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Projekti Info 6
Anaerobisen biohajoavuuden määritys
BOD OxiTop -menetelmällä
Anaerobisella biohajoavuusmittauksella voidaan
selvittää erilaisten biomassojen biohajoavuusaste
ja metaanintuottopotentiaali. Mädätysprosessi on
tärkeä osa-alue orgaanisten jätteiden käsittelyssä.
Prosessista saatava tuotekaasu, metaani, on
puhdas polttoaine.
Mittauksen onnistumisen tärkeimmät edellytykset:
 Hapeton laimennosvesi, joka saadaan
keittämällä ja kuplittamalla vettä typpikaasulla.
(Voidaan käyttää hanavettä.)
 Toimiva liete mädätysaltaasta.
 Myrkytön näyte.
 Vakio mittauslämpötila.
Systeemissä käynnistyy ensin hapon muodostus,
minkä jälkeen alkaa syntyä metaania. Tähän
tarvitaan hapettomat olot, koska metaania
tuottavat bakteerit ovat herkkiä hapellisten
bakteerien tuottamille oksideille, peroksideille ja
super-oksideille.
BOD OxiTop –laitteisto anaerobisia mittauksia
varten.
Escherichia coli –bakteeri, joka viihtyy suolistossa.
(http://www.niaid.nih.gov/topics/biodefenserelated/biodefense/
publicmedia/pages/image_library.aspx)
Bakteerien rakenne
Anaerobisessa biohajoavuusmittauksessa mitataan
bakteerien aiheuttamaa yhdisteiden hajoamista.
Bakteerien rakenne on paljon yksinkertaisempi kuin
aitotumallisten solujen. Myös niiden koko on paljon
pienempi eli noin yhden mikrometrin luokkaa, kun
taas aitotumalliset solut ovat noin 1000 kertaa
suurempia. Tärkein eroavaisuus on tuman
puuttuminen bakteereilta. Yksisoluisuus aiheuttaa
bakteereille ns. aggressiivista toimintaa, joka
kohdistuu myös oman lajin soluihin. Yleensä
bakteeri kuitenkin menestyy parhaiten oman lajinsa
ympäröimänä. Bakteerien väliseen kilpailuun
kuuluu sekä yritys hyötyä mahdollisimman paljon
ympäröivistä ravinnelähteistä että pyrkimys haitata
toisten bakteerien elinoloja.
Mittauksen käytännön suoritus
Työssä käytetään hansikaspussia (ks. viereinen
kuva) pullojen sulkemiseen asti, jotta voidaan
toimia hapettomissa oloissa. Typpi-ilmakehää
käytetään hansikaspussissa, kun pakataan
näytteitä ja kuplitetaan vettä. Kaulallisiin BOD
OxiTop -pulloihin lisätään lietettä mädätysaltaasta.
Käytettävä
määrä
riippuu
lietteen
kiintoainepitoisuudesta. Yleensä määrä vaihtelee
noin 2 – 20 ml välillä. Pullon tilavuus on 617 ml ja
laimennosvettä lisätään noin 200 – 400 ml.
Ilmatilaa pitää jäädä sen verran, että reagenssien
lisäys ei vaikeudu. Anaerobisessa mittauksessa ei
tarvitse muuten jättää ilmatilaa pulloon, koska
ympäröivästä ilmatilasta ei oteta prosessiin
kaasuja. Veden tilavuus pitää ottaa huomioon
laskettaessa biohajoavuusastetta.
Esimerkiksi, jos näytteenä on glukoosi, sitä
voidaan lisätä laimennosveteen 0,2 – 0,075 mg/l.
Lisäys voidaan tehdä jo hansikaspussissa
kiinteänä tai liuoksena ruiskulla pullon kaulan
kautta. Blank-näyte tehdään samoin kuin
varsinainen näyte, mutta näytteen sijaan pulloon
lisätään vettä saman verran kuin on lisätty
näyteliuosta. Näytteen pH täytyy olla lähellä
neutraalia.
Kun mittaus on käynnistetty, voidaan mittausaika
säätää noin parista viikosta kolmeen kuukauteen.
Yleensä anaerobireaktiot ovat hitaampia kuin
aerobisissa oloissa tapahtuvat biohajoavuusreaktiot, joissa esim. jätevedelle käytetään yleisesti
seitsemän päivän BOD-mittausta, ja näin ollen
anaerobiset hajoamiset tarvitsevat pidemmän
inkubointiajan. Mittausaika voi olla myös yli kolme
kuukautta, riippuen hajotettavasta lähtöaineesta.
Mittapullot laitetaan inkubointikaappiin,
millä
varmistetaan vakiolämpötila mittauksen ajaksi.
Lämpötilan vaikutus paineeseen on niin suuri, että
tulosten tarkastelu on mahdotonta, jos pullot eivät
ole vakiolämpötilassa. Mittauksen loputtua näyteliuokseen lisätään väkevää suolahappoa 1 ml,
jotta hiilidioksidi saadaan poistettua liuoksesta.
Inkubointia jatketaan neljä tuntia, minkä jälkeen
pullon kaulassa olevasta septumista lisätään 1 ml
väkevää KOH-liuosta kumiseen tuttiin, tarkoituksena on adsorboida reaktiossa muodostunut
hiilidioksidi pullon ilmatilasta.
Hansikaspussi, jota käytetään
(Sigma Aldrich)
ilmaherkissä kokeissa.
Pullot täytetään hanskapussissa, joka näkyy
oheisessa kuvassa. Pussiin pakataan kaikki
tarvittavat välineet ja se suljetaan ilmatiiviisti.
Pussia huuhdellaan useamman kerran typellä ja
näin saadaan hapeton typpi-ilmakehä. Pulloihin
laitetaan näyte, liete ja laimennosvesi ja tämän
jälkeen pullot suljetaan ja asetetaan inkubointikaappiin, jossa mittauslämpötilana voidaan käyttää
35 - 42 °C. Ylempiä lämpötiloja ei ole käytetty,
koska mittapäiden lämmönkestosta ei ole tarkkaa
tietoa.
Bakteerien toimintalämpötila
Anaerobibakteerit toimivat selvästi kolmella eri
lämpötila-alueella: psykrofiiliset lämpötilavälillä 0 15 °C, mesofiiliset 30 - 35 °C ja termofiiliset lämpötilassa 55 °C. Näistä kaksi lämpötila-aluetta ovat
tutkimukseen soveltuvimmat, alueet 30 - 40 °C ja
50 - 60 °C.
Hiilidioksidin sitominen
Hiilidioksidin poisto tapahtuu sitomalla se
kaliumhydroksidiliuokseen.
Hiilidioksidi
reagoi
kaliumhydroksidin kanssa muodostaen kaliumkarbonaattia. Myös natriumhydroksidia voidaan
käyttää.
CO2↑ + 2KOH → K2CO3↓ + H2O
BOD OxiTop-mittalaite antaa lukemat paineen
arvoina, joista lasketaan biohajoavuusaste
seuraavien yhtälöiden mukaisesti.
Kokonaishiilipitoisuus kaasufaasissa
Näytteen hajoamisen seurauksena muodostuneet
CO2- ja CH4-pitoisuudet yhdessä kuvaavat kaasufaasin kokonaishiilipitoisuutta.
ntot(CO2 + CH4) = (ΔpVg / RT)·10-4,
missä n = muodostuneiden kaasujen määrä [mol]
Δp = mitta-astian paineenmuutos [hPa]
Vg = mitta-astian kaasufaasin tilavuus [ml]
10-4 = muunnoskerroin
R = kaasuvakio 8,301 [J/molK]
T = mittauslämpötila [K].
.
Hiilipitoisuus liuosfaasissa
Hiilipitoisuus voidaan laskea aineen molekyylikaavasta alla olevan yhtälön mukaisesti. Jos
aineen molekyylikaava ei ole tiedossa, voidaan
näytteen hiilipitoisuus määrittää alkuaineanalyysillä.
nC,teor = (mS/MS) · XC ,
missä ms = näytteen paino [g]
Ms = näytteen moolimassa [g/mol]
Xc = rakennekaavassa olevien hiiliatomien
lukumäärä.
Anaerobinen biohajoamisaste
Biologinen anaerobinen hajoamisaste (hajoaminen
lopputuotteiksi CO2 ja CH4):
Dbiol = [ n(CO2 (g) + CH4) / nC,teor ] ·100 %.
Kokonaishajoamisaste KOH -lisäyksen jälkeen:
Liuoksen hiili on pääsääntöisesti epäorgaanista
hiiltä. Kun liuokseen lisätään happoa, epäorgaaninen hiili poistuu liuoksesta kaasufaasiin,
jolloin paine kohoaa.
n(CO2(aq)) = [p2 · (Vg – VHCl) – p1 · Vg ] / RT ·10-4,
missä n = hiilen ainemäärä liuoksessa [mol]
p1 = paine ennen HCl lisäystä [hPa]
p2 = paine HCl lisäyksen jälkeen [hPa]
Vg = kaasufaasin tilavuus [ml]
VHCl = lisätyn HCl liuoksen tilavuus [ml].
Dtot = { [n(CO2(g) + CH4) + n(CO2(aq))]
/ nC,teor} ·100 %.
Metaanin tuotto
n(CH4) =( p3·Vg / RT) ·10-4,
missä p3 = loppupaine [hPa]
Vg = kaasufaasin tilavuus [ml].
Metaanikaasun ja hiilidioksidin erottaminen
KOH-lisäys septumiin aikaansaa CO2:n absorption emäkseen. Hiilidioksidin määrä:
ntot(CO2) = [p3 · (Vg – VHCl – VKOH) –
p2 · (Vg – VHCl)] / RT ·10-4,
missä ntot(CO2) = muodostuneen hiilidioksidin
ainemäärä [mol]
p2 = paine ennen KOH-lisäystä [hPa]
p3 = paine KOH-lisäyksen jälkeen [hPa]
Vg = kaasufaasin tilavuus [ml]
VHCl = lisätyn HCl-liuoksen tilavuus [ml]
VKOH = lisätyn KOH-liuoksen tilavuus [ml].
Kaasuksi muuttuneen hiilen
kokonaispitoisuus
nC = n(CO2 (g) + CH4) + n(CO2 (aq)),
missä nC = hiilen ainemäärä [mol].
Esimerkiksi, lehmät ovat suuria metaanin
tuottajia ja niiden lanta voidaan hajottaa
anaerobisesti ja näin ottaa siinä syntyvä
metaani talteen. (http://opetus.ruokatieto.fi)
Lokakuu
2012
Hanna Prokkola, tutkija
[email protected]
Toivo Kuokkanen, dosentti
[email protected]
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