisesti tuotettu vety olisi mahdollista jalostaa hiilidioksidin avulla synteettisiksi polttoaineiksi,
jolloin Suomella voisi olla potentiaalia kehittya synteettisten polttoaineiden tuottajaksi. (Laatikainen,
2020a.)

Suomelta l6ytyy myos melko runsaasti prosessien sivuvirtoina syntyvaa materiaalia uusiutuvaan
energiaan kuuluvan biovedyn tuottamiseen. Eraan selvityksen mukaan teoreettinen biokaasun ener-
giapotentiaali Suomessa on 24,4 TWh, josta vedyn osuus on 1,2 TWh ja metaanin 23,2 TWh. Suu-
rimmat materiaalijakeet selvityksen mukaan ovat peltobiomassat ja lannat. Myds sellu-ja paperiteol-
lisuuden jatevedet voisivat olla potentiaalisia materiaaleja vedyn tuotannon kannalta. (Tahti &
Rintala 2010, 1-53.)
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3 VEDYN TUOTANTO BIOPOHJAISISTA AINEKSISTA

3.1 Pimedfermentaatio

Pimedfermentaatio on otollinen tekniikka uusiutuvan biovedyn tuottamiseksi. Vedyn tuotanto on or-
gaanisen aineksen hajottamista, joka tapahtuu anaerobisesti eli hapettomasti mikrobien, yleensa
Clostridia-, Esherichia-suvun bakteerien toimesta. Bakteerit kayttavat hiilihydraatteja, proteiineja ja
lipideja substraatteina muodostaen asidogeneesin kautta lopputuotteena happoja, vetya ja hiilidiok-
sidia. Asidogeneesi kuuluu anaerobisen hajoamisen vaiheisiin. (Ferreira & Gouveia 2020, 771-798;
Ghimirea ym. 2015, 73-95.)

Anaerobinen hajoaminen on nelivaiheinen prosessi, joissa eri mikrobiryhmat hajottavat Idahtémateri-
aalin pienemmiksi yhdisteiksi (kuva 3). Prosessin ensimmadinen vaihe on hydrolyysi eli liukoistumi-
nen, jossa prosessin raaka-aineen eli substraatin kiintedt hiilihydraatit, rasvat ja valkuaisaineet ha-
joavat liukoisiksi yhdisteiksi, kuten pitkaketjuisiksi rasvahapoiksi, aminohapoiksi ja yksinkertaisiksi
sokereiksi (kaava 1). Hajoaminen tapahtuu hydrolyyttisten bakteerien entsyyminen avulla. Hydro-
lyysivaihe on erittdin tarked anaerobisen hajoamisen kannalta, koska fermentatiiviset mikro-organis-
mit eivat voi kayttda polymeereja suoraan. (Audiopek Oy, Motiva Oy, Luostarinen & Metener Oy
2013, 1-13; Abdelgadir ym. 2014, 1-4.)

Rasvat — Pitkidketjuiset rasvahapot
Polysakkaridit - Monosakkaridit 1
Proteiinit - Aminohapot

Hydrolyysia seuraa happokayminen, jota kutsutaan myoés asidogeneesiksi tai fermentaatioksi, jossa
bakteerit hajottavat hydrolyysissa syntyneet liuenneet aineet haihtuviksi rasvahapoiksi (VFA), hiilidi-
oksidiksi (CO2) ja vedyksi (H2). Paaasiallisia happokdymisen aineenvaihduntatuotteita ovat propio-
nihappo (propaanihappo), butyraatti (voihappo), valeerihappo seka ammoniakki. (Zhang, J. Li,Y. Li
& Zhao 2014, 66-67; Abdelgadir ym. 2014, 1-4.)

Kolmas biokaasuprosessin vaihe on etikkahappokdyminen eli asetogeneesi, joka voi edeta olosuh-
teitten mukaan kahta eri reittid. Asetogeneesissa asetogeneettiset bakteerit hajottavat haihtuvat
rasvahapot ja muut asidogeneesin lopputuotteet hiilidioksidiksi, vedyksi ja asetaatiksi (etikkahappo)
tai muokkaavat hiilidioksidista seka vedysta asetaattia. (Abdelgadir ym. 2014, 1-4.)

Viimeinen vaihe on metaanikdyminen eli metanogeneesi, jossa metaania muodostavat bakteerit eli
metanogeenit muodostavat asetaatista ja vedysta biokaasua eli metaania (CH4) seka hiilidioksidia
(kaava 2). Metaania voi myds muodostua hiilidioksidin pelkistyessa vedylla (kaava 3). Mikali proses-
sin neljas vaihe eli metanogeneesi estetdan, syntyy asidogeneesinja asetogeneesin lopputuotteina
vetya seka hiilidioksidia ja haihtuvia rasvahappoja. (Audiopek Oy ym. 2013, 1-13; Abdelgadir ym.
2014, 1-4; Zhangym. 2014, 66—67.)

CH3;COOH — CH4+ CO, 2

C02+4H2—)CH4+2H20 3
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Proteiinit, Hiilihydraatit, Rasvat

Hydrolyysi

Y

Aminohapot, Sokerit, Pitkaketjuiset rasvahapot

Happokdayminen

VFA:t Hiilidioksidi
ja alkoholit ja vety
Asetogeneesi
Hiilidioksidi v
ja vety Asetaatti
Metanogeneesi

Metaani ja hiilidioksidi

KUVA 3. Anaerobisen hajoamisen vaiheet, mukaillen (Abdelgadir ym. 2014, 1-4)

Metanogeneesi voidaan estda anaerobisen hajoamisen olosuhteita sadtelemalla, esimerkiksi saata-
malla prosessin lampdtilaa, pH:ta, viipymaaikaa ja sekoitusta. Metanogeenit ja muut vetya kayttavat
bakteerit eivat kestd yhta korkeaa lampétilaa, kuin vetya tuottavat bakteerit, joten tavallisin tapa
estaa niiden toiminta on anaerobisen ympin lampokasittely, esimerkiksi keittamall, jolloin fermen-
taatioprosessiin saadaan valikoitua vetya tuottavia bakteereita. Metanogeenit seka muut vetya kayt-
tavat bakteerit eivat myoskaan kesta niin alhaista pH:ta, kuin vetya tuottavat bakteerit, joten alhai-
sella pH:lla voidaan suosia vetya tuottavia bakteereita. Lyhyt viipymaaika jatkuvatoimisissa reakto-
reissa taas estda vetya kayttavien bakteerien lisdéntymista, koska vetya tuottavien bakteerien kas-
vunopeus on nopeampi, jonka seurauksena vedyn tuotto voi lisddntya. Sekoitus on taas yhteydessa
viipymaaikaan, silla kun bioreaktoriin sydtetyt massat sekoittuvat keskenaan, poistuvan massan mu-
kana poistuu my®s massaa, joka on viipynyt reaktorissa vahemman aikaa, vaikuttaen bakteerien
lisdantymiseen. (Morimoto ym. 2004, 709-713; Hussy, Hawkes, Dinsdale, Hawkes 2005, 471-485;
Lo ym. 2009, 5802-5807.)

3.1.1 Substraatit

Vedyn tuotannon substraateiksi eli raaka-aineiksi soveltuvat erilaiset materiaalit, jotka biohajoavat
anaerobisesti. Tarkeitd kriteereja substraatin valinnalle biovedyn tuotantoon ovat raaka-aineen kes-
tavyys kestavan kehityksen ndkdkulmasta, saatavuus, hinta, orgaaninen koostumus seka bioha-

joavuus. Tutkimukset ovat myds osoittaneet, ettd vedyn saanto on suurempi liukoisesta orgaani-
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sesta aineesta, kuin kiintedsta orgaanisesta aineesta, silld liukoiset orgaaniset ainekset hajoavat hel-
pommin. Helposti biohajoavista yhdisteista, kuten hiilihydraateista (glukoosi, sakkaroosi, maltoosi,
selluloosa ja laktoosi) koostuvat raaka-aineet, ovat osoittautuneet vedyn tuotannon kannalta par-
haimmiksi. Monimutkaisemmista yhdisteistd, kuten rasvoista ja proteiineista koostuvia raaka-aineita
pidetdan haasteellisempana ja niiden tuottamat vetysaannot ovat toistaiseksi melko vahaisia. Puh-
taat hiilihydraattilahteet eivét kuitenkaan sellaisenaan ole kannattavia substraatteja vedyn tuotan-
toon. Sen sijaan erityyppiset orgaaniset jatemateriaalit tarjoavat suuremman taloudellisen potentiaa-
lin kiertotalous nékékulman huomioiden. Naitd jatemateriaaleja ovat esimerkiksi biojatteet, teuras-
jatteet, kotitalouksien ja teollisuuden jatevedet, jatevesilietteet, lannat seka kasvijatteet (taulukko
1). Joista suurin vedyntuottopotentiaali on biojatteella (35,2-91,5 Ham3/tVS), vihanneksilla (14,2—
71,0 H2m3/tVS), peltokasveilla (16,0-82,2 H2m3/tVS) ja lannalla (6,4-81,3 H2m3/tVS). Kaytdannossa
kuitenkin vedyn saanto ei riipu vain raaka-aineen koostumuksesta, vaan myds anaerobisen hajoami-
sen prosessiolosuhteet, prosessin bakteerikanta ja prosessin olosuhteiden sdataminen vaikuttavat
vedyn saantoon. (Pandey, Chang, Hallenbeck & Larroche 2013, 120-126; Téhti & Rintala 2010, 1-
53.)

TAULUKKO 1. Erilaisia vedyn tuotannon substraatteja ja ndiden vedyntuottopotentiaaleja (Tahti &
Rintala 2010, 1-53).

Jatemateriaali Keskiarvo (H,m3/tVS) | Vaihteluvili(H.m? /tVS)

Biojate 58,1 35,2-91,5
Teurasjate 9,7 7,7-11,1
Vihannekset 49,1 14,2-71,0
Jatevesiliete (elintarviketeollisuus) 35,0 20,0-50,0
Peltokasvit 44,5 16,0-82,2
Lanta 38,4 6,4-81,3
Jatevesiliete 21,3 13,0-25,9
Jatevedet 40,0 -

Tassa opinndytetydssa substraatteina kdytetdan sellu- ja paperiteollisuuden jatevesien puhdistuspro-
sessin sivutuotteena syntyvaa nollakuitua ja ruoanjalostuksen sivuvirtana syntyvia porkkana- ja kaa-
limassoja. Nama raaka-aineet sisaltavat helposti hajoavia yhdisteita, esimerkiksi nollakuitu sisaltaa
selluloosaa, hemiselluloosaa seka ligniinia (Palmroth 2019, 1-59). Porkkana- ja kaalimassattaas
koostuvat mm. tarkkelyksestd ja sakkaroosista seka glukoosista ja fruktoosista. (Rosa, David &
Gomes 2001, 1145-1149.)

Biovedyn tuottaminen lignoselluloosabiomassasta on kannattava vaihtoehto, silla lignoselluloosasta
koostuvat raaka-aineet eivat kilpaile tarkkelyksesta seka erilaisista sokereista koostuvien elintarvike-
kasvien kanssa ja ovat myds halvempia, kuin ndma tavanomaiset maatalouden tuotteet. Lignosellu-
loosamateriaalit koostuvat padosin selluloosasta, helmiselluloosasta ja ligniinista. Bakteerit eivat voi
kayttaa selluloosaa suoraan vedyn tuotannon raaka-aineena. Selluloosa kuitenkin hajoaa anaerobi-

sen hajoamisen ensimmaisessa vaiheessa eli hydrolyysissa yksinkertaisemmiksi sokereiksi, joita bak-
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teerit pystyvatkayttamadn substraattina vedyn tuotannossa. Lignoselluloosasta koostuvia materiaa-
leja ovat esimerkiksi sellu- ja paperiteollisuuden jatteet ja jatevedet, oljet seka jyvien kuoret ja le-
seet. (Pandey ym. 2013, 120-126; Tahti & Rintala 2010, 1-53.)

Vedyn tuotantopotentiaaliraportteja, sellu-ja paperiteollisuuden jatteistd ja jatevesia substraattina
kayttden, on saatavilla hyvin huonosti. Nollakuitua on kuitenkin kdytetty substraattina metaanintuot-
topotentiaali kokeissa, jossa kasittelematon nollakuitu tuotti keskimaarin 250 | CH4/kg panostoimi-
sella kuivamadatys tekniikalla (Palmroth 2019, 1-59). Nollakuidun metaanintuottopotentiaalia peila-
tessa teoreettiseen biokaasun energiapotentiaalin Suomessa, nollakuidulla voisi my6s olla vedyntuot-

topotentiaalia.

Kasvimassat sisaltdvat tarkkelysta ja erilaisia sokereja, kuten glukoosia, fruktoosia ja sakkaroosia,
jotka soveltuvat hyvin vedyn tuotantoon. Kasvimassat usein tarvitsevat kuitenkin esikasittelyn, esi-
merkiksi murskaamalla tai jauhamalla, ettd biomassa saataisiin helpommin hajoavaan muotoon.
(Pandey ym. 2013, 120-126.)

Valtaosaa ravinnoksi kelpaavaa maanviljelyn tuotetta ei ole kannattavaa kadyttda suoraan biovedyn
tuotannossa. Maanviljelyn ja ruoanjalostuksen sivuvirtana kuitenkin muodostuu biojatetta, joka
koostuu naista ravinnoksi kelpaavista tuotteista. Tata esimerkiksi varastotappioista, naateista ja
muista ruoanjalostukseen kelpaamattomista massoista muodostunutta biojatetta olisi kannattavaa
lahted kayttamaan biovedyn tuotannossa. Biovedyn tuotantoon sopivia kasvimassoja ovat myds
energia tarkoitukseen viljellyt kasvit, niin kutsututenergiakasvit, kuten esimerkiksi nurmikasvit ja
heindkasvit. N\ama energiakasvit soveltuvat vedyn tuotantoon niiden korkean hiilihydraattipitoisuu-

den ja alhaisen ligniinipitoisuuden vuoksi. (Tahti & Rintala 2010, 1-53.)

Téassa opinndytetydssa substraatteina kdytettavia porkkana- ja kaalimassoja on tutkittu aiemmin
biovedyn tuotannossa ja ne ovat osoittaneet omaavansa vedyntuottopotentiaalin. Taulukkoon 2 on
koottuna erilaisten biomassojen vedyntuottopotentiaaleja, ndista esimerkiksi kaalin
vedyntuottopotentiaali on 26,3-61,7 ml/gVS ja porkkanan 44,8-70,7 ml/gVS.

TAULUKKO 2. Erilaisten biomassojen vedyntuottopotentiaaleja (Tahti 2007, 23)

Substraatti Ymppi Vedyn tuotto ml/gVs
Kaali Anaerobinenliete (biojate) 26,3-61,7
Porkkana Anaerobinenliete (biojate) 44,8-70,7
Riisi Anaerobinen liete (biojate) 19,3-96,0
Tofun tuotantojate Fermentoitu soijapapu 14,0-21,0
Riisilese Fermentoitu soijapapu 31,0-61,0
Vehnalese Fermentoitu soijapapu 10,0-43,0
Omenan jate Ei tiedossa 40,0
Rikotut jyvat Ei tiedossa 34,0
Herneenpalko Ei tiedossa 44,0
Vehnankorret, ei esikdsittelyd |Karjanlantakomposti 0,5
Vehnankorret, HCl-esikasittely |Karjanlantakomposti 68,1
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3.1.2 Ravinteet

Substraatin sisaltaméat ravinteet vaikuttavat myos siihen, kuinka suuri sen vedyntuottopotentiaali on.
Silla ravinteet vaikuttavat vetya tuottavien bakteerien kasvuun seka aineenvaihduntaan ja sita kautta
vedyn saantoon. Usein kuitenkin kayttaessa hiilihydraatteja vedyn tuotannon substraatteina
erilaisten ravinteiden, kuten kivennais- ja hivenaineiden lisdykset ovat valttamattomia, jotta
tuotannosta saadaan kaikki irti. (Pandey ym. 2019, 83-96.)

Esimerkiksi typen liséaminen syotteeseen nostaa vedyn kokonaissaantoa, silla typpi on tarkea
aminohappojen rakenneosa ja sita tarvitaan mikrobien optimaaliseen kasvuun. Typpilahteen
lisdédminen kuitenkin nostaa fermentaatioprosessin kustannuksia suuremmassa mittakaavassa.
Lisaksi hiili/typpi-suhteella (C/N-suhde) ja hiili/fosfori-suhteella (C/P-suhde) on merkittéva vaikutus
fermentaatioprosessin vakauttamisessa, vedyn saannossa ja tuotantonopeudessa. Fosfaatti toimii
my®6s yhtena tarkedna ravintoaineena vedyn tuotannossa, silla fosfaatti parantaa
fermentaatioprosessin suorituskykya. Liian suuret fosfaattipitoisuudet voivat kuitenkin ohjata
bakteerien aineenvaihdunnan tuottamaan enemman liukoisia rasvahappoja, vedyn tuotannon

sijasta, jolloin vedyn saanto pienenee. (Pandey ym. 2019, 83-96.)

Useat hivenaineet, kuten magnesium (Mg), natrium (Na), sinkki (Zn), rauta (Fe), kalium (K), jodi (1),
koboltti (Co), mangaani (Mn), nikkeli (Ni), kupari (Cu) ja kalsium (Ca) vaikuttavat vedyn tuotantoon.
Naista tarkeimmat ovat magnesium, natrium, sinkki ja rauta, silld niiden on todettu vaikuttavan
optimaalisilla pitoiksuuksilla eniten vedyn saantoon. Nama hivenaineet toimivat entsyymien
kofaktoreina eli entsyymien taytyy sitoa kyseisia ioneja itseensa toimiakseen. Raudan on esimerkiksi
osoitettu vaikuttavan vedyn tuotannon kannalta keskeisesti toimivan hydrogenaasi entsyymin
toimintaan positiivisesti. My6s magnesiumionin on todettu toimivan tarkedna kofaktorina
kymmenelle erilaisella entsyymille, kuten heksokinaasille, fosfofruktokinaasilla ja

fosfoglyseraattikinaasille. (Pandey ym. 2019, 83-96.)

3.1.3 Bakteerikanta

Laaja kirjo erilaisia mikro-organismeja eli bakteereja voi tuottaa vetya anaerobisissa olosuhteissa
aineenvaihduntareittiensa kautta. Mikro-organismeja, jotka selvidvat anaerobisissa olosuhteissa ja
tuottavat vetya kyseisissa olosuhteissa voidaan kayttaa pimeafermentaatiossa. Nédma mikro-organis-
mit voidaan jakaa niiden happiherkkyyden ja lampétilavaatimusten mukaan. Mikro-organismeja,
jotka vaativat taysin hapettomia eli anaerobisia olosuhteita kutsutaan obligaatti anaerobeiksi ja
mikro-organismeja, jotka kestavataerobisia seka anaerobisia olosuhteita kutsutaan fakultatiivisiksi
anaerobeiksi. Lampdtilavaatimusten perusteella nama bakteerit voidaan luokitella kolmeen eri luok-
kaan, mesofiileihin (+20—+45 °C), termofiileihin (+45—+65 °C) ja hypertermofiileihin (+75-+110
°C). Néiden joukosta termofiilien on raportoitu saavuttavan suurimman vedyn teoreettisen saannon
(4 mol Hz2/mol glukoosia). (Pandey ym. 2019, 83-96.)

Yleisimpia vetya tuottavia bakteereja ovat Clostridia-, Esherichia-suvut, ndiden lisdksi my6s Citrobac-
ter- ja Bacillus-suvun bakteerit voivat tuottaa vetya. Clostridia-suvun bakteerit kuuluvat obligaatti

anaerobiseen ryhmaan. Clostridia-suvun bakteerit tuottavat vetya kayttamalla mm. hydrogenaasi
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entsyymeja. Clostridia-bakteerit on jaoteltu, sen mukaan mitd orgaanista ainesta ne hajottavat, sak-
karolyyttisiin ja proteolyyttisiin. Sakkarolyyttiset Clostridia-suvun bakteerit hajottavat hiilihydraatteja
ja proteolyyttiset proteiineja jaaminohappoja. £sherichia-suvun bakteerit kuuluvat fakultatiivisiin
anaerobisiin bakteereihin, niitd on helpompi kasitella reaktorissa vedyn tuotannon aikana, silld ne
kestdvat aerobisia ja anaerobisia olosuhteita, lisdksi ne myds kestavat korkeampaa vedyn osapai-
netta. £sherichia-suvun bakteerit tuottavat vetya kayttamalld hydrogenaasi- ja formiaattivetylyaasi
(FHL)-entsyymeja. (Brock, Smith & Madigan 1984; Pandey ym. 2019, 83-96.)

Bakteerisiirroksena eli ymppina toiselta nimeltdan heratepanoksena, voidaan vedyn tuotannossa
kayttda puhdasta bakteeriviljelmaa tai sekaviljelmaa. Puhtaassa bakteeriviljelmassa on vain yhta
bakteerilajia ja sekaviljelma nimensa mukaisesti taas sisaltdd useampaa bakteerilajia. Puhdasta bak-
teeriviljelmaa kayttamalla on osoitettu, etté eri Clostridium sp. voi tuottaa vetya 1,47-2,81 mol/mol
glukoosia. Lukuisat tutkimukset ovat osoittaneet, etta sekaviljelman esim. lannan kayttaminen moni-
mutkaisten orgaanisten ainesten hajottamisessaon kannattavampaa, kuin puhtaan bakteeriviljel-
man. Silla sekaviljelmdssa on lasna erityyppisia organismeja, joten orgaanisen aineksen hajoamiseen

ja hyddyntémiseen on kaytettavissa erilaisia entsyymeja. (Pandey ym. 2019, 83-96.)

3.2 Vedyn tuotannon optimointi

3.2.1 pH

Fermentaatioprosessin raaka-aineen koostumus vaikuttaa vedyn tuotannon tehokkuuteen. Fermen-
taation tehokkuuteen vaikuttavia tekijoitd ovat my6s mikrobit ja niiden aineenvaihdunnan tuottamat
metaboliatuotteet. Mikrobien aineenvaihdunta muuttuu olosuhteiden mukaan, joten olosuhteet vai-
kuttavat myds muodostuviin valituotteisiin. Bioreaktorissa vallitsevilla olosuhteilla on siis merkittava
vaikutus fermentaatioon ja fermentaatiolla tuotettavan vedyn saantoon. Saddettavia olosuhteita ve-
dyn tuotannossa ovat mm. pH, lampétila, kuormitus, sekoitusja viipymaaika. (Pandey ym. 2019,
83-96.)

Yksi vedyn tuotantoon vaikuttava parametri on pH, silla se vaikuttaa organismien metaboliareittei-
hin, vaikuttamalla erilaisten soluentsyymien toimintaan. Jokaisella entsyymilla on oma optimaalinen
pH-arvo, jossa kyseisen entsyymin aktiivisuus on suurin. Monet fakultatiiviset anaerobiset bakteerit
tuottavat vetya hapettamalla glukoosin pyruvaatiksi glykolyysilla. Pyruvaatin hapettumisella tuotettu
loppumetaboliitti maarittaa vedyn saannon. Syétteen pH vaikuttaa mm. hydrogenaasin aktiivisuu-
teen, joka on keskeinen entsyymi vedyn tuotannossa. Esimerkiksi, jos happokonsentraatio kasvaa
bioreaktorin syotteessa, johtaa se sydtteen pH-arvon laskemiseen. Téama puolestaan laukaisee ai-
neenvaihdunnan muutoksen kohti happojen muuttamista alkoholeiksi, jolloin vedyn tuotanto heikke-

nee. Hydrogenaasin toiminta siis estyy alhaisissa pH-arvoissa. (Pandey ym. 2019, 83-96.)

Optimaalinen pH vedyn tuotantonopeuden maksimoimiseksi riippuu siis mikro-organismista seka
substraatista. Mikali syotteen pH on jokin muu, kuin sen optimaalinen pH, johtaa se vaistamatta ve-
dyn kokonaistuotannon vahenemiseen. Siksi pH:n saatoé on tarkeaa vedyn tuotannon maksimoi-
miseksi. Erilaiset tutkimukset ovat osoittaneet, etta optimaalinen pH-arvo vedyn saannon kannalta
olisi valilla 5,0-6,0. On my0s tutkimuksia, joissa on osoitettu tdman optimaalisen pH-arvon olevan
valilla 6,0-8,0. (Liu & Shen 2004, 251-256; Pandey ym. 2019, 83-96.)
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Myds pH-arvo fermentaatioprosessin alussa vaikuttaa vedyn saantoon, silld mitd korkeampi pH on
alussa, sitd niukempi on kokonaisvedyntuotto. Téma on seurasta siita, etta vedyn tuotto alkaa aikai-
semmin ja vedyntuottonopeus on suurempi, mutta tuoton kesto on lyhyempi, jolloin kokonaisve-
dyntuotto jaa alhaisemmaksi, kuin matalammalla alku pH-arvolla. (Khanal, Chen, Li & Sung 2004,
1123-1131; Fang, Li & Zhang 2006, 683-692.) Tutkimuksessa, jossa substraattina kaytettiin
yksinkertaisia hiilihydraatteja, korkein vedyn tuotantonopeus ja vedyn saanto saatiin alku pH-arvon
ollessa 6,4 (kuva4). (Muri, Osojnik, Djinovi¢ & Pintar 2016, 1-11.)
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KUVA 4. Erilaisten alku pH-arvojen vaikutus vedyn saantoon (Muriym. 2016, 1-11)

3.2.2 Lampdatila

Vedyn tuottaminen pimeafermentaatiolla voi tapahtua eri lampétiloissa bakteerien tyypin mukaan.
Fermentaatio voi tapahtua mesofiilisissa (25—40 °C), termofiilisissa (40—65 °C), darimmaisen termo-
fiilisissa (65—-80 °C) tai hypertermofiilisissa (> 80 °C) olosuhteissa. Suurin osa laboratoriomittakaa-

van fermentaatiokokeista on tehty mesofiilisissa olosuhteissa. (Pandey ym. 2019, 83-96.)

Lampétilalla on merkittava vaikutus vedyn tuotantoon, koska se vaikuttaa bakteerien kasvunopeu-
teen ja jakaumaan, substraatin hajoamiseen seka lopputuotteiden jakaumaan. Lampdétilan ei kuiten-
kaan tulisi ylittda sen optimaalista arvoa, silla se voi johtaa entsyymien toiminnan hairidihin ja sita
kautta vedyn tuotannon heikkenemiseen. (Lin, Chang & Hung 2008, 2445-2453.)

Vedyn tuotannon riippuvuus kayttélampétilasta on todettu useilla eri kokeilla. Esimerkiksi tutkimuk-
sessa, jossa tutkittiin optimaalista Iampdtilaa vedyn tuottamiseksi sekaviljelmalla valilla 30-55 °C,
suurin vedyn tuotanto saatiin 45 °C:ssa (Lin ym. 2008, 2445-2453). Kun taas tutkimuksessa sekavil-
jelmalla Iampatilan vaihdellessa valilla 15-35 °C, suurin vedyn tuotanto saatiin 35+1 °C:ssa (Lee,

Lin & Chang 2006, 465-472).
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On my0s raportoitu, ettd termofiilisissa olosuhteissa vedyn saanto on suurempi, kuin mesofiilisissa
olosuhteissa. Tama luultavasti johtuu siitd, ettd [ampdtilan nostaminen lisaa bakteerien vedyn tuoton
aktiivisuutta. Liian korkea lampétila voi kuitenkin joskus heikentaa vedyn tuotantoa, silld esimerkiksi
hydrogenaasi entsyymin toiminta saattaa inaktivoitua, jos lampdtila nousee lilan korkeaksi. (Lee ym.
2006, 465—472.)

3.2.3 Vedyn osapaine

Bioreaktorissa vallitseva vedyn osapaine on hyvin merkittava tekija vedyn tuotannossa. Vedyn osa-
paine nousee bioreaktorissa anaerobisten ja fakultatiivisten anaerobisten bakteerien suorittaman
orgaanisen aineksen hajottamisella tuotetun vedyn kertyessa sinne. Le Chatelier'n periaatteen mu-
kaan tuotetun vedyn kertyminen bioreaktoriin voi nostaa vetypitoisuutta siten, etta vedyn tuotto al-
kaa laskea, koska bakteerit siirtyvat tuottamaan pelkistyneempia tuotteita, kuten etanolia, asetonia
ja butanolia. Tutkimusten mukaan etenkin vedyn jatkuvassa tuotannossa vedyn osapaine on hyvin
kriittinen tekija vedyn tuoton kannalta. Tutkimukset ovat myds osoittaneet korrelaation bioreaktorin
kayttdlampdtilan ja vedyn optimaalisen osapaineen valilla. Taman vuoksi vedyn osapaine tulisi pitaa
alhaalla poistamalla tuotettua vetya jarjestelmasta, tehokkaamman vedyn tuotannon yllapitamiseksi.
(Hawkes, Hussy, Kyazze, Dinsdale & Hawkes 2007, 172-184.)

Vedyn erottamiseksi tai poistamiseksi jarjestelmdsta on kehitetty erilaisia tekniikoita. Vetya voidaan
esimerkiksi poistaa joko jaksottaista Owen-menetelmadkdyttaen tai jatkuvalla menetelmalla. Eraan
tutkimuksen mukaan, kun vedyn poistoon kaytettiin jatkuvaa menetelmaa, verrattuna jaksottaiseen
Owen-menetelmdan vedyn tuoton todettiin olevan 43 % suurempi. (Logan, Oh, Kim & Van Ginkel
2002, 2530-2535.) Vety voidaan myds huuhdella reaktorista pois typpi- tai argonkaasulla. Esimer-
kiksi eraan tutkimuksen mukaan vedyn tuotanto parani 68 % bioreaktorin huuhtelulla typpikaasulla,
verrattunatilanteeseen, jossa reaktoria ei huuhdeltu. (Mizuno, Dinsdale, Hawkes, Hawkes & Noike
2000, 59-65.)

3.2.4 Sekoitus

Sekoituksen avulla varmistetaan, etta bioreaktorissa hajottamista suorittavat mikro-organismit paa-
sevat kosketuksiin bioreaktoriin sy6tettdvan materiaalin kanssa, tasataan pH:ta, sen avulla myds
tasataan [ammon ja ravinteiden jakautuminen seka varmistetaan kaasun eteneminen kaasunkerayk-
seen. Sekoittamisen avulla estetaan lisaksi sedimenttien muodostuminen eli sy6tteen kerrostuminen.
Mikali bioreaktoriin syotettdvaa materiaalia ei sekoiteta tarpeeksi, eliomassa kerrostuu reaktorin poh-
jalle ja suurin osa syotteesta kertyy lahelle pintaa. Jolloin biovedyn tuotanto saattaa heikentya. Se-
koittaminen ennaltaehkdisee myos raskaista materiaaleista, kuten hiekasta muodostuvien saostu-
mien muodostumista bioreaktorin pohjalle. Sekoittamista ei kuitenkaan saisi suorittaa liilan voimak-
kaasti tai liian paljon, silla ndiden on havaittu vaikuttavan kaasuntuottoon alentavasti. Sekoitus on
yhteydessa viipymaaikaan, silla kun bioreaktoriin sy6tetyt massat sekoittuvat keskendan, poistuvan
massan mukana poistuu my®s massaa, joka on viipynyt reaktorissa vdahemman aikaan, vaikuttaen
biovedyn tuotantoon. (Morimoto ym. 2004, 709-713; Al Seadi ym. 2008, 27-80; Audiopek Oy ym.
2013, 1-13.)
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3.2.5 Viipymaaika
Fermentatiivisessa vedyn tuotannossa viipymaaika on ratkaiseva tekija vedyn tuotantopotentiaalin
nakokulmasta. Viipymaaika on aika, jonka sydte on bioreaktorissa, se kuitenkin vaihtelee hiukan bio-
reaktoriin eriaikaan syotettavien materiaalien sekoittumisen ja massojen poistamisen vuoksi. Viipy-
maaika on avaintekija mikro-organismien toiminnassa, niiden kasvunopeuden perusteella. Metaania
tuottavien bakteerien spesifinen kasvunopeuson hitaampi verrattuna vetya tuottavien bakteerien
kasvunopeuteen. Tutkimuksissa, joissa sydtteend on kdytetty mm. jatevesilietettd, lyhyt viipymaaika
on pystynyt estamaan hitaasti kasvavien metanogeenien lisdantymisen bioreaktorissa, jolloin vetya
tuottavat bakteerit ovat padsseet lisdantymaan. (Morimoto ym. 2004, 709-713; Lo ym. 2009, 5802—
5807.) Esimerkiksi tutkimuksen perusteella, jossa raaka-aineena kaytettiin puhdasta bakteeriviljel-
maa vedyn tuotantoa, voidaan tehostaa alentamalla viipymaaikaa kahdeksasta tunnista kuuteen tun-
tiin. Silla viipymaajan alentaminen vahentaa propionaatin tuotantoa, mika johtaa suurempiin ve-
tysaantoihin. (Zhang, Bruns & Logan 2006, 728-734.) Tutkimuksessa, jossa raaka-aineena kaytettiin
biojatetta optimi viipymaaika vedyn tuotannon kannalta, oli 36 tuntia, bioreaktorin ollessa jatkuva-
toiminen fermentori. Optimi viipymaaikaan vaikuttaa siis fermentaatioprosessin olosuhteet seka kay-

tdssa olevan raaka-aineen koostumus. (Ghimirea ym. 2015, 73-95.)

Viipymaaika voidaan laskea kaavalla 4 (Abdelgadir ym. 2014, 1-4).

HRT =2 4

Jossa,

HRT= hydraulinen viipymaaika (vrk)
Vr= reaktorin tilavuus (m?3)

V= syé6ttétilavuus (m3/vrk)

3.2.6 Kuormitus

Kuormituksella tarkoitetaan sita, kuinka paljon orgaanista materiaalia bioreaktoriin voidaan tiettya
aikayksikkoa kohti sy6ttaa. Bioreaktorin maksimaalinen kuormitus riippuu reaktoriin syétettavan ma-
teriaalin ominaisuuksista eli siitd kuinka helposti hajoavaa materiaalin orgaaninen aines on, esimer-
kiksi ruoantahteiden ja energiakasvien hajotus sallii suuremman kuormituksen kuin eldinlannan hajo-
tus. Kuormitusta voidaan saadella viipymaajalla, silla viipymaaika maarittda myos reaktoriin kohdis-

tuvan orgaanisen kuormituksen. (Audiopek Oy ym. 2013, 1-13; Abdelgadir ym. 2014, 1-4.)

Etenkin jatkuvatoimisten reaktoreiden kohdalla kuormitus vaikuttaa suuresti vedyntuottopotentiaa-
liin. Vedyn tuotannon kannalta korkeampi kuormitus on edullisempi, mutta kuormituksen noustessa
liian korkeaksi vedyntuottopotentiaali pienenee. Ylikuormitus voi aiheuttaa vedyn osapaineen nouse-
misen ja laskee pH:n, joiden seurauksena vedyn tuotanto voi laskea, koska olosuhteet muuttuvat
edullisemmaksi vetya kayttaville bakteereille. Osa substraatista voi jaada hyédyntamatta tai prosessi
voi alkaa muodostaa alkoholeja, mikali ylikuormitusjatkuu liian pitkdan. (Van Ginkel, Sung & Lay

2001, 4726-4730; Fan & Chen 2004, 1059-1068.)

Van Ginkel & Logan (2005, 3819-3826) osoittivat tutkimuksessaan, kuormituksen vaikutuksen vedyn
tuotantoon ja viipymdaajan yhteyden kuormitukseen. Tutkimuksessa jatkuvatoimisessa reaktorissa



3.2.7 Happi

21 (50)

kasiteltdessa glukoosia, vedyn tuotto kasvoi, kun kuormitusta pienennettiin viipymaaikaa pidenta-
malla.

Orgaaninen kuormitus voidaan laskea kaavalla 5 (Al Seadi ym. 2008, 27-80).

mxc 5

OLR =

Vr
Jossa,

OLR = orgaaninen kuormitus (kgVS/m3/d)
m = bioreatoriin syétetyn materiaalin massa (t/vrk)
C = sy0tteen VS-pitoisuus

Vk = bioreaktorin tilavuus (m?)

Happi on kriittinen parametri fermentaatioprosessissa, liuennuthappi on usein rajoittava tekija kor-
kean solutiheyden saavuttamiseksi fermentaatiolla. Solujen kasvaessa liuenneen hapen kysynta kas-
vaa. On tunnettua, etta obligaatti anaerobisten organismien kasvu edellyttaa pelkistavien aineiden,
kuten L-kysteiinihydrokloridin Idsndoloa sydtteen anaerobisuuden yllapitamiseksi. Naiden pelkista-
vien aineiden kaytto kuitenkin lisdéd fermentaatioprosessin kustannuksia. Pelkistimien tarpeen poista-
miseksi on tutkittu onnistuneesti sekaviljelmia, joissa fakultatiiviset anaerobit organismit kuluttavat
syotteessd olevaa happea, joka auttaa anaerobisen tilan luomisessa ja siten edistavat obligaatti an-

aerobisten organismien vedyn tuotantoa. (Yokoi, Saitsu, Uchida & Hirose 2001, 58-63; Eppendorf
2017, 1.)

3.2.8 Hiilidioksidi

Fermentaatiossa vetya menetetdan asetogeneesissa, kun vedysta ja hiilidioksidista muodostuu ase-
taattia. Téma johtuu siita, ettd korkea hiilidioksidipitoisuus ohjaa joidenkin asetogeenisten baktee-
rien aineenvaihdunnan pois vedyn tuotannosta. On tutkittu, etta hiilidioksidin véhentaminen proses-
sista voi lisatd vedyn saantoa 43 % (1,4 moolista 2,0 mooliin Hz/mol glukoosia). Nama tulokset
osoittavat, ettd vedyn tuotantoa voidaan lisata poistamalla hiilidioksidia reaktorista, jolloin todenna-
koisesti ndiden asetogeenisten bakteerien toiminta estyy ja vedyn tuotto lisdantyy. (Park, Hyun, Oh,
Logan & Kim 2005, 4416—4420.) On my®gs todettu, etta hiilidioksidin poistaminen auttaa estémaan

hiilidioksidista ja vedestda muodostuneen hiilihapon aiheuttaman pH:n laskun bioreaktorissa. (Liang,

Cheng & Wu 2002, 1157-1165.)

3.2.9 Redox-potentiaali

Redox-potentiaali on suure, joka mittaa kuinka helposti molekyyli ottaa vastaan elektroneja ja sita
kautta pelkistyy eli toimii hapettimena. Téma tarkoittaa sitd, ettd mitd suurempi aineen redox-poten-

tiaali on, sitd helpommin aine pelkistyy. (Doble & Kumar 2005, 111-122.)

Redox-potentiaali on kadntden verrannollinen kaasun tuottoon, eli kun redox-potentiaali kasvaa,

kaasun tuotanto pienenee ja painvastoin. Redox-potentiaalin avulla voidaan siis ennustaa vedyn tuo-
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ton regressio. Redox-potentiaaliin vaikuttaa sydtteen pH seka reaktorissa olevien hapettavien ja pel-
kistavien aineiden pitoisuudet. Esimerkiksi tutkimuksessa, jossa substraattina kaytettiin sakkaroosia
ja sokerijuurikasta, optimi vedyntuottopotentiaali saavutettiin, kun redox-potentiaali oli valilla -250
mV--150 mV. Samassa kokeessa redox-potentiaalin ollessa >-150 mV vedynsaanto heikkeni.
(Hussyym. 2005, 471-485; Ren ym. 2007, 1774-1780.)

3.2.10 Aineenvaihduntatuotteet

Fermentatiivisessa vedyn tuotannossa metabolisten lopputuotteiden tiedetdan vaikuttavan vetysaan-
toon. Yleisimmat ndista metabolisista liukoisista lopputuotteista ovat asetaatti, etanoli, butanoli, bu-
tyraattija propionihappo. Prosessin olosuhteet, kuten vedyn osapaine, pH ja viipymaaika vaikuttavat
vahvasti siihen, mitd liukoisia aineenvaihdunta tuotteita muodostuu. (Lee, Miyahara & Noike 2002,
694-698; Pandey ym. 2019, 83-96.)

Mikali aineenvaihdunnan lopputuotteena syntyy propionaattia ja muita pelkistyneitd lopputuotteita,
kuten alkoholeja ja maitohappoja, alentavat ne vedyn saantoa, silld ndma pelkistyneet lopputuotteet
sisaltavatvetyd, siispa vety ei vapaudu kaasuna. Vedyn saannon maksimoimiseksi, tulisi prosessi
suunnata tuottamaan haihtuvia rasvahappoja, pelkistyneiden aineenvaihduntatuotteiden sijaan. Ve-
tya saadaan teoreettisesti enintddn 4 mol Hz2/mol glukoosia, kun lopputuotteena on asetaatti (kaava
6) ja lopputuotteen ollessa butyraatti teoreettinen maksimisaanto on 2 mol Hz/mol glukoosia (kaava
7). Teoriassa suurin vedyn saanto saadaan lopputuotteen ollessa asetaatti, mutta todellisuudessa
suurin vedyn saanto saadaan asetaatin ja butyraatin sekoituksella. (Levin, Pitt & Love 2004, 173—
185; Zhangym. 2014, 66—67; Abdelgadir ym. 2014, 1-4.)

CsH12054+2H,0 - 2CH; COOH+2 CO2+4 H> 6
CsH1205 » CH; CHCOOH+2 CO;+2 H> 7

Haihtuvien rasvahappojen runsas keraantyminen prosessiin aiheuttaa kuitenkin pH:n laskemista,
joka voi inhiboida vedyn tuotantoa. Esimerkiksi hydrogenaasi-entsyymin toiminta estyy alhaisessa
pH:ssa, joten haihtuvien rasvahappoja tulisi poistaa prosessista, silla niiden poistaminen lisdéa vedyn
tuottoa. (Khanalym. 2004, 1123-1131.)

Lee ym. (2002, 694-698) osoittivat haihtuvien rasvahappojen estavéan vaikutuksen vedyn tuotan-
toon suorittamalla tutkimuksen, jossa he lisasivat liukoisia aineenvaihduntatuotteita syotteeseen.
Artikkelissa todettiin, etta lisdamalla asetaattia, etanolia, propionihappoa ja buty raattia valilla 0-0,3
mol/l, vedyn tuotantopotentiaali, substraatin hajoamistehokkuus ja vedyn tuotannon nopeus seka

vedyn saanto romahtivat merkittavasti VFA-pitoisuuden kasvaessa.
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4 LABORATORIOMITTAKAAVAN FERMENTAATIOKOKEET

4.1 Laboratoriokokeiden Iahtdkohdat ja suunnittelu

Opinndytetydssa selvitettiin biopohjaisten raaka-aineiden vedyntuottopotentiaali jatkuvatoimisia bio-
reaktoreita eli fermentoreja apuna kayttden. Opinnadytetyon laboratoriokokeiden raaka-aineinakay-
tettiin kaalia ja porkkanaa seka nollakuitua. Kaali ja porkkana, jotka eivat enaa tayttaneet paivayslu-
pausta saatiin Heinon Tukku Oy:lta Kuopion toimipisteeltd (kuva 5). Lisaksi ruokahavikkina synty-
nyttd kaalia ja porkkanaa saatiin Antell Round ravintolalta Kuopion Novapolikselta. Sellu- ja paperite-
ollisuuden jatevesien puhdistusprosessin sivutuotteena syntyva nollakuitu taas saatiin Stora Enso
Oyj:n Varkauden pakkauskartonkitehtaalta (kuva 6). Bakteerisiirroksena eli ymppina fermentaatio-
prosessissa kaytettiin LUKE Maaningan biokaasulaitoksen kasittelyjaannosta. Ymppi esikasiteltiin re-
aktoreihin helpommin syétettavaksi siivildimalla siitd isoimmat jakeet pois. Taman jalkeen ymppi
lampdkasiteltiin vesihauteen avulla 30 minuutin ajan 80 °C:ssa. Lampdkasittelyn avulla fermentaa-

tioprosessiin valikoitiin vetya tuottavia bakteereja metanogeenien sijaan.

KUVA 5. Paivayslupauksen menettaneet kaali ja porkkana (Minkkinen 2021, CC BY-SA)

KUVA 6. Nollakuitu (Minkkinen 2021, CC BY-SA)
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Laboratoriokokeissa kaytetyt kaali ja porkkana esikasiteltiin myds helpommin hajoavaan seka syotet-
tavaan muotoon. Ensin kaalija porkkana pilkottiin, jonka jalkeen suoritettiin pehmentaminen keitta-
malla. Taman jélkeen pehmentynyt massa syétettiin lihamyllyn [api kaksi kertaa, jolloin lopputulok-
sena saatiin karkeajakoista sosetta (kuva 7). Nollakuidun korkean kuiva-aineen ja orgaanisen aineen
pitoisuuden vuoksi se imeytettiin ionivaihdettuun veteen, jolloin sy6tteen TS-ja VS-pitoisuudet saa-

tiin vastaamaan porkkanan ja kaalin TS- ja VS-pitoisuuksia (kuva 8). Raaka-aineita sailytettiin kokei-

den ajan 7 °C:ssa kylmidssa.

KUVA 8. Nollakuidun ja ionivaihdetun veden seos (Minkkinen 2021, CC BY-SA)

Taman jalkeen tutkittavien raaka-aineiden TS- ja VS-pitoisuuksien pohjalta laskettiin kullekin raaka-
aineelle sopiva syottdétavoite (gVS) ja viipymaaika (pv). Syottétavoitteen perusteella raaka-aineille
laskettiin sopiva kuormitus (g/d) fermentaatioprosessin kannalta. Syé6ttétavoite (gVS) laskettiin
raaka-aineiden VS-pitoisuuden (%) ja fermentorien 4 litran tehollisen tilavuuden perusteella. Sitten
tutkittavat raaka-aineet seka ymppi lisattiin reaktoreihin ja suoritettiin lampétilan, pH:n seka sekoi-

tuksen (rpm) saato halutulle tasolle.
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Ennen reaktoreiden sulkemista, niiden ilmatila huuhdeltiin typpikaasulla (N,), jolloin anaerobiset olo-
suhteet saavutettiin nopeasti ja happi saatiin poistettua. Taman jalkeen reaktorit suljettiin liittdmalla
kaasuventtiileihin kaasunkerdyspussit. Pimeafermentaation toteutumisen varmistamiseksi fermento-
rien reaktorit peitettiin foliolla, niin ettei valo paassyt vaikuttamaan fermentaatioprosessiin (kuva 9).
My@ds laboratoriotilassa tydskennellessa valot pyrittiin pitamaan mahdollisuuksien mukaan poissa

paalta. Vetykaasun rajahdysherkkyyden vuoksi, laboratoriokokeiden turvallisuus huomioitiin sijoitta-

malla laboratoriotilaan vetyhalyttimet, jotka ilmaisisivat, jos ilmatilaan alkaisi vuotaa vetykaasua.

KUVA 9. Peitetyt fermentorien reaktorit (Minkkinen 2021, CC BY-SA)

4.2 Kaytetytreagenssit ja materiaalit

Fermentaatioprosessin vetya tuottavien bakteerien aineenvaihdunnan ja kasvun nopeuttamista var-
ten valmistettiin ravinneliuos, joka sisdlsi eri hivenaineita ja ravinteita. Hivenaineista tarkeimpia
naista olivat magnesium ja rauta, silla ne toimivat kofaktoreina eli bakteerien aineenvaihduntaa kiih-
dyttavinad. Ravinneliuosta annosteltiin syotteeseen 33 ml syote litraa kohden, jolloin ravintoaineita
syote kilogrammaa kohden tuli noin 30 mg. Ravinneliuosta annosteltiin syotteeseen aina raaka-ai-
neen lisdyksien yhteydessa. Liuoksessa hiili/ typpi/fosfori-suhde eli C/N/P-suhde oli 100/0,5/0,1. Alla
olevassa taulukossa 3 on esitettynd ravinneliuoksessa kdytetyt hivenaineet ja ravinteet seka niiden

kemikaalilahteet.

TAULUKKO 3. Ravinneliuoksessa kaytetyt kemikaalit

Hivenaine Lahde Kemikaali

Magnesium MgS0,4 * 7 H,0 Magnesiumsulfaattiheptahydraatti
Natrium NaCOOCHS3 Natriumasetaatti

Sinkki ZnSO,4 * 7 H,0 Sinkkisulfaattiheptahydraatti
Rauta Fez(S04); * 7 H,0 Rautasulfaattiheptahydraatti
Kalium KOH Kaliumhydroksidi

Kalsium Ca(OH); Kalsiumhydroksidi

Ravinteet Lahde Kemikaali

Fosfori KH,PO4 Kaliumdivetyfosfaatti

Hiili NaCOOCH; Natriumasetaatti

Typpi H,NCONH, Urea
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Fermentorien syotteen pH:ta saadettiin 5 M suolahapon (HCl) ja5 M natriumhydroksidin (NaOH)
avulla. Syotteeseen lisattiin natriumvetykarbonaattia (NaHCOs) puskuriskemikaaliksi hillitsemaan fer-
mentaatioprosessissa muodostuvien haihtuvien rasvahappojen aiheuttamaa pH:n alenemista. Nat-
riumvetykarbonaattia annosteltiin 5 g sy6te kilogrammaa kohden. Nollakuidun kohdalla sy6tteeseen
lisattiin rautakloridiliuosta (FeCl;) ehkaisemaan rikkivedyn muodostumista fermentaatioprosessissa.
Rautakloridia annosteltiin 6 mg sy6te kilogrammaa kohden. Liukoisia rasvahappoja maarittaessa au-
tomaattititraattorin titranttina toimi 0,1 M natriumhydroksidi seka ndytteiden esikasittelyssa pH:n
saatd suoritettiin 0,2 M rikkihapolla (H2S04). Laboratoriokokeissa kaytettyjen kemikaaliliuosten val-

mistuksessa ja nollakuidun laimennuksessa kaytettiin ionivaihdettua vetta.

4.3 Kaytetyt laitteet

Vedyn tuottopotentiaalikokeet suoritettiin kahdella Eppendorfin laboratoriomittakaavan BioFlo 120
fermentorilla, jotka sisdlsivat ohjausyksikon, kaasunsyottolinjan seka 5 litran reaktorin, johon sisaan-
rakennettuna kuului pH-, liuennut happi-, lampdtila- seka pinnankorkeuselektrodit (kuva 10). Elekt-
rodien seka ohjausyksikdn avulla fermentaatioprosessin olosuhteita saatiin sadadettya ja yllapidettya

osittain automaattisesti.

KUVA 10. Laboratoriokokeissa kaytetty fermentori (Minkkinen 2021, CC BY-SA)

Kuiva-aineen ja orgaanisen aineen maarityksissa kaytettiin posliinisia lasitettuja upokkaita, joihin tut-
kittavat ndytteet laitettiin ja punnittiin kuivatuksen seka hehkutuksen jéalkeen. Maarityksessa upok-
kaat jadhdytettiin eksikkaattorissa ja punnitukset tehtiin Scaltecin SBC 31 analyysivaa’alla.
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Haihtuvien rasvahappojen madrityksetsuoritettiin Hachin TitraLab® AT1000 Series automaattitit-
raattorilla. Naytteiden pH saddettiin arvoon 3,5 ennen VFA-maaritysta. Naytteiden kasittely ja titraus
suoritettiin menetelmaohjeen mukaisesti magneettisekoittajaa ja WTW:n pH 3210 mittaria, keittole-
vya ja lampomittaria apuna kadyttden. Valmistelunjalkeen naytteiden kokonais-VFA (mg CH;COOH/I)
maaritys suoritettiin automaattititraattorin avulla (kuva 11). Naytteiden pH-arvoja titrauksen aikana
mitattiin automaattititraattorin omalla pH PHC102 elektrodilla. Laboratoriokokeissa kaytetyt laitteet

ja elektrodit I6ytyvat alla olevastataulukosta4.

KUVA 11. Automaattititraattori (Minkkinen 2021, CC BY-SA)

Redox-potentiaali (mV) seka sahkdnjohtokyky (mS/cm) mitattiin naytteista Hachin HQ40d multi
kasimittarilla kyseisten muuttujien elektrodeja apuna kayttaen. Naytteiden pH-arvot ja happipitoi-

suus (%) mitattiin fermentorien sisddnrakennettujen pH- ja liuennut happielektrodien avulla.

Fermentaatioprosessissa syntyneen kaasun koostumuksen mittaus suoritettiin Dragerin vety-, hiilidi-
oksidi- ja rikkivety ilmaisinputkilla seka ilmaisinputkille sopivalla Dragerin kasikayttoisella Accuro put-
kipumpulla. Muodostuneen kaasun maara selvitettiin Savonia-ammattikorkeakoulun rakentamalla

vesikayttoisella tilavuudenmittasailiélia.
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TAULUKKO 4. Laboratoriokokeissa kaytetyt laitteetja elektrodit

Laitteet ja elektrodit Merkki Malli Lisatiedot

Kasimittari Hach HQ40d multi

Sahkonjohtokyky-elektrodi Hach CDC401 Tarkkuus + 0,5 %
ORP-elektrodi Hach IntelliCAL MTC101 Tarkkuus + 0.02 mV
Fermentorit Eppendorf BioFlo® 120 5 | reaktori, boroksilikaattilasia
pH-elektrodi Mettler Toledo InPro 3253 i Tarkkuus + 0,01 pH

Liuennut happielektrodi Mettler Toledo InPro 6850 i Tarkkuus + 0,1 %
Lampotila-elektrodi Eppendorf RTD Pt100 Platinaa
Pinnankorkeuden-elektrodi | Eppendorf Level Sensor Ruostumatonta terasta
Hehkutusuuni Carbolite 550 °C

Kuivatusuuni Memmert 105 °C

Upokkaat VWR Posliinia, lasitus sisa- ja ulkopuolelle
Eksikkaattori VWR Borosilikaattilasia
Analyysivaaka Scaltec SBC 31 Tarkkuus + 0,1 mg
Automaattititraattori Hach TitraLab® AT1000 Series

pH-elektrodi Hach PHC102 Tarkkuus + 0,02 pH

pH-mittari WTW pH 3210 Elektrodi: WTW 103631 SenTix 21 pH
Magneettisekoittaja VELP Scientifica | F203A0160 MST

Keittolevy Heidolph MR 3001 K

Lampomittari VWR Traceable Lollipop Mittausalue -50 °C - + 300 °C
Putkipumppu Drager Accuro

Tilavuudenmittasailio

PVC-muovia

4.4 Kaytetytanalyysimenetelmat

Opinnaytety6n laboratoriokokeet suoritettiin Savonia-ammattikorkeakoulun ymparistétekniikan ope-

tus- ja tutkimusyksikon laboratoriossa. Tutkittavien raaka-aineiden ja ympin kuiva-ainepitoisuudet ja

orgaanisen aineen pitoisuudet maaritettiin standardin SFS 3008 (1990) mukaisesti kolmena rinnak-

kaisena naytteena ennen reaktoreihin syéttamista.

Vedyn tuotannon optimointi kokeet suoritettiin kahdella laboratoriomittakaavan jatkuvatoimisella

fermentorilla. Laboratoriokokeet kaynnistettiin reaktoreiden ylos ajolla 25.2.2021 kaalilla ja porkka-

nalla. Fermentorien reaktoreihin lisattiin kokeiden kaynnistamisessa tutkittavia raaka-ainetta 200

grammaa seka loput tilavuudesta bakteerisiirroksena toimivaa ymppid, tayttdasteena 4 litraa sy6-

tetta. Reaktoreiden lampétilat saadettiin 35 °C:seen ja pH 5,00-5,50 vdlille, sekoitus asetettiin 100

rpm ja happipitoisuus mahdollisimman alas. Kokeet toteutettiin siis jatkuvatoimisena, jolloin reakto-

reista poistettiin kokeen aikana paivittain materiaalia (poiste) ja tilalle lisattiin saman verran raaka-

ainetta syoéttoétavoitteen mukaan (syote). Nollakuidun vedyn tuottopotentiaalikokeen aloituksessa

hyédynnettiin kaali ja porkkana koeajoista jaanytta bakteerikantaa. Tutkittavan raaka-aineen vaihto

toteutettiin aloittamalla nollakuidun syottaminen suoraan reaktoreiden sydtteeseen. Nollakuidun

syottaminen reaktoreihin aloitettiin 23.3.2021.

Kaalin ja porkkanan vedyn tuottopotentiaalikokeet kestivat kaksi viikkoa, kokeet aloitettiin reaktorei-

den yl6s ajon jalkeen 8.3.2021 ja kokeet lopetettiin 22.3.2021. Nollakuidun vedyntuottopotentiaalia

tutkittiin kahdella eri kuormituksella noin puolentoista viikon ajan. Tutkiminen aloitettiin sy6tteen

vaihdon jalkeen 29.3.2021 ja kokeet lopetettiin 6.4.2021. Vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana
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reaktoreista otettiin naytteita viitena paivana viikossa, joista vedyn tuotannon optimoimiseksi seurat-
tiin TS-ja VS-pitoisuuksia, VFA maara, pH:ta, redox-potentiaalia, séhkdnjohtokykya seka happipitoi-
suutta. TS-ja VS-pitoisuudet maaritettiin kokeiden alussa, puolivalissa seka lopussa standardin SFS
3008 (1990) mukaan. VFA maaraa tutkittiin kolmena paivana viikossa ja pH:ta, redox-potentiaalia,
sahkodnjohtokykya seka happipitoisuutta seurattiin viitena paivana viikossa. Alla olevaan taulukkoon

5 on koottuna laboratoriokokeissa kdytetyt menetelmat.

TAULUKKO 5. Laboratoriokokeissa kaytetyt menetelmat

Tutkimus Menetelma Lisdtiedot

VFA-maaritys Savonian sisdinen menetelma Kaksi rinnakkaista naytetta
Redox-potentiaali Savonian sisdinen menetelma Tulokset yksikdssd: mV
Happipitoisuus Savonian sisdinen menetelma Tulokset yksikossa: %
Sahkoénjohtokyky Standardi: SFS-EN 27888 (1994) Tulokset yksikdssa: mS/cm
pH Standardi: SFS 3021 (1979)

TS- ja VS-pitoisuudet Standardi: SFS 3008 (1990) Kolme rinnakkaista naytetta

Reaktoreihin liitetyt kaasunkerdyspussit vaihdettiin porkkanan ja kaalin kohdalla paivittain. Nollakuitu
vaati pidemman ajan hajoamiseen fermentoinnilla, jonka vuoksi myos kaasun muodostuminen oli
hitaampaa, joten nollakuidun kaasupussit vaihdettiin noin kolmen paivan valein. Muodostuneen kaa-
sun koostumuksen mittaus suoritettiin ilmaisinputkien ja putkipumpun avulla, tutkittavia komponent-
teja olivat vety (%), hiilidioksidi (%) ja rikkivety (H,S) (%). Ennen koostumuksen mittausta kaasu-
pusseihin kerdantynyt kaasu tuli kuitenkin laimentaa, silld ilmaisinputkien mitta-asteikot eivat olisi
riittdneet mittaamaan laimentamatonta kaasua. Kaasun laimennus suoritettiin paineilmalla siten, etta

kaasupussien sisalld oli noin 1/3 muodostunutta kaasua ja 2/3 paineilmaa (kuva 12).

KUVA 12. Kaasupussien laimennusjarjestelyt (Minkkinen 2021, CC BY-SA)
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Taman jalkeen laimennetuista kaasupusseista suoritettiin koostumuksen mittaus. Kaasun koostu-
muksen mittaus suoritettiin ilmaisinputkien kayttdohjeiden mukaisesti (kuva 13). Tulokset luettiin
ilmaisinputkien mitta-asteikosta ja tulokset kerrottiin ilmanpaineen korjauskertoimella F=1013/todel-
linen ilmanpaine (hPa). Kaasupussien tilavuuden mittaus suoritettiin tdman jalkeen vesikayttdisen
tilavuudenmittasailién avulla. Tilavuuksien ja koostumusprosenttien perusteella laskettiin vedyn, hiili-

dioksidin ja rikkivedyn maarat NTP-olosuhteissa.

KUVA 13. Kaasun koostumuksen mittausjarjestelyt (Minkkinen 2021, CC BY-SA)
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5 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

5.1 Vedyn tuotanto porkkanasta

Porkkanan vedyn tuottopotentiaalikokeet kdynnistettiin prosessin yl6s ajolla. Yldsajovaiheessa pro-
sessia kuormitettiin 1.3.2021 alkaen neljan paivan ajan 4,04 gVS/d, viidentena pdivana kuormitus
nostettiin 24,24 gVS/d. Yldsajovaiheen jalkeen vedyn tuottoa seurattiin kahden viikon ajan. Porkka-
nan kohdalla prosessia ajettiin 48,48 gVS/d kuormituksella vaihtaen materiaalia viidesti viikossa, vii-
pymaajan ollessa 6,67 pv. Koepdivana 2 kuormitusta nostettiin 72,72 gVS/d, palaten alkuperdiseen
kuormitukseen seuravana operointipdivana. Koepaivana 10 prosessiin lisdttiin ionivaihdettua vetta
porkkanan sijasta. Materiaalin vaihtaminen ei teknisesti onnistunut, reaktorin sy6tteen ollessa liian
paksua ja hajoamatonta. Sekoitus fermentaatioprosessin aikana pidettiin vakiona (lapasekoittimen
nopeutena 100 rpm) ja prosessia operoitiin mesofiilisella Iampdtila-alueella 35 °C:ssa. Porkkanan
vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana pH pyrittiin pitamaan valilla pH 5,00-5,50. Kokeiden aikana
pH arvot vaihtelivat valilla pH 4,91-5,26. Arvot tippuivat kokeiden alku puolella alle pH 5,00 haihtu-
vien rasvahappojen muodostumisen vuoksi. Tama kompensoitiin lisadmalla syotteeseen natriumve-
tykarbonaattia nostamaan puskurointikykyad. Porkkanan vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana seu-
rattiin reaktorin séhkdnjohtokykya sen vaihdellessa valilla 5,90 mS/cm-21,50 mS/cm seka happipi-

toisuutta sen vaihdellessa -0,6 %—-0,1 % valilla.

Porkkanan vedyntuottopotentiaali vaihteli laboratoriokokeiden aikana 3,63 ml/gVS—34,34 ml/gVS
valilla. Keskiarvoinen vedyntuottopotentiaali porkkanalla oli 13,92 ml/gVS. Alla olevasta kuvasta 14
huomataan vedyn tuoton kehittyminen kahden viikon kuluessa ja vedyn tuoton hiipuminen viikon-
loppujen aikana koepdivien 5ja 12 jdlkeen. Viikonloppuisin reaktoriin ei lisatty porkkanaa. Lisaksi

koepaivana 10 prosessiin lisatty ionivaihdettu vesi aiheutti laskun vedyn tuotannossa.

Porkkanan vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana muodostuneesta kaasusta vedyn lisdksi tutkittiin
my®s rikkivedyn ja hiilidioksidin pitoisuudet. Rikkivetya muodostui tuona aikana erittdin vahan, yh-
teensa 1,98 ml. Hiilidioksidin pitoisuudet (ml/gVS) ovat esitettyna alla olevassa kuvassa 14. Kuvasta
huomataan vety- ja hiilidioksidipitoisuuden yhteys siten, etta vetypitoisuuden kasvaessa hiilidioksidi-

pitoisuus kasvoi ja vetypitoisuuden laskiessa hiilidioksidipitoisuus laski.
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Porkkana: H, (ml/gVSs) ja CO, (ml/gVS)
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KUVA 14. Porkkanan vedyn ja hiilidioksidin tuotto

Alla olevassa kuvassa 15 on esitettyna porkkanan vedyn tuotto seka redox-potentiaali. Kuvasta huo-
mataan redox-potentiaalin kadntden verrannollisuus vedyn tuotantoon. Redox-potentiaalin kasva-
essa vedyn tuotanto pieneni, tdmd on huomattavissa etenkin koepaivien 1 ja 8 kohdalla. Optimaa-
liseksi redox-potentiaalin mitta-alueeksi porkkanan vedyn tuottopotentiaalikokeissa osoittautui -460

mV--490 mV. Redox-potentiaalinollessa > -260 mV vedyn tuotanto heikkeni.

Porkkana: H, (ml/gVS) ja redox (mV)
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KUVA 15. Porkkanan vedyn tuotto ja redox-potentiaali
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Porkkanan vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana tutkittiin myds reaktorin haihtuvien rasvahappo-
jen maaria ja niiden kehitysta prosessin aikana. Alla olevassa kuvassa 16 on esitettyna porkk anan
vedyn tuotanto seka reaktorin VFA maarat. Porkkanan kohdalla haihtuvien rasvahappojen maara
kasvoi fermentaatioprosessin edetessa. Porkkanan VFA maara kokeiden alussa oli 3 305 mg
CH5COOHY/I, jolloin vedyn tuotto oli 3,63 ml/gVS. Kokeiden lopussa porkkanan VFA maara oli 5 804
mg CH5;COOH/I, jolloin vedyn tuotto oli 34,34 ml/gVS. Kuvasta 16 huomataan tama vedyn tuoton
kasvaminen VFA maarien kasvaessa. Vedyn tuoton kasvaminen VFA maarien kasvaessa on etenkin

havaittavissa koepaivien 8, 10 ja 12 kohdalla.

Porkkana: H, (ml/gVS) ja VFA (mg CH3COOH/I)
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KUVA 16. Porkkanan vedyn tuotto ja VFA maarat

Porkkanan vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana tutkittiin myds reaktorin TS - ja VS-pitoisuuksia.
Alla olevassa kuvassa 17 on esitettyna porkkanan vedyn tuottopotentiaalikokeiden kuiva-aineenja
orgaanisen aineen pitoisuudet seka TS- ja VS-reduktiot kokeiden aikana. Reaktoriin sy6tettavan
porkkanan TS-pitoisuusoli 9,05 % ja VS-pitoisuus 8,58 %. Prosessia ajettiin suhteellisen tasaisella
TS- ja VS-kuormalla. Vedyn tuottopotentiaalikokeiden alussa porkkanan reaktorin TS-pitoisuus ol
4,22 % ja VS-pitoisuus 3,01 %. VS-pitoisuudet laskivat kokeiden alkupuolella, mutta kokeiden lo-
pussa TS- ja VS-pitoisuudet olivat suuremmat kuin kokeiden alussa. Lopussa porkkanan TS -pitoisuus
oli 4,84 % ja VS-pitoisuus 3,33 %. Porkkanan vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana TS-reduktio oli
46,5 %-53,4 % ja VS-reduktio 61,2 %—66,2 %. TS-reduktio laski tasaisesti kokeiden edetessg, kun
taas VS-reduktio kasvoi hieman kokeiden alkupuolella, laskien kuitenkin kokeiden loppupuolella.
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Porkkana: TS/VS-pitoisuudet (%) ja TS/VS-reduktiot (%)

70 6
68 66,2

66 64.9 — 4,84 5
64 4,22

62

60 3,33
58 3,01 2,90

56

54

52

50

48 46,5 1
46

44 0
2 8 15

61,2

%
w
%

53,4

49,5

Koepaiva

VS (%) TS (%) e=@==TS-reduktio (%) e==@==\/S-reduktio (%)

KUVA 17. Porkkanan TS- ja VS-pitoisuudet seka TS- ja VS-reduktiot

5.2 Vedyn tuotantokaalista

Kaalin vedyn tuottopotentiaalikokeet kdynnistettiin prosessin ylos ajolla. Ylosajovaiheessa prosessia
kuormitettiin 1.3.2021 alkaen neljan paivan ajan 3,12 gVS/d, viidentena paivana kuormitus nostettiin
24,24 gVS/d. Yloésajovaiheenjalkeen vedyn tuottoa seurattiin kahden viikon ajan. Kaalin kohdalla
prosessia ajettiin 37,44 gVS/d kuormituksella vaihtaen materiaalia viidesti viikossa, viipymaajan ol-
lessa 6,67 pv. Koepdivana 2 kuormitusta nostettiin 56,16 gVS/d, palaten alkuperdiseen kuormituk-
seen seuravana operointipdivana. Koepadivana 10 prosessiin lisattiin ionivaihdettua vetta kaalin si-
jasta. Materiaalin vaihtaminen ei teknisesti onnistunut, reaktorin syétteen ollessa liian paksua ja ha-
joamatonta. Sekoitus fermentaatioprosessin aikana pidettiin vakiona (lapasekoittimen nopeutena
100 rpm) ja prosessia operoitiin mesofiilisella lampdtila-alueella 35 °C:ssa. Kaalin vedyn tuottopoten-
tiaalikokeiden aikana pH pyrittiin pitdmaan valilla pH 5,00-5,50. Kokeiden aikana pH arvot vaihteli-
vat valilld pH 4,82-5,47. Arvot tippuivat kokeiden alku puolella alle pH 5,00 haihtuvien rasvahappo-
jen muodostumisen vuoksi. Téma kompensoitiin lisaamalla sybtteeseen natriumvetykarbonaattia
nostamaan puskurointikykyd. Kaalin vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana seurattiin reaktorin sah-
kénjohtokykya sen vaihdellessa valilla 8,55 mS/cm-20,90 mS/cm seké happipitoisuutta sen vaihdel-

lessa 0,2 %—2,5 % valilla.

Kaalin vedyntuottopotentiaali vaihteli laboratoriokokeiden aikana 3,70 ml/gvVS—23,64 ml/gVS valilla.
Keskiarvoinen vedyntuottopotentiaali kaalilla oli 12,96 ml/gVS. Alla olevasta kuvasta 18 huomataan
vedyn tuoton kehittyminen kahden viikon kuluessa ja vedyn tuoton hiipuminen viikonlopun aikana

koepaivien 5 ja 12 jalkeen. Viikonloppuisin reaktoriin ei lisatty kaalia. Lisdksi koepadivana 10 proses-

siin lisatty ionivaihdettu vesi aiheutti laskun vedyn tuotannossa.
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Kaalin vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana muodostuneesta kaasusta vedyn lisaksi tutkittiin myos
rikkivedyn ja hiilidioksidin pitoisuudet. Rikkivetyd muodostui tuona aikana hyvinvahan, yhteensa
24,83 ml, eli jonkin verran enemman kuin porkkanan vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana. Hiilidi-
oksidin pitoisuudet (ml/gVS) on esitettyndalla olevassa kuvassa 18. Kuvasta huomataan vety- ja
hiilidioksidipitoisuuden yhteys siten, ettd vetypitoisuuden kasvaessa hiilidioksidipitoisuus kasvoi ja

vetypitoisuuden laskiessa hiilidioksidipitoisuus laski.

Kaali: H, (ml/gVS) ja CO, (ml/gVSs)
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KUVA 18. Kaalin vedyn ja hiilidioksidin tuotto

Alla olevassa kuvassa 19 on esitettyna kaalin vedyn tuotto seka redox-potentiaali. Kuvasta huoma-
taan redox-potentiaalin kadntaen verrannollisuus vedyn tuotantoon. Redox-potentiaalin kasvaessa
vedyn tuotanto pieneni, tdma on huomattavissa etenkin koepaivien 1, 8 ja 10—11 kohdalla. Optimaa-
liseksi redox-potentiaalin mitta-alueeksi kaalin vedyn tuottopotentiaalikokeissa osoittautui -450 mV-

-500 mV. Redox-potentiaalinollessa > -400 mV vedyn tuotanto heikkeni.
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Kaali: H, (ml/gVSs) ja redox (mV)
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KUVA 19. Kaalin vedyn tuotto ja redox-potentiaali

Kaalin vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana tutkittiin my6s reaktorin haihtuvien rasvahappojen
madria ja niiden kehitysta prosessin aikana. Alla olevassa kuvassa 20 on esitettyna kaalin vedyn tuo-
tanto seka reaktorin VFA maarat. Kaalin kohdalla haihtuvien rasvahappojen maara kasvoi fermen-
taatioprosessin edetessa. Kaalin VFA maara kokeiden alussa oli 3 442 mg CH3COOH/I, jolloin vedyn
tuottooli 5,65 ml/gVS. Kokeiden lopussa kaalin VFA maara oli 5 390 mg CH3COOHY/I, jolloin vedyn
tuottooli 23,50 ml/gVS. Kuvasta 20 huomataan tama vedyn tuoton kasvaminen VFA maarien kasva-
essa. Vedyn tuoton kasvaminen VFA madrien kasvaessa on etenkin havaittavissa koepdivien 1, 3 ja
5 kohdalla.

Kaali: H, (ml/gVS) ja VFA (mg CH3COOH/I)
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KUVA 20. Kaalin vedyn tuottoja VFA maarat
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Kaalin vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana tutkittiin my6s reaktorin TS- ja VS-pitoisuuksia. Alla
olevassa kuvassa 21 on esitettyna kaalin vedyn tuottopotentiaalikokeiden kuiva-aineen ja orgaanisen
aineen pitoisuudet sekad TS- ja VS-reduktiot. Reaktoriin sy6tettavan kaalin TS-pitoisuus oli 6,68 % ja
VS-pitoisuus 6,24 %. Prosessia ajettiin suhteellisen tasaisella TS- ja VS-kuormalla. Vedyn tuottopo-
tentiaalikokeiden alussa kaalin reaktorin TS-pitoisuusoli 4,05 % ja VS-pitoisuus 2,97 %. VS-pitoisuu-
det laskivat kokeiden alkupuolella, mutta kokeiden lopussa TS- ja VS-pitoisuudet olivat suuremmat
kuin kokeiden alussa. Lopussa kaalin TS-pitoisuus oli 4,66 % ja VS-pitoisuus 3,10 %. Kaalin vedyn
tuottopotentiaalikokeiden TS-reduktio oli 30,2 %—39,5 % ja VS-reduktio 50,3 %-55,8 %. TS-reduk-
tio laski kokeiden edetessa, kun taas VS-reduktio kasvoi hieman kokeiden alkupuolella, laskien kui-

tenkin kokeiden loppupuolella.

Kaali: TS/VS-pitoisuudet (%) ja TS/VS-reduktiot (%)
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KUVA 21. Kaalin TS- ja VS-pitoisuudet seka TS- ja VS-reduktiot

5.3  Vedyn tuotanto nollakuidusta

Nollakuidun vedyn tuottopotentiaalikokeet kaynnistettiin kahdella eri fermentorilla kuormitusten
vaihdellessa ja kayttdaen edeltdvan kokeen vedyn tuotannon mikrobikantaa. Prosessin yldsajovai-
heessa reaktoreita kuormitettiin 23.3.2021 alkaen kolmen pdivan ajan 30 gVS/d. Yldsajovaiheen jal-
keen nollakuidun vedyn tuottoa seurattiin 9 paivan ajan. Nollakuidun vedyntuottopotentiaali tutkittiin
kahdella eri kuormituksella. Fermentoria 1. ajettiin kuormituksella 30 gVS/d-120 gVS/d ja fermento-
ria 2. ajettiin kuormituksella 30 gvS/d-180 gVS/d, vaihtaen materiaalia joka arkipaiva. Koepaivana
2. kuormitusta nostettiin fermentorissa 1. 60 gVS/d ja fermentorissa 2. 90 gVS/d. Paasidista edelta-
vana koepadivana 4. kuormitus kaksinkertaistettiin eli fermentoria 1. kuormitettiin 120 gvS/d ja fer-
mentoria 180 gVS/d. Viipymdaaika molemmissa fermentoreissa prosessin aikana oli 6,67 pv. Sekoitus
fermentaatioprosessin aikana pidettiin vakiona (lapasekoittimen nopeutena 200 rpm) ja prosessia
operoitiin mesofiilisella Iampdtila-alueella 35 °C:ssa. Fermentoreissa pH pyrittiin pitamaan pH 5,00—

5,50 valilld. Kokeiden aikana pH arvot vaihtelivat fermentorissa 1. pH 5,33-5,58 valilld ja fermento-
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rissa 2. pH 5,28-5,34 valilla. Nollakuidun vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana seurattiin reakto-
reiden sahkonjohtokykya, sen vaihdellessa fermentorissa 1. 7,65 mS/cm-10,06 mS/cm valilla ja fer-
mentorissa 2. 5,65 mS/cm—-10,14 mS/cm valilla seka happipitoisuutta sen vaihdellessa fermentorissa

1. 0,0 %:nja 0,4 %:n valilla ja fermentorissa 2. 0,3 %:n ja 0,7 %:n valilla.

Alla olevassa kuvassa 22 on esitettynanollakuidun kumulatiivinen vedyn tuotto. Fermentorissa 1.
kumulatiivinen vedyn tuotto oli yhteensa 15,40 ml. Fermentorissa 2. kumulatiivinen vedyn tuotto oli
yhteensa 38,15 ml. Kuvasta huomataan, ettd suuremman kuormituksen fermentori 2. tuotti noin

puolet enemman vetya kokeiden aikana, kuin pienemman kuormituksen fermentori 1.

Nollakuitu: Vedyn kumulatiivinen tuotto
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KUVA 22. Nollakuidun vedyn kumulatiivinen tuotto

Pienemman kuormituksen fermentorissa 1. vedyntuottopotentiaali vaihteli laboratoriokokeiden ai-
kana 0,0 ml/gVS-0,0721 ml/gVS valilla. Keskiarvoinen vedyntuottopotentiaali fermentorissa 1. oli
0,0466 ml/gVS. Suuremman kuormituksen fermentorissa 2. vedyntuottopotentiaali vaihteli laborato-
riokokeiden aikana 0,0303 ml/gvS—0,2261 ml/gVSs valilla. Keskiarvoinen vedyntuottopotentiaali fer-
mentorissa 2. taas oli 0,0794 ml/gVS. Alla olevasta kuvasta 23 huomataan, ettd fermentorin 2. ve-
dyntuottopotentiaali oli korkeimmillaan heti koepdivana 1. Nollakuidun vedyntuottopotentiaali fer-
mentorissa 2. laski prosessin edetessd. Fermentorissa 1. vedyntuottopotentiaali nousi kokeiden alku-

puolella, mutta laski loppua kohti.

Nollakuidun vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana muodostuneesta kaasusta vedyn liséksi tutkittiin
my®s rikkivedyn pitoisuudet. Rikkivedyn pitoisuudet (ml/gVS) on esitettyndalla olevassa kuvassa 23.
Nollakuidun kohdalla molempien fermentorien bakteerien aineenvaihdunta tuotti vedyn ohella run-
saasti myos rikkivetya. Rikkivedyn muodostuminen johtuu sulfaatinpelkistajabakteerien toiminnasta
anaerobisissa olosuhteissa, niiden kilpaillessa vedyn tuotannon bakteerien kanssa (Janhunen 2021).
Tama on huomattavissa etenkin koepaivan 9 kohdalla, jolloin rikkivedyn pitoisuus kasvoi suurem-

maksi, kuin prosessin vetypitoisuus.



Nollakuitu: H, (ml/gVSs) ja H,S (ml/gVs)
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KUVA 23. Nollakuidun vedyn ja rikkivedyn tuotto
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Alla olevassa kuvassa 24 on esitettynd nollakuidun vedyn tuotto seka redox-potentiaali. Nollakuidun

vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana redox-potentiaalin yhteytta vedyn tuotantoon oli haastavaa

seurata, silla vedyntuottopotentiaalia ei maaritetty paivakohtaisesti. Kuvasta 24 huomataan redox-

potentiaalin ollessa <-200 mV vedyn tuotanto kasvoi ja redox-potentiaalin ollessa > -200 mV vedyn

tuotanto heikkeni. Mittauspisteita on kuitenkin niin vahan, ettei nollakuidun vedyn tuotantoa ja re-

dox-potentiaalia voida verrata toisiinsa kovin luotettavasti.

Nollakuitu: H, (ml/gVS) ja redox (mV)

-50
-100
-150

-200
-250
_ -300
€ 350
-400
450
-500
.50
-600

1 2 3 4 5 6 7 8
Koepadiva

==@=Fermentori 1. redox mV ==@==Fermentori 2. redox mV

==@==Fermentori 1. vety ml/gVS ==@== Fermentori 2. vety ml/gVS

KUVA 24. Nollakuidun vedyn tuotto ja redox-potentiaali
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Nollakuidun vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana tutkittiin myos reaktorin haihtuvien rasvahappo-
jen maaria ja niiden kehitysta prosessin aikana. Alla olevassa kuvassa 25 on esitettyna nollakuidun
vedyn tuotanto seka reaktorin VFA maarat. Nollakuidun kohdalla VFA maarat léhtivat vedyn tuotto-
potentiaalikokeiden aikana laskuun. Kokeiden alussa pienemman kuormituksen fermentorissa 1. VFA
maara oli 5 851 mg CH;COOH/Ija suuremman kuormituksen fermentorissa 2. 6 694 mg CH;COOH/I.
Kokeiden lopussa VFA maara fermentorissa 1. oli 2 379 mg CH;COOH/I ja fermentorissa 2. 4 281 mg
CH5COOHY/I. Kuvasta huomataan vedyn tuoton laskeminen VFA maarien laskiessa, tdma on etenkin
havaittavissa koepaivien 4-9 valilla.

Nollakuitu: H, (ml/gVS) ja VFA (mg CHsCOOH/I)
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KUVA 25. Nollakuidun vedyn tuotto ja VFA maarat

Nollakuidun vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana tutkittin myds reaktoreiden TS- ja VS-pitoisuuk-
sia. Alla olevassa kuvassa 26 on esitettyna nollakuidun kuiva-aineen ja orgaanisen aineen pitoisuu-
det seka TS- ja VS-reduktiot vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana. Fermentoria 1. kuormitettiin
TS-pitoisuudella 5,58 %—-11,67 % ja VS-pitoisuudella 5 %—-10 %. Fermentoria 2. taas kuormitettiin
TS-pitoisuudella 5,58 %—17,50 % ja VS-pitoisuudella 5 %—15 %. Fermentorissa 1. TS- ja VS-pitoi-
suudet laskivat kokeiden alku puolella, mutta kokeiden edetessa TS- ja VS-pitoisuudet nousivat hie-
man. Fermentorin 2. kohdalla TS- ja VS-pitoisuudet kasvoivat kokeiden edetessa koko fermentaatio-
prosessin ajan. Vedyn tuottopotentiaalikokeiden alussa fermentorissa 1. TS-pitoisuus oli 4,17 % ja
VS-pitoisuus 3,12 %. Fermentorissa 2. TS-pitoisuus oli 4,61 % ja VS-pitoisuus 3,33 %. Lopussa fer-
mentorin 1. TS-pitoisuusoli 7,02 % ja VS-pitoisuus 5,82 %. Fermentorin 2. TS-pitoisuustaas oli
13,18 % ja VS-pitoisuus 11,12 %. Fermentorissa 1. nollakuidun vedyn tuottopotentiaalikokeiden TS-
reduktio oli 28,5 %-39,8 % ja VS-reduktio 37,6 %—41,8 %. Fermentorissa 2. nollakuidun TS-reduk-
tio taasoli 11,1 %—24,7 % ja VS-reduktio 21,2 %—-33,4 %. Fermentorissa 1. TS- ja VS-reduktiot
kasvoivat melko tasaisesti vedyn tuottopotentiaalikokeiden ajan. Fermentorissa 2. TS - ja VS-reduk-

tiot laskivat hieman kokeiden alkupuolella, mutta kasvoivat kokeiden loppua kohden.
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Nollakuitu: TS/VS pitoisuudet (%) ja TS/VS-reduktiot (%)
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KUVA 26. Nollakuidun TS-ja VS-pitoisuudet seka TS-ja VS-reduktiot
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6 YHTEENVETO JA JOHTOPAATOKSET

Opinnaytety6n tarkoituksena oli optimoida vedyn tuotanto laboratoriomittakaavan fermentoreilla bio-
pohjaisilla aineksilla. Laboratoriokokeiden tavoitteena oli saada selville tutkittavien biopohjaisten ai-
neksien vedyntuottopotentiaalit ja pohtia tulosten perusteella soveltuisiko tutkittavat raaka -aineet

potentiaaliseksi biovedyn Iahteeksi. Valituilla biopohjaisilla aineksilla saatiin tuotettua vetya.

Suurimmat vedyn tuotannot saatiin porkkanalla (kuva 14). Keskiarvoinen vedyntuottopotentiaali
porkkanalla oli 13,92 ml/gVS ja paivdakohtainen maksimi vedyntuottopotentiaali 34,34 ml/gVS. Pork-
kanan vedyntuottopotentiaali vaihteli laboratoriokokeiden aikana 3,63 ml/gVS-34,34 ml/gVSs valilla.
Viikonloppuisin prosessiin ei lisatty uutta syétettd, jonka vuoksi vedyn tuotanto hiipui viikonloppujen
aikana viipymaajan kasvaessa liian suureksi. Porkkanan vedyn tuottopotentiaalikokeiden prosessin
sahkdnjohtokyky vaihteli valilla 5,90 mS/cm-21,50 mS/cm seka happipitoisuus valilla -0,6 % — -0,1
%. Nailla vaihteluvaleilld ei todettu olevan suurta merkitysta porkkanan vedyn tuotantoon. Porkka-
nan vedyn tuottopotentiaalikokeiden tuloksista huomataan myds vedyn tuoton ja hiilidioksidin tuoton
yhteys. Silla vedyn tuoton kasvaessa my®ds hiilidioksidin tuotto kasvoi ja vedyn tuoton laskiessa hiili-
dioksidin tuotto laski. Porkkanan vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana todettiin redox-potentiaalin
kaantaen verrannollisuus vedyn tuotantoon. Kokeiden tuloksista on huomattavissa vedyn tuoton las-
keminen redox-potentiaalin kasvaessa ja vedyn tuoton kasvaminen redox-potentiaalin laskiessa. Op-
timaaliseksi redox-potentiaalin mitta-alueeksi porkkanan vedyn tuottopotentiaalikokeissa osoittautui
-460 mV--490 mV. Redox-potentiaalin ollessa > -260 mV vedyn tuotanto heikkeni (kuva 15).

Porkkanan vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana tutkittiin myds reaktorin haihtuvien rasvahappo-
jen maarid, naista tuloksista huomataan haihtuvien rasvahappojen maaran kehittymisen yhteys
raaka-aineen hajoavuuteen ja sita kautta vedyntuottopotentiaaliin. Helpommin hajoav alla porkka-
nalla VFA maarat kasvoivat fermentaatioprosessin edetessa (kuva 16). Lisaksi haihtuvien rasvahap-
pojen muodostumisesta johtuva pH:n aleneminen todettiin laboratoriokokeiden aikana. Porkkanan
vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana VFA maarat kasvoivat, jonka vuoksi my6s pH arvot laskivat
alle pH 5,00. Porkkanan vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana seurattujen reaktoreiden kuiva-ai-
neen- ja orgaanisen aineen pitoisuuksien seka TS-ja VS-reduktion yhteys vedyntuottopotentiaaliin
oli huomattavissa. Silla helpommin hajoavan ja siten vetya paremmin tuottavan porkkanan TS- ja
VS-pitoisuudet laskivat kokeiden alku puolella. TS- ja VS-pitoisuudet nousivat kuitenkin kokeiden
loppua kohti kuormituksen kasvaessa, jolloin reaktorissa olleet bakteerit eivat ehtineet hajottaa ma-
teriaalia riittdvan nopeasti. Hajoavuudenja vedyn tuoton yhteys huomataan myoés porkkanan TS- ja
VS-reduktioita tarkasteltaessa. Reduktion ollessa suurempi, my6s raaka-aineen hajoavuus ja sita
kautta vedyn tuotanto oli parempi. Opinnaytetyon laboratoriokokeissa parhaiten vetyatuottaneella
porkkanalla TS-reduktiooli 46,5 %-53,4 % ja VS-reduktio 61,2 %—66,2 % (kuva 17).

Kaalin keskiarvoinen vedyntuottopotentiaali oli 12,96 ml/gVS ja paivakohtainen maksimi vedyntuot-
topotentiaali 23,64 ml/gVS. Kaalin vedyntuottopotentiaali vaihteli laboratoriokokeiden aikana 3,70
ml/gVS—-23,64 ml/gVS valilla (kuva 18). Viikonloppuisin prosessiin ei lisatty uutta syétetta, jonka
vuoksi vedyn tuotanto hiipui viikonloppujen aikana viipymaajan kasvaessa liian suureksi, aivan kuin
porkkanan kohdallakin. Kaalin vedyn tuottopotentiaalikokeiden prosessin sahkdnjohtokyky vaihteli

valilla 8,55 mS/cm-20,90 mS/cm seka happipitoisuus 0,2 %-2,5 % valilla. Nailla vaihteluvaleilla ei
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todettu olevan suurta merkitysta kaalin vedyn tuotantoon. Kaalin kohdalla huomataan myds vedyn
tuoton ja hiilidioksidin tuoton yhteys. Silla vedyn tuoton kasvaessa my®ds hiilidioksidin tuotto kasvoi
ja vedyn tuoton laskiessa hiilidioksidin tuotto laski. Kaalin vedyn tuottopotentiaalikokeiden tuloksista
huomataan sama redox-potentiaalin ja vedyn tuoton kdantaen verrannollisuus, kuin porkkanan koh-
dalla. Kokeiden tuloksista on huomattavissa vedyn tuoton laskeminen redox-potentiaalin kasvaessa
ja vedyn tuoton kasvaminen redox-potentiaalin laskiessa. Kaalin vedyn tuottopotentiaalikokeissa op-
timaaliseksi redox-potentiaalin mitta-alueeksi osoittautui -450 mV- -500 mV. Redox-potentiaalin ol-

lessa > -400 mV vedyn tuotanto heikkeni (kuva 19).

Kaalin vedyn tuottopotentiaalikokeiden tuloksista huomataan my6s haihtuvien rasvahappojen maa-
ran kehittymisen yhteys raaka-aineen hajoavuuteen ja sita kautta vedyntuottopotentiaaliin. Helpom-
min hajoavalla kaalilla VFA maarat kasvoivat fermentaatioprosessin edetessa (kuva 20). Liséksi haih-
tuvien rasvahappojen muodostumisesta johtuva pH:n aleneminen todettiin laboratoriokokeiden ai-
kana. Kaalin vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana VFA maarat kasvoivat, jonka vuoksi myds pH
arvot laskivat alle pH 5,00. Kaalin vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana seurattujen reaktoreiden
kuiva-aineen- ja orgaanisen aineen pitoisuuksien seka TS-ja VS-reduktion yhteys vedyntuottopoten-
tiaaliin oli my6s huomattavissa. Silla helpommin hajoavan ja siten vetya paremmin tuottavan kaalin
kohdalla TS- ja VS-pitoisuudet laskivat kokeiden alku puolella. TS- ja VS-pitoisuudet nousivat kuiten-
kin kokeiden loppua kohti kuormituksen kasvaessa, jolloin reaktorissa olleet bakteerit eivat ehtineet
hajottaa materiaalia riittdvan nopeasti. Hajoavuuden ja vedyn tuoton yhteys huomataan myds
raaka-aineiden TS- ja VS-reduktioita tarkasteltaessa. Reduktion ollessa suurempi, myds raaka-aineen
hajoavuus ja sita kautta vedyn tuotanto oli parempi. Kaalilla TS -reduktio oli 30,2 %-39,5 % ja VS-
reduktio 50,3 %-55,8 % (kuva 21).

Nollakuidun kohdalla vedyntuottopotentiaalit jaivat melko alhaisiksi. Vedyntuottopotentiaalia tutkit-
tiin kahdella eri kuormituksella, naistd suuremman kuormituksen fermentori 2. tuotti enemman ve-
tya kokeiden aikana, yhteensa 38,15 ml ja pienemman kuormituksen fermentori 1. yhteensa 15,40
ml (kuva 22). Keskiarvoinen vedyntuottopotentiaali nollakuidulla fermentorissa 2. oli 0,0794 ml/gVS
ja pienemman kuormituksen fermentorissa 1. keskiarvoinen vedyntuottopotentiaali taas oli 0,0466
ml/gVS. Nollakuidun kohdalla paivéankohtaisesti kaasua ei muodostunut mitattavissa olevia maaria,
vaan muodostuneen kaasun mittaukset suoritettiin noin kolmen paivan valein. Fermentorissa 2. ve-
dyntuottopotentiaali oli suurimmillaan heti kokeiden alussa, mutta tdma on luultavasti seurausta
siitd, ettd reaktorissa oli viela hajoamatonta aikaisemman vedyn tuottopotentiaalikokeen materiaalia,
joka nosti vedyntuottopotentiaalia. Nollakuidun vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana vedyn tuotto
laski kokeiden loppua kohti molemmissa fermentoreissa, samalla rikkivedyn pitoisuus kasvoi. Nolla-
kuidun kohdalla molempien fermentorien bakteerien aineenvaihdunta tuotti vedyn ohella runsaasti
rikkivetya. Rikkivedyn muodostuminen oli seurausta sulfaatinpelkistajabakteerien toiminnasta. Sul-
faatinpelkistdjabakteerien toiminnan edellytyksena on riittdvan korkea rikkikonsentraatio, jonka nol-
lakuitu mahdollisti. Kyseiset bakteerit kayttavat vetya hyddykseen muodostaen rikkivetya eli osa
muodostuneista vetymolekyyleista sitoutui rikkimolekyyleihin muodostaen rikkivetya. Rikkivedyn tuo-
tannosta muodostui samalla suoraan kilpailija vedyn tuotannolle, jonka vuoksi rikkivedyn pitoisuus
kasvoi vetypitoisuutta suuremmaksi kokeiden lopussa (kuva 23). (Janhunen 2021) Kokeiden aikana

seurattiin my0s reaktoreiden sahkénjohtokykya, nama arvot vaihtelivat fermentorissa 1. 7,65
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mS/cm-10,06 mS/cm valilla ja fermentorissa 2. 5,65 mS/cm—-10,14 mS/cm valilla. Happipitoisuus
fermentorissa 1. vaihteli tuona aikana 0,0 %:n ja 0,4 %:n valilla ja fermentorissa 2. 0,3 %:nja 0,7
%:n valilla. Nailla vaihteluvaleilla ei todettu olevan suurta merkitysta vedyn tuotantoon. Nollakuidun
vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana redox-potentiaalin yhteytta vedyn tuotantoon oli haastavaa
seurata, silla vedyntuottopotentiaalia ei maaritetty paivakohtaisesti. Nollakuidun kohdalla redox-po-
tentiaalin ollessa <-200 mV vedyn tuotanto kasvoi ja redox-potentiaalin ollessa > -200 mV vedyn
tuotanto heikkeni (kuva 24). Redox-potentiaalin ja nollakuidun vedyn tuotannon yhteytta ei voida

kuitenkaan verrata toisiinsa kovin luotettavasti vahaisen mittausdatan vuoksi.

Nollakuidun vedyn tuottopotentiaalikokeiden tuloksista huomataan myds haihtuvien rasvahappojen
madran kehittymisen yhteys raaka-aineen hajoavuuteen ja sita kautta vedyntuottopotentiaaliin. Hei-
koimmin hajoavan nollakuidun kohdalla VFA maarat laskivat prosessin edetessa (kuva 25). Nolla-
kuidun kohdalla pH 5,00 alituksiaei mydskaan tapahtunut, silld haihtuvien rasvahappojen muodos-
tuminen oli selvasti vahaisempaa. Nollakuidun vedyn tuottopotentiaalikokeiden aikana seurattujen
reaktoreiden kuiva-aineen- ja orgaanisen aineen pitoisuuksien seka TS- ja VS-reduktion yhteysve-
dyntuottopotentiaaliin oli huomattavissa. Heikommin hajoavan ja vetya huonommin tuottavan nolla-
kuidun kohdalla TS- ja VS-pitoisuuksien laskua ei ollut niin selkedsti havaittavissa. Nollakuidun koh-
dalla TS- ja VS-pitoisuuksien kasvu kokeiden loppua kohti oli myés selkeampaa, tama johtui nolla-
kuidun heikosta hajoavuudesta. Sama huomataan myds raaka-aineiden TS- ja VS-reduktioita tarkas-
teltaessa. Heikoiten vetya tuottaneella nollakuidulla, pienemmalla kuormituksella TS-reduktio oli 28,5
%-— 39,8 % ja VS-reduktio 37,6 %—41,8 %. Suuremmalla kuormituksella TS-reduktiooli 11,1 %—
24,7 % ja VS-reduktio 21,2 %-33,4 % (kuva 26).

Keskiarvotulokset porkkanalla ja kaalilla jaivat alhaisemmaksi verrattaessa tuloksia opinnaytetyon
tausta- ja tutkimusaineistojen vedyn tuottopotentiaalikokeiden referenssiarvoihin. Naissa tutkimuk-
sissa porkkanan vedyntuottopotentiaali vaihteli 44,8 ml/gVS—70,7 ml/gVS valilla ja kaalin vedyntuot-
topotentiaali vaihteli 26,3 ml/gvS—-61,7 ml/gVS valilla (Tahti 2007, 23). Opinndytetyon vedyn tuotto-
potentiaalikokeiden porkkanan ja kaalin paivakohtaisia maksimi vedyntuottopotentiaaleja verratta-
essa naihin tausta- ja tutkimusaineistojen referenssiarvoihin, padstaan jo melko Iahelle naita aiem-
min toteutettujen tutkimusten tuloksia. Nollakuidun vedyntuottopotentiaali tutkittiin kahdella eri
kuormituksella, molemmilla kuormituksilla vedyntuottopotentiaalit jaivat alhaisiksi. Kirjallisuudessa ei
ollut saatavilla nollakuidun vedyntuottopotentiaaleille referenssiarvoja, joten nollakuidulle saatuja
vedyntuottopotentiaaleja ei voitu verrata vastaaviin tutkimustuloksiin. Laboratoriokokeiden tuloksien
perusteella voidaan todeta, etta porkkanalla ja kaalilla voisi olla potentiaalia biovedyn raaka-aineina,
jos tarkastellaan porkkanan ja kaalin pdivakohtaisia maksimi vedyntuottopotentiaaleja. Nollak uidulla
keskiarvoiset vedyntuottopotentiaalit molemmilla kuormituksilla jaivat melko alhaiseksi opinnayte-

tyon laboratoriokokeiden olosuhteilla.
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7 POHDINTA

Opinnadytetyon tarkoituksena oli selvittad pimedfermentaatiolla tuotetun vedyn tuotannon tehokkuu-
teen vaikuttavat tekijatja taman selvityksen perusteella pyrkia optimoimaan laboratoriomittakaa-
vassa vedyn tuotanto kdyttden prosessin raaka-aineena biopohjaisia aineksia. Tarkoituksena ol
my®&s paasta ensitestaamaan fermentorien toimivuutta ja soveltavuutta biojalostukseen ja kaasumai-

sen vedyn tuotantoon.

Opinnadytety®n vedyn tuottopotentiaalikokeiden perusteella voidaan todeta, ettd fermentorit soveltu-
vat biojalostukseen, kaasumaiseen vedyn tuotantoon ja bioliuostutkimuksiin. Fermentorien ensim-
mainen koeajo suoritettiin pitkalti manuaalisesti, joka vaikutti mahdollisesti jonkin verran vedyn tuot-
topotentiaalikokeiden tuloksiin. Esimerkiksi raaka-aineiden sy6ttaminen reaktoreihin suoritettiin ma-
nuaalisesti. Téman vuoksi reaktorin venttiileja availtiin sy6ton ja poiston ajaksi, jolloin osa muodos-
tuneesta kaasusta vapautui ilmaan, jonka vuoksi todellisuudessa vedyn saannot olisivat mahdollisesti
hieman suuremmat. Kokeiden aikana huomattiin myds, etta reaktoreiden TS- ja VS-pitoisuuden kas-
vaessa sekoitus heikkeni hieman, jonka seurauksena fermentaatioprosessin lampdtila alkoi aaltoilla
+ 3 °C halutun 35 °C. Tama my0s saattoi vaikuttaa vedyn tuotannon optimointiin. Sekoituksen heik-
keneminen luultavasti johtui siitd, etteivat fermentorit sovellu laitevalmistajan osoittamaan 7 %:n
kuiva-ainepitoisuuteen saakka. Opinndytetydssa kaytetyistd materiaaleista porkkanan ja nollakuidun
TS-pitoisuudet ylittivat tuon TS-pitoisuuden. Kokeissa kadytetyn kaalin TS-pitoisuus taas oli 6,68 % eli
fermentorien kapasiteetin rajoilla. Tdman perusteella voidaan todeta, etta teknisesti laitteisto sovel-
tuu mieluummin hieman alhaisemmille TS-pitoisuuksille, kuin mita opinndytetydn materiaalien TS-

pitoisuudet olivat.

Muodostuneen kaasun koostumuksen mittaus oli myds yksi tutkimuksen epavarmuustekijoista. Ve-
dyn tuotantokokeita ei aiemmin ollut tehty Savonia-ammattikorkeakoulun ymparistétekniikan ope-
tus- ja tutkimusyksikon laboratoriossa, joten sita varten ei ollut olemassa valmista optimaalista mit-
taustapaa. Koostumuksen mittauksessa osa muodostuneesta kaasusta menetettiin, arviolta noin 100
ml/pumppaus, jonka vuoksi todellisuudessa vedyn saannot olisivat hieman suuremmat (Drager
2020). Kaasun koostumuksen keskipoikkeama mittauksissa oli + 10 %—-15 %, joka my0s vaikuttaa
tutkimustulosten todenmukaisuuteen (Drager 2020). Aiheutuneiden virhelahteiden vuoksi jatkuvatoi-
misen vedyn mittauksen kehittamien olisi tarpeellista jatkotutkimuksia ajatellen. Mittaustekniikkaa
voisi esimerkiksi kehittaa vastaamaan biokaasumittausten tekniikkaa, jossa kaasuanalysaattorin
avulla mitataan muodostuneen kaasun koostumus. Tama vaatisi kaytdnndssa kaasuanalysaattorin,

joka pystyy tunnistamaan korkeat vetypitoisuudetilman kaasun laimennusta.

Opinnaytetytn laboratoriokokeilla saatiin tuotettua vetya jokaisella tutkimuksiin valitulla biopohjai-
sella raaka-aineella. Opinnadytetyon vedyn tuottopotentiaalikokeiden porkkanan ja kaalin paivakohtai-
sia maksimi vedyntuottopotentiaaleja verrattaessa vastaavien tutkimusten referenssiarvoihin, paas-
taan referenssiarvojen alarajalle. Nollakuidun kohdalla kirjallisuudessa ei ollut saatavilla nollakuidun
vedyntuottopotentiaaleille referenssiarvoja, joten nollakuidulle saatuja vedyntuottopotentiaaleja ei

voitu verrata vastaaviin tutkimustuloksiin. Nollakuidun heikon biohajoavuuden vuoksi vedyntuottopo-
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tentiaalit opinndytety6n olosuhteilla jaivat melko alhaiseksi. Nollakuidun kohdalla tulisikin jatkotutki-
muksissa kiinnittda huomiota siihen, kuinka nollakuidun hajoamista voisi tehostaa tai vaikuttaisiko

viipymaajan pidentdminen positiivisesti vedyn tuotantoon.
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