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1 Johdanto

Mikrolevat ovat pienia vesielioita, joilla on kyky muuntaa hiilidioksidia hapeksi ja
orgaaniseksi aineeksi (Vale ym. 2020, ss. 382-384). Mikrolevia voidaan kdyttda monissa
kdaytannon sovelluksissa esimerkiksi sivuvirtojen hyddyntamisessa. Sivuvirrat ovat
sivutuotteita tai jatevirtoja, joita syntyy tavaroiden, elintarvikkeiden ja palveluiden
tuotannossa. Nama virrat sisaltavat usein arvokkaita resursseja, jotka voidaan ottaa talteen
ja kayttaa uudelleen, mika auttaa vahentamaan jatettd ja edistdmaan kestavyytta. (Luoma-
aho, 2018) Kasvattamalla mikrolevia sivuvirroissa on mahdollista poistaa ravinteita ja muita

arvokkaita komponentteja ja muuttaa ne kayttokelpoiseksi luonnonvaraksi.

Tyon tilaajana toimii BioVera hanke. BioVeran hankkeen tarkoitus on vahentda Kanta-
Hameen alueella teollisuusvesien kuormittavuutta ja |6ytaa biokaasutuotantoon uusia
potentiaalisia syOtteitd. Kokeellisessa osiossa kasvatusalustana kaytetty kalaprosessivesi
saatiin Rasmixilta, jonka yritystoiminta keskittyy erityisesti biohajoavien, 6ljypohjaisten

materiaalien kierrdtykseen ja jalostukseen.

Taman opinndytetyon tavoitteena on tutkia mikrolevia vastaamalla tutkimuskysymyksiin,

jotka ovat seuraavat:

1. Mitka mikrolevakannat sopivat parhaiten kalaprosessivesikasvatukseen?

2. Millainen kasvatusmenetelma mahdollistaa suurimman mikrolevamassan kasvun
sivuvirtakasvatuksessa?

3. Mika mikrolevdkanta tuottaa suurimman massallisen lopputuloksen Rasmixin

kalaprosessivedessa?

Kasvatuksiin valittiin nelja erilaista mikrolevdkantaa, jotka ovat Euglena gracilis,
Scenedesmus obliques, Spirulina maxima ja Selenastrum sp. Jokaista kantaa kasvatettiin
yhteensa viikon ajan. Kasvatuksien olosuhteet vastasivat taysin toisiaan. Spirulinan kasvatus
poikkesi hieman muista, silld sen pH saadettiin sille optimaaliseksi parhaan kasvatustuloksen

aikaansaamiseksi.



2 Mikrolevat

Mikrolevat ovat pienikokoisia, 5-50 um alkueli6itd (Bejor ym.,2013, ss. 1-2). Ne ovat
yksisoluisia eli6ita, joita ei luokitella kasveiksi, eldaimiksi tai sieniksi. Mikrolevat ovat
monimuotoisia ja |6ytyvat erilaisista elinymparistoistd, kuten makeasta vedesta,
meriymparistdista ja maaperasta. Mikrolevia on tunnistettu yli 25 000 lajia. Ne voidaan
luokitella eukaryoottisiksi pienelidksi tai prokaryoottisiksi, kuten syanobakteereiksi.
Mikrolevat voidaan myos lajitella aineenvaihdunnassa kaytetyn energian ja hiilildhteen
mukaan auto-, hetero- ja miksotrofisiin kasvutapoihin. (Rikkinen, 1999, ss. 35-36; Vale ym.,

2020, s. 382)

Autotrofit pystyvat tuottamaan omaa ravintoa epdorgaanisista aineista. Ne tuottavat
energiaa fotosynteesin yhteyttamisen avulla eli auringosta tulevaa energiaa hiilidioksidin ja
veden muuntamiseen orgaaniseksi aineeksi. Nailla mikro-organismeilla on pigmentteja,
kuten klorofyllig, joiden avulla ne voivat vangita auringonvaloa ja muuntaa sen kemialliseksi
energiaksi fotosynteesin avulla. Vaihtoehtoisesti jotkin autotrofiset mikrolevat voivat saada
energiaa epaorgaanisista yhdisteista, kuten nitraateista, ammoniakista tai sulfaateista. Niilla
on merkittava rooli vesiekosysteemeissa alkutuottajina, jotka tarjoavat elintarkean ravinnon
ja hapen lahteen muille organismeille ja edistdvat ekosysteemin yleista tasapainoa. (Vale
ym., 2020, ss. 382-383, 399; Salbitani & Carfagna, 2021, ss. 2-5; Maltsev ym, 2021)
Heterotrofit eivat pysty tuottamaan omaa ravintoaan. Ne saavat tarvitsemansa energian ja
ravintoaineet hajottamalla orgaanista ainetta. (Dodds, 2007, ss. 314, 329) Miksotrofit
pystyvat kdyttamaan seka autotrofisia ettd heterotrofisia ravitsemustapoja. Ne voivat
tuottaa energiaa fotosynteesin kautta tai |6ytavat ravintoa muista lahteista. (Sieracki, 2019,

ss. 493, 498) Mikrolevat voivat kasvaa valoisissa, seka pimeissa olosuhteissa.

Mikrolevien koostumus riippuu lajista ja elinymparistosta. Ne voivat sisaltda esimerkiksi
proteiineja, rasvoja, hiilihydraatteja, hivenaineita ja muita ravintoaineita. (Wells ym., 2016, s.
3) Jotkut mikrolevalajit voivat sisaltda fykosyaniinia tai astaksantiinia, jotka antavat niille
varin. Mikrolevan sisadltava pigmentti auttavat niitd suojautumaan auringonvalolta. Jotkut
mikrolevalajit sisadltavat runsaasti proteiineja ja muita ravinteita, kun taas toisissa voi olla
enemman pigmentteja tai muita erityisia yhdisteitd. (Morais ym., 2018; Patel ym., 2022)

Mikrolevien erityinen koostumus voi vaihdella suuresti lajista ja ymparistéolosuhteista



riippuen. Lisdksi mikrolevien koostumukseen voivat vaikuttaa lampétila ja ravinteiden

saatavuus ymparistossa. (Gongalves ym., 2019)

3 Mikrolevien kasvatus nestemaisissa sivuvirroissa

Sivuvirta viittaa jonkin prosessin tai kokeen aikana syntyviin sivutuotteisiin tai
materiaaleihin, jotka eivat ole padkohteen keskeisia tavoitteita. Elintarviketeollisuuden
prosesseissa syntyy sivuvirtoja, esimerkiksi juustonvalmistuksen sivuvirtana syntyy heraa,
joka ei ole varsinaisesti halutun tuotteen osa. Nama sivuvirrat voivat kuitenkin olla
arvokkaita muihin tarkoituksiin, kuten laaketieteelliseen tai teolliseen kayttoon, ja niiden
hyodyntaminen on tarkeaa resurssitehokkuuden ja kestavyyden ndakokulmasta. (Sitra, 2019;

University of Helsinki, 2023)

Mikrolevien viljelya nestemaisissa elintarviketuotantojen sivuvirroissa pidetdaan
ihanteellisena skenaariona erityisesti mikrolevdraaka-aineen saamiseksi biopolttoaineiden
kayttoon (Wang ym., 2015, ss. 619-625). Mikrolevia voidaan tuottaa myos korkealaatuisen

proteiinin sekd luonnonpigmenttien takia (Han & Zhou, 2021).

Mikrolevien kaytto biopolttoaineiden tuotannossa ja jateveden kasittelyssa on herattanyt
maailmanlaajuista kiinnostusta, silla liiallinen riippuvuus uusiutumattomista energialahteista
ja fossiilisten polttoaineiden ehtyminen, on herattanyt tarpeen kehittaa uusia ekologisia
tapoja tuottaa biomassaa biopolttoaineiden raaka-aineeksi. (Acebu ym., 2022, s. 352) Myos
maailmanlaajuiset ymparistdongelmat, esimerkiksi puhtaan veden riittamaton saanti
monissa eri kehitysmaissa seka lukuisat orgaaniset ja epaorgaaniset epapuhtaudet
jatevesissa, ovat muodostumassa ongelmaksi. (Wollmann ym., 2019, ss. 860-871) Samaan
aikaan elintarvikkeiden prosessointi ja kulutus kasvaa hurjaa vauhtia, jonka seurauksen myos
erilaiset tuotantosivuvirrat kasvavat. Pelkdstaan Suomessa syntyvien sivuvirtojen maara on

vuosittain satojatuhansia tonneja. (Vainikainen, 2017)

3.1 Sivuvirtojen kaytto mikrolevakasvatuksissa

Mikrolevien kasvatuksissa on kokeiltu kayttaa erilaisten elintarviketehtaiden sivuvirtoja. Yksi

hyva esimerkki tastd on meijerilaitosten sivuvirrat. Yksi syistd on viime aikoina kasvanut



maidon ja erilaisten kaura- ja maitotuotteiden kulutus. Taman seurauksena meijerit
tuottavat suuria maaria erilaisia sivuvirtoja, kuten heraa, nestemaista raaka-ainehavikkia ja
huuhteluvesia. (Choi, 2016) Jatevetta syntyy noin 2,5 litraa jokaista vastaanotettua
maitolitraa kohti (Aho & Hilden, 2014, ss. 194-195). Toinen syy meijerisivuvirtojen kayttoon
mikrolevakasvatuksissa on niiden korkea orgaanisen aineen pitoisuus, joka tekee
kasittelemattomistakin meijerisivuvirroista hyvan kasvualustan erilaisille mikroleville. (Choi,

2016)

Meijerisivuvirtojen lisaksi toista yhta suosittua elintarviketeollisuuden alaa, jonka sivuvirtoja
olisi kdytetty mikrolevakasvatuksissa, ei ole. Lupaavia tuloksia on kuitenkin saatu esimerkiksi
tofutuotannon sivuvirtana syntyvasta tofuherasta, (Wang & Tian, 2018)
soijakastiketuotannossa syntyvasta soijakastikejatteesta, (Han & Zhou, 2021) emavedests,
jota syntyy hiivantuotannossa (Mercier, 2018) ja sitruunahappotuotannon aikana syntyvasta
jatevedesta. (Li & Wang, 2013) Kaikki kdytetyt sivuvirrat |0ytyvat taulukosta Taulukko 1.
Mikrolevdkasvatuksessa kaytetyt elintarviketuotannon nestemaiset sivuvirrat ja niissa

kasvatetut mikrolevakannat

Kalojen perkuujatteiden 6ljyksi puristamisen prosessissa syntyvaa sivuvirtaa ei ole ennen
kaytetty mikrolevien kasvatuksessa. Kuitenkin kalan kiertovesikasvatuksesta saatavaa
kalankasvatusaltaiden kiertovettd, joka on rikastettu kalalietteelld, on kokeiltu kayttaa

mikrolevien kasvatusliuoksina. (Eskola, 2018, ss. 17-27; Tossavainen, 2018)



Taulukko 1. Mikrolevakasvatuksessa kadytetyt elintarviketuotannon nestemaiset sivuvirrat ja

niissa kasvatetut mikrolevakannat

Teollisuuden ala/

. Kaytetty sivuvirta Kasvatettu leva Lahde
tuotantoprosessi
Meijeriteollisuus, . . (Gongalves
h hlorella vul,
juustonvalmistus Juustohera Chlorella vulgaris ym., 2019)
o G I
Maissin markajauhatus malsswnpa (corn steep Chlorella vulgaris (Gongalves
liquor) ym., 2019)
Sokeriruokoalkoholi . . . . G |
okeriruo .oa onein sokeriruokovinassi Chlorella vulgaris SIS
valmistus ym., 2019)
Meijeriteollisuus, . . (Abreu ym.,
h hlorella vul
juustonvalmistus juustohera Chlorella vulgaris 2012)
. . . . Arthospil jruli El-K
Makeisteollisuus makeistuotannon jatevesi LR (sp.lru ina) (El-Kassas
platensis ym., 2015)
(Hamidian &
Meijeriteollisuus meijerituotannon jatevesi Chlorella sorokiniana | Zamani,
2022)

Meijeriteollisuus

meijerituotannon jatevesi

Chlorella vulgaris

(Sudhanthira
n&
Perumalsamy
,2022)

Melassin tuotanto

punajuurivinassi

Spirulina platensis

(Cocaym.,
2015)

Meijeriteollisuus

meijerituotannon jatevesi

Chlorella vulgaris

(Choi, 2016)

Soijakastike tuotanto

soijakastikejate

Spirulina maxima

(Han & Zhou,
2021)

o eri lihanjalostusvaiheiden (Lu ym.,
Lihanjalostus jatevedet Chlorella sp. 2015)
(Krishnamoor
Tislausprosessi tislaamon jatevesi Spirulina sp. thy ym.,
2019)
. . (Wang &
Tofun tuotanto tofuherajatevesi Chlorella pyrenoidosa Tian, 2018)

Elintarviketeollisuus

elintarviketeollisuuden

Cladophora sp. Ja

(Mureed ym.,

jatevesi Spyrogyra sp. 2018)
Gani .
Elintarviketeollisuus ruokatehtaan jatevesi Botryococcys sp. (zoalrg)ym ’
. kalankasvatusaltaan Selensastrum sp. ja (Eskola,
Kalankasvatuslaitos , . e
kiertovesi euglena gracilis mix 2018)

Kalankasvatuslaitos

kalankasvatusaltaan

Selensastrum sp. ja

(Tossavainen,

Sitruunahappotuotanto

sitruunahappojatevesi

Chlorella vulgaris

kiertovesi euglena gracilis 2018)
Hiivantuotanto emavesi Euglena gracilis (Mercier,
2018)
(Li & Wang,

2013)




3.2 Sivuvirtakasvatuksiin sopivat mikrolevat

Elintarviketuotannon sivuvirtakasvatuksissa suosituimpia mikrolevdkantoja ovat Chlorella
vulgaris, Arthospira platensis (spirulina) seka E. gracilis. Naiden lisaksi yksittaisia mikrolevia
on kasvatettu erilaisissa sivuvirroissa. Esimerkiksi Malesiassa, ruokatehtaan jatevedessa on
kasvatettu Botryococcus sp. mikrolevaa. (Gani ym., 2016) Toinen hyva esimerkki on
Spyrogyra sp. - ja Cladophora sp. -levan kasvatus maarittelemattoman elintarviketehtaan
jatevedessa. Naista kuitenkin Cladophora sp. tuotti enemman biomassaa. (Mureed ym.,

2018)

C. vulgaris on pallomainen yksisoluinen aitotumallinen makean veden leva. Rakenne nakyy
kuvassa Kuva 1. C. vulgaris. Sen padaineenvaihduntatapa on fotosynteesi, silla se sisaltaa yli
2 % klorofyllid. Sen energian ldhteena toimii siis padosin auringonvalo. (Soccol ym., 2013, s.

409)

C. vulgaris sisadltaa huomattavan maaran vitamiineja, erilaisia mineraaleja, antioksidantteja,
amino- ja rasvahappoija ja hyvin imeytyvaa proteiinia. Taman vuoksi sita suositaan erityisesti
ravintolisana. (Panahi ym., 2016) Silla on myonnetty GRAS- sertifikaatti (Generally
Regognized As Safe), eli sitd voidaan kayttaa ravintona ilman terveydellista riskia. (Soccol
ym., 2013, s. 408) Toinen C. vulgaris- levan kdyttdtapa on tuottaa siitd biodieselid, silla se

sisaltaa runsaasti 6ljya. (Panahi ym., 2019)

Mikrolevadkasvatuksen ndakokulmasta sitad on loistava kasvattaa erilaisissa sivuvirroissa, silla
se sietda suuria ympariston vaihteluita. Kdytdannossa sen ominaiskasvunopeus on vakio, kun
pH onyli 4,2. (Soccol ym., 2013, s. 409) C. vulgaris -levalla on myos korkea biomassan

maksimipitoisuus, jopa 4,25 g/I. (Liu ym., 2021)



Kuva 1. C. vulgaris (Micropia, 2015)

Spirulina on siniviherleva, joka kuuluu syanobakteereihin. Sita viljellaan ensisijaisesti sen
rikkaan ravintosisallon ja vahvan sinisen pigmentin vuoksi. Se on monisoluinen esitumallinen
mikroleva. Rakenteeltaan Spirulina on kierteinen, kuten kuvasta Kuva 2. Spirulina (Algae
recearch and supply, 2018) voidaan ndahda. Fotosynteesin aikana se muuttaa
kasvatusalustassa olevat ravinteet solumateriaaliksi ja vapauttaa samalla happea. (Soccol

ym., 2013, s. 408-409)

Spirulina sisdltda suuren maaran proteiineja, noin 50-70 % painostaan. Se myds sisaltaa
hiilihydraatteja, rasvoja, karotenoideja, vitamiineja sekd monia kivennaisaineita, kuten
rautaa, magnesiumia, kalsiumia, fosforia seka kaliumia. Taman vuoksi se luokitellaan
superfoodiksi. Kuten C. vulgaris, Spirulina -levakin on saanut GRAS-sertifikaatin. Taman
lisdksi se on saanut virallisen hyvaksynnan proteiinien, vitamiinien ja kivenndisaineiden

lahteena FDA:Ita (Food and Drug Administration). (Soccol ym., 2013, s. 408-409)

Sen biomassan kokonaistuotannon arvioidaan olevan noin 12 000 tonnia vuodessa.
Luonnossa Spirulina kasvaa subtrooppisissa emaksissa jarvissa, joiden lampdtila on yli 35

astetta. (Masojidek & Torzillo, 2014)



Kuva 2. Spirulina (Algae recearch and supply, 2018)

R K
R

E. gracilis on mikroleva, joka kuuluu silmalevien ryhmaan, tarkemmin euglena-sukuun.
Luonnossa se kasvaa makean veden lammikoissa ja pienissa vesistoissa, joissa on runsaasti
ravinteita tarjolla. (Briggs, 2021) Muodoltaan se on soikean sukkulamainen, kuten kuvasta
Kuva 3. E. gracilis voidaan nahda. Soluseinan sijasta, solun ulkopinnalla on solukalvo, jota

peittdd ohut limakerros. Tata solukalvoa kutsutaan periplastiksi. (Rikkinen, 1999, ss. 97-100)

E. gracilis sopeutuu helposti erilaisiin kasvuymparistdihin. Se voi kasvaa auto- tai
heterotrofisesti erilaisissa olosuhteissa. Se sietda suuria orgaanisten epdpuhtauksien
pitoisuuksia, esimerkiksi meijereiden jatevesia. E. Gracilis pystyy elamaan laajalla pH-

alueella. (Barsanti & Gualteri, 2020)



Kuva 3. E. gracilis (Busby, 2015)

Selenastrum sp. on viherleva, joka kuuluu Clorophyta-sukuun. Se on makean veden
mikroleva, jota tavataan jarvissa, lammissa ja joissa. Tama mikroleva viihtyy parhaiten
leudoissa ja lampimissa vesissa. Selenastrum sp. on muodoltaan sirppimainen ja solujen
karjet ovat teravat. Kuvassa Kuva 4. Selenastrum sp. nahdaan tarkemmin solujen muotoa.

Selenastrum sp. kasvaa yleensa 4—16 solun ryppadissa. (Guiry & Guiry, 2021)

Selenastrum sp. kantaa pidetdan potentiaalisena vaihtoehtona biopolttoaineisiin
valmistuksen raaka-aineena sen korkean lipidisaannon vuoksi. Ummalyman ja Singhin
tutkimuksessa Selenastrum sp. soluista tehdyn mikrolevadéljyn rasvahappokoostumuksen
todettiin omaavan oikeat ominaisuudet biopolttoaineen tuotantoa varten. (Ummalyma &

Singh, 2022)
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Kuva 4. Selenastrum sp. (server, 2015)

Scenedesmus obliques ei noussut esille aikaisemmissa sivuvirtakasvatuksissa, mutta se on
mielenkiintoinen ihmisravinnoksikin sopiva leva. S. obliques on viherleva, joka kuuluu
Scenedesmus-mikrolevien sukuun. Scenedesmus-suvun lajit ovat tarkea osa makean veden
kasviplanktonia. (Tikkanen, 1986, s. 202) Ne kasvavat makeanveden jarvissa seka
murtovesissa. Muodoltaan nama mikrolevat ovat sukkulamaisia, kuten E. gracilis. Kuvassa
Kuva 5. S. obliques on nahtavilla tarkemmin S. obliques -levan rakennetta. (Soccol ym., 2013,

ss. 409-410)

S. obliques ryhmittyy yleensa 4, 8 tai 16 levasolun ryhmiin kasvaessaan. Poikkeuksena
kuitenkin viljellyt S. obliques -solut, jotka eivat muodosta solupesdkkeita vaan pysyvat
erillisind. Nama mikrolevasolut ovat yksiytimisia ja ne sisaltavat kloroplasteja, eli

viherhiukkasia ja pyrenoideja. (Soccol ym., 2013, ss. 409-410)

S. obliques -levaa kaytetdan talla hetkella eniten biomassan tuotannossa. Sen kayttoa
ravintona tai ravintolisana tutkitaan parhaillaan, silld S. obliques sisdltda muun muassa paljon
proteiineja. Sen kuivapainosta 53 % on proteiineja, 29 % hiilihydraatteja, 15 % rasvojaja 5 %

mineraaleja ja kivennaisaineita. (Soccol ym., 2013, s. 409-410)
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Kuva 5. S. obliques (CCALA, 2020)

3.3 Kasvatusmenetelmat mikrolevien sivuvirtakasvatuksissa

Monet tatd opinnaytetyota varten tutkitut sivuvirtakasvatukset ovat olleet pienimuotoisia,
kokeellisia, laboratorioissa, esimerkiksi kasvatuskaapeissa tehtyja kasvatuksia. Kasvatuksista

keratyista tiedoista koottiin taulukko, joka on opinndytetyon liitteena 1.

Isomman mittakaavan kasvatuksista ei ollut mainintoja, mutta fotobioreaktorikasvatuksista
loytyi kuitenkin kaksi esimerkkid. Spirulina sp. mikrolevaa oli kasvatettu fotobioreaktorissa
tislaamon jatevedessa (Krishnamoorthy ym., 2019) seka melassin tuotannosta saatavassa
punajuurivinassissa oli kasvatettu S. platensis -levaa putkimaisessa fotobioreaktorissa. (Coca

ym., 2015)

Suurin osa mikrolevista oli kasvatettu laimentamattomissa sivuvirroissa. Kuitenkin
esimerkiksi sokeriruokovinassia, maissiviinaa seka makeistehtaan jatevetta oli laimennettu
erittdin paljon. Sokeriruokovinassin pitoisuus kasvatuksessa oli 2 %, maissiviinan pitoisuus 1
% ja makeistehtaan jatevesipitoisuus oli 8,50 %. (Rebeca Gongalves ym., 2018; El-Kassas ym.,

2015) Esimerkkeja pienemmistakin laimennoksista [0ytyi, silla tofuherajatevesi oli
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laimennettu 60 % pitoisuuteen (Wang & Tian, 2018) ja eraan elintarviketehtaan jatevesi 50 %

pitoisuuteen (Mureed ym., 2018).

Kasvatuslampdtila vaihteli jonkin verran kasvatettavan mikrolevan mukaan. Osassa
tutkituista sivuvirtakasvatuksista lampdtilaa ei ollut esitetty, mutta esimerkiksi Spirulina sp. -
levalla kasvatuslampétila oli 25—28 °C (Han & Zhou, 2021). C. vulgaris -levan
kasvatuslampdtila vaihteli 27-32 °C vaililla (Rebeca Gongalves ym., 2018; Abreu ym., 2012,
Choi, 2016). C. pyrenoidosa -levaa oli kasvatettu 25°C lampétilassa (Wang & Tian, 2018).
Hieman alemmissa kasvatuslampdétiloissa viihtyivat Selenastrum sp. ja E. gracilis, joiden
kasvatuslampatilat vaihtelivat 20—25 °C valilla (Eskola, 2018; Tossavainen, 2018; Mercier,

2018).

Joidenkin tutkittujen kasvatusten alussa kasvatusalustana toimineen sivuvirran pH:ta oli
saadetty. pH vaihteli 6-8 vililla, jota voidaan pitada melko neutraalina. Esimerkiksi C. vulgaris
-levan kasvatuksessa juustoherasta, maissiviinasta seka sokeriruokovinassista
laimennettujen kasvatusalustojen pH oli sdadetty pH-arvoon 6,8 (Rebeca Gongalves ym.,
2018). Suurimmassa osassa tutkittavista sivuvirtakasvatuksista pH:n saatoa ei ollut tehty tai

mainittu.

Kasvatusajan kesto vaihteli 7-20 paivan valilla. Eniten kadytetty kasvatusaika oli kuitenkin
noin kaksi viikkoa. Lyhin, seitseman paivan, kasvatusaika oli kokeessa, jossa
maarittelemattoman elintarviketehtaan jatevedessa oli kasvatettu Cladophora sp. ja
Spyrogyra sp. mikrolevia. (Mureed, ym., 2018) Pisin kasvatusaika (20 paivaa) oli
tutkimuksessa, jossa Selenastrum sp. ja Euglena gracilis mikrolevia kasvatettiin kalan

kasvatusaltaiden kiertovedessa (Tossavainen, 2018).

Valointensiteetti vaihteli jonkin verran eri tutkimusten valilld, samoin valosyklin vaihtelut.
Valointensiteetin vaihteluvéli oli 35-250umol/ m? s. Valon kestossa oli kahta variaatiota.
Toisessa valoa annettiin koko kasvatuksen ajan ja toisessa variaatiossa valoa annettiin 16

tunnin ajan ja pimeaa 8 tuntia. (Choi, 2016; Eskola, 2018; Wang & Tian, 2018)

Kaytdannossa siis yhta oikeaa, kaikille mikroleville sopivaa kasvatusmenetelmaa ei ole

olemassa. Jokaisella mikrolevalld on olemassa tietyt kasvuolosuhteet, joissa kyseinen



mikroleva kasvaa parhaiten. Mikrolevia voisikin verrata ihmisiin, jotkut pitdvat pimeasta ja

viiledsta, toiset taas valoisasta ja lampimasta.

13
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4 Mikrolevien rooli kestavassa kehityksessa

Mikrolevilld on tarkea rooli kestavassa kehityksessa. Niiden avulla voidaan edistaa
ympariston, taloudellisen ja sosiaalisen kestavyyden alueita. (Olab ym., 2022) Mikrolevat
kykenevat fotosynteesiin, seka muuntamaan hiilidioksidia hapeksi, seka orgaaniseksi
aineeksi. Tama prosessi auttaa poistamaan ylimaaraista hiilidioksidia ilmakehasta, joka voi
vahentaa kasvihuonekaasuja ja hidastaa ilmastonmuutosta. Mikrolevia voidaan kayttaa
jatevesien kasittelyssa ja epdapuhtauksien poistamisessa ymparistostd. Ndin mikrolevat
auttavat suojelemaan vesivaroja ja parantamaan vesiekosysteemien yleista terveytta. (Merlo

ym., 2021; Olabi ym., 2022)

Fossiilisten polttoaineiden liiallisen kulutuksen ja maapallon 6ljy- ja maakaasuvarojen
ehtymisen vuoksi, on mietittava uusia, kestavia vaihtoehtoja vanhojen tilalle. Mikrolevat
ovat potentiaalinen raaka-aine tulevaisuuden viherpolttoaineille, esimerkiksi biodieselille,

joka on energialahteena uusiutuva, myrkytdn, biohajoava seka CO; neutraali. (Xin ym., 2011)

Taloudellisessa kestavyydessa mikrolevia voidaan kayttaa erilaisten tuotteiden
valmistuksessa esimerkiksi biopolttoaineet, rehut ja lannoitteet. Tama tuo uusia
tyomahdollisuuksia ja edistdaa ndiden tuotteiden tuotannon ja jalostuksen taloudellista

kehitysta. (Merlo ym., 2021; Olabi, ym., 2022)

Sosiaalisessa kestavyydessa mikrolevien avulla voidaan kasitelld elintarviketurvallisuutta ja
ravitsemukseen liittyvia kysymyksia. Tietyt mikrolevalajit mahdollistavat ihmisille tai eldimille
ravinnon lahdetta niiden runsaan proteiinipitoisuuden ja muiden tarkeiden ravintoaineiden
ansiosta. Mikrolevien sosiaalista kestavyytta lisda myos se, ettei niita varten tarvitse
kasvattaa ravintoa. Tall6in jaa enemman tilaa viljella ihmisravinnoksi sopivaa viljaa.
Mikrolevia voidaan my0s kayttaa kosmetiikan ja ravintolisien kaltaisten tuotteiden
valmistukseen antamalla kuluttajille terveydellisid hyotyja. (Merlo ym., 2021; Olabi, ym.,

2022)
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5 Kasvatuksiin valitut mikrolevat

Kasvatuksiin valittiin mikrolevat Hdmeen ammattikorkeakoulun mikrolevavaraston ja

saatavuuden mukaan. Kasvatuksiin valittiin ndista potentiaalisimmat ja kiinnostavimmat.

5.1 Mikrolevii E. gracilis valinta

E. gracilis valittiin kasvatuksiin, silla BioVeRa-hankkeen aikaisemman vaiheen tutkimuksessa
oli todettu sen kasvavan hyvin kalaprosessivedessa (Kroon & Hessels, 2023). Sen kayttoa
tulevaisuuden vihrean polttoaineen raaka-aineena on pohdittu. Tulevaisuudessa E. gracilis -
levaa voitaisiin hyddyntdaa myos ihmiselle tarkeiden omega-3-rasvahappojen saannissa. E.

gracilis — levan kasvatusliuoksena kaytettiin EG-liuosta.

5.2 Mikrolevi S.obliques valinta

S.obliques valittiin tutkimukseen ilman minkaanlaisia ennakko-oletuksia, silla aikaisemmissa
sivuvirtakasvatuksissa ei ollut yhtddan mainintaa sen kaytosta. Sita on tutkittu melko vahan,
mutta yleisesti sita kuitenkin pidetaan lupaavana raaka-aineena biodieselin tuotannossa.
(Wang ym., 2015) Myo0s se, etta S.obliques sisaltda paljon proteiinia (53 % kuivapainosta) ja
sopii siksi ihmisravinnoksi, innosti kokeilemaan S.obliques -levan kasvatusta
kalaprosessivedessa. (Soccol ym., 2013, s. 409-410) Mikrolevan kasvatusliuoksena kaytettiin

BBM-liuosta.

5.3 Mikrolevi S. maxima valinta

S. maxima -levan kasvatuksessa huomioitiin BioVeRa-hankkeen aikaisemman vaiheen
projekti seka tutkimus S. maxima -levan kasvatuksesta soijatuotannon sivuvirrassa (Han &
Zhou, 2021). BioVeRa-hankkeen aikaisemmassa tutkimuksessa S. maxima -levaa kasvatettiin
vastaavassa kalaprosessivedessa samanlaisissa olosuhteissa, kuin téssa kasvatuksessa. Tuon
tutkimuksen aikana mikroleva ei [ahtenyt kasvuun, vaan viimeisena kasvatuspaivana
kasvatuspullojen sisaltd oli muuttunut ruskeaksi. (Kroon & Hessels, 2023) Han & Zhou olivat
tutkimuksessaan saatdneet sivuvirran pH:ta, jonka seurauksena levan kasvu oli parantunut

merkittavasti. He tekivat tutkimuksessaan huomion, ettd S. maxima -levan kasvulle
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optimaalisin pH arvo oli 8. (Han & Zhou, 2021) Edellisten tutkimusten innoittamana,

kalaprosessiveden pH nostettiin 1M NaOH:n avulla arvoon 8.

Kiinnostusta S. maxima -levan kasvattamiseen lisasi myos sen loistavat ravintoarvot seka
ajatus sen hyddyntamisesta arvojakeena elintarviketeollisuudessa myohemmin. Taman levan

kasvatusliuoksena kaytettiin Sp. medium liuosta.

5.4 Mikrolevd Selenastrum sp. valinta

Selenastrum sp. valittiin mukaan kasvatuksiin, silla sen kasvatusta oli kokeiltu kahdessa
aiemmassa tutkimuksessa kalan kiertovesikasvatusaltaiden vesissa (Eskola,
2018;Tossavainen, 2018). Vaikka tdaman kasvatuksen kalaprosessivedelld seka
kalankasvatusaltaan vedella on paljon eroavaisuuksia, ajateltiin sita silti kokeilla.
Selenastrum sp. valikoitui kokeisiin my0s siksi, etta sita pidetdaan potentiaalisena raaka-
aineena biodieselille. (Chakravarty & Mallick, 2019) Kasvatusliuoksena Selenastrum sp.-

kannan kasvatuksissa kaytettiin COMBO medium -liuosta.
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6 Tyon menetelmat

Tyo toteutettiin Himeenlinnan ammattikorkeankoulun laboratorio olosuhteissa tammi-
maaliskuun aikana. Ty0 aloitettiin puhdistamalla saatu kalaprosessivesi kasvatusalustaksi
mikroleville. Tasta vedesta maaritettiin ravintoaineet eri puhdistusvaiheiden aikana, jolloin
voidaan verrata mita ravinteita katoaa mistakin puhdistusvaiheesta.

Mikrolevaymppit kasvatettiin olosuhdekaapissa ennen varsinaista kasvatuksen toteutumista
kalaprosessiveteen. Mikrolevat viljeltiin viiteen erilaiseen kalaprosessivesipitoisuuksiin.
Kasvatus kesti kuusi pdivaa ja jokaisena paivana otettiin naytetta talteen kuiva-

ainemadritysta varten.

6.1 Kalaprosessiveden kasittely

Tyon kalaprosessivesi saatiin Riihimaella toimivalta Rasmixilta. Rasmix puristaa kalan

kasittelyjatteista kaladljya, jonka sivutuotteena syntyy kalaprosessivetta.

Rasmixin kalaprosessivetta sailytettiin kylmassa, jonka seurauksena vesi jahmettyi
hyytelomaiseksi. Prosessiveden kasittelyn aluksi hyyteldmdainen kalaprosessivesi lammitettiin
haaleassa vesihauteessa, jonka seurauksena se saatiin takaisin nestemaiseen olomuotoon.
Kun kalaprosessivesi oli nestemaistd, prosessivetta kaadettiin sentrifugipulloihin noin pullon
puolivaliin saakka. Taman jdlkeen pullot punnittiin. Pullot asetettiin sentrifugiin
(ThermoScienetific, Sorvall Lynx 4000, Saksa) niin, ettd saman painoiset pullot ovat
sentrifugin vastakkaisilla puolilla. Sentrifugia pyoritettiin 10 minuutin ajan 12 000 kierrosta

minuutissa.

Sentrifugauksen jalkeen kalaprosessivesi suodatettiin kahteen kertaan. Ensin
kalaprosessivedelle suoritettiin esisuodatus suppilon ja kahvinsuodatuspaperin avulla. Kun
esisuodatus oli tehty, suodatettiin prosessivesi uudelleen imupumpun (Vacumbrand,
Diaphragm vacuum pump, Saksa) avulla. Imupumppu kaynnistettiin, jonka jalkeen
esisuodatettu prosessivesi kaadettiin varovasti biichner-suppiloon, johon oli laitettu
suodatinpaperi. Prosessiveden annettiin suodattua hitaasti blichner-pulloon. Suodatettu
prosessivesi siirrettiin saildpulloihin, jonka jalkeen prosessivesi autoklaavattiin

nestesterilointiohjelmalla 121 °C ja 21 minuuttia (sterilointi aika).
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Tyon aikana punnittiin kolmen eri sentrifugipullon painot, jotta saatiin selville
kalaprosessiveden saanto ja paljonko sedimenttia erottuu pullon pohjalle sentrifugauksen

aikana. Tulokset merkittiin taulukkoon 2.

Taulukko 2. Kalaprosessiveden saanto ja sedimentin maara.

Nesteen todellinen Sendimentin masrs . .
paino (g) (8) Sendimentin m-%
217,5 11,5 5,0
219,2 12,8 5,5
233,1 13,9 5,6

6.2 Kalaprosessiveden ravintoainemaaritykset

Kalaprosessiveden eri kasittelyvaiheista sadstettiin naytteita, jotta niista saatiin maaritettya
erilaisia ravintoaineita, ja kuinka eri kasittelyt vaikuttavat ravintoaineiden pitoisuuksiin.
Erilaisia kalaprosessivesinaytteita oli neljd, jotka nimettiin seuraavasti: raaka 1, raaka +
esisuodatus 2, raaka + esisuodatus + imusuodatus 3 ja raaka + esisuodatus + imusuodatus +

autoklaavi 4.

6.2.1 Kokonaisfosforin, liukoisen fosforin seka fosfaatin maaritys

Kokonaisfosforin, liukoisen fosforin seka fosfaatin maaritysta varten naytteista tehtiin 1:1000
laimennokset. Naista laimennoksista suodatettiin osa liukoisen fosforin maaritysta varten
Acrodisc 32 mm Syringe Filter with 0.8-0.2 um Supor membrane-ruiskusuodattimilla.
Kokonaisfosfori seka liukoinen fosfori maaritettiin suodatusta lukuun ottamatta taysin

samalla tekniikalla.

Tyo aloitettiin merkitsemalla Hach-putket. Korkeista irrotettiin suojafolio. Putkiin pipetoitiin
2 ml naytettd, jonka jalkeen korkit kiinnitettiin putkiin ylosalaisin. Tama siksi, etta korkin
"ylapaassa” oli reagenssijauhe. Putkia sekoitettiin, kunnes korkissa ollut reagenssi oli sulanut

kokonaan naytteeseen. Putkia [ammitettiin 15 minuutin ajan 200 °C [dmpduunissa (Hach
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Lange GmbH, LT 200, Saksa) jonka jdlkeen niiden annettiin jadhtya huoneenlampddn. Putkia
sekoitettiin ja niihin lisattiin 0,2 ml reagenssi B:ta. Lisdyksen jalkeen korkit vaihdettiin C-
korkkeihin ja putkia sekoitettiin pyorayttamalla niita muutamia kertoja ja ne jatettiin
seisomaan 10 minuutin ajaksi. Taman jalkeen putkia kdanneltiin muutamia kertoja ja niiden
pinta pyyhittiin linssipaperilla. Putket analysoitiin yksi kerrallaan spektrofotometrilla (Hach
Lange, DR 3900, Saksa) joka tunnisti automaattisesti luettavan naytteen tyypin putkissa

olevan viivakoodin mukaan.

Fosfaatin maaritys suoritettiin niin sanotulla lyhyella menetelmall3, jossa nayte suodatettiin
ensin Acrodisc 32 mm Syringe Filter with 0.8—0.2 um Supor membrane ruiskusuodattimilla.
Taman jalkeen Hach-putkiin pipetoitiin 2 ml suodatettua naytetta seka 0,2 ml reagenssi B:ta.
Putkiin vaihdettiin C-korkit ja putkia sekoitettiin, kunnes korkissa ollut reagenssi oli sulanut
ndytteeseen. Putkien annettiin seisoa 10 minuutin ajan, jonka jalkeen niita kaanneltiin
muutamia kertoja. Taman jalkeen putket pyyhittiin linssipaperilla ja putket analysoitiin yksi
kerrallaan spektrofotometrilld. Kokonaisfosforin, liukoisen fosforin ja fosfaatin tulokset

kerrottiin laimennoskertoimella 1000.

6.2.2 pH:n maaritys

Naytteiden pH maaritettiin elektronisen pH-mittarin (VWR, pH 1100L, Saksa) avulla. Ennen
kayttoa pH-mittari kalibroitiin kolmella puskuriliuoksilla, joiden pH-arvot olivat 4, 7 ja 10.
Taman jalkeen mittari oli valmis kaytettavaksi. Mittarin elektrodi asetettiin ndytteeseen ja

annettiin olla, kunnes pH-mittarin naytén lukema lakkasi lilkkkumasta.

6.2.3 COD:n madritys

Chemical Oxygen Demand (jatkossa COD) eli kemiallinen hapen kulutus maaritettiin
liukoisena-, seka kokonais- COD:na. COD:n maaritysta varten ndytteet laimennettiin
suhteessa 1:100. Liukoista COD maaritysta varten ndyte suodatettiin Acrodisc 32 mm Syringe

Filter with 0.8-0.2 um Supor membrane ruiskusuodattimilla.

Maaritys aloitettiin sekoittamalla nimettyja Hach-putkia, kunnes korkeissa ollut reagenssi oli

sulanut kokonaan. Putkiin pipetoitiin 2 ml naytettd, jonka jalkeen putkia sekoitettiin jalleen.
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Putkia lammitettiin kahden tunnin ajan 148 °C lampduunissa (Hach Lange GmbH, LT 200,
Saksa) jonka jalkeen putket ravistettiin kunnolla. Taman jalkeen putkien annettiin jadhtya
18-20 °C. Putket pyyhittiin linssipaperilla ja analysoitiin spektrofotometrilla (Hach Lange, DR
3900, Saksa), joka tunnistaa ndytetyypin automaattisesti Hach-putkissa olevan viivakoodin

avulla.

COD:n maarityksen oikeellisuuden todentamista varten valmistettiin standardinayte, jossa
Hach putkeen pipetoitiin varsinaisen ndytteen sijasta Wastewater Influent Inorganics Quality
Control Standard -liuosta. Standardindytteen pitaisi antaa tulokseksi n. 500 mg/l. COD:n
laskennallinen maara saatiin kertomalla spektrofotometrilta saadut tulokset

laimennoskertoimella 100.

6.2.4 Ammoniumtypen ja kokonaistypen maaritys

Ammoniumtypen maaritys aloitettiin valmistelemalla Kjeltech 8400 laitteeseen (Foss,
Kjeltech 8400, Kiina) sopivat ndyteputket. Jokaisesta naytteesta tehtiin kolme
rinnakkaisnaytetta, jonka mukaan putket nimettiin. Jokaiseen nayteputkeen pipetoitiin 1 ml
ndytettd, jonka jalkeen nayte punnittiin ja paino otettiin yl6s. Nayteputkiin lisattiin RO-vetta
50 ml. Samalla valmistettiin standardinayte pipetoimalla putkeen valmista standardiliuosta 5
ml ja lisadmalla taman jalkeen standardindytteeseen 50 ml RO-vettd. Standardiliuoksena
kaytettiin ammoniumsulfaattia, jonka pitoisuus oli 2,0 mg/I. Naytteiden ja standardin lisdksi

valmisteltiin kaksi blankoputkea, joihin mitattiin 50 ml RO-vetta.

Ennen analysoinnin aloittamista tarkastettiin, etta kaikkia laitteen tarvitsemia reagensseja oli
tarpeeksi. Taman jalkeen laitteella ajettiin pesuohjelma kaksi kertaa lapi. Pesuohjelman
jalkeen laitteesta valittiin analyysiohjelma ja analyysikohteeksi blankoputket. Molemmat
analyysiohjelma ajettiin molemmille blankoputkille. Taman jalkeen analyysikohteeksi valittiin

standardi, ja standardiputki analysoitiin.

Varsinaisten naytteiden analysointia varten analyysiohjelmasta valittiin NH4+ ohjelma.
Nayteputki asetettiin koneeseen varovasti ja ndytteen paino syotettiin ohjelmaan. Téman

jalkeen analyysiohjelma laitettiin paalle ja ohjelman mentya lapi, laite antoi suoran tuloksen.
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Kun kaikki ndayteputket oli analysoitu, koneelle suoritettiin, vastaavasti kuin alussa,
pesuohjelma kaksi kertaa. Kjeltech 8400 -koneen tulosten avulla laskettiin ammonium typen

pitoisuus laskukaavan 1 avulla.

(1)

tulos * 2

Ammoniumtypen pitoisuus = ———
ypenp standardi

Kokonaistypen maaritys aloitettiin valmistelemalla polttolaitteisto sekda numeroimalla
kjeltec-putket. Putkiin lisattiin noin puolikas ruokalusikallinen kiehumakivia. Taman jalkeen
putkiin punnittiin naytetta noin 0,5 g. Putkeen lisattiin deionisoitua vetta niin, etta
lopputilavuudeksi saatiin noin 50 ml. Samalla valmisteltiin standardindyte seka kaksi
nollandytetta. Standardindytteeseen mitattiin 50 ml glysiinin kayttdliuosta ja nollanadytteisiin

mitattiin 50 ml deionisoitua vetta. Glysiinin kayttoliuoksen pitoisuus oli 2,51 mg/I.

Kun naytteet oli valmisteltu, jokaiseen putkeen lisattiin laminaarikaapissa yksi kjeldahl-
katalyyttitabletti pinseteilld sekd annosteltiin 8 ml 98 % rikkihappoa. Taman jalkeen putket
nostettiin polttolaitteeseen ja niiden sijainnit kirjattiin ylos. Kaasunpoistokansi nostettiin
putkien paalle ja skrubberin letku kiinnitettiin kaasunpoistolaitteeseen. Taman jalkeen
skrubberi valmisteltiin kayttoa varten ja markapoltto kaynnistettiin. Markapoltto suoritettiin

370 °C 1,5 tunnin ajan. Polttoajan paatyttya laitteisto jaahdytettiin alle 190 asteiseksi.

Naytteiden tislausta varten ne viilennettiin huoneenlampaisiksi. Tislaus ja titraus suoritettiin
Kjeltec 8400-laitteella (Foss, Kjeltech 8400, Kiina). Laitteelle suoritettiin kaksi kertaa
pesuohjelma, jonka jalkeen valittiin analyysiohjelmaksi N-tot. Taman jalkeen analysoitiin
kaksi nollanaytettd, joiden jalkeen oli standardinaytteen vuoro. Naiden jalkeen analysoitiin
varsinaiset naytteet. Analyysiohjelmaan syotettiin ennen analysoitavaa ndytettd ndytteen
paino, jonka jalkeen laite analysoi naytteen. Kun kaikki naytteet oli analysoitu, suoritettiin
laitteelle vield kaksi pesuohjelmaa, kuten analyysien aluksikin. Mukaillen (Hameen
Ammattikorkeakoulu, 2023) Todellinen typpipitoisuus laskettiin analysointituloksista alla

olevalla kaavalla 2.
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(2)

laitteen antama tulos Standardiliuoksen laskennallinen typpipitoisuus
X

Typpipitoisuus =
yppip naytemaara Standardinaytteen tulos

6.3 Mikrolevan kasvatus + naytteenotto

Ennen kasvatuksia tarvittavia mikrolevaymppeja kasvatettiin olosuhdekaapissa 25 asteen
[ampotilassa 12:12 -tunnin valo-pimeasyklissa. Valon intensiteettina kaytettiin 50

pmol/m2/s.

Kasvatukset toteutettiin kasvatussuunnitelman mukaisesti, joka on nahtavilla taulukossa
Taulukko 3. Kasvatussuunnitelma. Jokaiseen kasvatukseen varauduttiin steriloimalla
autoklaavissa (MLS-3751L, Panasonic, Japani ja alankomaa) RO-vettd, mittalaseja, seka

vanulla peitetyt, ndaytteenottoputkilla varustetut Erlenmeyerit.

Varsinaiset kasvatukset aloitettiin varmistamalla laminaarikaapin puhtaus. Mikrolevat
viljeltiin erilaisiin kalaprosessivesipitoisuuksiin kasvatussuunnitelman mukaan. Viljelyt
aloitettiin jokaisen kasvatuksen kohdalla naytteesta, johon tuli pelkka kasvatusliuos ja
mikroleva. Erlenmeyereihin mitattiin kasvatusliuosta 180 ml ja mikrolevaymppia 20 ml.
Taman jalkeen viljelyitd jatkettiin korkeimman kalaprosessivesipitoisuuden omaavasta
viljelmasta alhaisinta pitoisuutta kohti. Kalaveden sekd RO-veden maarat mitattiin
kasvatussuunnitelman mukaan eri ndytteisiin niin, ettad jokaisessa mikrolevaviljelmassa oli
yhteensa 200 ml kalavettd, RO-vetta seka mikrolevaymppia. Poikkeuksena olivat jokaiseen
kasvatukseen tehdyt kontrollindytteet. Kontrollindytteita tehtiin kaksi rinnakkaista ja ne
sisdlsivat pelkkaa kalaprosessivetta 180 ml. Kontrollindytteista seurattiin, kasvaako pelkadssa

kalaprosessivedessa sinne kuulumatonta kasvustoa.

Viljelyn jalkeen jokaisesta levaviljelmasta otettiin ndytteet kuiva-ainemaarityksia varten
ndytteenottosuunnitelman mukainen maara (30 ml). Naytteenottosuunnitelma nakyvilla
taulukossa Taulukko 4. Naytteenottosuunnitelma. Taman jalkeen levaviljelmat vietiin
olosuhdekaappiin (Aralab, Fitoclima 600 Plhv, Portugali). Kaapin lampdtila oli jokaisen

kasvatuksen ajan +25 °C. Valo- pimeasykli kasvatuksissa oli 12 h/ 12 h. Valon intensiteetiksi
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oli asetettu 150 umol. Olosuhdekaapissa viljelmat asetettiin satunnaisessa jarjestyksessa
ravistelijaan (B.Braun Biotech International, Certomat R, Saksa) Ravistelijan tarkoituksena oli
estaa levan laskeutuminen pohjaan seka edistdaa kaasujen vaihtoa kasvatuksen aikana.

Ravistelija pyori koko kasvatuksen ajan 125 kierrosta minuutissa.

Naytteita kuiva-ainemaarityksia varten otettiin naytteenottosuunnitelman mukaan, joka on
nakyvilla taulukossa Taulukko 4. Naytteenottosuunnitelma. Kasvatuspaivina 0, 3—6 kaikkien
ndytteen ottojen yhteydessa mikrolevaviljelmien paikat vaihdettiin uuteen satunnaiseen
jarjestykseen, jotta valon maara jakautuu mahdollisimman tasaisesti viljelmien kesken.

Naytteiden ottojen yhteydessa kaikki rinnakkaisnaytteet kuvattiin.

Taulukko 3. Kasvatussuunnitelma

Naytteistd
kolme
rinnakkaista,

poikkeuksena

Kontrollit

Kalaveden pitoisuus 100 % 75 % 50% 25 % 0% 100 % kontrollit,
Kasvatusliuoksen maara 0 0 0 0 180 0 joita vain
(ml) kaksi.
Kalaveden ma&ara (ml) 180 135 50 45 0 130

RO-veden m&ars (ml) 0 45 50 135 0 0

Levan maara (ml) 20 20 20 20 20 0

Taulukko 4. Naytteenottosuunnitelma

Naytteenottosuunnitelma
Paiva |Naytteen maara
0.paiva 30 ml
3.paiva 20 ml
4.paiva 20 ml
5.paiva 20 ml
6.paiva 10 ml

6.4 Kuiva-ainemaaritykset

Kuiva-ainemaarityksessa taarattiin upokkaat, joihin oli laitettu suodatinpaperi. Taarauksessa
kuumennettiin [ampokaappi (Thermocenter, Salvislab, Sveitsi) 105-asteiseksi ja laitettiin

upokkaat lampdkaappiin vahintdan 20 tunnin ajaksi. Taarauksen jalkeen upokkaat
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jaahdytettiin eksikaattorissa, jonka jalkeen ne punnittiin vaa'alla. Punnituksen jalkeen
nestemadinen nayte suodatettiin taaratun suodatinpaperin lapi imupumpun avulla. Jokaisen
ndytesuodatuksen alussa suodatinpaperi kasteltiin Ro-vedelld ja taman jalkeen kdynnistettiin
imupumppu ja pipetoitiin 5-25 ml ndytetta suodattimeen. Pipetoitavan ndytteen maara
vaihteli kasvatus padivan mukaan. Naytteiden maarat merkitty taulukkoon Taulukko 5. Kuiva-
ainemaarityksen pipetoitavan ndytteen maara.. Ennen ndytteen suodattamista nayte
sekoitettiin huolellisesti. Suodatuksen jalkeen kaytetty suodatuspaperi laitettiin takaisin
upokkaaseen. Taman jalkeen upokkaat vietiin lampdkaappiin 95 asteeseen vahintdan 20
tunniksi. Lopuksi kuivuneet upokkaat jadahdytettiin eksikaattorissa ja punnittiin uudelleen

mikrolevien kuivapainon laskua varten. Lasku suoritettiin kaavalla 3.

(3)

K . : —
utvapaino ( tilavuus (ml)

g) B <pain0 2 (g) — paino 1 (g)
) =

* 1000)

paino 2 = Upokas + suodatuspaperi + naytteen painot
paino 1 = Upokas + suodatuspaperi painot

tilavuus = Naytteen pipetoitu maara

Taulukko 5. Kuiva-ainemaarityksen pipetoitavan naytteen maara.

Kasvatus paiva Pipetoitava maara (ml)

0 PAIVA 20-25
3 PAIVA 10
4 PAIVA 10
5 PAIVA 10

6 PAIVA 5
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7 Tulokset ja tulosten tarkastelu

Tulosten arvioinnissa suoritettiin kalaprosessiveden ravintoainepitoisuuden analysointi,
mukaan lukien kokonaisfosforin, liukoisen fosforin, fosfaatin, pH:n, COD:n, kokonaistypen ja
ammoniumtypen madritykset. Kalaprosessiveden ravintoainemaaritysten jalkeen suoritettiin

neljan eri mikrolevalajin kasvatuksen tulosten arviointi kuiva-ainemaarityksella.

7.1 Kalaprosessiveden ravintoainemaaritykset

Jotta mikrolevat voivat kasvaa kalaprosessivedessa, on sen oltava ravintorikasta. Tall6in se
voi toimia mikrolevalle oivallisena kasvupohjana. Mikrolevat tarvitsevat kasvaakseen
esimerkiksi fosforia (P), fosfaattia (PO4 *) ja typpea (N). Eri mikrolevélajit vaativat
kasvaakseen eri madran ravinteita tai erilaiset kasvatusolosuhteet. Esimerkiksi S. maxima
vaatii kasvaakseen korkeamman pH arvon kuin muut tassa opinnaytetydssa tutkitut
mikrolevat. COD eli kemiallinen hapen kulutus kertoo veden orgaanisen aineen maarasta.
Korkea COD-tulos voi olla haitallinen mikrolevan kasvulle. Kalaprosessiveden
ravintoainemaarityksessa tutkittiin miten jatkokasittelyt vaikuttavat fosforin, fosfaatin, pH:n,

COD:n, ammonium- ja kokonaistypen maaraan.

7.1.1 Kokonaisfosforin, liukoisen fosforin seka fosfaatin maaritys

Kokonais- ja liukoisen fosforin maara vaikuttaa pysyvan melko samana jatkokasittelysta
huolimatta. Raakaan kalaprosessiveteen verrattuna autoklaavatun naytteen
kokonaisfosforipitoisuus laski. Roopnarain & ym. tutkimuksessa mikrolevien taydellinen
fosforin maara kasvatuksessa olisi 0,001-0,179 g/l valilla. Opinnaytetydn mikrolevien
kasvatukseen kaytetty kalaprosessiveden kokonaisfosforin maara oli 701,5 mg/I eli 0,7015
g/l. Kalaprosessiveden fosforin ihanteellinen maara siis ylittyy. Mikrolevat tarvitsevat fosforia
kasvaakseen ja lisdantyakseen. Liiallinen fosforin maara voi hairita mikrolevan kasvua ja

yleista terveytta. (Roopnarain ym., 2013)

Mikrolevat tarvitsevat myos fosfaattia kasvaakseen ja lisdantydkseen (Yaakob ym., 2021).
Kalaprosessiveden ravintoainemaarityksessa huomattiin, etta fosfaatin maara on

suhteellisesti noussut jatkokasittelyn yhteydessa. Fosfaatin nousu voi johtua
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biomolekyyleista. Monissa biologisissa aineissa on fosfaattiryhmia osana rakennetta
esimerkiksi nukleiinihapoissa. Kalaprosessiveden sisaltama nukleiinihappo voivat
hajotessaan vapauttaa fosfaattia jatkokasittelyn yhteydessa, jolloin fosfaattia vapautuu
kalaprosessiveteen. Kuva 6 yhdistettiin kalaprosessiveden kokonais- ja liukoisen fosforin seka

fosfaatin tulokset ndytteittdin, jotta niiden eroja voidaan verrata.

Kuva 6. Kokonaisfosforin, liukoisen fosforin ja fosfaatin pitoisuus kalaprosessivedessa.

Fosforin ja fosfaatin pitoisuus

Raaka Esisuodatus Imusuodatus Autoklaavi

800
700
60

o

50

o

40

mg/| PO4-P
o

30

o

20

o

10

o

H Kokonaisfosfori M Liukoisen fosfori ~ m Fosfaatti

7.1.2 pH:n maaritys

Kalaprosessiveden pH:n maarityksen tuloksista voidaan huomata, etteivat erilaiset kasittelyt
vaikuttaneet tuloksiin, silla pH pysyi melko samana jokaisen naytteen kohdalla. Tall6in
voidaan todeta, ettei korkea fosforipitoisuus vaikuttanut kalaprosessiveden pH-lukemiin.

Kaikki kalaprosessiveden pH:n maarityksen tulokset nakyvat taulukossa 6.

Taulukko 6. pH:n maarityksen tulokset.

Naytteet pH
Raaka 6,309
Esisuodatettu 6,299
Esisuodatettu
+imusuodatettu 6,307
Esisuodatettu
+imusuodatettu
ja autoklavoitu 6,317
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7.1.3 COD:n maaritys

COD-maarityksessa huomataan, etta kokonais- COD-pitoisuus laskee esisuodatuksen ja
imusuodatuksen aikana. Autoklaavauksen jalkeen COD-pitoisuus taas nousee hiukan.
Liukoisen COD:n pitoisuus puolestaan nousi jokaisen jatkokasittelyn yhteydessa. Kokonais-
COD:n lasku esi- ja imusuodatuksen jalkeen voi johtua siita ettd, sentrifugauksen,
esisuodatuksen ja imusuodatuksen aikana kiintoainetta poistui, jolloin COD-pitoisuus laskee.
Korkea COD-pitoisuus voi johtaa muiden bakteereiden kasvuun, jolloin mikrolevat joutuvat
kilpailemaan vapaana olevasta ravinnosta. Kalaprosessiveden kokonais- ja liukoisen COD:n

maadrien erovaisuudet on esitetty kuvassa 7.

Kuva 7. Kalaprosessiveden kokonais- ja liukoisen COD:n pitoisuudet.

COD- pitoisuus

120

100

8
6
4
2
0

Raaka Esisuodatus Imusuodatus Autoklaavi
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o o

o

o

B Kokonais COD M Liukoisen COD

7.1.4 Kokonaistypen ja ammoniumtypen maaritys

Mikroleva tarvitsee typpea kasvaakseen ja sdadatdadkseen niiden aineenvaihduntaa.
Kalaprosessiveden ravintoaineen maarityksessa ammonium- ja kokonaistyppi oli pysynyt
hyvin samana, jolloin jatkokasittely ei paljonkaan vaikuttanut typpien maaraan. Kuitenkin

kokonaistyppi oli noussut, raakanédytteessa typpea oli 13,54 mgN/g ja autoklaavatussa 14,05
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mgN/g. Tama nousu on voinut johtua rasvan ja proteiinin hajoamisesta tai autoklaavauksen

korkeasta lampdtilasta.

Ammoniumtypen seka kokonaistypen pitoisuudet kalaprosessivedessa asetettiin kuvaan 8,
jotta niiden eroavaisuuksia voidaan verrata. Ammoniumtypen maara laskettiin Kjeltech 8400

-koneen tulosten avulla laskettiin ammonium typen pitoisuus laskukaavan 1 avulla. avulla

Kuva 8. Kalaprosessiveden ammoniumtypen ja kokonaistypen pitoisuudet.

Ammoniumtyppi ja kokonaistypen pitoisuus

16,00

14,00 13,54 13,03 12,94 o
12,00
10,00
> 800
6,00
4,00

2,00 0,77 0,72 0,72 0,75

0,00

Raaka Esisuodatus Imusuodatus Autoklaavi

B Ammoniumtyppi B Kokonaistyppi

7.2 Kasvatus 1, E. gracilis

Ensimmaisen kasvatuksen suurimmat massasaannot kuivapainojen perusteella saatiin
kaikista naytteista kuudentena kasvatuspaivana. Naytteen, jonka kalaprosessivesipitoisuus
oli 100 %, tulokseksi saatiin 9,44 g/l ja 75 % naytteen tulos oli 4,6 g/l. 50 % naytteen
tulokseksi saatiin 2,94 g/l, 25 % naytteen tulos oli 1,78 g/l ja 0 %-pitoisuuden naytteen

tulokseksi saatiin 0,847 g/l. Kuivapaino laskettiin laskukaavan (3) mukaan.

Kuvassa 9 on ensimmadisen kasvatuksen kaikki kasvatuskayrat kerdttyna yhteen.
Kasvatuskadyrat muodostettiin jokaisen ndytteen eri kasvatuspaivien kuivapainojen mukaan.

Kuvaajassa on myos naytteiden keskihajonnat merkittyna, jotka kertovat, kuinka kaukana
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havainnot ovat keskiarvosta. Pienemman prosessivesipitoisuuden naytteilla keskihajonta oli

pieni, jonka vuoksi sita on vaikea huomata kuvaajasta.

Kuva 9. Kasvatus 1. kasvukayrat perustuen E. gracilis -levan kuivapainoon (g/l). Naytteiden

pitoisuus kertoo, kuinka paljon kalaprosessivetta oli naytteissa.

Kasvukayrat 1. kasvatus

12

Kuivapaino (g/l)

0 1 2 3 4 5 6
Kasvatuspaiva

——100% -ndyte = —e—75% -nayte 50% -ndyte = —e—25% -nayte 0% -ndyte

Kuvissa 10-14 nahdaan, etta kasvatuksen aikana eri naytesarjojen varit ovat muuttuneet
todella vihreiksi. Varit ovat muuttuneet selkeasti 0. ja 3. kasvatuspaivan valisena aikana
kaikissa nadytteissa. Kuvassa Kuva 15. 1.kasvatus, kontrollindytteet, paivat 0, 3—6. on
nahtavilla ensimmaisen kasvatuksen kontrollindytteiden muutokset, joita ei kasvatuksen
edetessa tapahtunut lainkaan. Muutamia ndytteitd myos mikroskopoitiin, jotta nahtiin
millaiselta E. gracilis ndayttaa kasvatuksissa. Naytteet olivat olleet pakkasessa, joten eldvista
mikrolevista ei saatu kuvia. Kuvassa Kuva 16. E. gracilis mikroskooppikuva, kasvatuspaiva 5,
ndytteen prosessivesipitoisuus 50 %. nakyvilla E. gracilis -levaa 50 % naytteessa viidentena
kasvatuspaivana. Kuvassa Kuva 17. E. gracilis mikroskooppikuva, pdiva 6, ndaytteen
prosessivesipitoisuus 100 %. ndhddan 100 %-naytteen sisaltoa kuudentena kasvatuspaivana.
Kuvassa Kuva 18. E. gracilis -levan kasvatuksessa muodostunutta ei toivottua kasvustoa 100
% kalavetta sisdltdneessa naytteessa kuudentena kasvatuspaivana. voidaan nahda 100 %

kalaprosessivetta sisdltdneen ndytteen kasvustoa, jota naytteessa ei pitaisi olla.



Kuva 10. 1.kasvatus, E. gracilis, naytteiden prosessivesipitoisuus 100 %, paivat 0, 3—6.
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Kuva 12. 1.kasvatus, E. gracilis, ndytteiden prosessivesipitoisuus 50 %, pdivat 0, 3—6.

31



Kuva 14. 1.kasvatus, E. gracilis, ndytteiden prosessivesipitoisuus 0 %, paivat 0, 3—6.
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Kuva 16. E. gracilis mikroskooppikuva, kasvatuspaiva 5, ndytteen prosessivesipitoisuus 50 %.

Kuva 17. E. gracilis mikroskooppikuva, paiva 6, ndytteen prosessivesipitoisuus 100 %.
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Kuva 18. E. gracilis -levan kasvatuksessa muodostunutta ei toivottua kasvustoa 100 %

kalavetta sisaltaneessa naytteessa kuudentena kasvatuspdivana.

7.3 Kasvatus 2, S. Obliques

Toisen kasvatuksen suurimmat massasaannot kuivapainoon perustuen saatiin kuudentena
kasvatuspaivana 0 % kalaprosessivetta sisdltanytta naytetta lukuun ottamatta. 100 %
kalaprosessivetta sisaltdaneen naytteen kuivapaino 7,12 g/l oli tdman kasvatuksen korkein. 75
% naytteen kuivapainoksi saatiin 5,567 g/l, 50 % naytteen kuivapainoksi saatiin 3,893 g/l ja
25 % naytteen kuivapaino oli 2,953 g/I. 0 % kalaprosessivetta sisdltaneen naytteen korkein
kuivapaino 0,13 g/l saavutettiin neljantena kasvatuspdivana. Kuivapainojen laskussa

kaytettiin laskukaavaa (3).

Kuvaan 19 kerattiin kaikki toisen kasvatuksen kasvatuskayrat yhteen. Jokaisen ndytteen eri
kasvatuspaivistd muodostettiin kasvukayra kuivapainojen mukaan. Jokaisesta naytteista
laskettiin keskihajonta, joka |0ytyy alla olevasta kuvaajasta. 0 % kalaprosessivetta
sisdltdneen naytteen keskihajonta on hyvin pieni, jonka takia se voi olla vaikea huomata

kuvaajasta.
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Kuva 19. Kasvatuksen 2. kasvukayrat perustuen S.obliquesin kuivapainoon (g/l). Naytteiden

pitoisuus kertoo, kuinka paljon kalaprosessivetta oli naytteissa.

Kasvukayrat 2. kasvatus

Kuivapaino (g/l)

0 1 2 3 4 5 6
Kasvatuspaiva

—o—100%-ndyte = —e—75%-ndyte 50%-ndyte = —e—25%-nayte 0%-nayte

Kuvissa 20-24 on nakyvilla toisen kasvatuksen aikaiset eri ndytesarjojen varien muutokset.
Jokainen nayte vihertyi huomattavasti kasvatuksen aikana. Kuvista voidaan huomata, etta
kuudentena kasvatuspaivdana naytesarjat olivat jo tumman vihreita, kuten oli toivottukin.
Kuvassa Kuva 25. 2.kasvatus, kontrollindytteet, paivat 0, 3—6. nakyy kontrollindytteiden
muutokset kasvatuksen aikana. Kontrollindytteissa ei tapahtunut kasvatuksen aikana
muutosta. Kasvatuksen lopuksi mikroskopoitiin muutamia naytteitd, jotta nahtiin millaiselta
S.obliques nayttaa kasvatuksien eri vaiheissa. Naytteet olivat olleet pakkasessa, joten
elavista mikrolevista ei saatu kuvia. Kuvassa Kuva 26. S.obliques mikroskooppikuvassa,
naytteen prosessivesipitoisuus 0 %, paiva 4. S.obliques 0 % -naytteessa neljantena

kasvatuspaivana. Kuvassa Kuva 27. S.obliques kuvattuna mikroskoopilla, ndytteen



prosessivesipitoisuus 100 %, pdiva 6. nahdaan 100 % naytteen sisaltda kuudentena

kasvatuspaivana.

Kuva 20. 2.kasvatus, S.obliques, paivat 0, 3—6. Naytteen prosessivesipitoisuus 100 %.
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Kuva 22. 2.kasvatus, S.obliques, paivat 0, 3—6. Naytteen prosessivesipitoisuus 50 %.
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Kuva 24. 2. kasvatus, S.obliques, paivat 0, 3—6. Naytteen prosessivesipitoisuus 0 %.

38



39

Kuva 26. S.obliques mikroskooppikuvassa, naytteen prosessivesipitoisuus 0 %, paiva 4.

Kuva 27. S.obliques kuvattuna mikroskoopilla, ndytteen prosessivesipitoisuus 100 %, pdiva 6.

7.4 Kasvatus 3, S. Maxima

Kolmannessa kasvatuksessa korkeimmat massasaannot kuivapainoon perustuen saatiin 100

% , 75 % ja 50 % kalaprosessivetta sisaltdaneilld ndytteilld viidentena kasvatuspaivana.
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Tuloksiksi saatiin 100 % naytteesta 7,723 g/l, 75 % naytteesta 5,503 g/l ja 50 % naytteesta
3,21 g/I. Muista poiketen 25 % ja 0 % naytteiden korkeimmat kuivapainot saavutettiin
kuudentena kasvatuspdivana. 25 % nadytteen kuivapaino oli tuolloin 2,527 g/l ja 0 % naytteen
kuivapaino oli 1,027 g/I. Naytteiden kuivapainot laskettiin (3) avulla. Kuvaan 28 lisattiin
jokaisen kolmannen kasvatuksen naytteiden kasvukayrat, jotka perustuvat kunkin

kasvatuspaivan kuivapainoon.

Kuva 28. Kasvatuksen 3. kasvukayrat perustuen S. maxima -levan kuivapainoon (g/I).

Naytteet nimetty kalaprosessivesipitoisuuksien mukaan.

Kasvukayra 3. kasvatus
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Kasvatuspaiva
—e—100%-ndyte = —e— 75%-nayte 50%-nayte = —e— 25%-ndyte 0%-ndyte

Kuvissa 29-33 nahdaan kolmannen kasvatuksen aikaiset varimuutokset naytesarjoissa
pdivakohtaisesti. Ndytteet olivat viljelypdivina hennon vihreita ja kasvatuksen edetessa
ndytteet punertuivat. Poikkeuksena tahan nayte, joka ei sisdltanyt lainkaan
kalaprosessivetta. Kuvassa Kuva 33. 3.kasvatus, S. maxima, paivat 0, 3—6. Naytteen
prosessivesipitoisuus 0 %. nahdaankin, kuinka nayte vihertyy toivotulla tavalla kuudenteen
kasvatuspaivddan mennessa. Kontrollindytteiden vastaavat muutokset ndkyvat kuvassa Kuva
34. 3.kasvatus, kontrollindytteet, paivat 0, 3—6.. Kontrollindytteissa ei ole havaittavissa ei
toivottua muutosta. Kasvatuksen loputtua tutkittiin mikroskoopin avulla, mita naytteet
sisaltavat. Mikroskopoidut ndytteet olivat pakastettuja, jonka vuoksi eldavia mikrolevasoluja
ei saatu kuviin. Kuvassa Kuva 35. S. maxima kuvattuna mikroskoopilla, ndytteen

prosessivesipitoisuus 0 %, pdiva 6. nakyvilla muutamia S. maxima -mikrolevia 0 % ndytteessa
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kuudentena kasvatuspaivana. 100 % naytteen kuudennen kasvatuspaivan ei toivottua
sisaltda nahdaan puolestaan kuvassa Kuva 36. S. maxima kuvattuna mikroskoopilla, naytteen

prosessivesipitoisuus 100 %, paiva 6..

Kuva 29. 3.kasvatus, S. maxima, paivat 0, 3—6. Naytteen prosessivesipitoisuus 100 %.




Kuva 30. 3.kasvatus, S. maxima, paivat 0, 3—6. Naytteen prosessivesipitoisuus 75 %.
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Kuva 32. 3.kasvatus, S. maxima, paivat 0, 3—6. Naytteen prosessivesipitoisuus 25 %.
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Kuva 34. 3.kasvatus, kontrollindytteet, paivat 0, 3—6.
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Kuva 36. S. maxima kuvattuna mikroskoopilla, ndytteen prosessivesipitoisuus 100 %, paiva 6.

7.5 Kasvatus 4, Selenastrum sp.

Selenastrum sp. -kannan kasvatuksessa korkeimman kuivapainon saavutti viidentena
kasvatuspaivana nayte, jonka kalaprosessivesipitoisuus oli 100 %. Kuivapaino oli tuolloin
10,577 g/I. 75 % kalaprosessiveden sisdltaneen naytteen korkein kuivapainotulos oli 7,013
g/l, joka saatiin kuudentena kasvatuspaivana. Nayte, jonka kalaprosessivesipitoisuus oli 50
%, korkeimmaksi kuivapainoksi tuli kuudentena kasvatuspdaivana 3,858 g/l. 25 %
kalaprosessivetta sisdltdneen naytteen korkein kuivapainotulos oli 1,438 g/I. Tama tulos
saavutettiin kuudentena kasvatuspaivand. Muista poiketen ndytteen, jonka
kalaprosessivesipitoisuus oli 0 %, sen korkein kuivapainotulos oli 0,137 g/I, joka saavutettiin
jo neljantena kasvatuspaivana. Kontrollindytteen korkein kuivapaino saatiin nollapadivana,
joka oli silloin 3,723 g/I. Kuivapainon laskettiin (3) avulla. Kaikki neljannen kasvatuksen

tulokset koottiin kasvatuskayriksi kuvaan 37, josta jokaisen ndytteen kasvua voidaan seurata.
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Kuva 37. Kasvatuksen 4. kasvukayrat perustuen Selenastrum sp. -levan kuivapainoon (g/l).

Naytteet nimetty kalaprosessivesipitoisuuden mukaan.

Kasvukayrat 4. kasvatus

16
14
_ 12
=
— 10
2
.E 8
o
26
2
4 F 1 1
L
2 ! - 3
r @ $ = —9
0 & ,
0 1 2 3 4 5 6
Kasvatuspaiva
—o— 100%-ndyte = —e— 75%-ndyte 50%-ndyte = —e—25%-ndyte 0%-nayte

Kuvissa 38-42 on nakyvilla ndytteittdin kasvatuspdivinad tapahtuneet varimuutokset.
Naytteissa, jotka sisdlsivat kalaprosessivetta, ei varimuutoksia tapahtunut lainkaan. Nayte,
joka ei sisaltanyt kalaprosessivettd, vihertyi hiukan. Kontrollindytteiden varimuutokset ovat
kuvassa Kuva 43. 4.kasvatus, kontrollindytteet, paivat 0, 3—6. Naytteet sisaltavat pelkkaa
kalaprosessivetta., josta voidaan todeta, ettei muutoksia juurikaan ole nahtavilla. Kun
kasvatukset olivat ohitse, paatettiin vield tutkia muutamia naytteita mikroskoopin avulla,
jotta ndhdaan mita todellisuudessa naytteissa kasvaa. Kasvatusliuokseen viljellyn (0 %
kalaprosessivesipitoisuus) ndytteen sisaltamat Selenastrum sp. -mikrolevat ndhdaan kuvassa
Kuva 44. Selenastrum sp. kuvattuna mikroskoopilla. Naytteen prosessivesipitoisuus 0 %,
kasvatuspaiva 6.. 100 % kalaprosessiveteen viljeltyjen rinnakkaisnaytteiden huomattiin
sisaltavan niihin kuulumatonta kasvustoa, jota on nakyvilla kuvassa Kuva 45. Selenastrum sp.
kasvatuksen sisaltamaa rihmastoa mikroskooppikuvassa. Naytteen prosessivesipitoisuus 100
%, kasvatuspdiva 6, rinnakkaisnayte 1., kuvassa Kuva 46. Selenastrum sp. kasvatuksen
sisaltdmaa rihmastoa mikroskooppikuvassa. Naytteen prosessivesipitoisuus 100 %,
kasvatuspaiva 6, rinnakkaisnayte 2. ja kuvassa Kuva 47. Kasvatuksen sisdltamaa rihmastoa
mikroskooppikuvassa. Ndytteen prosessivesipitoisuus 100 %, kasvatuspaiva 6,

rinnakkaisnayte 3.



Kuva 38. 4.kasvatus, Selenastrum sp., paivat 0, 3—6. Naytteen prosessivesipitoisuus 100 %.
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Kuva 40. 4.kasvatus, Selenastrum sp., paivat 0, 3—6. Naytteen prosessivesipitoisuus 50 %.
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Kuva 42. 4 kasvatus, Selenastrum sp., paivat 0, 3—6. Naytteen prosessivesipitoisuus 0 %.

Kuva 43. 4. kasvatus, kontrollindytteet, paivat 0, 3—6. Naytteet sisaltavat pelkkaa

kalaprosessivetta.
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Kuva 44. Selenastrum sp. kuvattuna mikroskoopilla. Naytteen prosessivesipitoisuus 0 %,

kasvatuspaiva 6.

Kuva 45. Selenastrum sp. kasvatuksen sisdaltdmaa rihmastoa mikroskooppikuvassa. Naytteen

prosessivesipitoisuus 100 %, kasvatuspdiva 6, rinnakkaisnayte 1.
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Kuva 46. Selenastrum sp. kasvatuksen sisaltdmaa rihmastoa mikroskooppikuvassa. Naytteen

prosessivesipitoisuus 100 %, kasvatuspdiva 6, rinnakkaisnayte 2.

Kuva 47. Kasvatuksen sisdltdmaa rihmastoa mikroskooppikuvassa. Naytteen

prosessivesipitoisuus 100 %, kasvatuspdiva 6, rinnakkaisnayte 3.
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8 Kasvatusten johtopaatokset

E. gracilis kasvoi erittdin hyvin, erityisesti kun kasvualustana oli 100 % kalaprosessivesi.
Kuten kasvatuskuvista kuvassa Kuva 10. 1.kasvatus, E. gracilis, naytteiden
prosessivesipitoisuus 100 %, paivat 0, 3—6.-Kuva 14 voidaan nahda, on jokaisessa naytteessa
tapahtunut huomattavia muutoksia varin suhteen ensimmaisen ja viimeisen kasvatuspaivan
valilla. Huomattavia eroja varimuutoksissa ei ollut eri ndytteiden valilla, vaan eri
kalaprosessivesipitoisuudesta huolimatta, kaikki vihersivat samalla tavalla. Kuva 9
tarkastellessa kuitenkin huomataan, etta kuivapainojen mukaan 100 % kalaprosessivetta
sisaltdneet ndytteet kasvoivat massallisesti huomattavasti paremmin kuin muut. Voidaankin
siis todeta tulosten seka kasvatuskuvien perusteella, etta E. gracilis -levan kasvatukseen
Rasmixin kalaprosessivesi sopii erittain hyvin. Naihin tuloksiin ei kuitenkaan taysin voida
luottaa, silla kasvatuksen edetessa huomattiin, ettd naytteissa, joissa oli kalaprosessivettsd,

kasvoi mikrolevan lisdksi rusehtavaa kuplamaista kasvustoa.

Kasvustoa ei tunnistettu, mutta pohdittiin, olisiko kasvusto voinut olla esimerkiksi hiivaa,
joka olisi paatynyt kasvatuspulloihin laminaarikaapin huonosta puhdistuksesta johtuvan
kontaminaation kautta. Taysin aukoton tama selitys ei kuitenkaan ole, silla kasvatuspulloihin
kuulumatonta kasvustoa oli vain kalaprosessivetta sisdltaneissa naytteissa ja ndytteet, jotka

eivat sisdltaneet kalaprosessivetta viljeltiin ensimmaisena.

S. obliques -levan kasvu E. gracilis -levaan verrattuna oli hieman maltillisempaa. Kuten
kasvatuksen aikana otetuista kuvistakin voidaan nahda, on varimuutokset ensimmaisen ja
viimeisen paivan valilla huomattavia, mutta kuitenkin heikompia kuin ensimmaisen (E.
gracilis) kasvatuksen aikana. Kuivapainotulosten perusteella S.obliques ei yltdnyt vastaavaan
massaan suurimmilla prosessivesipitoisuuksilla, kuin E. gracilis. Pienemmilla
prosessivesipitoisuuksilla S. obliques saavutti korkeamman kuivapainotuloksen, kuin E.

gracilis.

Huomiota herattavaa tassa kasvatuksessa oli se, ettd suurin osa naytteista saavutti
kolmantena kasvatuspaivana korkean kuivapainon, joka laski neljanteen pdivaan mennessa
melkoisesti. Kuivapainot kuitenkin nousivat tdman jalkeen. Tama on merkillista, silla

mikroskopoituamme naytettad, jonka kalaprosessivesipitoisuus oli 100 %, kuudentena
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kasvatuspdivanad, suurin osa ldydetyista levasoluista olivat hajoamassa. Ndytteessa oli myds
erittdin paljon muuta naytteeseen kuulumatonta kasvustoa, joka voisi viitata siihen, etta
ensimmaisen kasvuhuipun jalkeen tuo kasvusto on ottanut vallan ravinnosta, jonka

seurauksena levat ovat alkaneet hajoamaan ja kasvusto alkanut kasvamaan.

Kolmannen kasvatuksen aikana S. maxima ei kasvatuspullojen varin perusteella kasvanut
ollenkaan. Siind missa muiden kasvatusten aikana varit edes vihertyivat kuudetta
kasvatuspaivaa lahestyessd, S. maxima -levaa sisaltaneiden pullojen vari nayttaa punertuvan.
Kuitenkin kolmannen kasvatuksen kasvukayria seka kuivapainotaulukkoa tarkastellessa
huomataan, ettd naytteessa, joka oli 100 % kalaveteen viljelty, S. maxima on saavuttanut
edelliseen kahteen kasvatukseen nahden korkeimman kuivapainopitoisuuden viidentena
kasvatuspadivana. 100 % kalaprosessivetta sisaltanytta naytetta tarkasteltiin kuudennelta
kasvatuspaivalta mikroskoopilla ja tdman kasvatuksen kohdalla naytteiden huomattiin
sisaltavan kaytannossa kaikkea muuta, kuin itse S. maxima -levaa. Taman takia

kontaminaatio vaikuttaa todenndkdisimmalta selitykselta.

S. maxima -levan kasvatuksissa kalaprosessiveden pH saddettiin NaOH:n avulla arvoon 8,
jonka jalkeen kalaprosessivesi steriloitiin toisen kerran. Taman seurauksena
kalaprosessiveteen muodostui paksu sakkakerros, joka ndkyy kuvassa Kuva 48. 3.
kasvatuksessa kaytettya pH saadettya kalaprosessivettd, jonka pohjalla paljon sakkaa.
Kalaprosessivesipullot, joiden pH arvoa ei sdddetty, eivat sisdltdneet juurikaan sakkaa.
Nadiden pullojen pohjalle oli painunut todella vahdiset maarat lietetta, joka sekoittui

kalaprosessiveteen helposti pienella sekoituksella.
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Kuva 48. 3. kasvatuksessa kaytettya pH saadettya kalaprosessivetta, jonka pohjalla paljon

sakkaa.

Pohdittiin myds, onko pH saato ollut riittava, ja olisiko S. maxima tarvinnut suurempia
saatoja, esimerkiksi valon, lampétilan, kosteuden tai ilmastuksen suhteen. Voi myds olla,
ettd S. maxima ei viihdy ndin sakeassa tai tummassa kasvatusalustassa, joka on voinut myds

vaikuttaa kasvutulokseen.

Jos Selenastrum sp. -kannan kasvatusta tarkastellaan pelkkien kuivapainojen perusteella,
tuotti 100 % kalaprosessivetta sisaltanyt nayte kaikkien kasvatusten suurimman kuivapainon.
Kuitenkin kasvatuspadivista otettuja varimuutoskuvia tarkastellessa huomattiin, ettei vari ole
vihertynyt laisinkaan. Pienta muutosta on kuitenkin havaittavissa, silla savy punertuu hiukan
kasvatuksen loppua kohden. Tasta voidaan kuitenkin paatelld, ettei Selenastrum sp. kasvanut

lainkaan kasvatusviikon aikana.

Selenastrum sp. -levan kuivapainon suuren nousun takia haluttiin tutkia tarkemmin, mita

100 % kalaprosessivetta sisadltanyt ndyte sisalsi. Kasvatuksen lopuksi tutkittiin kuudennen
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kasvatuspadivan rinnakkaisia ndytteita. Mikroskooppikuvista selvisi, ettei rinnakkaisnayte 1
sisaltanyt enaa ollenkaan mikrolevaa, vaan naytteessa kasvoi rihmastoa, joka ei sinne kuulu.
Kuva 45 nakyvillda 100 % kalaprosessivetta sisaltaneen rinnakkaisnaytteen 1 sisdltamaa
rihmastoa. Taman loydoksen seurauksena paatettiin tutkia myos rinnakkaisnaytteet 2 ja 3 ja
samaa rihmastoa Ioytyi naistakin. Rinnakkaisndytteessa 2, kasvustoa oli vdhemman ja
naytteesta I6ytyi muutamia Selenastrum sp. -levasoluja, joita ndhdaan kuvassa 46.
Rinnakkaisnaytetta 3 mikroskopoitaessa tehtiin sama havainto ensimmaisen nadytteen
kanssa. Rihmasto oli ottanut vallan mikrolevasta taysin, silla mikrolevasoluja ei ollut
nahtavilla ndytteessa ollenkaan. Kuvassa Kuva 47. Kasvatuksen sisdltamaa rihmastoa
mikroskooppikuvassa. Naytteen prosessivesipitoisuus 100 %, kasvatuspaiva 6,

rinnakkaisnayte 3. nakyvilla rinnakkaisndytteen 3 rihmastoa.

S. maxima ja Selenastrum sp. -mikrolevien huonoon kasvuun on voinut vaikuttaa naiden
mikrolevien huono sopeutumiskyky erilaisiin kasvualustoihin. S. maxima -levan tiedetaan
olevan tarkka erityisesti kasvatusalustan pH arvosta. Voi olla, ettad kalaprosessiveden korkea
fosforipitoisuus on vaikuttanut myo6s kasvuun negatiivisesti. Fosforipitoisuus ylitti
Roopnarain et al. tutkimuksessa maaritetyn ihanteellisen fosforipitoisuuden melko reilusti.
(Roopnarain A., 2013) E. gracilis kasvoi korkeasta fosforipitoisuudesta huolimatta loistavasti,
silld sen tiedetaan olevan hyvin erilaisiin kasvuymparistoihin sopeutuva mikroleva. (Mercier,
2018) Selkeasti myos S.obliques sietaa korkeaa fosforia, silld kasvua tapahtui, joskin

maltillisemmin, kuin E. gracilis -levalla.

Korkea COD-pitoisuus on voinut olla my6s osasyy Selenastrum sp. ja S. maxima -levan
mitattomaan kasvuun. Korkea COD-pitoisuus voi vaikuttaa ei toivottujen mikrobien kasvuun,
jolloin mikrolevat joutuvat kilpailemaan ravinnon saannista. Jokaisesta mikroskoopilla
tarkastetuissa kuvissa l6ydettiin jotain ei sinne kuuluvaa elamaa. Erityisesti

elinymparistostdaan tarkka S. maxima on voinut olla kasvamatta taman vuoksi.

Myds typella ja silla, missa muodossa se esiintyy kalaprosessivedessd, on mikrolevien
kasvulle suuri merkitys. Kaikki kasittelyt lapikdyneessa kalaprosessivedessa vain n. 5 %
typesta oli ammonium-, eli liukoisessa muodossa olevaa typpea. Lin ym., (2019)
tutkimuksessa todettiin typpipitoisuuden olevan yksi tarkeimmista ravintoaineista

mikrolevien biomassan tuotannossa. Kuitenkin korkea ammoniumtyppipitoisuus on
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mikrolevasoluille myrkyllistd, jonka seurauksena mikrolevdkasvu hidastuu tai estyy tai
pahimmassa tapauksessa johtaa solukuolemaan. Ammoniumtyppea esiintyy kahdessa
muodossa NH4 tai NHs. Jalkimmaista pidetdaan mikroleville myrkyllisempana, joka vaikuttaa
suoraan mikrolevan fotosynteettiseen suorituskykyyn. Ammoniumtypen muotoon vaikuttaa
esimerkiksi pH. (Li ym., 2019) Onkin hyva pohtia, olisiko S. maxima -levan kasvatuksissa
tehty pH sdato voinut vaikuttaa ammoniumtypen muotoon. Seuraavissa tutkimuksissa olisi
myo&s hyva selvittdaa, missa menee ammoniumtypen pitoisuuden raja, joka muuttaa sen
myrkylliseksi mikroleville. Ammoniumtypen toksisuus voisi olla yksi osasyy S. maxima -
mikrolevan kasvamattomuudelle kalaprosessivedessa. Tiedossa on myogs, etta suurin osa
mikrolevista pystyy hyodyntamaan vain liukoisessa muodossa olevaa typped, jonka vahyys
on voinut vaikuttaa erityisesti Selenastrum sp. -kannan kasvamattomuuteen. Poikkeuksena
edelliseen on E. gracilis, joka pystyy hydédyntamaan kokonaistyppea monipuolisesti. Tama

selittdisi, miksi E. gracilis kasvoi muita voimakkaammin juuri 100 % kalaprosessivedessa.

Koska jokainen kasvatus sisalsi erilaista, ylimaaraista naytteisiin kuulumatonta kasvustoa on
hyva pohtia, mikda meni pieleen. Jos nadytteissa olisikin ollut samaa niihin kuulumatonta
kasvustoa, olisi sen alkupera ollut helppo jaljittaa esimerkiksi kalaprosessiveteen. E. gracilis -
levan kasvatuksessa esiintyneet sauvamaiset mikrobit ovat voineet paatya kasvatuksiimme
laminaarikaapin kautta. Vaikka toiminta kasvatusten aikana oli taysin aseptista, on
laminaarikaappi itsessdan voinut kontaminoitua ja riittamattéman puhdistuksen
seurauksena ensimmaisen kasvatuksen mukana kasvoi Kuva 18 ndakyneet mikrobit.

Taman jalkeen laminaarikaappiin asennettiin ultraviolettivalo. Uv-valo oli pdalla jokaisena
aamuna muutaman tunnin ajan, ja sen tarkoituksena oli pienentda kontaminaatioriskia.

Tama ei kuitenkaan auttanut seuraavien kasvatusten kohdalla.

Kasvatuksissa kontaminoituneita ndytteita olivat vain ne, jotka sisalsivat kalaprosessivetta.
Erikoista tdssa tilanteessa on se, etteivat eri kasvatusten aikana tehdyt kontrollindytteet,
jotka sisalsivat pelkkaa kalaprosessivettd, muuttuneet milldan tavalla kasvatusaikana. Ne
eivat sisdltaneet mitdan kasvustoa, kun naytteitd mikroskopoitiin kuudentena
kasvatuspaivana. Kuva 49 nahtavilla kontrollindytteen sisaltoa. Nayte sisaltaa partikkeleita,
mutta ne ovat kuitenkin todella erilaisia, kuin levdakasvatusten sisdltamat mikrobit ja
rihmastot. Kalaprosessiveden kontaminoitumista vastaan puhuu myos se, etta jokaisessa

kasvatuksessa naytteet sisdlsivat erilaista, ei-toivottua kasvustoa.
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Kuva 49. Kontrollindyte 7 kuudentena kasvatuspaivana.

Yksi vaihtoehto ndytteissa esiintyville ei toivotuille kasvustoille on se, ettei kasvatuksissa
kaytettyjen Erlenmeyer pullojen, ja niihin lisattyjen vanutuppojen ja ndytteenottoputkien
sterilointi ole ollut riittava tai ne ovat kontaminoituneet steriloinnin jalkeen. Steriloinnit
menivat jokaisella kerralla suunnitelmallisesti lapi, eikd autoklaavin kanssa ollut ongelmia.
Sterilointien onnistumista mitattiin mustaksi muuttuvalla autoklaaviteipilla, joka indikoi
oikean sterilointilampétilan ja -ajan saavuttamista. Jokaiseen kasvatuksissa kdytettyyn
Erlenmeyer pulloihin liimattiin tallainen teipinpala, ja jokaisessa tuo teippi oli vaihtanut

varia.

Ennen sterilointia jokaisen Erlenmeyer pullon suulle laitettiin ndytteenottoletku ja
vanutuppo, jonka jalkeen suuaukko seka naytteenottoputken paa paallystettiin foliolla niin,
ettd Erlenmeyer pullojen voitiin luottaa pysyvan steriileina autoklavoinnin jalkeen. On
mahdollista, etteivat foliot ole pysyneet kunnolla paikoillaan sdilytyksen aikana, jolloin
Erlenmeyer pullot ovat paasseet kontaminoitumaan. Tama ei kuitenkaan selita, miksi vain
kalaprosessivetta sisaltaneet naytteet kontaminoituivat. Mahdollista on my®ds, etta
kontaminaatio olisi tapahtunut kaytettyjen vanutuppojen kautta. Tama kuitenkin vaatisi sen,

etta ei-toivotut mikrobit olisivat selvinneet autoklavoinnista.
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9 Yhteenveto

Aikaisempia sivuvirtakasvatuksia tutkiessa huomattiin, ettei vastaavassa kalaprosessivedessa
ole aikaisemmin kasvatettu mikrolevia. Erilaisissa sivuvirroissa oli kuitenkin kasvatettu eniten
C. vulgaris, S. maxima seka E. gracilis -levid. Nadista suosituin oli ehdottomasti C. vulgaris.
Aikaisemmat sivuvirtakasvatukset ja niissa kaytetyt mikrolevat koottiin taulukkoon, joka on
opinndytetyon liitteend 1. Tasta syysta olisikin hyva kokeilla viela myéhemmin sen
kasvatusta Rasmixin kalaprosessivedessa. Kokeellisen osion yllattdjana toimi S.obliques, jota
ei mainittu missaan tutkimuksissa, mutta paatyi kuitenkin kasvatuksiin. S.obliques kasvoi
melko hyvin jopa 100 % kalaprosessivedessa. Sen kasvupotentiaali voisi olla erilaisissa

olosuhteissa loistava. Tasta saisikin hyvan jatkotutkimuskohteen.

Parasta mahdollista kasvatusmenetelmaa, joka sopisi kaikille mikroleville, ei |6ytynyt
suoraan. Tutkimuksellisessa osuudessa kasvatusmenetelma oli kaikille kasvatetuille leville
sama, poikkeuksena S. maxima, jonka kasvatuksiin kdaytetyn kalaprosessiveden pH nostettiin
arvoon 8. Muuten jokaisessa kasvatuksessa [amp0, valo: pimea -aika, valon intensiteetti ja
sekoitusparametrit olivat identtiset. Kasvatuslampétila oli + 25 °C. Valo: pimea -aika
kasvatuksissa oli 12 h/ 12 h ja valon intensiteetti oli 150 umol. Kasvatusnaytteita sekoitettiin
koko kasvatuksen ajan ravistelijalla 125 rpm. Seuraavissa tutkimuksissa olisikin hyva lahtea
kartoittamaan tarkemmin jokaiselle levalle optimaalisinta kasvatusmenetelmaa.
Aikaisemmissa kasvatuksissa kaytetyt kasvatusmenetelmat kerattiin taulukkoon, joka on

liitteena 1.

Rasmixin kalaprosessivedessa parhaiten kasvoi E. gracilis, jonka kuivapainoksi saatiin
kuudentena kasvatuspaivana 9,44 g/l. Lopputuloksessa on huomioitu tutkimuksellisessa
osuudessa kasvatettujen mikrolevien kasvatuskuvat ja niiden varimuutokset ja peilattu tata
kuivapainotuloksiin. Tulos ei kuitenkaan ole taysin luotettava, silla kuten kaikki muutkin
kasvatukset, sekin sisalsi ndytteeseen kuulumatonta kasvustoa. Tulevissa tutkimuksissa olisi
hyva kiinnittda huomiota erityisesti aseptiseen tydskentelyyn, jottei vastaavat
kontaminaatiot uusiudu. Helpointa olisikin todeta, etteivat Selenastrum sp. ja S. maxima
soveltuneet kalaprosessivesikasvatukseen ja E. gracilis ja S.obliques -levien olevan

tutkimuksen potentiaalisimmat mikrolevakannat kalaprosessivesikasvatusten nakékulmasta.
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Sitten kun jatkotutkimuksissa onnistutaan kasvattamaan puhdasta mikrolevda, saadaan
kalaprosessiveden todellinen potentiaali mikrolevien kasvatusalustana selville. Taman
jalkeen suuremman kokoluokan mikrolevakasvatukset paljastavat, pystytaanko tassa
sivuvirrassa tuottamaan biopolttoaineille raaka-ainetta, eli biomassaa. Jatkotutkimuksissa
tulisi myos selvittaa mikrolevan kayttda arvojakeiden, esimerkiksi proteiinien tai variaineiden
Iahteena. Kestavan kehityksen kannalta korkea biomassan tuotto tai mikrolevan kaytto
ihmisravintona tai ravintolisana olisi paras vaihtoehto erityisesti tilanteessa, jossa paras
mahdollinen mikrolevamassan tuotto saadaan 100 % kalaprosessivedessd, johon ei tarvitse
lisata mitaan. Talldin kasvatusprosessi on halvempi ja helpompi toteuttaa, joka lisaa
sivuvirtakasvatuksen potentiaalia tulevaisuuden keinona tuottaa ruokaa tai biomassaa.
Taman tutkimuksen aikana tehdyt kalaprosessivesikasittelyt tulisivat olemaan suuremmassa
mittakaavassa melko kalliit ja ty6laat ja yksi tulevaisuuden tutkimuksista voisikin olla se, etta

miten esimerkiksi E. gracilis kasvaa kasittelemattomassa kalaprosessivedessa.

Tutkimus ei tuottanut odotettuja tuloksia, vaan kasvatuksissa esiintyneiden kasvustojen
vuoksi tulokset ovat epaluotettavia, eika niita voida kdyttaa suoraan BioVeRa-hankkeen
jatkotutkimuksissa. Onnistuimme kuitenkin kartoittamaan potentiaalisimmat
mikrolevavaihtoehdot kalaprosessivesikasvatukseen. Lisaksi tama opinndytetyo poiki suuren

maaran uusia, aiheeseen liittyvia tutkimuskohteita.
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Liite 1: Mikrolevien eri teollisuusalojen sivuvirtakasvatukset
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Spesifinen
Teollisuuden Sivuvirran kasittelyt Sivuvirran Muuta . Valon Biomassan kasvunopeus Biomassan
. Kasvatettu . . Lampo- . Valon Kasvatus- . e . "
ala/Kaytetty . ennen pitoisuus huomioita- X voimak- o alku pH . enimmadispitoisuus | eksponentiaalisen | tuottavuus Lahde
L leva u tila °C maara aika Ry . 2 1
sivuvirta levdkasvatusta kasvatuksessa vaa kuus (g L'Y) /kasvupdiva kasvuvaiheen (gLtd?)
aikana (d%)
Juustohera
steriloitiin
Juust Imistus, Chlorell . . . 72 |
 rusen orella 121°C/20min, 10g L Miksotrofi 27 mmol/ | o tkuva 6,8 14 pv 1,60 L1 /12.pv 0,29 d* 0,12gLl1d? | (Goncalves;Menegol;& Rech, 2019)
juustohera vulgaris L m?s
samalla proteiinit
denaturoituivat.
aisin Matsivinan pi
markajauhatus Chlorella saadettiin 8,0 72 umol/
L J.. ! . KOH:lla, jonka 1% Miksotrofi 27 M Jatkuva 6,8 14 pv 2,10 g L1 /10.pv 0,39 d? 0,20gLtd? (Gongalves;Menegol;& Rech, 2019)
maissiviina (corn vulgaris I m?s
steep liquor) jalkeen steriloitiin
pliu 121°C/20min
Sokeriruokoalkoholin Chiorella 72 pmol/
valmistus, — Ei mainintaa 2% Miksotrofi 27 n:lz . Jatkuva 6,8 14 pv 0,77 g L' /8.pv 0,34d? 0,09gL*d™ [ (Gongalves;Menegol;& Rech, 2019)
sokeriruokovinassi 9
. Juustohera . . . -
Juustonvalm|stus, Chlorel{a hydrolysoitiin ennen Ei mainintaa Miksotrofi 30 70 umol/ Jatkuva . ?I . ?I ei mainintaa 0,47 d? ei mainintaa (Abreu;Fernandes;Vicente;Teixeira;&
juustohera vulgaris - m?s mainintaa | mainintaa Dragone, 2012)
kayttoa
e I, s s Natriumkarnonaattia Ei Ei ei
makeisvalmistuksen | (spirulina) . 8,50 % - 25 - Jatkuva L 15 pv ei mainintaa ei mainintaa ei mainintaa | (E|-Kassas;Heneash;& Hussein, 2015)
. . lisatty 13,5 g LA-1 mainintaa mainintaa mainintaa
jatevesi platensis
Meijeriteollisuus, . . . . .
hlorell 1009 E E
meijerituotannon C orella Ei mainintaa . 00% Miksotrofi & - & N & 2,00gL? 0,122 d! 68,116 mg L* (Hamidian & Zamani, 2022)
Jitevesi sorokiniana (laimentamaton) mainintaa | mainintaa | mainintaa | mainintaa | mainintaa g1
R IR, Chlorella 100% Ei ei Ei ei ei (Sudhanthiran & Perumalsam
meijerituotannon ) Ei mainintaa ) ; - o - Jatkuva - - 2,43 g/l ei mainintaa 225g/I/d Vs
Jitevesi vulgaris (laimentamaton) | mainintaa | mainintaa | mainintaa mainintaa | mainintaa 2022)
Laimennettu, ei
Melassin tuotanto Spirulina L - ! Ei ei Ei ei ei ei L PN (Coca;Barrocal;Lucas;Gonzales-
’ E L1 ei mainintaa d d ,
punajuurivinassi platensis I mainintaa mainintaa mainintaa | mainintaa | mainintaa | mainintaa | mainintaa | mainintaa 658 el mainintaa Benito;& Garcia-Cubero, 2015)

pitoisuudesta
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Biomassan Sesifinen
Teollisuuden Sivuvirran kasittelyt Sivuvirran Muuta - K P kasvunopeus Biomassan
. Kasvatettu o . Lampo- . Valon Kasvatus- enimmaispitoi- T .
ala/Kaytetty . ennen pitoisuus huomioita- . Valon voimakkuus o alku pH R i eksponentiaalise tuotta- Ldhde
L leva . tila °C maara aika suus (gL?) X
sivuvirta levékasvatusta kasvatuksessa vaa Jkasvupsivi n kasvuvaiheen vuus
P aikana (d) (gL1dY)
Meijeriteollisuus, Chiorella 100% 8h .
meijerituotannon vulgaris Ei mainintaa (laimentama- Miksotrofi 28-32 200-220 umol/ m?s pime3a 7,4 10 pv 1,23 g/L /7.pv ei mainintaa mai:ilntaa (Choi, 2016)
jatevesi g ton) 16 valoa
Soijakastike Spirulina soijakastikejatteen 100% vah. 13 py, i
tuotanto, P . ! ____J (laimentama- Miksotrofi 28 50 umol/ m2s Jatkuva 8 ei suoraa 1,984 g/l /13.pv ei mainintaa _e_l (Han & Zhou, 2021)
. S maxima pH:ta saadetty L mainintaa
soijakastikejate ton) mainintaa
Kasvualustana
kaytettiin viiden eri
lihankasittely-
ih )
Lihanjalostus, val éen Jatel\./e3|en'
lihanialostuksen sekoitusta. Jatevesi ) . ) oi )
AJ . Chlorella sp. sentrifugoitiin ja Ei mainintaa Ei mainintaa _e_' Ei mainintaa _e_' _e_' - 0,657-1,538g/I ei mainintaa _e_' (Lu, ym., 2015)
erIVthelden P . .. mainintaa mainintaa mainintaa mainintaa mainintaa
istevedet siitd poistettiin
L kiintedt hiukkaset.
Taman lisdksi
jatevesi steriloitiin
121°C/30min
Tislausprosessi 100%
R P ’ i R . X Lo ei ksenonvalo/auringon- ei ei R B ei (Krishnamoorthy;Manickam;
tislaamon Spirulina sp. Ei mainintaa (laimentama- Ei mainintaa o Jatkuva L L ei mainintaa 0,42 d1 e
R mainintaa valo mainintaa | mainintaa mainintaa & Muthukaruppan, 2019)
jatevesi ton)
Tofun tuotanto Chlorella 16h i
8 ; ei kasittelya 60 % Miksotrofi 25 35umol/ m2s valoa 8h 4e4| 14 pv ei mainintaa 0,76 d? 1,06 g/L/d (Wang & Tian, 2018)
tofuherajatevesi | pyrenoidosa I mainintaa
pimead
Elintarviketeollisuus C/agopf;Ora 100% )
) . . o Ei mainintaa (laimentama- Ei mainintaa 30 Ei mainintaa Jatkuva 8 7 pv ei mainintaa ei mainintaa -e.| (Mureed, ym., 2018)
elintarviketeollisuu- Spyrogyra mainintaa
den jatevesi ton)

sp.
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Spesifinen
Teollisuuden Sivuvirran Sivuvirran . Valon Biomassan kasvunopeus Biomassan
N Kasvatettu . Y Muuta Lampo- . Valon Kasvatus- . e N o
ala/Kaytetty . kasittelyt ennen pitoisuus - . voimak- I alku pH R enimmaispitoisuus | eksponentiaalisen | tuottavuus Ldhde
L leva N huomioitavaa tila °C maara aika 4 - . A
sivuvirta levdkasvatusta kasvatuksessa kuus (g L'Y) /kasvupaiva kasvuvaiheen (gLtd?)
aikana (d?)
Luonnol-
linen 3,72*10° solua/ml
Elintarviketeollisuus, 100% . . ei ! ) ) )
Botryococcys S : N S huone- | Auringon- | auringon- . /12.pv (100%) S ei (Gani;Sunar;Matias-Peralta;& Latiff,
ruokatehtaan Ei mainintaa (laimentamaton) Ei mainintaa P . mainin- 15 pv 105 ei mainintaa o
X sp. X lampo valo valon ja 9,7*10° solua/ml mainintaa 2016)
jatevesi ja 50% . taa
pimeyden /13.pv (50%)
vaihtelu
Selensastrum
Kalankasvatuslaitos, ; Kuhankasvatusaltaan
sp.ja kiertoveteen lisitty 100% . . 250umol/ 16h valoa ei L ei
kalankasvatusaltaan X . Miksotrofi 20 . o 15 pv 1,29mg/ml ei mainintaa - (Eskola, 2018)
X R euglena kuhankasvatusaltaiden | (laimentamaton) m2s 8h pimedd | mainintaa mainintaa
kiertovesi O i .
gracilis mix ietettd
Kalankasvatuslaitos, | Sefensastrum
4 . j s . 100% . ) 250pumol 16h valoa Ei L i )
kalankasvatusaltaan R ei kasittelya . § Miksotrofi 20 Rl o - 20 pv 0,47 gLt ei mainintaa @ (Tossavainen, 2018)
. . euglena (laimentamaton) m?s 8h pimedd | sdadetty mainintaa
kiertovesi i
gracilis
Hiivantuotanto, Euglena Emadvesi . X 200pmol, 16h valoa - i .
L g L 10% Miksotrofi 25 uz / o 6 9 pv 800 solua/p L't ei mainintaa _e,' (Mercier, 2018)
emavesi gracilis suodatettu m?s 8h pimeaa mainintaa
Sit| h tuotant Chlorella eI, ol auto- ei Ei ei i ei i
HECTUEME S T IS, . Ei mainintaa mainintaa . L L L _e_| L 1,04 gLt ei mainintaa ,e,' (Li & Wang, 2013)
sitruunahappojatevesi vulgaris siaiEdsiE /heterotrofinen | mainintaa | mainintaa | mainintaa | mainintaa [ mainintaa mainintaa
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Liite 2: Kuiva-ainemaarityksen tulokset

Mikrolevien kuivapaino myos laskettiin vahentamalla mikrolevien kuivapaino kalaprosessiveden kuivapainosta. Alla olevan kaavan avulla.

Kuivapaino ilman kalaprosessivetta (— ; .
tilavuus (ml) tilavuus (ml)

f) — (Paino 2 (g)—paino 1 (g) " 1000) _ ((paino PW(g)-paino 3(g)

* 1000) * Naytteen PW pitoisuus)

paino 2 = Upokas + suodatuspaperi + naytteen paino

paino 1 = Upokas + suodatuspaperi paino

paino 3 = Upokas + suodatuspaperi paino (kontrollindytteen upokkaan paino)
paino PW = Upokas + suodatuspaperi (kontrollindytteen paino)

tilavuus = Naytteen pipetoitu maara

PW-= Kalaprosessivesi

Mikrolevien nolla paivat olivat taman laskukaavan mukaan miinuksen puolella, koska kalaprosessiveden kuivapaino oli suurempi kuin mikrolevan

kuivapaino.



Euglena gracilis:

0. PAIVA
Upokas + Upokas + . .
. . . Kuivapaino
. . suodatin suodatin+ | Kuiva- . - . . .
. Pipetoitava . .. . S Keskiarvo | Keskihajonta |ilman kuivapaino
Nayte n paino ndyte paino | ainepitoisuus .
maara (ml) i (8) (%) kalaprosessi- | (g/1)
taarauksen uunin (g) vetts (g/])
jalkeen (g) jalkeen (g) &

A1-100% 25 54,6934 54,7799 0,0865

A2-100% 25 57,3484 57,3963 0,0479 0,067 1,577 0,097 2,672
A3-100% 25 51,5826 51,6486 0,066

B1-75% 20 29,5667 29,5963 0,0296

B2-75% 20 27,3707 27,3979 0,0272 0,029 0,102 -0,501 1,43
B3-75% 20 29,223 29,252 0,029

C1-50% 20 30,5842 30,5996 0,0154

C2- 50% 20 29,7861 29,8016 0,0155 0,016 0,045 -0,499 0,788
C3-50% 20 28,5021 28,5185 0,0164

D1-25% 10 28,9969 29,0045 0,0076

D2-25% 10 27,7709 27,7784 0,0075 0,008 0,008 0,116 0,76
D3-25% 10 29,7676 29,7753 0,0077

E1-0% 10 27,2393 27,2409 0,0016

E2-0% 10 29,9777 29,9797 0,002 0,002 0,037 0,157 0,157
E3-0% 10 30,0121 30,0132 0,0011

KO1-kontrolli 10 66,7259 66,75 0,0241 0,026 0,165 2,575
KO2- kontrolli 10 59,1392 59,1666 0,0274
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3. PAIVA

Upoka§+ Upoka§+ Kuivapaino
. Pipetoitava suoc‘iatln s"uodatlr-\+ Kuiva- Keskiarvo | Keskihajonta |ilman Kuivapaino
Nayte v e paino nayte paino | . - .

maara (ml) i ainepitoisuus |(g) (%) kalaprosessi- | (g/l)

taarauksen uunin .

jalkeen (g) | jalkeen (g) (8) vetta (g/1)
A1-100% 10 29,0102 29,0379 0,0277
A2-100% 10 29,8326 29,8819 0,0493 0,035 1,016 0,978 3,493
A3-100% 10 30,0532 30,0810 0,0278
B1-75% 10 27,2734 27,3005 0,0271
B2-75% 10 32,8635 32,8911 0,0276 0,03 0,305 1,019 2,95
B3-75% 10 31,8464 31,8802 0,0338
C1-50% 10 29,0766 29,0934 0,0168
C2-50% 10 37,1285 37,1445 0,016 0,016 0,033 0,383 1,64
C3-50% 10 31,0468 31,0632 0,0164
D1-25% 10 31,8494 31,8580 0,0086
D2-25% 10 32,5901 32,6006 0,0105 0,009 0,097 0,285 0,913
D3-25% 10 30,2952 30,3035 0,0083
E1-0% 10 30,6662 30,6702 0,004
E2-0% 10 31,2233 31,2266 0,0033 0,004 0,029 0,36 0,36
E3-0% 10 35,1891 35,1926 0,0035
KO1-kontrolli 10 32,5437 32,5692 0,0255 0,025 0,035 2,515
KO2- kontrolli 10 30,4399 30,4647 0,0248
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4. PAIVA
Upokas + Upokas + . .
Pipetoita | suodatin suodatin+ | Kuiva- . Kuwapmno . .
Nayte va maara paino ndyte paino | ainepitoisuus | Keskiarvo Koesklhajonta fiman . kuivapaino
(ml) | taarauksen uunin (g) (g) (%) kaIaProsesg— (e/1)
jalkeen (g) | jalkeen (g) vetta (g/1)
A1-100% 10 31,8002 31,8479 0,0477
A2-100% 10 29,9607 29,979 0,0183 0,031 1,242 0,888 3,073
A3-100% 10 27,3722 27,3984 0,0262
B1-75% 10 28,9974 29,0283 0,0309
B2-75% 10 28,5789 28,6293 0,0504 0,037 0,926 2,091 3,73
B3-75% 10 29,787 29,8176 0,0306
C1-50% 10 28,5002 28,5202 0,02
C2-50% 10 29,7695 29,7893 0,0198 0,019 0,123 0,811 1,903
C3-50% 10 27,5783 27,5956 0,0173
D1-25% 10 29,5672 29,5758 0,0086
D2-25% 10 29,1564 29,1646 0,0082 0,008 0,022 0,284 0,83
D3-25% 10 34,494 34,5021 0,0081
E1-0% 10 30,737 30,7399 0,0029
E2-0% 10 27,7737 27,7759 0,0022 0,002 0,033 0,243 0,243
E3-0% 10 30,0112 30,0134 0,0022
KO1-kontrolli 10 28,5353 28,558 0,0227 0,022 0,085 2,185
KO2- kontrolli 10 30,584 30,605 0,021
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5.PAIVA
Upokas + Upokas +
Kuivapaino
suodatin suodatin+ [Kuiva-
Pipetoitava Keskihajonta [ilman Kuivapaino
Nayte paino nayte paino [ainepitoisuus [Keskiarvo (g)
madara (ml) (%) kalaprosessi- |(g/l)

taarauksen [uunin jdlkeen|(g)

. vettd (g/1)

jalkeen (g) (8)
A1-100% 10 29,0137 29,1003 0,0866
A2-100% 10 29,8384 29,9052 0,0668 0,072 1,041 4,857 7,207
A3-100% 10 30,0561 30,1189 0,0628
B1-75% 10 27,275 27,333 0,058
B2-75% 10 32,8683 32,8905 0,0222 0,039 1,465 2,174 3,937
B3-75% 10 31,8489 31,8868 0,0379
C1-50% 10 29,0797 29,0949 0,0152
C2- 50% 10 37,1295 37,1448 0,0153 0,015 0,078 0,295 1,47
C3-50% 10 31,0482 31,0618 0,0136
D1-25% 10 31,8523 31,8601 0,0078
D2-25% 10 32,5929 32,6009 0,008 0,008 0,034 0,179 0,767
D3-25% 10 30,2978 30,305 0,0072
E1-0% 10 30,6691 30,6728 0,0037
E2-0% 10 31,2266 31,23 0,0034 0,004 0,029 0,373 0,373
E3-0% 10 35,1921 35,1962 0,0041
KO1-kontrolli 10 32,5469 32,5711 0,0242 0,0235 0,0007 2,35
KO2- kontrolli 10 30,4418 30,4646 0,0228
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6. PAIVA
Upokas + Upokas +
Kuivapaino
suodatin suodatin+ [Kuiva-
Pipetoitava Keskihajonta ilman Kuivapaino
Nayte paino nayte paino [ainepitoisuus [Keskiarvo (g)
maara (ml) (%) kalaprosessi- |(g/l)

taarauksen | uunin jalkeen |(g)

vetta (g/1)

jalkeen (g) (8)
A1-100% 5 54,6958 54,7535 0,0577
A2-100% 5 57,348 57,3985 0,0505 0,047 1,019 5,02 9,44
A3-100% 5 51,5845 51,6179 0,0334
B1-75% 5 29,4614 29,4839 0,0225
B2-75% 5 27,7905 27,8143 0,0238 0,023 0,057 1,285 4,6
B3-75% 5 58,4424 58,4651 0,0227
C1-50% 5 27,9399 27,9526 0,0127
C2- 50% 5 27,9341 27,951 0,0169 0,015 0,172 0,73 2,94
C3-50% 5 34,0774 34,0919 0,0145
D1-25% 5 36,3902 36,3989 0,0087
D2-25% 5 20,0909 20,0988 0,0079 0,009 0,091 0,675 1,78
D3-25% 5 36,437 36,4471 0,0101
E1-0% 5 26,0315 26,0359 0,0044
E2-0% 5 36,1177 36,1219 0,0042 0,004 0,012 0,847 0,847
E3-0% 5 66,622 66,6261 0,0041
KO1-kontrolli 5 66,7239 66,7472 0,0233 0,022 0,001 4,42
KO2- kontrolli 5 59,1238 59,1447 0,0209
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S. obligues:
0. PAIVA
Upokas + Upokas + . .
. . . Kuivapaino
. Pipetoitava suocjatm s"uodatlr.\+ K.uwaj . Keskiarvo | Keskihajonta [ ilman Kuivapaino
Nayte r paino nayte paino |ainepitoisuus ,
maaré (ml) : (g) (%) kalaprosessi- | (g/)
taarauksen uunin (g) -
jalkeen (g) | jalkeen (g) vetta (g/1)

F1-100% 20 29,7735 29,8217 0,0482

F2-100% 20 28,5819 28,6513 0,0694 0,053 1,173 0,863 2,66
F3-100% 20 29,79 29,832 0,042

G1-75% 20 28,5018 28,526 0,0242

G2-75% 20 27,7778 27,8014 0,0236 0,024 0,041 -0,165 1,183
G3-75% 20 29,5692 29,5924 0,0232

H1-50% 20 30,6196 30,635 0,0154

H2-50% 20 28,5371 28,5519 0,0148 0,015 0,025 -0,142 0,757
H3-50% 20 34,6075 34,6227 0,0152

i1-25% 20 27,3726 27,3802 0,0076

i2-25% 20 30,5855 30,5921 0,0066 0,007 0,041 -0,096 0,353
i3-25% 20 58,4435 58,4505 0,007

J1-0% 20 29,1779 29,1785 0,0006

12-0% 20 30,4417 30,4416 -1E-04| 0,0003 0,029 0,013 0,013
13-0% 20 33,4933 33,4936 0,0003

KO3-kontrolli 20 30,131 30,1733 0,0423 0,036 0,635 1,798
KO4-kontrolli 20 30,0939 30,1235 0,0296
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3. PAIVA
Upokas + [ Upokas + . .

Pipetoita [ suodatin | suodatin+ [Kuiva- ) o Kuwapmno . .

Nayte va maara paino ndyte paino | ainepitoisuus Keskiarvo Keskihajonta | ilman . Kuivapaino
(ml) taarauksen uunin (8) (&) (%) kaIaProseSSF (®/1
jalkeen (g) | jalkeen (g) vetta (g/l)

F1-100% 10 34,9556 35,0123 0,0567
F2-100% 10 33,5221 33,5745 0,0524 0,056 0,252 3,218 5,583
F3-100% 10 31,8964 31,9548 0,0584
G1-75% 10 33,5804 33,6134 0,033
G2-75% 10 20,0897 20,1153 0,0256 0,027 0,424 0,946 2,72
G3-75% 10 30,5538 30,5768 0,023
H1-50% 10 27,9397 27,976 0,0363
H2-50% 10 34,0763 34,097 0,0207 0,03 0,677 1,831 3,013
H3-50% 10 51,5823 51,6157 0,0334
i1-25% 10 57,3487 57,373 0,0243
i2-25% 10 27,2414 27,2662 0,0248 0,025 0,021 1,862 2,453
i3-25% 10 26,0285 26,053 0,0245
J1-0% 10 29,0117 29,0128 0,0011
12-0% 10 34,077 34,0783 0,0013 0,001 0,021 0,107 0,107
13-0% 10 33,4968 33,4976 0,0008
KO3-kontrolli 10 30,0131 30,0384 0,0253 0,024 0,165 2,365
KO4-kontrolli 10 29,0125 29,0345 0,022
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4. PAIVA
Upokas + Upokas + . .
. . . Kuivapaino
. Pipetoitava suo<?lat|n S..UOdat”TI- K.uwaj . Keskiarvo | Keskihajonta [ilman Kuivapaino
Nayte n paino nayte paino | ainepitoisuus .
maara (ml) . (8) (%) kalaprosessi- | (g/l)
taarauksen uunin (8) N
jalkeen (g) | jalkeen (g) vetta (g/l)

F1-100% 10 27,5786 27,6147 0,0361

F2-100% 10 30,7398 30,8062 0,0664 0,044 1,565 1,972 4,447
F3-100% 10 31,4586 31,4895 0,0309

G1-75% 10 34,4966 34,5468 0,0502

G2-75% 10 32,4448 32,5083 0,0635 0,05 1,053 3,19 5,047
G3-75% 10 28,9978 29,0355 0,0377

H1-50% 10 29,9628 29,985 0,0222

H2-50% 10 29,4618 29,4994 0,0376 0,025 0,905 1,293 2,53
H3-50% 10 29,3748 29,3909 0,0161

i1-25% 10 30,0266 30,045 0,0184

i2-25% 10 31,7981 31,8174 0,0193 0,019 0,051 1,241 1,86
i3-25% 10 27,7904 27,8085 0,0181

11-0% 10 31,5784 31,5795 0,0011

12-0% 10 27,5819 27,5832 0,0013 0,001 0,016 0,13 0,13
13-0% 10 27,7881 27,7896 0,0015

KO3-kontrolli 10 36,104 36,1258 0,0218 0,025 0,295 2,475
KO4-kontrolli 10 36,3797 36,4074 0,0277
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5. PAIVA
Upokas + Upokas + . .
. . . Kuivapaino
. Pipetoitava suoc.jatln ST.UOdat”.H K.U|vaj . Keskiarvo Keskihajonta | ilman Kuivapaino
Nayte r paino nayte paino | ainepitoisuus .
maara (ml) . (g) (%) kalaprosessi- | (g/l)
taarauksen uunin (g) N
jalkeen (g) | jalkeen (g) vettd (/)

F1-100% 10 54,6942 54,7551 0,0609

F2-100% 10 29,8333 29,914 0,0807 0,066 1,044 2,768 6,613
F3-100% 10 30,0522 30,109 0,0568

G1-75% 10 27,271 27,3183 0,0473

G2-75% 10 32,8602 32,9051 0,0449 0,045 0,12 1,62 4,503
G3-75% 10 31,845 31,8879 0,0429

H1-50% 10 29,077 29,1143 0,0373

H2-50% 10 37,1284 37,1721 0,0437 0,038 0,392 1,921 3,843
H3-50% 10 31,0437 31,078 0,0343

i1-25% 10 31,8497 31,8739 0,0242

i2-25% 10 32,5899 32,6156 0,0257 0,026 0,223 1,685 2,647
i3-25% 10 30,2948 30,3243 0,0295

11-0% 10 30,6675 30,6679 0,0004

12-0% 10 31,2227 31,2235 0,0008 | 0,0006 0,016 0,06 0,06
13-0% 10 35,1907 35,1913 0,0006

KO3-kontrolli 10 32,5431 32,5681 0,025 0,0385 1,345 3,845
KO4-kontrolli 10 30,4387 30,4906 0,0519
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6. PAIVA
Upokas + Upokas + . .
. . . Kuivapaino
. Pipetoitava suoc.jatln ST.UOdat”.H K.uwaj . Keskiarvo | Keskihajonta [ ilman Kuivapaino
Nayte r paino nayte paino |ainepitoisuus .
maara (ml) . (g) (%) kalaprosessi- | (g/l)
taarauksen uunin (8) N
jalkeen (g) | jalkeen (g) vetta (g/1)
F1-100% 4,35 20,0887 20,1518 0,0631
F2-100% 6 32,4462 32,513 0,0668 0,063 0,327 4,063 11,813
F3-100% 6 29,4597 29,5185 0,0588
G1-75% 6 31,4575 31,4908 0,0333
G2-75% 6 34,6072 34,657 0,0498 0,036 1,034 0,188 6
G3-75% 6 32,5789 32,6038 0,0249
H1-50% 5 29,0761 29,0943 0,0182
H2-50% 5 37,127 37,1502 0,0232 0,019 0,268 0,018 3,893
H3-50% 5 31,0449 31,0619 0,017
i1-25% 5 31,8485 31,8631 0,0146
i2-25% 5 32,5893 32,6037 0,0144 0,015 0,039 1,016 2,953
i3-25% 5 30,2931 30,3084 0,0153
J1-0% 5 30,6668 30,6672 0,0004
12-0% 5 31,2227 31,2233 0,0006| 0,0006 0,016 0,12 0,12
13-0% 5 35,1904 35,1912 0,0008
KO3-kontrolli 5 32,5423 32,5643 0,022 0,039 1,675 7,75
KO4-kontrolli 5 30,4401 30,4956 0,0555
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Spirulina maxima:

0. PAIVA
Upokas + Upokas + . .
. . . Kuivapaino
. Pipetoitava suoc.iatln s"uodatlr.\+ K‘uwaj . Keskiarvo Keskihajonta | ilman Kuivapaino
Nayte - paino nayte paino | ainepitoisuus .
maara (ml) . (g) (%) kalaprosessi- | (g/1)
taarauksen uunin (g) i
jalkeen (g) | jalkeen (g) vettd (g/1)

K1-100% 20 33,5797 33,6444 0,0647

K2-100% 10,5 33,5775 33,6001 0,0226 0,043 1,726 0,594 2,469
K3-100% 20 33,5213 33,5617 0,0404

L1-75% 20 30,0134 30,06 0,0466

L2-75% 20 31,5916 31,616 0,0244 0,035 1,11 0,33 1,737
L3-75% 20 31,8042 31,8374 0,0332

M1-50% 20 34,0776 34,096 0,0184

M2-50% 20 30,5544 30,5778 0,0234 0,02 0,227 0,073 1,01
M3-50% 20 27,9343 27,9531 0,0188

N1-25% 20 29,9619 29,9742 0,0123

N2-25% 11 28,5799 28,5872 0,0073 0,011 0,105 0,127 0,596
N3-25% 20 27,7917 27,8019 0,0102

01-0% 20 30,0286 30,0355 0,0069

02-0% 20 29,9784 29,9856 0,0072 0,007 0,042 0,338 0,338
03-0% 20 29,4597 29,4659 0,0062

KO5-kontrolli 20 36,3858 36,4219 0,0361 0,038 0,14 1,875
KO6-kontrolli 20 36,105 36,1439 0,0389
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3. PAIVA
Upokas + Upokas + . .
. . . Kuivapaino
. Pipetoitava suo<?lat|n ST.UOdat”.H K.U|vaj . Keskiarvo Keskihajonta | ilman Kuivapaino
Nayte n paino nayte paino [ainepitoisuus .
maara (ml) . (g) (%) kalaprosessi- | (g/l)
taarauksen uunin (g) N
jalkeen (g) | jalkeen (g) vettd (/)

K1-100% 10 20,0919 20,1326 0,0407

K2-100% 10 27,9397 27,9996 0,0599 0,063 1,929 3,527 6,277
K3-100% 10 29,0126 29,1003 0,0877

L1-75% 10 29,1546 29,1996 0,045

L2-75% 10 30,7408 30,791 0,0502 0,048 0,26 2,744 4,807
L3-75% 10 34,4951 34,5441 0,049

M1-50% 10 32,8662 32,8987 0,0325

M2-50% 10 28,9589 28,993 0,0341 0,031 0,341 1,718 3,093
M3-50% 10 32,6765 32,7027 0,0262

N1-25% 10 29,3717 29,3825 0,0108

N2-25% 10 31,4067 31,4188 0,0121| 0,011 0,076 0,419 1,107
N3-25% 10 32,4484 32,4587 0,0103

01-0% 10 31,4592 31,4669 0,0077

02-0% 10 34,0021 34,009 0,0069 0,007 0,046 0,707 0,707
03-0% 10 30,7498 30,7564 0,0066

KO5-kontrolli 10 36,4244 36,4519 0,0275 0,028 1,7767-13 2,75
KO6-kontrolli 10 26,0289 26,0564 0,0275
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4. PAIVA
Upokas + Upokas + . .

Pipetoita | suodatin suodatin+ | Kuiva- ) o .Kuwapamo . .

Nayte va maara paino ndyte paino |ainepitoisuus Keskiarvo Keskihajonta | ilman . Kuivapaino
(ml) taarauksen uunin (g) (&) (%) kaIaE)roseSS|- (®/1
jalkeen (g) | jalkeen (g) vetta (g/l)

K1-100% 10 20,0907 20,1584 0,0677
K2-100% 10 27,9418 28,0125 0,0707 0,071 0,339 4,788 7,143
K3-100% 10 28,4305 28,5064 0,0759
L1-75% 10 29,1628 29,1911 0,0283
L2-75% 10 30,7423 30,793 0,0507| 0,042 1,12 2,474 4,24
L3-75% 10 34,4995 34,5477 0,0482
M1-50% 10 32,8655 32,8876 0,0221
M2-50% 10 28,9607 28,9819 0,0212 0,021 0,121 0,906 2,083
M3-50% 10 32,6793 32,6985 0,0192
N1-25% 10 29,3738 29,3873 0,0135
N2-25% 10 31,4116 31,4237 0,0121 0,013 0,084 0,735 1,323
N3-25% 10 32,4488 32,4629 0,0141
01-0% 10 31,4594 31,4668 0,0074
02-0% 10 27,774 27,7789 0,0049 0,007 0,12 0,66 0,66
03-0% 10 30,7508 30,7583 0,0075
KO5-kontrolli 10 36,427 36,4489 0,0219 0,024 0,165 2,355
KO6-kontrolli 10 26,0306 26,0558 0,0252
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5. PAIVA
Upokas + Upokas + . .

Pipetoita | suodatin suodatin+ | Kuiva- ) o .Kuwapamo . .

Nayte va maara paino ndyte paino |ainepitoisuus Keskiarvo Keskihajonta | ilman . Kuivapaino
(ml) taarauksen uunin (g) (&) (%) kaIaE)roseSS|- (®/1
jalkeen (g) | jalkeen (g) vetta (g/l)

K1-100% 10 29,001 29,0783 0,0773
K2-100% 10 29,2227 29,3006 0,0779 0,077 0,057 5,233 7,723
K3-100% 10 27,2418 27,3183 0,0765
L1-75% 10 27,5799 27,6295 0,0496
L2-75% 10 32,5781 32,6371 0,059 0,055 0,47 3,636 5,503
L3-75% 10 28,5063 28,5628 0,0565
M1-50% 10 29,5705 29,5988 0,0283
M2-50% 10 27,3744 27,4031 0,0287 0,032 0,509 1,965 3,21
M3-50% 10 27,7775 27,8168 0,0393
N1-25% 10 30,5873 30,61 0,0227
N2-25% 10 30,6204 30,6464 0,026 0,025 0,147 1,854 2,477
N3-25% 10 28,583 28,6086 0,0256
01-0% 10 29,7894 29,7974 0,008
02-0% 10 32,5942 32,6015 0,0073 0,008 0,031 0,757 0,757
03-0% 10 29,7731 29,7805 0,0074
KO5-kontrolli 10 27,7735 27,7994 0,0259 0,025 0,1 2,49
KO6-kontrolli 10 29,7423 29,7662 0,0239
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6. PAIVA
Pipetoit Upokas. N Upoka§ ¥ . Kuivapaino

suodatin suodatin+ | Kuiva- ) o . . .

Nayte ava . paino ndyte paino |ainepitoisuus Keskiarvo Keskihajonta | ilman . Kuivapaino
maara . (8) (%) kalaprosessi- | (g/l)
(ml) t.:-:\-arauksen uunin (g) vetts (/1)

jalkeen (g) | jalkeen (g)
K1-100% 5 29,3397 29,3676 0,0279
K2-100% 5 32,8895 32,917 0,0275 0,027 0,091 1,853 5,413
K3-100% 5 32,1325 32,1583 0,0258
L1-75% 5 29,7854 29,807 0,0216
L2-75% 5 29,3721 29,4021 0,03 0,028 0,42 2,99 5,66
L3-75% 5 29,9629 29,9962 0,0333
M1-50% 5 30,7492 30,7628 0,0136
M2-50% 5 30,0262 30,0435 0,0173 0,016 0,164 1,4 3,18
M3-50% 5 31,4063 31,4231 0,0168
N1-25% 5 30,739 30,7538 0,0148
N2-25% 5 27,9303 27,9427 0,0124| 0,013 0,168 1,637 2,527
N3-25% 5 34,9533 34,964 0,0107
01-0% 5 31,8923 31,8979 0,0056
02-0% 5 28,9593 28,9649 0,0056 0,005 0,066 1,027 1,027
03-0% 5 31,8005 31,8047 0,0042
KO5-kontrolli 5 33,5198 33,5393 0,0195 0,018 0,17 3,56
KO6-kontrolli 5 30,553 30,5691 0,0161
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Selenastrum:
0. PAIVA
Pipetoit Upokas‘ N Upoka:s ¥ . Kuivapaino
. ava squatm s"uodatlr-\+ K‘uwaj . Keskiarvo | Keskihajonta |ilman Kuivapaino
Nayte A paino nayte paino | ainepitoisuus .
madara . (g) (%) kalaprosessi- | (g/l)
(ml) F%\'arauksen uunin (g) vetts (/1)
jalkeen (g) | jalkeen (g)

P1-100% 20 34,002 34,0533 0,0513

P2 -100% 20 27,5765 27,636 0,0595 0,063 1,175 -0,554 3,168
P3-100% 20 29,4572 29,5365 0,0793

Ql-75% 20 31,5753 31,619 0,0437

Q2 -75% 20 31,4543 31,4985 0,0442 0,038 0,025 -0,902 1,89
Q3 -75% 20 32,4439 32,4694 0,0255

R1-50% 20 29,7389 29,755 0,0161

R2 -50% 20 34,6055 34,6215 0,016 0,016 0,022 -1,051 0,81
R3 -50% 20 27,9362 27,9527 0,0165

S1-25% 20 33,4952 33,5036 0,0084

S2-25% 20 27,7741 27,7818 0,0077 0,008 0,036 -0,536 0,395
S3-25% 20 29,337 29,3446 0,0076

T1-0% 20 30,0244 30,027 0,0026

T2-0% 20 32,8869 32,8898 0,0029 0,003 0,012 0,137 0,137
T3 -0% 20 28,502 28,5047 0,0027

KO7-kontrolli 20 28,4279 28,505 0,0771 0,074 0,265 3,723
KO8-kontrolli 20 32,5749 32,6467 0,0718
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3. PAIVA
Upokas + Upokas + . .

Pipetoita | suodatin suodatin+ | Kuiva- . - !(ulvapalno . .

Nayte va maara paino ndyte paino | ainepitoisuus Keskiarvo Keskihajonta | ilman . Kuivapaino
(ml) taarauksen uunin (8) () (%) kala?rose55|- e/l
jalkeen (g) | jalkeen (g) vetta (g/1)

P1-100% 10 29,9636 29,9897 0,0261
P2 -100% 10 27,9343 27,9728 0,0385 0,031 0,556 0,487 3,067
P3-100% 10 27,2427 27,2701 0,0274
Ql-75% 10 30,7484 30,7738 0,0254
Q2 -75% 10 33,5219 33,56 0,0381 0,029 0,635 0,942 2,877
Q3 -75% 10 30,5538 30,5766 0,0228
R1 -50% 10 29,2269 29,2543 0,0274
R2 -50% 10 29,3726 29,4 0,0274 0,027 0,005 1,447 2,737
R3 -50% 10 31,8506 31,8779 0,0273
S1-25% 10 32,1325 32,1448 0,0123
S2 -25% 10 29,7857 29,7983 0,0126 0,012 0,046 0,568 1,213
S3-25% 10 34,9574 34,9689 0,0115
T1-0% 10 32,6782 32,6789 0,0007
T2-0% 10 29,9791 29,9811 0,002 0,002 0,064 0,16 0,16
T3 -0% 10 30,0138 30,0159 0,0021
KO7-kontrolli 10 31,8021 31,8261 0,024 0,026 0,18 2,58
KO8-kontrolli 10 27,7887 27,8163 0,0276
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4. PAIVA
Upokas + Upokas + . .
. . . Kuivapaino
. Pipetoitava suoqatln S..UOdat”TI- K.uwaj . Keskiarvo | Keskihajonta [ilman Kuivapaino
Nayte n paino nayte paino | ainepitoisuus .
maara (ml) . (g) (%) kalaprosessi- | (g/l)
taarauksen uunin (8) N
jalkeen (g) | jalkeen (g) vetta (g/l)
P1-100% 10 27,7724 27,8115 0,0391
P2 -100% 10 29,0082 29,0922 0,084 0,068 2,065 4,147 6,827
P3 -100% 10 28,5818 28,6635 0,0817
Ql-75% 10 28,9624 29,0038 0,0414
Q2 -75% 10 31,8964 31,9433 0,0469 0,042 0,275 2,16 4,17
Q3 -75% 10 31,4104 31,4472 0,0368
R1-50% 10 29,5684 29,5886 0,0202
R2 -50% 10 29,7739 29,7924 0,0185 0,019 0,085 0,56 1,9
R3 -50% 10 20,0908 20,1091 0,0183
S1-25% 10 33,5794 33,5902 0,0108
S2 -25% 10 34,4966 34,5064 0,0098 0,01 0,042 0,367 1,037
S3-25% 10 29,7898 29,8003 0,0105
T1-0% 10 30,743 30,7444 0,0014
T2-0% 10 34,078 34,0792 0,0012 0,001 0,012 0,137 0,137
T3 -0% 10 27,3803 27,3818 0,0015
KO7-kontrolli 10 29,001 29,0274 0,0264 0,027 0,04 2,68
KO8-kontrolli 10 30,5859 30,6131 0,0272
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5. PAIVA
Upokas + Upokas + . .
. . . Kuivapaino
. Pipetoitava suo<?lat|n S..UOdat”TI- K.uwaj . Keskiarvo Keskihajonta | ilman Kuivapaino
Nayte n paino nayte paino | ainepitoisuus .
maara (ml) . (8) (%) kalaprosessi- | (g/l)

F?arauksen n-uun|n (8) vetts (g/])

jalkeen (g) | jalkeen (g)
P1-100% 10 27,7739 27,8757 0,1018
P2 -100% 10 29,0137 29,0724 0,0587 0,106 4,015 8,477 10,577
P3-100% 10 28,5816 28,7384 0,1568
Ql-75% 10 28,961 29,011 0,05
Q2 -75% 10 31,8959 31,974 0,0781 0,056 1,405 3,988 5,563
Q3 -75% 10 31,4109 31,4497 0,0388
R1-50% 10 29,5704 29,5993 0,0289
R2 -50% 10 29,7711 29,7994 0,0283 0,033 0,599 2,233 3,283
R3 -50% 10 20,0897 20,131 0,0413
S1-25% 10 33,5813 33,595 0,0137
S2 -25% 10 34,496 34,5113 0,0153 0,014 0,143 0,835 1,36
S3-25% 10 29,7899 29,8017 0,0118
T1-0% 10 30,7418 30,7434 0,0016
T2-0% 10 34,0774 34,0782 0,0008 0,001 0,038 0,133 0,133
T3 -0% 10 27,3747 27,3763 0,0016
KO7-kontrolli 10 29,004 29,0246 0,0206 0,021 0,04 2,1
KO8-kontrolli 10 30,5864 30,6078 0,0214
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6. PAIVA
Upokas + Upokas + . .
. . . Kuivapaino
. Pipetoitava suoc.jatln ST.UOdat”.H K.U|vaj . Keskiarvo | Keskihajonta [ilman Kuivapaino
Nayte r paino nayte paino | ainepitoisuus .
maara (ml) . (g) (%) kalaprosessi- | (g/l)
taarauksen uunin (g) N
jalkeen (g) | jalkeen (g) vettd (/1)

P1-100% 8 27,7725 27,838 0,0655

P2 -100% 8 29,015 29,0691 0,0541 0,062 0,59 5,115 7,796
P3 -100% 8 28,5913 28,6588 0,0675

Ql-75% 8 28,9606 29,022 0,0614

Q2 -75% 8 31,8976 31,9498 0,0522 0,056 0,46 5,002 7,013
Q3 -75% 8 31,411 31,4657 0,0547

R1-50% 8 29,5697 29,6028 0,0331

R2 -50% 8 29,7718 29,8063 0,0345 0,03 0,419 2,518 3,858
R3 -50% 8 20,0906 20,1156 0,025

S1-25% 8 33,5804 33,5927 0,0123

S2 -25% 8 34,498 34,5075 0,0095 0,012 0,142 0,767 1,438
S3-25% 8 29,7889 29,8016 0,0127

T1-0% 8 30,7404 30,7412 0,0008

T2-0% 8 34,0767 34,0768 1E-04| 0,0006 0,039 0,079 0,079
T3 -0% 8 27,3733 27,3743 0,001

KO7-kontrolli 8 29,0022 29,0226 0,0204 0,021 0,105 2,681
KO8-kontrolli 8 30,5843 30,6068 0,0225
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Liite 3: NaOH valmistusohje

1 M NaOH liuoksen valmistusohje:

1. Punnittiin 40 g natriumhydroksidia.

2. 100 ml mittapulloon laitettiin puoleenvaliin RO-vettd, johon lisattiin natriumhydroksidia.

Liuos sekoitettiin magneettisekoittimella.

3. Kun natriumhydroksidi oli liuennut, lisattiin loput RO-vesi pullon merkkiviivaan asti.

4. Lopuksi vield kertaalleen sekoitettiin NaOH liuos, jonka jalkeen liuos oli valmis

kaytettavaksi.



Liite 4: Combo medium valmistusohje

COMBO medium valmistusohje

Liite4 /1

1. Lisattiin mittapulloon n. 900 ml RO-vetta. Mittapullon sisaltda sekoitettiin jatkuvasti eri

komponenttien lisaamisen ajan.

2. Lisattiin mittapulloon komponentit 1-9 alla olevan taulukon mukaisessa jarjestyksessa.

Stock Solution Final
# Component Amount Concentration Concentration
NaNOs
(Fisher BP360-
1 500) 10 mL/L 85.01 g/L 10 mM
CaCl2e2H20
2 (Sigma C-3881) 10 mL/L 36.76 g/L 2.5mM
MgS0Ose7H20
(Sigma
3 230391) 10 mL/L 36.97 g/L 1.5 mM
NaHCOs
4 (FisherS233) 10mlL/L 12.6 g/L 1.5 mM
Na2SiO3e9H20
(Sigma
5 307815) 10 mL/L 28.42 g/L 1mM
K2HPOa4
6 (Sigma P 3786) 1mlL/L 8.71g/L 0.5 mM
H3BOs
7 (Baker 0084) 10 mL/L 24 g/L 3.9 mM
KCI (Fisher P
8 217) 10 mL/L 7.45 g/L 1mM
Algal Trace
Elements
9 Solution 10 mL/L
10 Vitamin B12 1 mL/L
Biotin Vitamin
11 Solution 1 mL/L
Thiamine
Vitamin
12 Solution 1 mL/L
13 CR1 Soil 1cc

3. Kasvatusliuoksen pH saadettiin arvoon 7,8.

4. Mittapulloon lisattiin RO-vettd, kunnes tilavuus oli 1000 ml.
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Kasvatusliuos kaadettiin sdilopulloon, jonka jalkeen se steriloitiin autoklaavissa.

Steriloinnin jalkeen mittapulloon lisattiin vitamiiniseos, joka sisalsi ylla olevan taulukon
komponentit 10-13. Vitamiinit lisattiin aseptisesti steriilien ruiskujen ja ruiskusuodattimien

avulla kasvatusliuokseen.

Kasvatusliuos sekoitettiin ja varastoitiin.



