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TIIVISTELMA

lImastonmuutos ja muut ymparistbongelmat ovat h&#t kiinnostusta uusiutuviin

energialahteisiin. Yksi uusiutuvista energialahteisn biovety, jota muodostuu anaerobisen
hajoamisen seurauksena. Vedyn kayttd ei tuota kaemekaasupaastbjd ja
polttokennokaytdssa lopputuotteena muodostuu daaavesinhdyrya.

Tassa tyossa tutkittiin sailoheinén (timotei-nurataseos) kaytt6ad vedyn ja metaanin tuoton
substraattina ja NaOH-ké&sittelyn vaikutusta vegy4rjetaanisaantoihin. Lisaksi verrattiin eri
inkubointimenetelmien vaikutusta vetysaantoihin qekokeissa. Lisaksi tutkittiin
metaanintuottoa jatkokasittelymenetelmana vedyotuothydrolyysijadannokselle, seka
verrattiin ndin saatuja energiamaaria.

Biologista  vedyntuotantoa  pimeafermentaatiolla  onutkittu melko  vahan.
Pimeé&fermentaatioprosessin  rajoitteena ovat olleathaiset vetysaannot seké
fermentaatiojgannoksen jatkokasittelyn tarpeelbsuu

Useat eri tekijat kuten pH, vedyn osapaine, lankpothiilidioksidi- ja happipitoisuudet,
ravinteet, redox-potentiaali, ympin ja substraataatu sekd& naiden suhde vaikuttavat
vetysaantoihin ja vedyntuottonopeuteen.

Energiakasvien kayttamista vedyntuottoon on tuikittyvin v&h&n. Kasvien rakenne on
monimutkainen, ja yleensa tarvitaankin jonkinlainegsikésittely kasvin rakenteen
hajottamiseksi vedyntuottoon sopivaksi.

Saildheinasta oli mahdollista tuottaa vetya, mwitysaanto oli alhainen (5,5 milgVvs).
NaOH-kasittely lisési vetysaantoa vain véhan, mutitaanisaantoa se ei lisannyt. Koska
sailoheind on selluloosapitoista, olisi jonkinlaineappokasittely ollut parempi. Vetyvaiheen
kanssa NaOH-kasittely lisdsi metaanisaantoa sailéb& 29 %. Kaasufaasin
typpihuuhteluilla oli mahdollista lisatd vetysaamtppa 75 %, mutta pelkk& paineenpoisto
kaasufaasista ei lisannyt vetysaantoa. Vedyn miotishokkuus  sailéheindsta
pimeé&fermentaatiolla oli alhainen verrattuna mataanotantotehokkuuteen. Vedyntuotto
pimeéfermentaatiolla sopiikin paremmin kaksivaiheisprosesseihin, joko yhdistettyna
metaanintuottoon tai vedyn tuottoon valofermentdiati
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ABSTRACT

Climate change and other environmental problems Ivasreased intrest to renewable energy
sources. One of the renewable energy sources hydiogen, which is produced in anaerobic
degradation. In fuel cells hydrogen can be condette electricity, producing only water
vapour as waste product.

The objectives of this study were to evaluate hgdrmand methane production from untreated
and NaOH-pretreated grass silage (Timothy-Meadoscue). Also different kinds of
incubation techniques were evaluated. Also methpotential of hydrogen production
residues was evaluated and energy contents of meetral hydrogen yields were calculated.

Production of hydrogen by dark fermentation haststedied only a little. The problems have
been low hydrogen yields and need to treat theluesihat is produced. The yield of hydrogen
is affected by many factors like pH, partial pressaf H,, temperature, carbon dioxide and
oxygen concentrations, nutrient composition, regotential, nature of inoculum and

substrate and their ratio.

There have been only few studies of energy cropsubstrate for hydrogen production.
Cellulosic biomass has very complex nature andhid o convert into hydrogen without any
pretreatment.

It was possible to produce hydrogen from grasgsjlaut the hydrogen yield was low (5,5 ml
H./gVS). NaOH-treatment increased hydrogen vyield oalyittle, but it didn’t increase
methane yield. Grass silage contains cellulose samde kind of acid treatment could have
been better. NaOH-treatment combined with hydrogerduction phase increased methane
yield by 29 %. Flushing headspace of bottles withgbls increased hydrogen vyield by 75 %,
but pressure release alone didn't increase hydrggeld. Energy recovery via hydrogen
production from grass silage by dark fermentatiasww compared to energy recovery via
methane production. Hydrogen production by darknartation suites in two-phase processes
either combined with methane production or hydrogerduction with photo fermentation.
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1. Johdanto

Fossiiliset polttoaineet ovat télla hetkella paallisin energialdhde maailmalla. Niiden
saatavuus on kuitenkin rajallista ja ne aiheuttavainparistbvaikutuksia, kuten
kasvihuonekaasupaastoja. Uusiutuvien energialadneid kaytto vahentaa
kasvihuonekaasupaastdja ja lisdksi uusiutuvat @déhjeet voivat olla kotimaisia.
Uusiutuvista energialahteistd esimerkiksi biokaast@daan tuottaa kayttden erilaisia
uusiutuvia materiaaleja kuten energiakayttoon kmsttga kasveja tai orgaanista jatetta.
Jatteiden hyodyntdminen energiantuotannossa véhemyas jatteiden ymparistokuormitusta
(Khanal ym. 2004, Oh ym. 2003).

Kioton sopimus velvoittaa teollisuusmaita vahentdm&asvihuonepaastéja 5,2 % vuoden
1990 tasosta vuosien 2008-2012 aikana (UNFCCC 198R)os EU:n vuonna 2003
julkaiseman biopolttoainedirektiivin tavoitteena bsatd eri maiden energiaomavaraisuutta,
lisata liikenteen biopolttoaineiden kayttoa, seka@hentda riippuvuutta oljysta ja muista
fossiilisista polttoaineista (Euroopan parlame®@03). Eduskunta on saatanyt 13.4.2007 lain
biopolttoaineiden  kayton edistamisestd liikentegssgopnka mukaan liikenteen
biopolttoaineiden osuus olisi vahintéan 2 % vuo2088, vahintaan 4 % vuonna 2009 ja
vahintédan 5,75 % vuonna 2010 (Eduskunta 2007). EWomissio on uusiutuvia
energialahteitd koskevassa etenemissuunnitelmassahmistanut yleiseksi pakolliseksi
tavoitteeksi uusiutuvien energialahteiden osuuden ostamisen 20 %:iin
kokonaisenergiankulutuksesta vuoteen 2020 mennedssdksi komission mukaan
biopolttoaineiden osuus bensiinin ja dieselin kakskulutuksesta liikentessa tulisi olla
vahintaan 10 % vuoteen 2020 mennessa (Euroopanskmm?007). EU:n komissio on
ennustanut lyhyella ja keskipitkalla aikavalilla phavimmin kehittyvaksi liikkenteen
vaihtoehtoiseksi polttoaineeksi biopolttoaineitaskipitkalla ja pitkalla aikavalilla maakaasua

ja pitkalla aikavalilla vetya (Euroopan komissidd2(.

Yksi uusiutuvista energialahteistd on vety, jotaodmstuu esimerkiksi orgaanisen aineen
anaerobisen hajoamisprosessin vadlituotteena (Mad&aMartinko 2006). Vedyn kaytto
energiantuotannossa el  aiheuta lainkaan kasvihaaseaastoja. Vedyn kayttd

polttokennoissa tuottaa paastdind ainoastaan wegdo(Mizuno ym. 2000). Vedyn



energiasisaltd on kaikista kemiallisista polttogtee massayksikkoa kohti korkein 120 MJ/kg
(vrt. metaani 50 MJ/kg ja bensiini 43 MJ/kg). Lisékety on myrkytdn ja sitd on turvallista

siirtdd putkistoissa ja sen varastointi on helpcmpgain sdhkon. Talla hetkella suurin osa
vedysta tuotetaan kayttaen fossiilisia polttoameitetya voidaan tuottaa myos biologisesti,
hyodyntaen erilaisia yhdyskuntien, maatalouden se&fisuuden jatteitéa ja muita uusiutuvia
raaka-aineita, kuten kasveja (Fan ym. 2006c¢c, H&h#& 2004b).

Vetya voidaan tuottaa biologisesti useilla eri ntemilla: suora fotolyysi, epasuora fotolyysi,
vesi-kaasu vaihtoreaktio, valofermentaatio ja pif@eaentaatio (Levin ym. 2004).
Pime&fermentaatiolla tarkoitetaan orgaanisen airfegottamista anaerobisissa olosuhteissa.
Se on osoittautunut talla hetkella biologisista etelmista parhaimmaksi, silla se on
jatkuvatoiminen, se ei vaadi valoa ja vedyntuotfmnalet ovat korkeita (Das & Veziroglu
2001). Rajoitteena ovat alhaiset vetysaannot sek#@osepsissa muodostuvan
hydrolyysijaanndksen jatkokasittelyn tarpeellisudgetya tuottavat bakteerit eivat kykene
hajottamaan orgaanista ainesta kokonaan ja presassiuodostuu alhaisen molekyylipainon
omaavia orgaanisia yhdisteitd. Jatkokasittelyss@rdyysijaannoksesta voidaan tuottaa
metaania anaerobisella prosessilla tai siitd voidamttaa lisdd vetya valofermentaatiolla
(Eroglu ym. 2006, Han & Shin 2004b, Redwood & Macaskie®).

Energiakasvien hytdyntamistad vedyn tuotossa omaieeksi tutkittu vahan. Kasveista, kuten
vehnankorsista ja sailoheinastda on mahdollistadaotetyd, mutta koska kasvien rakenne on
hyvin monimutkainen, tarvitaan yleensa jonkinlainessikasittely kasvin rakenteen
hajottamiseksi vedyntuottoon sopivaksi. Esikagittél on tutkittu mm. happo-, emas- ja
entsyymikasittelyita (Adsul ym. 2005, Fan ym. 200&eVrije ym. 2002).

Taman tyon tavoite oli tutkia sailoheindn (timoteirminataseos) kayttoa vedyn ja metaanin
tuoton substraattina ja NaOH-esikasittelyn vaiki#usety- ja metaanisaantoon. Lis&ksi
tavoitteena oli tutkia ja vertailla erilaisten irdaintimenetelmien vaikutusta mitattuihin
vetysaantoihin ~ panoskokeissa. Lisaksi tavoitteendi dutkia metaanintuottoa

jatkokasittelymenetelmédna vedyntuotosta muodostitedydrolyysijaannokselle, seka

vertailla ndin saatuja energiamaaria.



2. Vedyn tuottaminen pimeafermentaatiolla

2.1 Tuotantomenetelmat

Anaerobinen hajoaminen on monivaiheinen prosessga orgaaninen aines hajoaa lopulta
metaaniksi ja hiilidioksidiksi. Ensimmainen vaihen diydrolyysi, jossa hydrolyyttisten
bakteerien erittamat hydrolyyttiset entsyymit higeat monimutkaiset orgaaniset yhdisteet,
kuten selluloosan, hemiselluloosan, proteiinit jasvat yksinkertaisemmiksi liukoisiksi
yhdisteiksi, kuten sokereiksi, aminohapoiksi ja k@ketjuisiksi rasvahapoiksi.
Happokaymisessd useat bakteerit hajottavat hydsiihotteet edelleen haihtuviksi
rasvahapoiksi (VFA), alkoholeiksi, hiilidioksidik§CO,) seka vedyksi (k). Asetogeneesi voi
edetd kahta eri reittia riippuen olosuhteista. Bgeheesissa asetogeneettiset bakteerit
hajottavat alkoholit ja haihtuvat rasvahapot as#dsia vedyksi ja hiilidioksidiksi tai
muodostavat vedysta ja hiilidioksidista asetaatdimeisessd vaiheessa metanogeenit
muodostavat asetaatista ja vedysta metaania)(faHhiilidioksidia. Jos metaanintuottovaihe
eli metanogeenien toiminta estyy, muodostuu tuwdtevetyd, hiilidioksidia ja haihtuvia
rasvahappoja (Kuva 1) (Madigan & Martinko 2006, NM@as ym.2005, Van Ginkel ym.
2001).

selluloosa
hemiselluloosa
proteiinit
rasvat

Hydrolyysi

sokerit
aminohapot
pitkaketjuiset rasvahapot

Happokayminen

A A 4

VFA:, CO, H,
alkoholit

Asetogeneesi
y \ 4

CO, H, Asetaatti

Metanogeneesi

CH,ja CO,

Kuva 1. Anaerobisen hajoamisen vaiheet (Madigan &tiMko 2006, Meulepas ym.2005)
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Metanogeenien ja muiden vetyd kayttavien baktedosminta voidaan estdd monella tavalla.
Vetya tuottavat bakteerit kykenevét tuottamaantdifa kestavat korkeampaa lampétilaa seka
alhaisempaa pH:ta kuin metanogeenit. Yleisin tag#ide metanogeenien toiminta on
lampokasitella anaerobinen lieteymppi esimerkiksittémalla sitd 30-60 minuuttia. Nain
saadaan valikoitua vetya tuottavia bakteereitai@ta tuottavien vetya kayttavien bakteerien
kuten metanogeenien sijaan (Hussy ym. 2005). Myodraatin tai natrium
bromietaanisulfonihappo (BES) lisdys, alhainen pHjgtkuvatoimisissa reaktoreissa lyhyt
vipyma estavat metanogeenien toimintaa ja vedyttduvoi lisddntya (Kim ym. 2004a,
Kotsopoulos ym. 2006). Lampdkasittely saattaa iasain tapauksissa epéedullista vedyn
tuoton kannalta, silla siina valikoituvat pois Kailei-itiGita tuottavat fakultatiiviset anaerobit,
joista osa kykenee myos vedyn tuottoon. Jaljeliégvit itibitA muodostavaClostridia-
bakteerit, jotka ovat herkkid pienillekin maaritkeppea (Hussy ym. 2005, Van Ooteghem
2001).

Vetya tuottavia bakteereja ovat mmlostridia-, Esherichia-, Citrobacter- ja Bacillusuvut
(Brock ym. 1984, Frobisher ym. 1974Jlostridia-bakteerit on jaoteltu proteolyyttisiin ja
sakkarolyyttisiin  sen mukaan, mitd orgaanista amese fermentoivat. Proteolyyttiset
Clostridia-bakteerit hajottavat proteiineja ja aminohappajasakkarolyyttiset hiilihydraatteja
(Brock ym. 1984). Sakkorolyytteja on tutkittu lastia silla niiden tuottamat vetysaannot ovat
suuria (Khanal ym. 2004).

Yksi tutkituista sakkarolyyteista o@lostridium Butyricumjoka tuottaa fermentaatiotuotteena
butyraatin lisaksi hiilidioksidia, asetaattia jatyé (Stanier ym. 1971). Noin 50 % kaikista
Clostridiatyypin bakteereista, joita on eristetty, kayttavata fermentaatioreittia. Muita
sakkarolyyttejd ovat mmClostridium arcticum joka tuottaa fermentaatiolopputuotteenaan
propionaattia,Clostridium coccoidesjoka tuottaa meripihkahappoa §zostridium barker;j
joka tuottaa maitohappoa (Khanal ym. 2004).

Clostridia-suvun bakteerit ovat obligaatinaerobisia heterotrofeja (Frobisher ym. 1974)i Laj
tuottaa vetya kayttamalla butyraatti-ferredoksoksidoreduktaasi- ja hydrogenaasi -
entsyymeja. Hydrogenaasin toiminta estyy alhaisepdfissa. Joissakin tapauksissa



hydrogenaasin toiminta saattaa estya myos korkeisggitoisuuksissa (Khanal ym. 2004,
Schlegel 1988).

Hiilihydraatit ovat osoittautuneet parhaimmiksi straateiksi vedyn tuottoon

pimeéafermentaatiolla. Glukoosi, heksoosin isomegat polymeerit tarkkelyksen tai

selluloosan muodossa muodostavat erilaisia maatgavglukoosimoolia kohden riippuen

fermentaatioreitistd ja lopputuotteista. Kun lopmiteena on asetaatti, teoreettinen

maksimisaanto on 4 molHnol glukoosia (Madigan & Martinko 2006).

CeH1206+2H,0 — 2CH;COOH+4H+2C0,. (l)

Kun lopputuotteena on butyraatti, teoreettinen rnmaismanto on 2 mol Hmol glukoosia
(Schlegel 1988).

CsH1205+2H,0O — CH,CH,CH,COOH+2H+2C0O, (2)

Koska bakteerit tuottavat joko asetaattia, butyi@atoutanolia, etanolia, asetonia tai 2-
propanolia riippuen olosuhteista (vedyn osapaih), piin kdytdnnéssa korkeimmat saannot
vetyd saadaan, kun lopputuotteina on seka asetadtli butyraattia (Brock ym. 1984, Stanier
ym. 1971, Vavilin ym. 1995). Saannot ovat pienemrikéh lopputuotteina ovat propionaatti
ja pelkistyneet lopputuotteet kuten alkoholit jaitmlaappo. Pelkistyneet lopputuotteet kuten
etanoli, butanoli ja maitohappo sisaltavat vetyéten vety ei vapaudu kaasuna. Jotta
vedyntuotanto saataisiin maksimoitua, tulee baléaemetabolia saada suuntautumaan pois
alkoholeista ja muista pelkistyneista lopputuotteig saada ne tuottamaan VFA:ita (Levin
ym. 2004).

Fermentaatiossa muodostuneiden metaboliatuottgadeauma on tarkea arvioitaessa vedyn
tuoton tehokkuutta. Asetaatti, propionaatti, busytiaja etanoli ovat yleensa hiilihydraattien
fermentaation lopputuotteina (Madigan & Martinko0BQ Yu & Mu 2006). I-butyraatti,
valeraatti, i-valeraatti ja kapronihappo taas liittyvat protem hajoamiseen (Madigan &
Martinko 2006, Yu & Fang 2001). Erilaisista bakikannoista ja operointiolosuhteista
riippuen erilaisten substraattien kohdalla loppttest ja niiden jakaumat voivat olla hyvinkin
erilaisia (Yu & Mu 2006).
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Yleensa vedyn tuotto on tehokkainta, kun butyraasinus on vallitseva ja propionaatin osuus
pienin (Chang ym. 2002, Han & Shin 2004, Lee ymO&O0 Propionaatin muodostuminen
kuluttaa vetyd. Kun 1 mooli propionaattia muodostkuluu samalla 1 mooli vetyd (Kim ym.
2006, Lee ym. 2006). Siksi suurta propionaatin dotga voidaan pitdaa merkkina huonosta

vedyn tuotannosta.

Myds i-butyraatin, valeraatini-valeraatin ja kapronihapon muodostuminen kuluitatya.
Termodynaamisten tarkasteluiden perusteella vatedaaltavimmin muodostuu reaktiossa,
jossa vety toimii elektronien luovuttajana, ja m@sseaktio kuluttaa propionaattia ja
hiilidioksidia. Kapronihapon muodostuminen kuluttaatyraattia, vetya ja hiilidioksidia.l-
valeraatti jai-butyraatti muodostuvat butyraatin ja valeraatiomerisaation tuloksena (Yu
ym. 2004).

pH vaikuttaa bakteerien kayttamaan fermentaatioreiOn esitetty, ettd butyraatti-tyyppinen
fermentaatio tapahtuu pH:n ollessa alle 5 ja pnogadti-tyyppisen fermentaatio pH:n ollessa
yli 5, taten alhainen pH estaisi propionaatti-tyigem fermentaation (Inanc ym. 1996, Kim
ym. 2004a, Lay 2000). Myo6s kapronihapon muodostemion pH:sta riippuvainen, sen
sijaan valeraatin muodostuminen ei riipu pH:sta Valeraatin ja kapronihapon pitoisuudet
kasvavat suuriksi, saattaa solukalvojen pH-gratieatentua ja estda solujen kaiken

metabolisen toiminnan (Mu ym. 2006b).

2.2 Olosuhteet

Bakteerien metabolia muuttuu olosuhteiden, kuten :npHseka ravinteiden ja
metaboliatuotteiden pitoisuuden mukaan. Vedyn s@antoidaan lisatd kontrolloimalla

metaboliatuotteiden koostumusta ja maaraa (Tanishd 998).

2.2.1 Vedyn osapaine

Vedyn osapaine vaikuttaa merkittdvasti vedyn tumttoAnaerobiset ja fakultatiivisesti
anaerobiset bakteerit tuottavat molekulaarista &dtgjottaessaan orgaanista ainesta. Jos

molekulaarinen vety poistetaan valittomasti, lig§iginakteerien aktiivisuus muodostaa vetya,
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jotta termodynaaminen tasapaino sailyisi (Liang ¥002). Jos vetypitoisuus nousee, niin
vedyn tuotto laskee, silla bakteerit siirtyvat taataan pelkistyneempia tuotteita kuten

laktaattia, etanolia, butanolia, asetonia tai a@ani(Levin ym. 2004).

Jotta vedyn osapaine pysyisi alhaisena, on pratasppoistettava vetya jatkuvasti. Vetya
voidaan poistaa joko jaksottaista (Owen-menetebmgptkuvaa menetelmaa kayttaen (Owen
ym. 1979). Vedyn tuoton todettiin olevan 43 % swmpe kun kaytettiin vedyn poistoon

jatkuvaa menetelméaa verrattuna jaksottaiseen Owaretalmaan (Logan ym. 2002).

Vedyn osapaineen pitdmiseksi alhaisena on kehitettytakin tekniikoita. Vety voidaan

absorboida metalleihin kuten Pd:iin tai Lahn. Vety voidaan poistaa keittamalla tai
haihduttamalla, tai kierrattamalla kaasua (Van Geséjn ym. 2002). Reaktoriin voidaan
asentaa erilaisia kalvoja, kuten silikoni-kumi- \@| joiden kautta kaasu voidaan poistaa.
Kalvotekniikka paransi tutkimuksen mukaan vedyrttine 15 % (Liang ym. 2002). Reaktoria
voidaan myo6s huuhdella typpi- tai argon -kaasu|t@loin ylim&ardinen vety saadaan
huuhdottua pois reaktorista (Mizuno ym. 2000, Oh. y&002). Reaktorin huuhtelu

typpikaasulla paransi vedyn tuotantoa 68 % vemattuilanteeseen, jossa reaktoria ei
huuhdeltu (Mizuno ym. 2000).

2.2.2 pH

Tyypillisessa anaerobisessa prosessi@satridia-bakteerit tuottavat vetya eksponentiaalisen
kasvun vaiheessa. Kun populaatio saavuttaa statisea kasvun vaiheen, reaktio muuttuu
vedyn/happojen tuotosta liuotinten, kuten asetohintantoon. Tama muutos tapahtuu, kun
pH laskee alle 4,5. Ilmeisesti VFA:iden ja vedynrd@tyminen eksponentiaalisen
kasvunvaiheessa aiheuttaa tdman muutoksbé,anaerobiset vetya tuottavat bakteerit eivat
kykene hajottamaan ndita happoja (Khanal ym. 2@l,ym. 2002).Joidenkin tutkijoiden
mukaan tama muutos tapahtuu entsyymisynteesin ide@aa pH:n ollessa yli 5,7. Siksi on
tarkeda poistaa ylimaarainen vety ja pitaa pH lalkannalle sopivalla tasolla, jotta vedyn
tuotanto pysyisi kaynnissa. Jos vetya kertyy, karkenolekyylipainon omaavat hapot kuten
butyraatti ja propionaatti alkavat kerdantya jalpskee. Liian alhainen pH saattaa inhiboida
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vedyn tuotantoa. Se voi aiheuttaa mikrobipopul@matmuuntumisen vetya kuluttavaksi
populaatioksi ja aiheuttaa nain vedyn tuoton lopjsem (Khanal ym. 2004).

VFA:iden poistaminen liuoksesta lisaa vedyn tuqttsdld niiden poistaminen estdd pH:n

pH:n vaikutusta vedyn tuottoon on tutkittu paljom fulokset ovat vaihtelevia. Tulosten
erilaisuus selittynee osittain erilaisten baktegmiojen ja substraattien kayt6lla. Joidenkin
tutkimusten mukaan optimaalinen pH vedyn tuotamnallisi 6-8. Tatd korkeammassa tai
matalammassa pH:ssa vedyn tuoton on todettu selvdbenevan ja pH:ssa 4 vetya ei
muodostuisi lainkaan (Liu ym. 2004, Oh ym. 2002uofettaessa vetya sakkaroosista
lietepatjareaktorissa (UASB) maksimivetysaanto yedyntuottonopeus saavutettiin pH:ssa
4,2, kun tutkittavina olivat pH:t valilla 3,4-6,3Vi0 ym. 2006b). Useissa tutkimuksissa
optimaalinen pH on ollut 5-5,5 (Fan ym. 2006a, F&diu 2002, Lay 2000, Van Ginkel
ym.2001).

Myds inkuboinnin alku-pH vaikuttaa vedyn tuottoddita korkeampi pH on alussa, sita
pienempi on kokonaisvedyntuotto. Korkeammalla glkuila vedyn tuotto alkaa aikaisemmin
ja vedyntuottonopeus on suurempi, mutta tuoton okestn Iyhyempi, joten
kokonaisvedyntuotto jaa alhaisemmaksi (Fang ym628Manal ym. 2004). Mitd korkeampi
alku-pH on, sitd enemman pH laskee vedyn tuotoramaiéen jalkeen. Tama ilmeisesti
aiheutuu nopeasta vedyntuotosta, jonka seurauksgia VFA:iden tuotto kasvaa nopeasti
prosessia inhiboivalle tasolle. Jos inkuboinninughid on tarpeeksi alhainen (4,5), ehtivat
vetyd tuottavat bakteerit mukautua olosuhteisiika édaskevan pH:n aiheuttamaa inhiboivaa
vaikutusta synny. Inkuboinnin alku-pH:n vaikutusdyetuottonopeuteen on voimakkaampi
huonommin hajoaville yhdisteille. Esimerkiksi taels on hydrolysoitava ennen kuin
bakteerit voivat kayttaa sita ravintonaan, jotedyguottonopeus on muutenkin hitaampi kuin
esimerkiksi sakkaroosilla. Tutkimuksessa, jossakittih pH:n vaikutusta prosessin
lopputuotteiden jakaumaan substraatteina sakkargasitarkkelys, alku-pH vaikutti

voimakkaammin tarkkelyksella kuin sakkaroosilla édial ym. 2004).
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2.2.3 Lampédtila

Lampdtila vaikuttaa substraatin hajoamiseen, loppi¢iden jakaantumiseen sekad bakteerien
kasvuun ja jakaumaan fermentaatioreaktorissa (Mu 3006). Fermentaatioreaktiot voivat
tapahtua psykrofiilisissa (0-20 °C), mesofiilisis€20—40°C), termofiilissa (40-65 °C) tai
aarimmaisen termofiilisissa (>65 °C) olosuhteisSeh{egel 1988).

Vedyn tuoton optimilampdétila vaihtelee riippuen btedeista ja hiililahteesta sek& muista
olosuhteista (Taulukko 1). Useimmiten termofiilgas olosuhteissa vedyntuottonopeus ja
vedyntuottopotentiaali ovat korkeammat kuin me$isfa olosuhteissa (Shin ym. 2004, Yu
ym. 2002). Yleensd lampdtilan nostaminen kasvatia@dyntuottopotentiaalia ja -nopeutta,
silla lampdtilan nostaminen lisaa reaktionopeuljaidbakteerien vedyn tuoton aktiivisuutta
reaktiokineettisten periaatteiden mukaisesti (Lee 2006). Substraatin hajoaminen saattaa
noudattaa eri hajoamisreittia termofiilisissa olugissa verrattuna mesofiilisiin olosuhteisiin,
joten esimerkiksi propionaatin tuotto on alhainenrtofiilisissa olosuhteissa (Shin ym. 2004).
Termofilliset ja &darimmaisen termofilliset olosudite estavat myods prosessin
kontaminoitumista metanogeeneista (Shin ym. 20@# &roenestijn ym. 2002). Lampotilan
noustessa kaasujen liukoisuus veteen pienenee. Kditéeampi lampdtila, sitd paremmin

anaerobista prosessia inhiboivat kaasut (#Hs ja HS) poistuvat nesteesta.

Taulukko 1. Vedyn tuoton optimilampétiloja erildisi ympeille
jatkuvatoimisissa reaktoreissa ja panoskokeissa.

ja substraateille

. . Optimi Tutkitut -
Y mppi Substraatt lampdtila °C  : lampétilat °C Vite
Jatevesiliete Glukoosi 41 33-41 Mu ym. 2006
Y19-bakteeri Glukoosi 36 24-40 Oh ym. 2003
Mesofiilinen ja I . .
termofiilinen bakteerikanta Biojate 55 35ja55 Shin ym. 2003
Jatevesiliete Viinitislaamon 55 20-55 Yu ym. 2002
jatevesi
Jatevesiliete Sakkaroosi 40 30-45 Lee ym. 2006
Rikastettu viljasta Sakk.ar003| 35 25,35,40,45 @  Zhang & Shen 2006
+ravinteet
Anaerobireaktorin liete Kotitalousjate 55 35ja 55 \Z/SI(I)dSeZ-Vazquez ym
Lehmén lanta Lehman lanta 60 37-85 Yokoyama ym7200
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Lampdtilan nostaminen ei kuitenkaan aina lisdd mepttoa. Osa tarkeista entsyymeista ja
proteiineista, jotka liittyvat solujen kasvuun jadyn tuottoon, kuten hydrogenaasi, saattavat
inaktivoitua tai denaturoitua, jos lampétila onati korkea. Esimerkiksi granulalietteen
muodostuminen estyi UASB-reaktorissa yli 35 °Cdsse ym. 2006).

2.2.4 Redox-potentiaal

Redox-potentiaali on kaantden verrannollinen kaaswottoon, joten sen avulla voidaan
ennustaa vedyn tuoton taantuminen (Hussy ym. 200&Jyntuoton optimi redox-potentiaali
rippuu pH:sta sekad reaktorissa olevien hapettaygemelkistavien aineiden pitoisuuksista
(Ren ym. 2007).

Tutkimuksessa, jossa ymppina oli lampokasiteltyriéh lanta ja substraattina panimojate,
maksimi vedyntuotto saavutettiin redox-potentiaaltessa -490 mV, kun redox-potentiaali
vaihteli -410 — -540 mV:in valilla. (Fan ym. 2006&un substraattina kaytettiin sakkaroosia
ja sokerijuurikasta, maksimi vedyntuotto saatiinnkedox-potentiaali oli valilla -250 — -150

mV (Hussy ym. 2005).

2.2.5 Ravinteet

Vetya tuottavat bakteerit tarvitsevat tiettyja raeita ja hivenaineita aineenvaihduntaan ja

kasvamiseen (Lin & Lay 2005).

Magnesium, natrium, sinkki ja rauta ovat tarkeimrhtenaineet, jotka vaikuttavat vedyn

tuottoon. Naistd magnesium on tarkein. Aineet olibksissa bakteerien entsyymien

kofaktoreihin, bakteerien solun siséisiin kuljettoggesseihin ja dehydrogenaasientsyymin
toimintaan (Lin & Lay 2005).

Rautapitoisuus vaikuttaa eri bakteerien véliseesagainoon ja niiden metaboliareitteihin.
Raudan lisaaminen ei lisdd huomattavasti vedyrtdapmutta sen lisddminen on kuitenkin
tarkedd pidemmalld ajan jaksolla bakteeripopulaatiengissa sailymisen kannalta. Liian
suuret rautapitoisuudet inhiboivat vedyntuottoagi@ip & Shen 2006). Lampdtila vaikuttaa
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raudan optimipitoisuuteen. Entsyymien, kuten hydrapasin  toiminnan kannalta
optimilampdtila on 35 °C. Kun lampdtila on tata aempi, bakteerit tarvitsevat enemman
rautaioneja pystyakseen aktivoimaan hydrogenaasigmin, joka osallistuu molekylaarisen
vedyn tuottamiseen. Kun lampdtila nousee, tarvatavaudan maara laskee (Zhang & Shen
2006). Tutkimuksessa, jossa tutkittin rautapitoden (1,2-100 mg/l) vaikutusta vedyn
tuottoon, optimipitoisuus oli 10 mg £d 35 °C:ssa (Liu & Shen 2004).

Mikrobit tarvitsevat aineenvaihduntaansa typped n{§@ ym. 1998). Liian suuri
typpipitoisuus saattaa kuitenkin inhiboida vedynottoa (Morimoto ym. 2004).
Tutkimuksessa, jossa tutkittiin vedyn tuottoa ryakaesta ja jatevesilietteestda, huomattiin,
ettd kun biojatteen joukkoon lisattiin jatevesiigd, vedyn tuotto kasvoi. Sen arveltiin
johtuvan jatevesilietteessa olevasta proteiinBtateiinit kuten peptoni ja hiiva ovat parempia
typpilahteita kuin ammoniumsuolat tai ur€dstridia-suvun bakteerien aktivoinnin ja kasvun
kannalta (Kim ym. 2004b).

Hiili-typpi — suhde (C/N—suhde) vaikuttaa bakterrieetaboliaan. Jos C/N—-suhde on korkea,
tuottavat bakteerit pelkistyneempia lopputuottggtavedyn tuotto on alhainen, silla korkealla
C/N—suhteella bakteerien typen saanti on rajoittutun tutkittiin optimaalista C/N—suhdetta
vedyntuottoon kayttéden substraattina sakkaroodiapptimaalinen C/N-suhde 47 (tutkitut
suhteet: 40, 47, 98 ja 130) (Lin & Lay 2004a).

Kun typpildhteena kaytettiin ammoniumvetykarbonaafNH;HCOs), maksimi vedyntuotto
saavutettiin NEHHCO; —pitoisuuden ollessa 5,6 g/l. Suuremmilla ja penella pitoisuuksilla
vedyn tuotto laski. Vaihtelut NHHCO; —pitoisuudessa saattavat vaikuttaa vetya tuottgjae
ei-vetya tuottavien bakteerien valiseen tasapainsekaviljelmassa. Lisdys NHCO; —
pitoisuudessa lisdsi hapon tuottoa jatevedesséa Eiitemman NEHCOsia lisattiin, sité
enemman butyraattia ja propionaattia muodostuihdhit yksittdisten VFA:iden valilla ovat
NH4HCO; -pitoisuudesta riippuvaisia (Liu & Shen 2004).ddi suuri NHHCO; —pitoisuus
lisda hiilidioksidin pitoisuutta biokaasussa, jotesdyn osuus pienenee. Suuri MTO; —
pitoisuus saattaa myds lisdta ammoniumpitoisuattahjiboida prosessia (Lin & Lay 2004b).
Fosfaatti on yksi tarkeistd epdorgaanisista ramtde jota tarvitaan optimaaliseen

vedyntuottoon. Karbonaatti ja fosfaatti vaikuttivaerkittavasti jatevesilietteen anaerobisten
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mikrobien vedyntuottoon (Lin & Lay 2004b). Vedynttemopeutta voitiin lisata 1,9
kertaiseksi kayttamalla sopivaa karbonaatti- jafdaiiyhdistelmda. Lisaamalla fosfaattia
karbonaatin sijasta puskurikapasiteetin lisdamiseksdaan estaa nopeat pH:n muutokset
ilman, ettd se vaikuttaisi bakteerien kasvuun jdem vedyntuottoon (Lin & Lay 2004b, Oh
ym. 2002).

2.2.6 Hiilidioksidi

Hiilidioksidi on yksi tarkeimmista kaasumaisistapputuotteista anaerobisessa systeemissé
(Lin & Lay 2004b). Korkea hiilidioksidipitoisuus ¢dm bakteerien metabolian pois
vedyntuotannosta, silla tietyissd olosuhteissaogsehisetClostridia —bakteerit, kutenC.
aceticum ja C. thermoautotrophiumtuottavat asetaattia kayttden hiilidioksidia jatyde
Asetogeneesissa homoasetogeeniset bakteerit éaafthiilidioksidia ja vetya tuottaakseen
asetaattia, joten kun hiilidioksidi poistetaan,daan homoasetogeenien toiminta estaa ja nain
kasvattaa vedyn tuottoa (Liang ym. 2002, Park yB52 Tanisho ym. 1998). Pienentamalla
hiilidioksidin pitoisuutta kaasusta, voitiin vedyunottoa kasvattaa jopa 43 % (Park ym. 2005).

Hiilidioksidia liukenee veteen (D), jossa se reagoi veden kanssa muodostaen ppliaa
(H2CGs):

CO; + HO <-> HCOs 3)
Hiilihappo puolestaan dissosioituu bikarbonaat{K4CO5) ja karbonaatiksi (C6):

H,COz; <-> H + HCOy (4)
HCOs <-> H + CO> (5)

Hiilidioksidin osapaineen kasvaessa myds hiilihapioisuus kasvaa ja veden pH laskee
(Kalff 2002). Hiilidioksidin poistaminen estaa simyods pH:n laskuglLiang ym. 2002).
Reaktiot  tapahtuvat my0s  k&aanteisesti, joten  kaahtipitoisuus  korreloi
hiilidioksidipitoisuuden kanssa. Kun sy6ton karbattigitoisuutta lisataan, kasvaa myos

hiilidioksidin osuus kaasussa. Vahentamalla karhtiren osuutta substraatissa tai jopa
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korvaamalla karbonaatit fosfaateilla, voidaan As&edyn osuutta kaasussa (Lin & Lay
2004b).

2.2.7 Happi

Kun kaytetddn puhtait&lostridia -viljelmi&, on jonkin pelkistavan aineen kuten kiysn
lisddminen prosessiin tarpeellista, silla useim@iaistridia-lajit eivat sieda yhtdédn happea.
Kuluttamalla kaiken mahdollisesti jaljella olevanempenkin maardn happea ja luomalla
samalla pelkistavat olosuhteet, fakultatiiviset exndit edistavéat obligaatti anaerobien vedyn
tuotantoa halvemmalla kuin jonkin kemikaalin lisgiissy ym. 2005).

Osa anaerobisista bakteereista, kuteermotoga neapolinataaattavat tarvita pienia maaria
anaerobisesti, se pystyy kasvamaan ja tuottamaamadttavia maaria vetya, kun kaytettavissa
on alhaisia maaria happea. Siksi hapen poistamkokonaan ei ole aina valttamatonta

kaytettaessa sekaviljelmia (Van Ooteghem ym. 2001 )

2.2.8 Bakteerikanta

Ymppind voidaan kayttdd joko puhdasta bakteeriwilgg tai sekaviljelméa. Puhtaita
bakteerikantoja kaytettdessad on useimmiten kaytditigaatti anaerobisia bakteereita, kuten
joitain Clostridia-suvun lajeja, esimerkikgClostridium thermolacticun{Collet ym. 2004) ja
Clostridium butyricum(Chen ym. 2005, Yokoi ym. 1998), silla ne pystytébttamaan
parhaimmillaan 2 mol kHmol glukoosia. Mutta myo6s fakultatiivisia anaerf@bekuten
Enterobacter cloaca¢Das ym. 2002) j&nterobacter aerogengdanisho ym. 1998, Yokoi
ym. 1998) on kéaytetty, vaikka niiden vedyntuottoky&n parhaimmillaankin vain 1 mol
H./mol glukoosia, mutta ne kestavat paremmin hapgméléloa (Yokoi ym. 1998).

Sekaviljelmina on kaytetty mm. jateveden puhdistarietetta (Lin & Cheng 2006), karjan
lantaa (Fan ym.2006b) ja multaa (Logan ym. 2008)!dhteista peraisin olevat ympit voivat
olla ominaisuuksiltaan hyvinkin erilaisia. Niideniobajoavuus, substraatin hajoamiseen

liittyva viiveaika seké niiden sisaltamat bakteeidrét voivat olla erilaisia (Moreno-Andrade
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& Buitron 2004). Ymppien soveltuvuus vedyn tuottowai vaihdella niiden sisaltamien
erilaisten bakteerikantojen takia. Erityisesti \etyiottavienClostridia-bakteerien mé&éaré on
ratkaiseva ja vaihtelee eri lahteistd olevien yrappvalilla. Kun verrattiin kolmesta eri
lahteesta perdisin olevan ympin (granulaliete pajitetta kasittelevastd UASB-reaktorista,
lehmé&n lanta, aktiiviliete jatevedenpuhdistamoitajlyntuottopotentiaalia, tuotti granulaliete
eniten vetyd (Montes-Moncivais ym. 2006). Tastativoipaatella sen sisdltdvan eniten
fermentoivia bakteereita. Aktiivilietteen vedynttotoli naista kolmesta alhaisin. Lehméan
lannan sisaltamat bakteerimaéarat saattavat vaihasiimerkiksi lehmille sy6tetyn ravinnon

mukaan (Montes-Moncivais ym. 2006).

Kun verrattin puhtaanBacillus Licheniformis kannan vedyntuottokykyd sekakannan
vedyntuottokykyyn, tuotti puhdas kanta 0,6 moj/rAbl glukoosia ja sekakanta 0,4 mol
H./mol glukoosia (Kalia 1999).

2.2.9 Substraatin vaikutus vedyn tuottoon

Erilaiset substraatit hajoavat eri tavalla ja baktetuottavat niista vaihtelevia maaria vetya.
Helposti hajoavista aineista kuten monosakkarideigglukoosi, galaktoosi, fruktoosi)
bakteerit tuottavat nopeammin ja enemman vetyd kaomimutkaisemmista korkeamman
molekyylipainon  omaavista  yhdisteistda  (polysakkidrid tarkkelys,  selluloosa).

Monimutkaisempien yhdisteiden hajoamisessa on Jitkiveitd, jotka aiheuttavat viiveita
my0s solunkasvuun ja vedyn tuoton alkamiseen (Oh2002).

Vedyntuotto on suurempi liukoisesta orgaanisestaeesta kuin Kiintedsta orgaanisesta
aineesta. Kun substraattina oli elintarviketeollidesta erilaisia jatevesia, tuotti kiinteita
aineita sisaltanyt jatevesi vahiten vetyd. Kun \jéasesta tuotettuja vetymaaria verrattiin
malliyhdisteista (glukoosi ja sakkaroosi) saatuiiiumttivat jatevedet vahemman vetya kuin
malliyhdisteisteet. Jateveden ainesosat ovat yseirkkelimaisia ja nilden molekyylipaino on

korkeampi kuin yksinkertaisilla sokereilla. Polykakidit taytyy ensin hajottaa pienemmiksi

molekyyleiksi, ennen kuin solut voivat kayttaa &ienergian tuotantoon (Van Ginkel ym.
2005).
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2.2.10 Substraatti:ymppi -suhde ja substraatin &oinaatio

Vedyn tuoton kannalta edullisin substraatti.;ymp@ukde riippuu ympin ja substraatin
koostumuksesta. Yleensd korkeampi substraatti.ympphde lisdd vedyn tuottoa, mutta
suhteen noustessa liian korkeaksi vedyn tuotto née(Fan ym. 2004). Liian korkea
substraatti:ymppi -suhde aiheuttaa systeemille rkitaksen, joka yhtakkisesti nostaa vedyn
osapaineen, seka laskee pH:n, jotka voivat inhdaiddyn tuottoa. Jos korkea kuormitus
jatkuu lilan pitkdan, osa substraatista saattaaldjabyodyntamatta tai siitd muodostuu
alkoholeja (Van Ginkel ym. 2001).

Panoskokeissa sopiva substraatti:ymppi —suhde Waoym kannalta oli substraatti:ymppi —
suhde 4, kun vedyn tuottoa tutkittin substraattippi —suhteilla 0,38-6,4 ja ymppina oli
ruohokomposti ja substraattina panimojate. Tat&kdammalla substraatti:ymppi —suhteella
muodostui paljon alhaisen molekyylipainon omaaviadigteitd (kuten asetaattia ja
butyraattia), jotka inhiboivat vedyn tuottoa (Fan.\2004).

Jatkuvatoimisissa reaktoreissa, kuten jatkuvat@ssa tayssekoitusreaktorissa (CSTR),
kuormitusta voidaan saadelld vipymalla. Vedyn @issta korkea kuormitus on kineettisesti
edullinen, ellei substraatin konsentraatio saavasa@a, joka inhiboi prosessia. Tama koskee
useimpia vedyntuottosysteemeja, joissa kaytetddndgsia bakteeriviljelmad. Kuitenkin

sekaviljelmassa kuten jatevesilietteelld, tilannea omonimutkaisempi, silla dominoiva

bakteerikanta saattaa muuttua viipyman mukana. kiwormitus nousee lilan korkeaksi, se
inhiboi vedyn tuottajien kasvua ja olosuhteet saait muuttua suotuisammiksi ei-vetya

tuottaville bakteereille (Chang ym. 2002).

Kun substraattina kaytettiin sakkaroosia, korkeariutus johti hiilidioksidia ja propionaattia
tuottavien bakteerien lisddntymiseen ja vetya &avoeh bakteerien vahenemiseen (Chang ym.
2002). Myos kasiteltaessa jatkuvatoimisessa reak@rglukoosia, vedyn tuotto kasvoi, kun

viipymaa pidennettiin ja kuormitus pieneni (Van &@h& Logan 2005).
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3. Kasvit vedyn tuoton substraatteina

3.1 Biomassa ja kasvin rakenne

Biomassaksi méaaritellaén kaikki orgaaninen mateyipdka on peraisin kasveista kuten levat,
puut ja viljelykasvit. Biomassaan sitoutuu enerd@i@synteesissa, jossa kasvit muodostavat
hiilidioksidista ja vedesta auringon sateilynenangavulla glukoosia ja happea. Biomassassa
on siis auringon energiaa sitoutuneena kasvin Késiia litoksiin. Kun biomassaa kaytetaan
energian tuottamiseen esim. polttamalla tai feraidssa, hiili-, vety- ja happimolekyylien
valiset sidokset katkeavat ja niihin sitoutunut rgiee vapautuu (Campbell ym.1999,
McKendry 2002).

Biomassan kosteuspitoisuus maarittdd osaltaan taiskla menetelmalla biomassasta
kannattaa tuottaa energiaa. Kosteat biomassat) kutthomaiset kasvit, soveltuvat parhaiten
biologisiin prosesseihin, kuten fermentaatioon. Siggan kuiva biomassa, kuten puu, soveltuu
paremmin poltettavaksi tai kaasutettavaksi. Margépsseja kaytetadn, kun materiaalin
kuivaaminen vaatisi suuren maaran energiaa venatiita saatavaan energiaan (McKendry
2002).

Selluloosaa sisaltdavaa biomassaa kutsutaan ligotmsedaksi. Lignoselluloosa muodostuu
paaosin selluloosasta, hemiselluloosasta ja liggtéin joiden maarat vaihtelevat riippuen
kasvista ja ymparistostd. Ruohomaiset kasvit sigatt noin 10-30 % ligniinia, 25-40 %
selluloosaa ja 25-50 % hemiselluloosaa (MalherbeClwete 2002). Hemiselluloosa on
kiinnittyneend vetysidoksilla selluloosan mikrogigiin, jotka muodostavat tukirangan
kasvisoluille. Osassa kasvisoluja on myos ligniin@gka antaa lisdtukea, ja suojaa kasvia
solutuhoilta seka bakteereilta ja sieniltd. Naigerymeerien lisaksi kasvit sisaltavat myos

muita rakennepolymeereja, kuten vahoja ja protgii(ieaiz & Zeiger 1991).

Kun lignoselluloosa hydrolysoituu, vapautuu sokere(D-glukoosi, D-galaktoosi, D-
mannoosi, D-ksyloosi ja L-arbinoosi) ja useita rauityhdisteitd (mm. furfuraali,
hydroksimetyylifurfuraali ja asetaatti), jotka oyaraisin sokereiden ja ligniinin hajoamisesta.

Jotkut sokerien ja ligniinin hajoamisen oheistueiitesaattavat kuitenkin inhiboida
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fermentoivia bakteereja. Hydrolysoidusta lignodelhsamateriaalista voidaan tuottaa
metaania, vetya ja muita fermentaatiotuotteita (d4is & Roberto 2004).

3.1.1 Selluloosa

Selluloosa on kasvisolujen paarakennusaine (Camppel. 1999). Selluloosa on
suoraketjuinen polymeeri, joka koost@dl-4 -konfiguraatiolla toisiinsa kiinnittyneista D-
glukoosi yksikoistd, jotka ovat pakkaantuneet kisti ja ovat veteen liukenemattomia
(Devlin & Witham 1983, Isotalo 1990). Vain harval@iolla on ruoansulatuksessaan
entsyymi, joka pystyy hajottamaan selluloosaa, anetim. lehman poétsissa elavat bakteerit
pystyvat hajottamaan selluloosan glukoosiksi (Cagipm. 1999). Selluloosa hydrolysoituu
happojen vaikutuksesta (Isotalo 1990).

3.1.2 Hemiselluloosa

Hemiselluloosa on haaroittunut polysakkaridi, jaestuu D-ksyloosista, L-arbinoosista, D-
mannoosista, D-glukoosista ja D-galaktoosista. HHeltnloosan rakenne ja maara vaihtelevat
kasvilajikkeesta toiseen (Mosier ym. 2005). Pelnmei puulajikkeiden (havupuut)
hemiselluloosa sisaltdd enemman mannoosi- ja ghiesikoita, kun taas kovat puulajikkeet
(lehtipuut) ja ruohot sisaltdvat enemman ksylod@tsatalo 1990, Malherbe & Cloete 2002).
Hemiselluloosan haaroittunut rakenne tekee siithamemin hydrolysoituvan kuin selluloosa.
Hemiselluloosat uuttuvat helposti alkalisilla vesiksilla ja hydrolysoituvat happojen avulla.
Hemiselluloosa hajoaa ksyloosiksi, mannoosiksi,taadiksi, galaktoosiksi ja glukoosiksi
(Isotalo 1990).

3.1.3 Ligniini
Ligniini on kasvien soluseinan paadkomponentti $etisan ohella. Sen tehtdvana on sitoa
kasvisolut toisiinsa ja lujittaa kuitua. Se myosjaa kasvia taudinaiheuttajilta (Taiz & Zeiger

1991). Ligniini on hyvin epasdannodllinen ja liukemgon polymeeri. Se siséaltda
monimutkaisia polymeereja, jotka koostuvat fenydmaniyksikdista. Toisin kuin selluloosa
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ja hemiselluloosa, ligniiniketju ei koostu toistata osayksikdistd ja siksi sitd on vaikea
hajottaa entsymaattisesti (Isotalo 1990).

3.1.4 Tarkkelys

Kasvit varastoivat energiaa tarkkelyksen muodo3sakkelys on polymeeri, joka koostuu
glukoosimonomeereista. Useimmat naistda monomeé@ressiat liittyneet toisiinsa 1-4 -
litoksella (numero 1 hiilestd numero 4 hiileen)utén glukoosin yksikdt maltoosissa.
Yksinkertaisin muoto tarkkelyksesta on amyloosi. @ehaaroittumaton. Amylopektiini on
monimutkaisempi muoto tarkkelyksesta, ja siin& omarhittuneita polymeereja 1-6

haarautumiskohdassa. Kasvit varastoivat tarkkelgstérakenteissa olevissa jyvasissa, joita
kutsutaan plastideiksi. Tuottaessaan tarkkelysa&yikvarastoi ylimaaraisen sokerin. Sokeri
voidaan mydhemmin ottaa kayttoon tastda varastogtdrolyysilla, joka rikkoo liitokset

glukoosimonomeerien valiltd (Campbell 1999).

3.2 Vedyn tuotto kasveista

Biomassan eli kasvien ja kasviperaisten jatteidéagttka vedyn tuoton substraatteina on
toistaiseksi tutkittu vahan. Substraatteina on d&fiytmm. omenan jatteitfyvia (Kalia 1999),
herneenpalkoja (Kalia & Joshi 1995), riisi- ja véleseita seka tofun tuotantojatetta (Noike &
Mizuno 2000), riisia, porkkanaa ja kaalia (Okamto. 2000) (Taulukko 2).

Taulukko 2. Erilaisten kasvisubstraattien vedyriymtentiaaleja

Substraatti Y mppi Vedyntuotto ml/gVS Viite

Kaali Anaerobinen liete (biojate) 26,3-61,7 Okaongm.2000
Porkkana Anaerobinen liete (biojate 44,8 - 70,7 afkto ym.2000
Riisi Anaerobinen liete (biojate) 19,3-96,0 Okamgm.2000
Tofun tuotantojate Fermentoitu soijapapu 14,0-21,0 Noike & Mizuno 2000
Riisilese Fermentoitu soijapapu 31,0-61,0 Noike &iwho 2000
Vehnalese Fermentoitu soijapapu 10,0-43,0 Noike i&uxo 2000
Omenan jate Ei tiedossa 480 Kalia 1999

Rikotut jyvat Ei tiedossa 349 Kalia 1999
Herneenpalko Ei tiedossa 4%0 Kalia 1999
Vgh?a_nkorrgt, el Karjanlantakomposti 0,5 Fan ym. 2006¢
esikasittelya

Vgh?a_nkorret, HCI- Karjanlantakomposti 68,1 Fan ym. 2006¢
esikasittely

@ml/igTsS




Kaytettdessa kasveja tai kasvisperdisia jatteitdtsaatteina, ovat hiilihydraatit vedyn tuoton
tarkein lahde. Tutkimuksessa, jossa substraattelivat tofun tuotantojate seké riisi- ja

vehnalese, hiilihydraatit kuluivat nopeasti, mugeoteiinit eivat hajonneet juuri lainkaan.

Siksi jdannos, joka jai jaljelle vedyn tuoton j&ke sisalsi kiinteita aineita seka proteiineja
(Noike & Mizuno 2000).

Anaerobisten bakteerien on vaikeaa hajottaa kassig, kuten viljan korsia, ja tuottaa niista
vetyd, etenkdan Ilyhyen inkubaation aikana, sillarsiem kemiallinen rakenne on
monimutkainen. Kasvin korsiosat sisaltdvat mm. ubetisaa, hemi-selluloosaa, ligniinia,
proteiineja ja rasvoja (Fan ym. 2006c, Noike & Mipu2000). Tarkkelystd sisaltavista
kasvinosista on helpompi tuottaa vetya. Tarkkelyslrblysoituu helposti glukoosiksi ja

maltoosiksi happo- tai entsyymikasittelyssa (Kapé&atargi 2006).

Esikasittelemalla kasvisperdinen substraatti voideadyn tuottoa kasvattaa huomattavasti.
Esimerkiksi viljan ruo’ot olisi hyva jauhaa ja it kasitella joko mekaanisesti tai kemiallisesti
ligniinin hajottamiseksi, jonka jalkeen niita voata kayttaa VFA:iden ja vedyn tuottoon
(Kapdan & Kargi 2006). Esikasittelyna voidaan kagtfysikaalisia, fysikaalis-kemiallisia ja
biologisia menetelmia. Esikasittelyn tarkoitus amspaa ligniini ja hemiselluloosa, vahentaa
selluloosan kiteisyytta ja lisata materiaalin huskotta. Menetelman taytyy myos edistaa
erilaisten sokereiden muodostumista, mutta se &ihsgottaa niita enempaa (Sun & Cheng
2002).

Tutkimuksessa, jossa vehnan korret esikasiteltertt&malla niitd laimean HCIl:n kanssa,
esikasitellysta substraatista voitiin tuottaa vedgil ml B/gVsS, ja ilman esikasittelya 0,5 ml
H./gVS. Verrattuna kasittelemattomiin  vehnan Kkorsitodettiin esikasittelyn lisanneen
liukenevan sokerin maaran 0,2 %:sta 9,6 %:iin,ukeilsan maara vaheni 22,5 %:sta 15,4
%:iin ja hemiselluloosan méaéara vaheni 21,5 %:st8 ¥iin (Fan ym. 2006c¢).

Esikasittelyn tuloksena my6s kiintoainepitoisuu$ (-pitoisuus) pienenee, erityisesti ligniinin
hajotessa (Kim & Holzapple 2005). Kun tutkittiin dytuottoa kotitalousjatteesta, riisi- ja
vehnaleseiden vedyntuottopotentiaali laski, kun-p8oisuus kasvoi 4 %:sta ylospain, vaikka
yli 9 % TS -pitoisuudella vedyn tuottoa viela kuiken havaittiin (Noike & Mizuno 2000).
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3.2.1 Alkalinen esikasittely

Biomassan alkaliseen esikasittelyyn kaytetaan ei@akgen natriumhydroksidia (NaOH) tai
kalsiumhydroksidia (Ca(OH). Alkalinen esikasittely poistaa ligniiniosan heeliuloosasta ja
lisda selluloosan reaktiivisuutta hydrolyysissa rftédinck ym. 2005). Alkalisen esikasittelyn
vaikutus riippuu materiaalin ligniinipitoisuudegtaun & Cheng 2002). Alkalinen esikasittely
hajottaa esterisidokset kasvin soluseindassa (Wamg. \2004). Sen seurauksena
lignoselluloosamateriaalin  huokoisuus lisdantyy. imea NaOH- kasittely turvottaa
lignoselluloosaa ja lisda sen pinta-alaa. Kasittelyps vahentaa rakenteiden polymerisaatiota
ja kiteisyytta, erottaa rakenteellisia sidoksianiigin ja hiilihydraattien valilla ja hajottaa
ligniinin rakennetta (Sun & Cheng 2002). NaOH-kélsin kovapuun biohajoavuus lisaantyi
14 %:sta 55 %:iin ja samalla ligniinipitoisuus vah24-55 %:sta 20 %:iin. Myds suhteellisen
alhaisen ligniinpitoisuuden (10-18 %) sisaltavieardten NaOH-k&sittelyn on todettu olevan
tehokasta(Sun & Cheng 2002). NaOH-kasittely lisdsi vehnémslsta saatavan sokerin

maaran kolminkertaiseksi verrattuna kasittelemaitokorsiin (Carrillo ym.2005).

Verrattuna happokasittelyihin, emaskasittely hamtvdhemman sokereita, eikd haitallisia
furaanijohdannaisia muodostu (Carrillo ym. 2005his@alta emaskasittelyissd muodostuu
suoloja, jotka saattavat sekoittua Kkasiteltavddrombssaan (Mosier ym. 2005).
Emaskasittelyihin kaytatettavat reaktorit ovat leatpia kuin happokasittelyihin kaytettavat,
mutta toisaalta emaskasittelyihin kaytettavat duolaat kallimpia ja koska ne ovat myds
haitallisia ymparistolle, aiheutuu tasta lisdkulyggevedenkasittelysta ja muiden prosessissa

muodostuvien jatteiden kasittelysta (Hamelinck 2005).

3.2.2 Fermentaatioon soveltuvat kasvit ja timotgirmnata —seos

Puumaiset kasvit kasvavat hitaasti ja ne muodostideasti toisiinsa sitoutuneista kuiduista.
Ruohomaisten kasvien kuidut eivat ole sitoutunegtiihsa niin tiukasti, joten ne sisaltavat
vahemman ligniinia. Selluloosan ja ligniinin sulliset maarat maarittavat sen, miten hyvin
kasvi soveltuu fermentaatioprosessiin substraatikBiarhaiten fermentaatioprosessiin
soveltuvia kasveja ovat ruoho- ja nurmikasvit seli#kkelys- ja sokeripitoiset kasvit

(McKendry 2002).
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Energiantuotantoon parhaiten soveltuva kasvi taokisrkean sadon (maksimi tuotto kuiva-
ainetta per hehtaari), sen viljely on halpaa ja&walenergiaa kuluttavaa ja lannoitustarve
vahainen. Kasvilta vaadittavat ominaisuudet riipggumyo6s paikallisesta ilmastosta seka

maaperan ominaisuuksista (McKendry 2002).

Nurmikasveja ovat nurmiheinat ja nurmipalkokasuitnjita viljelladn yleensd useamman eri
lajin seoksina (esim. timotei-nurminata). Nurmikiastuottavat hyvan sadon ja niiden
jalkikasvukyky on hyva. Nurmikasvit kestavat hyviallaa ja niitd voidaan viljella myos
pohjoisessa. Lisaksi nurmenviljely parantaa ma&emaetta ja sitoo ravinteita. Nurmet ovat
monivuotisia, joten ne pitavat pellot kasvustontgesa myos syksylla ja kevaalla (Seppanen
& Komulainen 1994).

Timotei talvehtii hyvin, joten sitd voidaan viljallkoko Suomessa. Timotei on nopeasti
kasvava ja siitd saadaan sato kahdesti kasvukaiki@ma. Timotein juuret ovat melko lyhyet,

joten kuivina kesind timotei saattaa karsia kuivagtd. Toinen Suomessa Vviljeltava
nurmiheina on erityisesti sailérehu- ja laidunnudkensoveltuva nurminata. Se menestyy koko
maassa. Nurminata kestaa timoteitd paremmin kui@uat tauteja (Hyytidinen ym. 1995).

Timotei ja nurminata soveltuvat hyvin kasvatettawdsdessa, silla niiden kasvurytmit ovat

lahelld toisiaan (Seppénen & Komulainen 1994). Tenraurminata —seoksen sato on n. 9 t
TS/ha (Niemelainen ym. 2002), ja se sisaltda wesiisia hiilihydraatteja n. 76 kg/tTS. Sato

ja hiilinydraattipitoisuus vaihtelevat kasvuoloseiden mukaan (Nousiainen ym. 2003).
Liukoisten hiilihydraattien maara lisaantyy esikkédaessa kasvi (Carrillo ym. 2005, Fan ym.
2006¢)

4. Panoskokeet vedyn tuotton maarittamisessa

Vedyn tuottoa voidaan tutkia panoskokeilla. Pankskd voidaan tehdd esimerkiksi
serumpulloissa, joiden koko vaihtetelee 120 ml3t&aan. Pulloihin lisdtdan esikasitelty
ymppi tai jokin puhdas bakteeriviljelm&, substraaéeka usein myos ravinneliuos. Ymppi ja
substraatti voidaan annostella tietylla ymppi:stdzgti:ravinneliuos —suhteella (Fan & Chen
2004). Ymppi ja substraatti voidaan annostella nhy@iskutusjaannoksen (VS) tai TS mukaan
niin, etta nestetilavuuden VS tai TS on jokin gdisim. 0,3 g/l) (Kalyuzhnyi & Davlyatshina
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1997, Okamoto ym. 2000). Annostelu riippuu siitaitdntutkitaan. Ympin ja substraatin
lisdyksen jalkeen pullot taytetdan haluttuun tilaeen ionivaihdettulla tai tislattulla vedella
(Noike & Mizuno 2000, Van Ginkel ym. 2001). pH sa#ifn tarvittaessa lisaamalla joko
HCI-, NaOH- tai KOH-liuosta (Khanal ym. 2004, Vann&el ym. 2001). Jos pH halutaan
sailyttaa tietylla tasolla, voidaan lisata puskuobta. Usein puskuri siséltyy kaytettyyn
ravinneliuokseen (Mu ym. 2006b). Pullot suljetaaraasutiivilla kumikorkeilla ja
alumiinipuristimilla (Mizuno ym. 2000b). Kaasufaabuuhdellaan hapettomalla kaasulla,
useimmiten argon- tai typpikaasulla (Kalyuzhnyi &wWyatshina 1997, Noike & Mizuno
2000). Usein pullot sijoitetaan ravistelijaan, jokai olla taso- tai pyororavistelija (Fan ym.
2006c¢, Kim ym. 2004a). Kokeet suoritetaan ylee3s87 °C:ssa, mutta myos korkeampia ja
matalampia lampdétiloja on kaytetty (Kalyzhnyi & Dgatshina 1997, Luostarinen ym. 2005,
Van Ooteghem ym. 2001).

Ennen kokeiden alkua ympistd ja substraatistd ned@@n esimerkiksi pH, VS, TS,
alkaliniteetti, redox —potentiaali, VFA, kemiallinehapenkulutus (COD), liukoinen COD
(SCOD), hiilihydraattipitoisuus, proteiinit ja Kgdhltyppi (Chang ym. 2002, Kim ym. 2004a,
Lin & Lay 2005). Se mitd maarityksia on tarpeendiéhriippuu ympin ja substraatin
ominaisuuksista seka tutkittavasta asiasta. Kdigudlojen (pullot, jotka eivat sisalla
substraattia) perusteella vahennetaan ympin gisaitaorgaanisen aineen hajoamisessa
muodostuva vedyn maara substraatin ja ympin yhdesstamasta vedyn maarasta (Van
Ginkel ym. 2001).

Pulloissa muodostuvan kaasun koostumusta mitatdtamalla kumikorkin 1api nayte
ruiskulla sopivin vdliajoin ja analysoimalla nayjtaasukromatografilla (Van Ooteghem ym.
2001). Kaasu voidaan myo0s kerata kaasupussiingiolmuodostuneen kaasun tilavuus
maaritetddn esim. veden syrjaytys —menetelmallarifvtgo ym. 2004). Kaasun tilavuuden
maarittamiseen voidaan kayttda myos esimerkiksilawtaria (Logan ym. 2002) tai
respirometria (Park ym. 2005). Vetykokeissa kaasusdaritetaan yleisimmin hiilidioksidin,

vedyn ja metaanin osuudet kaasuseoksessa (Liu & 3b@4).

Vedyn tuotossa on aluksi ns. viive-aika, jonka a&k#idista muodostuu eldvia soluja. Nama

bakteerisolut tuottavat substraatista vetyd nsp@ksntiaalisessa vaiheessa seka lopullisessa
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saturaatiovaiheessa. Modifioidun Gompertz-yhtal®) &vulla voidaan simuloida vedyn
tuottoa panoskokeissa (Van Ginkel ym. 2001).

H, = Pexp{—exp[Rge(A—t)+1H (6)

missd H on kumulatiivinen vedyntuotto (ml), P on vedyntopbtentiaali (ml), t on
inkubointioaika (h),2 on viiveaika (h) jaR, on maksimi vedyntuottonopeus (ml/h).
Ominaisvedyntuottopotentiaali Bnl/g substraattia) lasketaan kaavalla:

Ps= P/m 7)

miss& m on lisatyn substraatin maara (g).

Ominaisvedyntuottonopeus Rs lasketaan kaavalla:

Rs=R / AVS(AVS = V$okeen alussa—VSRokeen Iopusga (8)

Vetysaannot ja vedyntuottonopeus voidaan ilmaisiagtia tavalla, joista osa voidaan muunta

toisiksi muuntokertoimien avulla (Taulukko 3).

Taulukko 3. Vetysaannon ja vedyntuottonopeuksidalaigia ilmaisutapoja panoskokeissa,
seka muuntokertoimet

Vetysaanto Viite Muuttuja Muuntokerroin
mol /mol heksoosiai Mizuno ym. 2000b Hiilihydraatti g g Vs

ml / g tarkkelysta Liu & Shen 2004 Hiilihydraatti g 1,067 g COD
ml /g TVS Fan ym.2006c Glukoosi mol 180,156 g
mol /mol glukoosia i Tanisko ym. 1998 Sakkaroosi mol 342,296 g
ml / g sakkaroosi Lee ym. 2001 H, mol 44,64 mi

mol /mol sakkaroosii Chen ym. 2005

ml /g COD Khanal ym. 2004

ml/g VS Noike & Mizuno 2000

Vedyntuottonopeus

ml / g-VSS *d Liu & Shen 2004

ml / I*h Van Ginkel ym. 2001

mmol /| *d Lin & Lay 2004a
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Panoskokeissa substraatteina voidaan kayttaad sailabrgaanisia yhdisteitd, mutta
lopputuotteet ovat silti hyvin samanlaisia. Niihkuuluvat VFA:t, alkoholit, vety ja

hiilidioksidi. Tietyissa olosuhteiss&lostridia-lajit siirtyvat tuottamaan vedyn ja happojen
sijasta alkoholeja. Yleisimmin tuotetut hapot owdetaatti, propionaatti ja butyraatti ja
yleisimmin tuotetut alkoholit ovat etanoli, propdina butanoli (Lay ym. 2003). VFA:iden ja
liuotinten tuotto tapahtuu yhta aikaa vedyn tuot@mssa. Siksi VFA:iden pitoisuudet ja

suhteet ovat hyvia indikaattoreita vedyn tuotorraenassa (Lin & Lay 2004a).

Vetysaannot ovat suurimmat, kun lopputuotteina owaaktaatti ja butyraatti. Koska
olosuhteiden merkitys bakteerien kykyyn tuottaay&etn suuri, on olosuhteita syyta seurata
kokeen aikana. Seurattavia parametreja ovat pH,oxredpotentiaali, alkaliniteetti,
hiilihydraattipitoisuus, TS, VS seka VFA:t ja alkah (Chen ym. 2005, Levin ym. 2004, Lin
& Lay 2005). VFA:t ja alkoholit analysoidaan kaasukatografilla (Fan ym. 2006a).

Panoskokeissa kaasujen,(jJd CQ) osapaineet kasvavat helposti korkeiksi, jolloakteerit
tuottavat pelkistyneempié lopputuotteita ja kuhsdtiavetya (Levin ym. 2004, Liang ym.
2002). Myos metanogeeniset sekd homoasetogedraiketerit kayttavat vetya (Madigan &
Martinko 2006, Meulepas ym. 2005). Sulfaatin, ratha ja raudan pelkistyminen kuluttaa
my0s vetyd, ja osa pelkistavista bakteereista nmstadoititditd (Brock ym. 1984, Frobisher
1974).

5. Aineisto ja menetelmat
5.1 Substraatit ja ymppi

Tassa tutkumuksessa substraatteina kaytettiin h&iiléa, NaOH-uutettua séilbheinaa seka
NaOH-uuton nestetta (Taulukko 4). Sailéheina alidiei-nurminata-seosta, joka oli sailotty
kesalla 2004 biologisen maitohappobakteeriympirllavaakasiilossa. Heina (95 kg) haettiin
Kalmarin tilalta 1.11.2004, minka jalkeen sita wittiin -20 °C:ssa. Kokeita varten heina
sulatettiin huoneenlammadssa ja silputtiin n. 3 akdon oksasilppurilla. Ymppina (Taulukko
4) oli biokaasureaktorin liete Kalmarin tilalta. dBiaasureaktori on mesofiilinen ja siina

kasitelladn lehmé&n lantaa ja makeisteollisuudenutsotetta. Laboratoriossa ymppi
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jalkikaasutettiin 7 paivaa 35 °C:ssa, minka jalkeda sailytettin 4 °C:ssa noin 3 viikkoa.

Vetykokeita varten ymppi lampdkasiteltiin keittataadita 30 minuttia.

Taulukko 4. Substraattien (pakastuksen jalkeegijpin ominaisuudet

Ymppi / Substraatti TS % ww VS % ww pH SCOD g/l
Kasittelematon ymppi 5,6 4,3 7,9 12,0
Lampokasitelty ymppi 7,8 6,0 9,2 15,9
Sailéheina 27,2 25,4 4,1 196
NaOH-kasitelty kiinted jaannos 13,6 13,0 6,4 62 4
NaOH-suodos 1,2 0,7 6,4 10,3

(8) mg/gTS

5.2 NaOH-uutto

NaOH-uutto tehtiin 2 I:n lasipulloissa, joihin litién 50 gTS heinaa (186,6 g markapaino), 2 g
100 %:sta NaOH:ta ja tislattua vettd (866,4 g)rsitetta kokonaisnestemaara oli 1000 ml.
Taman jalkeen pulloja sisaltdineen sekoitettiin niyavistelijassa 24 h huoneenlammadssa (20
°C). Kasittelyn jalkeen kasvit ja neste erotettioisistaan siivildimalla ne metalliverkolla

(reikakoko n.1 mm). Kasvista ja nesteestd madntéfi ja VS.

5.3 Vedyntuottokoe

Substraatteina olivat kasittelematon sailoheindkd séNaOH-uuton kiintea- (heind) ja

nestefaasi. Kokeissa kaytettiin 1 litran lasip@loPulloihin lisattin 100 ml lampdokasiteltya
ymppia. Kasittelematonta heinaa lisattiin pulloinmiin, etta ympin ja kasittelemattoman
heinan VS:n suhde oli 1:2. NaOH-uuton kiinteda ¢stefaasia lisattiin pulloihin samassa
suhteessa kun niitd muodostui NaOH-uutossa niitd, ®iden yhteenlaskettu TS:n maara
vastasi kasittelemattoman heindn TS:n maaraa (hexd gTS, NaOH-heina 10,5 gTS ja
NaOH-neste 2,2 gTS). Kontrollina oli pelkkda ymppmpin ja substraatin lisdamisen jalkeen
pullot taytettiin 650 ml:n tilavuuteen tislatull@della. pH saadettiin 6:een 5 M HCl:llaja5 M
NaOH:lla. Kaikki kasittelyt tehtiin kolmena rinnaéisena. Pullojen sisalté huuhdeltiin 2
minuutin ajan typpikaasulla nestepinnan alapuolgta pullot suljettin tdméan jalkeen

silikonikorkeilla. Naytteet inkuboitiin 55 °C:ssBullojen kaasufaasista maaritettiin metaanin,
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vedyn seka hiilidioksidin pitoisuudet. Vedyntuotimputtua pulloista otettiin 200 ml naytteet,
joista maaritettiin pH, SCOD ja VFA:t.

5.4 Metaanin tuottaminen vedyntuottovaiheen jddnnokesta

Vetykokeiden loputtua pulloihin liséttiin 250 ml ypia (kasittelematon) seka 50 ml tislattua
vetta. Pullojen sisaltd sekoitettiin ravistelemghane huuhdeltiin 2 minuuttia typpikaasulla.

Taman jalkeen kaasumaaritykset tehtiin samalldleaiain metaanintuottokokeessa.

5.5 Metaanintuottokoe

Substraatteina tassa kokeessa oli kasittelematiimasi&na, sekd NaOH-uuton kiinted- (heind)
ja nestefaasi. Kokeissa kaytettiin 1 litran ladig@al Pulloihin lisattin 250 ml ymppia.
Kasittelematonta heinda lisattiin pulloihin niinttde ympin ja heindn VS:n suhde oli 1:1.
NaOH-uuton kiinteda ja nestefaasia lisattiin ptliloisamassa suhteessa kun niitd muodostui
NaOH-uutossa niin, etta niiden yhteenlaskettu Tri&&#@ra vastasi kasittelemattoman heinan
TS:n maaraa (heind 11,4 gTS, NaOH-heind 9,3 gT8lg@H-neste 2,0 gTS). Ympin ja
substraatin lisddmisen jalkeen pullot taytettiirD #8l:aan tislatulla vedelld. Kontrollina oli
pelkkd ymppi. Kaikki kasittelyt tehtiin kolmena nakkaisena. Pullojen tayton jalkeen
pullojen sisédltd sekoitettiin ravistelemalla ja stéi mitattin pH seka lisattiin puskuriksi
vetykarbonaattia 3 g/l. Lopuksi pullojen sisdltdpuhdeltin 2 minuuttia typpikaasulla
nestepinnan alapuolelta ja ne suljettiin silikomkella, joihin oli kiinnitetty kaasulinjat seka
kaasupussit. Naytteet inkuboitiin 35 °C:ssa. Koke@rana naytteistd maaritettiin kaasun
koostumus sekd kaasumaara. Kokeet lopetettiin pivittdinen metaanintuotto alitti 5 ml/d.
Kokeiden loputtua naytteista maaritettiin pH, SCfal¥FA:t.

5.6 Panoskokeiden inkubointimenetelmien vertailu

Substraattina kokeessa kaytettiin sailoheinaa.oPudlytettin samoin kuin aikaisemmassa
vedyntuottokokeessa (kappale 5.4). Kokeessa olmé&okrilaista kaasufaasin ké&sittelya.
Kontrollindytteille ei tehty mink&énlaista kasitaél Niistd maaritettin ainoastaan kaasun

koostumus. Toisessa kasittelyssa pulloista vapaotgokaisen kaasumaarityksen jalkeen
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ylipaine pois, mink& jalkeen jaljelle jd&dneen kam$&wostumus maaritettiin heti uudestaan.
Kolmannessa kéasittelyssa vapautettiin jokaisenaagrityksen jalkeen ylipaine pois ja sen

lisdksi niiden kaasutilavuutta huuhdeltiin 2 minowtjan typpikaasulla.

5.7 Analyysit

TS ja VS maaritettiin kayttden American Public HieaAssociationin standardimenetelméaa
(APHA 1998). COD maaritettin  Suomen standardissliton SFS 5504 standardin
mukaisesti (Suomen Standardoimisliitto 1988). S@inan ja NaOH-kasitellyn heinan
SCOD:in maaritysta varten tehtiin 24 h kestava aqjugpnka jalkeen naytteet suodatettiin
Schleicher & Schuell GF 50 lasikuitusuodatinpapé&ipi. pH mitattiin kayttden Metrohm 774
pH-mittaria. Kiintedn aineen (séiloheind ja NaOHikélty heind) pH:n maaritysta varten

kasvia ja tislattua vettd sekoitettiin suhtees2aja:tasta liuoksesta maaritettiin pH.

Kaasujen koostumus maaritettiin Perkin Elmer Ar@dhrus 500 — kaasukromatografilla.
Metaanipitoisuuden maaritykseen kaytettiin kromeafig liekki-ionisaatio detektoria (FID).
Ajoasetukset olivat: injektori 225 °C, kolonniuub®0 °C, detektori 250 °C, kantajakaasuna
argon (Ar) 14 ml/min. Kolonnina oli Perkin ElmeriBOm x 0,53mm alumiinikolonni.
Vetypitoisuuksien maaritykseen kaytettiin kromatdgr lammonjohtokykydetektoria (TCD).
Ajoasetukset olivat: injektori 225 °C, kolonniuu2®0 °C, detektori 230 °C, kantajakaasuna
argon (Ar) 15 ml/min. Kolonnina oli 30m x 0,53mm phldaarikolonni. Kaasutilavuudet
maaritettiin vedensyrjaytysmenetelmalla. VFA:t ni@&tiin Perkin Elmer Autosystem XL
kaasukromatografilla kayttden FID:id. Ajo-asetuksitat injektori 230 °C, detektori 225 °C
ja kolonniuuni 100-160 °C ja kantajakaasuna hel{t#®a). Kolonnina oli HP-INNOWax 30m

x 0,32mm x 25um kolonni.

6. Tulokset
6.1 Vedyntuotto sailoheinasta
Saildheinan vedyntuottoa sekd NaOH-kasittelyn vaiksailoheindn vedyn tuottoon tutkittiin

panoskokeissa, joissa substraatteina olivat sariéha NaOH-uuton kiintea- ja nestejae.
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Esikasittelematon saildheina tuotti eniten vetyd (8l H/gVSisany), kun taas NaOH-kasitelty
heina tuotti vetya 3,2 ml #VSisany (Taulukko 5) Kiinted- ja nestejakeiden yhdistetty
laskennallinen vetysaanto yhden heinatonnin kégstie oli 1,6 nit ww, kun taas

esikasitteleméattdméan sailsheinan vetysaanto olinf/gww.

Kaikissa kokeissa vetypitoisuus laski ajoittain.il@#inalla ja NaOH-uuton nestejakeella

tehdyssa kokeessa suurimmat vetypitoisuudet olteggena koepdivana, jonka jalkeen

vetypitoisuus laski. Sailoheinalla tehdyssa kokaessypitoisuus kuitenkin nousi uudestaan

koepaivana 9. Myds NaOH-kasitellylla heinalla tebgly kokeessa vetypitoisuus nousi toisena
koepéaivana, mutta suurin vetypitoisuus havaittoepaivana 13. (Kuvat 2).

Jos sailoéheinan ja NaOH-kasitellyn heindn molemkaskeat vetypitoisuudet huomioidaan,
tuotti sailoheind vetya 6,9 ml/gVsauy (lisays 25 %) ja NaOH-kasitelty heinan tuotti 4,2
MI/gV Siisany (lisays 30 %).

Kaikkien naytteiden pH oli kokeen alussa saadetse®. Kokeen aikana saildheinan ja
NaOH-kasitellyn heindn pH laski, NaOH-nesteen pldanga ympin pysyi samana (Taulukko
5).

Saildheinan ja NaOH-kasitellyn heinan SCOD-pitosuwusi ja NaOH-nesteen SCOD-

pitoisuus laski kokeen aikana (Taulukko 5).

VFA:sta suurimman osuuden muodostivat asetaattpipnaatti ja butyraatti, joista asetaatin
osuus kaikkissa kokeissa oli suurin (1026-2197 nfliva 3). Myés i-butyraattia, i-

valeraattia ja kapronihappoa havaittiin pienia n#ar

NaOH-neste tuotti myds metaania, joskin tuotossamlja rinnakkaisten naytteiden valilla.
Naytteet A ja C olivat tuottaneet metaania 280 MG CODisanyja nayte B 100 ml Chig
CODisany). Naytteiden A ja C metaanipitoisuus nousi voimeddti koepaivina 5.-7.
Metaanintuotosta johtuen naissé kahdessa nayttpelkséalivat kokeen paatyttya korkeammat
(pH 7,3) kuin naytteessd B, eikd naissd kahdesg#terdsa havaittu VFA-pitoisuuksia
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kokeiden paatyttyd. Myos SCOD-pitoisuus oli matglaif2,5 g/l) kuin naytteessa B. Muut
substraatit eivat tuottaneet metaania.

Taulukko 5. Substraattien ja ympin vetysaannotjgpBCOD panoskokeissa.

Ymppi/ Saanto pH SCOD g/l

Substraatti Ml Ho/gV Sigary M/t ww Alku Loppu Alku Loppu
Ymppi 0,7+0,6 0,04 6,0 6,2 2,4 2,1
Sailéheina 5,5+0,6 1,4 6,0 5,0 6,2 7,3
NaOH-kiinte& 3,2+1,1 0,4 6,0 4,8 3,5 3,7
NaOH-neste 20,86 0,2 6,0 6,9 55 3,8

(@) ml Ha/g CODsany
(b) vain nayte B huomioitu

16- ‘ —e— Ymppi —a— Sailbheind—a— NaOH-kiinted—— NaOH-nest%
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Kuva 2. Substraattien ja ympin kumulatiiviset vetgsnot panoskokeissa 55 °C.
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Kuva 3. Substraattien ja ympin VFA-pitoisuudet vetypttokokeiden lopussa.
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6.2 Metaanin tuottaminen vedyntuottovaiheen jddnnokesta

Vedyntuottokokeiden jalkeen muodostuvien jaanndksienetaanin tuottoa tutkittiin
panoskokeilla.

Esikasittelematon sailbheina ja NaOH-kasitelty HBeituottivat eniten metaania (532
MI/gVSisay ja 564 ml/gV$sany) (Taulukko 6 ja Kuva 4). Mutta suhteutettuna maiekaoon
tuotti esikasitteleméaton saildheina eniten metadrd ni/t ww. Kiinted- ja nestejakeiden
yhdistetty laskennallinen metaanisaanto yhden heimén kasittelysta oli 138 Tt ww.

pH:n muutokset olivat vahaisia ja kaikkien subdtraa SCOD-pitoisuudet laskivat kokeen
aikana (Taulukko 6).

Taulukko 6. Substraattien ja ympin metaanisaarptdéja SCOD vedyntuottovaiheen jalkeen
panoskokeissa.

Ymppi/ Saanto pH SCOD g/l
Substraatti ml CH 4/gVSisary | M/t ww Alku Loppu Alku Loppu
Ymppi 146432 8,0 7.7 7.4 53 3,5
Sailoheina 532+36 1344 7.1 7.5 8,4 3
NaOH-kiintea 565+49 73,0 7.1 7.4 6,2 2,9
NaOH-nest& 423+ 4.4 7.6 75 6,3 3,2

(a) vain pullo B huomioitu
(b) ml CHyg COD

160 - —— Ymppi —8— S&ilbheind—a— NaOH-kinted —— NaOH-nest#

140
120
100

Saanto (n’oilt ww)

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Aika (d)

Kuva 4. Substraattien ja ympin kumulatiiviset metaaannot vedyntuotto vaiheen jalkeen 35
°C:ssa.

35



6.3 Metaanintuotto saildheinasta

Saildheinan metaanin tuottoa seka NaOH-kasittegikutusta sailbheindn metaanin tuottoon

tutkittiin panoskokeissa, joissa substraatteinaaplisailoheind ja NaOH-uuton kiintea- ja
nestejae.

Esikasittelematon saildheina tuotti eniten metaga8? ml CH/gVSisan), kun taas NaOH-
kasitelty heina tuotti metaania 300 ml &4V Sisary (Taulukko 7). My6s suhteutettuna
markapainoon esikésittelematon saildheindn tustiier metaania 109 i ww (Kuva 5).

Kiintea- ja nestejakeiden yhdistetty laskennallinemetaanisaanto yhden hein&tonnin
kasittelysta oli 84,4 it ww.

Kaikkien substraattien pH oli kokeen loputtua 7,4,5 (Taulukko 7). SCOD-pitoisuus laski
noin 60 % Kkaikilla substraatteilla (Taulukko 7). ikiasa kokeissa VFA-pitoisuudet olivat
lopussa alle méaaritysrajan.

Taulukko 7. Substraattien ja ympin metaanisaarptéja SCOD panoskokeissa.

Ymppi/ Saanto pH SCOD g/l
Substraatti  ml CH4/gVSisay m>/t ww Alku Loppu Alku Loppu
Ymppi 44 8+4 5 1,9 8,0 7.4 5,3 3,3
Sailoheina 432149 109,3 7,0 7,4 8,2 3,0
NaOH-kiintea 300+31 38,8 7,9 7,4 6,1 2,4
NaOH-neste 492+6'8 5,0 8,0 7,5 7,6 2,4
(a) ml/gCOD
‘ —e— Ymppi —&— Sailheind—a— NaOH-kiinted —— NaOH-nest#
120
= ——8&
S 100
E 80 -
e
~ 60
ke
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0 - o+ +——3 +—e —e + . ‘
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Aika (d)

Kuva 5. Substraattien ja ympin kumulatiiviset metaaannot panoskokeissa %5issa.
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6.4 Inkubointimenetelmien vaikutus vetysaantoon panskokeissa

Kaasufaasin paineenpoiston ja typpihuuhtelun vastat vetysaantoon tutkittiin

panoskokeissa.

Paineen poisto ja typpihuuhtelu yhdistamalla suwdtysaanto oli 22,7 ml/g\i&uy (5,0
m>/tww) (Taulukko 8, Kuva 6). Kaasufaasin paineerspia ei ollut vaikutusta vetysaantoon,
joten kontrollinaytteiden ja paineenpoistolla kélyjen naytteiden vetysaanto oli yhta suuri
(13,1 ml/gVSsany / 2,8 m/tww) (Taulukko 8, Kuva 6).

Taulukko 8. Eri kasittelyiden vetysaannot

Kasittely Ymppi Substraatti
saanto Ml H/gVSisar, __saanto ml H/gV Sy
Ei kasittelya 2,1#1,5 13,1%3,2
Paineen poisto 1,9+1,6 13,1+1,5
Paineen poisto+typpihuuhtelu 5,4%5,3 22,7+2,9

Kaikkien naytteiden pH:t sdadettiin kokeiden aluBsen. Ymppien pH:t nousivat 6,5:een,
paitsi yhdistetylla paineenpoistolla ja typpihudblia kasitelty ymppi, jonka pH nousi

6,9:44n. Kaikissa substraateilla tehdyissa kokegiskalaskivat 5:een.
Kaikki subtraatit tuottivat myds metaania. Ympibtiivat metaania enemman kuin substraatit

(Kuva 7). VFA:sta suurimman osuuden muodostivataag®, propionaatti ja butyraatti, joista

asetaatin osuus kaikissa kolmessa kasittelyssaotin (2237-2577 mg/l) (Kuva 8).
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Kuva 6. Substraattien ja ymppien kumulatiivisetygaannot eri inkubointimenetelmilla.
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Kuva 7. Substraattien ja ymppien kumulatiiviset aagisaannot eri inkubointimenetelmilla.
Substraattindytteiden metaanisaantoihin sisdltygigrmetaanisaannot.
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Kuva 8. Eri inkubointimenetelmien vaikutus VFA-pgauksiin kokeiden lopussa.

7. Tulosten tarkastelu
7.1 Metaanintuotto sailoheinasta
Metaanintuottoa substraateista (sailoheind, NaGsitddey heind ja NaOH-neste) tutkittiin,

jotta voitiin verrata suoraan substraateista saaaantoja, vedyntuottovaiheen jddnnoksen
metaanisaantoihin (kappaleet 7.3 ja 7.6).

Sailbheinan metaanisaanto (432 ml/gVS) oli suurengrattuna vastaavaan sailéheinalla
tehtyyn kokeeseen, jossa sdaildheindan metaanisadin896 ml/gVS (Lehtomaki ym. 2007).
Esimerkiksi kasvin korjausaika voi vaikuttaa kasmetaanisaantoon, minka takia sailéheinan
metaanisaanto saattaa vaihdella (Lehtomaki ym. 2006

NaOH-esikasittelyssa muodostunut neste tuotti ersammmetaania (492 ml GHy COD), kuin

on teoreettisesti mahdollista (teoreettinen maksaamto 350 ml Ciig COD) (Michaud ym.
2005). Joissakin tapauksissa ymppi ja substraattiav tuottaa enemman metaania yhdessa,
kuin mita molemmat tuottaisivat erikseen synergakwtuksen ansiosta (Lehtomaki ym.
2007).
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7.2 Vedyntuotto sailoheinasta

Esikasittelemattomasta sailoheinasta oli mahdalligbttaa vetyd, mutta vetysaanto oli pieni
55 ml/gVSsany. Vertailukohtaa muihin tutkimuksiin on vahan, &illenergiakasvien
vedyntuottopotentiaalia ei ole juurikaan tutkititoisessa sailéheinan vedyntuottopotentiaalia
tutkivassa tutkimuksessa vetya saatiin 16 ml/gvV8n{&inen ym.) ja tutkimuksessa, jossa
substraattina olivat esikasittelemattoméat vehnéamekovetya saatiin 0,5 ml/gvVS (Fan ym.
2006c¢). Hiilihydraattipitoinen, alhaisen ligniintpisuuden omaava orgaaninen materiaali on
parasta vedyn tuottamiseen. Sail6heina (timotemata seos) sisaltaa n. 76 g/kgTS
vesiliukoisia hiilihydraatteja, n. 28 g/kgTS lignia ja n. 271 g/kgTS selluloosaa (Nousiainen
ym. 2003), joten siitd on mahdollista tuottaa vetyankinlainen esikasittely olisi kuitenkin

tarpeen selluloosan hajottamiseksi glukoosiksiseynon kasvattamiseksi.

Kaikilla substraateilla vetypitoisuus laski ajoittakokeiden aikana. Vetyd voivat kuluttaa
homoasetogeenit, metanogeenit ja sulfaatinpelkistdjteerit (Madigan & Martinko 2006,

Meulepas ym.2005). Kokeissa ei havaittu metaanatgjp NaOH-neste), joten ymppi on

todennékdisesti sisaltanyt homoasetogeeneja. Hatompeenit tuottavat asetaattia kayttaen
vetya ja hiilidioksidia (Madigan & Martinko 2006).

Saildheinan, NaOH-heinédn sekd ympin rinnakkaisiebdteissa oli seka vedyn tuotossa, etta
kulumisessa eroja. Kiinteiden substraattien (s@il® ja NaOH-heind) annostelu on hankalaa
niin, etta jokaiseen pulloon saataisiin tismallsama koostumus. Myodskaan kaytetyn ympin
koostumus ei ollut kovin tasalaatuista, vaikka aleogettiin hyvin ennen kokeiden alkua. On
siis mahdollista, etta eri pullot sisdlsivat jossaimaarin erilaisen bakteeri- ja

substraattikoostumuksen, joka selittdd rinnakkaistiytteiden eron.

7.2.1 Metaboliatuotteet

Pimeéafermentaatiossa muodostuu lisdksi aina VFAWR@A:iden pitoisuuden ja jakauman
perusteella voidaan arvioida vedyn tuoton tehokiieuMFA:ista suurimman osan muodostivat
asetaatti, butyraatti ja propionaatti, joista asgtaosuus oli kaikissa kokeissa suurin. Sen

osuus oli 59-79 %. Butyraatin osuus oli 3-24 % faponaatin osuus 6-20 %. Muiden
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rasvahappojen, kuten i-butyraatin, valeraatin, lessatin seka kapronihapon osuudet
vaihtelivat 0-5 % vaélilla. Asetaatin, propionaatinytyraatin ja vedyn muodostuminen on
merkki hiilihydraattien hajoamisesta, kun taas karkman molekyylipainon omaavien
VFA:iden kuten i-butyraatin, valeraatin, i-valeraafa kapronihapon muodostuminen on

merkki proteiinien hajoamisesta (Madigan & Martirk@06).

Erilaiset sakkarolyyttiset Clostridium4ajin  bakteerit olivat todennakdisesti vastuussa
vedyntuotosta, silla sakkarolyyttis€lostridiat fermentoivat sokereita ja tarkkelysta tuottaen
butyraattia, asetaattia, vetyd seka hiilidioksidigrock ym. 1984). Myo6s proteolyyttisia
Clostridia-bakteereita on todennékdisesti ollut lasna, sldoheina sisaltaa proteiinia 156
g/kgTS (Nousiainen ym. 2003) ja lopputuotteissa ditdin pienia maaria i-butyraattia,

valeraattia, i-valeraattia ja kapronihappoa.

Yleensa butyraatin tuotanto liitetd&n korkeaan wetlyotantoon (Chang ym. 2002, Han &
Shin 2004, Lee ym. 2006), ja butyraatin ja asetaaiihdetta voidaan pitdd hyvana
indikaattorina vedyn tuoton tehokkuudelle (Khanai.y2004, Mu ym. 2006b). Myo6s tassa
tutkimuksessa butyraatin maara korreloi vedyntudtanssa. Kasittelematon sailoheiné tuotti
vetya 1,4 miww, ja lopputuotteet sisalsivat 24 % butyraat@geasetaatti-butyraatti —suhde oli
0,41. Sen sijaan NaOH-neste, jonka vedyn tuotto piinin, 0,2 m¥ww, lopputuotteet

sisédlsivat vain 3,28 % butyraattia ja asetaattifaatti —suhde oli 0,05. Propionaatin tuotto
litetddn huonoon vedyntuottoon (Lee ym. 2006). Naesteen lopputuotteista 20 % ol

propionaattia, kun muiden substraattien lopputisitigpropionaattia oli 10-12 %.
7.3 Metaanin tuottaminen vedyntuottovaiheen jddnnokesta

NaOH-kasitellysta sailoheindsta ja kasittelemottstha sailoheinastd voitiin - tuottaa
vedyntuotossa muodostuneesta jdannoksestd enemmi@anma, kuin ilman vetyvaihetta.
NaOH-kasitellystda heindsta voitiin  tuottaa 88 % rempi metaanisaanto ja
kasittelemattomasta saildheinastd 23 % suurempiaangaanto vedyntuottovaiheen
jaannoksestad kuin ilman vetyvaihetta. NaOH-nestemtaanisaanto oli sen sijaan 33 %
pienempi vedyntuottovaiheen jddnnoksesta kuin ilvetgvaihetta. NaOH-nesteen SCOD- ja

VFA-pitoisuudet ennen vedyntuottovaihetta olivatimmat kuin NaOH-kasitellyn heinan.
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NaOH -kasittelyssa osa kasvin kiinteasta ainedsti@n hemiselluloosa ja ligniini muuttuvat
osittain liukoisiksi (de Vrije ym. 2002). NaOH-nesbli tuottanut jo vetyvaiheessa metaania,
joten sen VFA-pitoisuus oli vetyvaiheen jalkeenngpi kuin muilla substraateilla, eika siita

taméan takia voitu tuottaa enda metaania varsireisegtaanintuottovaiheessa.

Kiinteiden substraattien (kasitteleméatdén heind gOMN-kasitelty heind) vedyntuottovaihe on
toiminut biologisena esikasittelyna ja metaaninimoton parantunut. Myos toisessa
tutkimuksessa huomattiin, etta vedyntuottovaihegiejnen metaanintuottovaihe tuotti 21 %

enemman metaania, kuin yksivaiheinen metaanintpiasessi (Liu ym.2006).

Nayttaisi siltd, ettd yhdessa NaOH-kasittelyn kangsdyntuottovaihe sopii esikasittelyksi

tuotettaessa metaania sailoheinasta.

7.4 NaOH-kasittely

NaOH-kasittelyn vaikutus vedyn ja metaanin tuotto@diloheindsta tutkittin seka
vedyntuotto- ettd metaanintuottokokeissa. Metaaonitbkokeessa NaOH-kasittely vahensi
metaanin tuottoa. Kun kasittelemattdman sailoheiséanto oli 109,3 tww, oli NaOH-
kasitellyn heinan seka nesteen yhdistetty saan B&tww. Lignoselluloosan hydrolyysissa
saattaa muodostua ja vapautua prosessia inhibgivdisteitd kuten heikkoja happoja,
furaanijohdannaisia ja fenoliyhdisteitéa. Esim. figytadisteitd muodostuu ligniinin osittaisessa
hajoamisessa (Palmqgvist & Hahn-Hagerdal 2000).

Yhdessa vedyntuottovaiheen kanssa NaOH-kasittelyaphntanut metaanintuottoa verrattuna
késittelemattdmaan heindan. Kun késittelemattdméinan saanto oli 134 # ww, oli
NaOH-kasitellyn heindn seka nesteen yhdistettytsabdil ni/t ww. Tahan laskettin mukaan
my0s vetyvaiheen NaOH-nesteen metaanintuotto.

Vetykokeessa NaOH-kasittely oli lisannyt vetysaaric? ni/t ww (12 %), mutta esimerkiksi
tutkimuksessa, jossa kasitelttiin selluloosa pitojgtettd NaOH:lla, kasvoi vetysaanto 69 %
(Fan ym. 2006b). Tassa tutkimuksessa NaOH-uutthinemuoneenlammadssd, mutta muissa

tutkimuksissa, joissa NaOH-kasittelya on kaytettyn kasittely tehty korkeammissa
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lampdtiloissa (50-1060) ( Fan ym. 2006b, de Vrije ym. 2002). Kokeessklséina silputtiin
n. 3 cm:n partikkelikokoon ennen kasittelyd. Ka&yttolisi voinut olla tehokkaampi, mikali
heind olisi silputtu tai jauhettu huomattavasti n@mpaan partikkelikokoon. Kun
elefanttiheindgdMiscanthus)kasiteltiin NaOH:lla, mitd korkeampi (tutkitut |gatilat 50°C,
70°C ja 95°C) kasittelylampétila oli, ja mita pienempaan (<injrpartikkelikokoon heina oli

silputtu, sita tehokkaammin ligniini hajosi (de rym. 2002).

NaOH-esikasittelya kaytetddn yleensa ligniinipitids materiaaleille, kuten puulle, silla
NaOH-kasittely hajottaa ligniinin rakennetta (Sun @heng 2002). Selluloosapitoisille
materiaaleille kaytetddn usein happokasittelyaehkutCl-kasittelyd. HCl-esikasittelyn on
todettu lisddvan liuenneen sokerin maaraa, sekant@én selluloosan ja hemiselluloosan
maaraa selluloosapitoisesta materiaalista kuteméh&orsista (Fan ym. 2005). Kun verrattiin
NaOH-esikasittelyn ja HCl-esikasittelyn vaikutustedyn tuotantoon selluloosapitoisesta
jatteesta, lisasi HCl-esikasittely vedyntuottoad)D % verrattuna NaOH-kasittelyyn (Fan ym.
2006Db).

Timeotei-nurminataseos sisaltaa ligniinia noin 2BggS ja selluloosaa noin 271 g/kgTS
(Nousiainen ym. 2003), joten mahdollisesti HCIl-ésiktelyn kayttdminen olisi ollut

sopivampi kokeessa kaytetylle substraatille.
7.5 Panoskokeiden inkubaatiomenetelman kehittdminen

Kaasufaasin paineenpoiston ja typpihuuhtelun va#tat vetysaantoon tutkittiin
panoskokeissa. Kaasufaasin typpihuuhtelulla vetysagkasvoi 75 %. Myds muissa
tutkimuksissa vetysaannot ovat kasvaneet 48-68 #hdwltaessa reaktoria typpikaasulla
(Hussy ym. 2005, Mizuno ym. 2000). Fermentaatioldpptteena muodostuu vedyn ohella
my0Os hiilidioksidia. Hiilidioksidipitoisuuden on ndg todettu vaikuttavan vedyn
muodostumiseen, joten hiilidioksidin poistaminerasafaasista, esimerkiksi huuhtelemalla
kaasufaasia typpikaasulla, lisda vedyn tuottoa i€han ym. 1998). Paineenpoistolla
kaasufaasista ei ollut vaikutusta vetysaantoonndea poiston yhteydessa hiilidioksidin ja
vedyn poistuma oli noin 10 %, mika ei ilmeisestikudtanut vedyn eika hiilidioksidin

osapaineisiin tarpeeksi, etta se olisi kasvattaadyn tuottoa.
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Kaikissa pulloissa muodostui jossain vaiheessaanetamutta ymppipulloissa sitd muodostui
huomattavasti enemman kuin substraattipulloissaeiiesti substraatin lasnaolo on jollain
tavalla inhiboinut metanogeenisten bakteerien toiaa. Ymppipullojen pH:t nousivat kokeen

aikana, silla metanogeenit kuluttivat vedyn tuotosgntyneet happamoittavat VFA:t.

Kun vetysaantoja verrattiin aiempien vedyntuottaddin vetysaantoihin, olivat saannot 2-4
kertaa suurempia. Myo6s butyraatin osuudet sek&daity-asetaatti —suhteet olivat suurempia
kuin aiemmissa vedyntuottokokeissa. Mutta inkuboiehetelmakokeessa, ei eri menetelmien
valilla huomattu riippuvuutta vetysaantojen ja iagtin osuuden ja butyraatti-asetaatti —
suhteen valilla, vaikka kayttamalla typpihuuhtedaatiinkin suurimmat vetysaannot. Toisaalta
VFA-pitoisuuksia ei seurattu kokeen aikana, vaastavaiokeen loputtua. Ja koska kaikki eri
menetelmat olivat tuottaneet metaania, on tamaunaikut kokeen lopussa analysoituihin

VFA-pitoisuuksiin.

7.6 Vedyn ja metaanin tuotantotehokkuuksien vertail

Kokeissa tuotetun metaanin ja vedyn energiasisdfikettiin tehollisten lampdarvojen
mukaan (Taulukko 9). Vedyn energiakaytossa kaytetéglylle vedyn ylempaa lampdarvoa
(high heating value = HHV), koska matalan lampatilgolttokennoilla voidaan hyddyntaa
vedyn koko stokiometrinen lampo6arvo. Metaanille tk#én tehollista eli alempaa
lampobarvoa (low heating value =LHV). Vedyn HHV ofi BWh/kg ja metaanin LHV on 14

kWh/kg (Anonyymi 1999).

Taulukko 9. Kokeissa tuotetut vety- ja metaanisaatimotei-nurminata seoksesta hehtaaria
kohti.

Kasittelematon heind  NaOH-kasitelty heina+neste
MWh/ha MWh/ha
Vety 0,16 0,17
Metaani 36,5 29,1
Metaani % 44.8 46,9
Vety+metaani 2 45,0 47,1

(a) Metaani 2 = vedyntuottovaiheen jalkeen tuotetataani

Vetysaannot olivat kokeessa pienid, ja vaikka veiympoarvo on lahes kolminkertainen
metaaniin verrattuna, olivat vedyn energiamaaranipi Vetykaasun tiheys on pieni (0,09
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kg/m®) verrattuna metaanin tiheyteen (0,72 kY/m joten metaanin lampoarvo
tilavuusyksikkdd kohti on itse asiassa huomattavasurempi (3,15-kertainen) vetyyn
verrattuna (Levin ym. 2007). Jos haluttaisiin saadargiamaaraltaan metaanisaantoja (30-40
MWh/ha) vastaava maara vetya, olisi vetysaannaingitolla 1000-1300 ml/g VS (260-350
m>/t ww). Tallainen saanto on itse asiassa mahdaitia, maksimisaanto vetya voi olla 4 mol

H./mol glukoosia, joka vastaa n. 500 ml/gVsS.

Kanadalaisessa tutkimuksessa verrattiin maatalopdiojatteesta tuotetun vedyn ja metaanin
tuotantotehokkuuksia. Tuotettaessa peltojatteest@ania oli tuotantotehokkuus 41,5 %, kun
taas vedylla se oli 8,2 % (Levin ym. 2007).

Valoa hyodyntavat bakteerit  kuten Rhodopseudomonas  capsulatakayttavat
pimeé&fermentaation oheistuotteina syntyvid VFAuwgalyn tuottoon valofermentaatiossa (Shi
& Yu 2006). Yhdistamalla valofermentaatio- ja pirfexénentaatioprosessi teoreettinen
vetysaanto on 12 molnol glukoosia, kun pimeafermentaation maksimi ¢éettinen saanto
yksinddn on 4 mol Wmol glukoosia (Redwood & Macaskie 2006). Joten ttégalla
valofermentaatiota pimeé&fermentaation jatkokasii&l voidaan vetysaanto kasvattaa jopa
kolminkertaiseksi (Erglu ym.2006, Shi & Yu 2006). Jos saanto voitaisialofermentaation
kanssa kolminkertaistaa, olisi vetysaannon tass&@dgsa pitanyt olla n. 300-400 ml/gVs,
jotta olisi paasty energiamaariltd samaan luokkaataanin kanssa.

Esikéasitellyista maissin korsista on vetya saathhgianmillaan 150 ml/gVS (Zhang ym. 2007)
ja kayttden substraattina helpommin hajoavaa lbeméatja jateveden sekoitusta on saanto ollut
180 ml/g VS:aa (Lay ym. 1999).

8. Johtopaatokset

Tassa tyossa tutkittiin saildheinén (timotei-nurataseos) kayttéa vedyn ja metaanin tuoton
substraattina ja NaOH-ka&sittelyn vaikutusta vegy4retaanisaantoihin. Lisaksi verrattiin eri
inkubointimenetelmien (kaasufaasin typpihuuhtelpaameenpoisto) vaikutusta vetysaantoihin
panoskokeissa. Lisaksi tutkittin metaanintuottagkgkasittelymenetelmana vedyntuoton

jddnnokselle, seka verrattiin nain saatuja energgaia.
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Séaildheinasta oli mahdollista tuottaa vetya, ms@annot olivat pienia. NaOH-esikasittely
paransi vedyntuottoa noin 12 %, mutta parempi egilelymenetelma olisi ollut jonkinlainen
happokasittely, kuten HCI-k&sittely, silla sailamisisaltdd selluloosaa, jonka hajottamisessa

hapot ovat osoittautuneet eméksia tehokkaammiksi.

Typpihuuhtelu paransi vedyntuotantoa 75 %, muttengempoistolla ei ollut vaikutusta

vetysaantoon.

Séaildheinan metaanisaanto oli verrattavissa muwhstaaviin tutkimuksiin. NaOH-kasittelylla

ei ollut vaikutusta metaanisaantoon.

Vedyntuottovaiheen jaannds tuotti noin 29 % enemmdgtaania kuin metaanintuotto
sailoheindsta ilman vetyvaihetta. Joten vedyntwaiteetta yhdesséd NaOH-esikasittelyn
kanssa voitiin pitda hyvana esikasittelymenetelntéotettaessa saildheinasta metaania.

Vedyn tuotantotehokkuus saildheinasta pimeafernagiotia oli alhainen verrattuna metaanin
tuotantotehokkuuteen. Vetyd voitiin tuottaa vail@MWh/ha, kun taas metaania voitiin
tuottaa 37 MWh/ha. Vedyntuotto pimeafermentaatia@iikin paremmin kaksivaiheisiin

prosesseihin, joko yhdistettynd metaanintuottoomedyn tuottoon valofermentatiolla.

9. Kiitokset
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