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Maakaasu on fossiilinen luonnonvara, eika sen saatavuus ole turvattua. Maakaasua voidaan
korvata biokaasulla ja biometaanilla. Biokaasua valmistetaan anaerobisella madatyksella, jonka
jalkeen sita voidaan jalostaa edelleen biometaaniksi. Toisaalta biometaania voidaan tuottaa myds
mikrobiologisesti biologisella metanoinnilla, eli biometanoinnilla. Biometanointi perustuu metano-
geenien, eli metaania tuottavien arkeonien aineenvaihduntaan. Metanogeenit muuntavat hiilidi-
oksidia ja vetya metaaniksi metanogeneesin avulla. Biometanoinnissa metanogeenit tuottavat
metaania bioreaktorissa, minne syo6tetdan vetya ja hiilidioksidia. Prosessissa tarvittavaa vetya
voidaan tuottaa veden elektrolyysilla uusiutuvaa energiaa hyddyntden. Biometanointi mahdollis-
taa biometaanin lahes hiilineutraalin tuotannon, mutta toistaiseksi ongelmana on prosessin heikko
metaanin tuotanto.

Taman kandidaatintyon tavoitteena on tarkastella kirjallisuuskatsauksen avulla biometanoin-
nissa kaytettyja metanogeenien puhdasviljelmia, ja vertailla niiden metaanintuottokykya seka tut-
kimuksissa kaytettyja prosessiolosuhteita. Tarkastelu rajataan ex situ -biometanointiin, eli anae-
robisesta madatyksesta erilliseen biometanointiprosessiin. Tydssa kasitellaan myoés yleisesti bio-
metanointiprosessin toimintaperiaatteita.

Biometanaatio on anaerobisen madatyksen viimeinen vaihe, jota metanogeenit katalysoivat.
In situ -biometanoinnissa anaerobisen madatyksen metaanin tuotantoa voidaan tehostaa syotta-
malla prosessiin ylimaaraista vetya. Ex situ -biometanointi on anaerobisesta madatyksesta erilli-
nen prosessi, jonka avulla voidaan joko jalostaa anaerobisessa madatyksessa syntynytta biokaa-
sua biometaaniksi, eli biometanoida vetya ja biokaasun sisaltdmaa hiilidioksidia, tai biometanoida
erillisia hiilidioksidi- ja vetyvirtoja. Toisin kuin in situ -biometanoinnissa, ex situ -biometanoinnissa
voidaan kayttaa yksittdisen metanogeenikannan puhdasviljelmaa. Ex situ -biometanoinnissa on
kaytetty bioreaktoreina esimerkiksi jatkuvatoimista sekoitussailidreaktoria seka kantoaine- ja kup-
lakolonnireaktoreita.

Biometanoinnissa puhdasviljelmaa kayttdessa metanogeenien ei tarvitse kilpailla vedysta mui-
den mikrobien kanssa. Myos prosessiolosuhteet voidaan optimoida tehokkaammin kaytetylle kan-
nalle sopiviksi. Metanointiin vaikuttavia prosessiparametreja ovat esimerkiksi lampétila, paine, pH
ja H2/CO2-kaasuseoksen viipymaaika. Biometanointiprosessin lampétila riippuu metanogeenin
optimikasvulampétilasta, ollen tyypillisesti noin 45-65°C. Biometanointiprosessin paine riippuu
kaytetysta bioreaktorista, ja tutkimuksia on tehty niin normaalissa ilmanpaineessa kuin korkeassa,
jopa 13,5 barin paineessa. Biometanoinnissa pH pyritdan pitdmaan I&hes neutraalina.

Biometanoinnissa kaytettyja puhdasviljelmia ovat Methanococcus maripaludis DSM 2067,
Methanothermobacter marburgensis DSM 2133, Methanothermobacter thermoautotrophicus
DSM 3590 ja IM5 sekd Methanothermococcus okinawensis DSM 14208. Vertailluissa tutkimuk-
sissa M. marburgensis DSM 2133 -puhdasviljelma on saavuttanut korkeimpia metaanin muodos-
tumisnopeuksia, eli MER-arvoja (moolia per reaktorin tilavuus suhteessa aikaan). M. marburgen-
sis DSM 2133 -kannan korkein MER-arvo yhdistettyna korkeaan poistokaasun metaanipitoisuu-
teen (95 %) oli 285,86 mmol / (L * h). M. marburgensis DSM 2133 saavutti korkeimmillaan jopa
476,5 mmol / (L * h) MER-arvon, mutta poistokaasun metaanipitoisuus oli talléin vain 13,5 %.
Toisaalta M. maripaludis DSM 2067 saavutti poistokaasun metaanipitoisuuden 97,4 %, MER-
arvon ollessa vain 0,456 mmol/ (L * h). Biometanoinnissa tavoitteena on saavuttaa korkean
MER-arvon lisaksi tyypillisesti vahintdan 95 % metaanipitoisuus.
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1 JOHDANTO

Luonnollisesti esiintyva maakaasu on fossiilinen luonnonvara, eika sen kaytto ole ekolo-
gisesti kestavaa. Metaanipohjaiset polttoaineet kasvattavat kuitenkin suosiotaan 6ljypoh-
jaisia polttoaineita pienempien hiilidioksidipaastdjen ansiosta. Maakaasua voidaan kor-
vata biokaasulla ja biometaanilla, joita voidaan tuottaa uusiutuvista, orgaanisista materi-
aaleista. Biometaania voidaan syo6ttaa jo olemassa oleviin maakaasuverkostoihin, mika
tarjoaa siten ekologisesti kestdvamman vaihtoehdon energian tuotannolle. (Bajohr et al.,
2016) Uusiutuvan tuuli- ja aurinkovoiman tuotannossa ongelmana on sahkon jakelu voi-
makkaimman tuotannon aikana, koska sahkda tuotetaan talléin enemman kuin jakelu-
verkon kautta voidaan jakaa. Toisaalta matalan tuotannon aikana séhkoa tuotetaan tar-
vittua vahemman, jolloin sahkon hinta kallistuu. S&dhkéenergian muuntaminen kemial-
liseksi energiaksi tarjoaa ratkaisun uusiutuvan energian sailénnalle matalamman tuotan-

non ajalle. (Rittmann, 2015)

Sahkosta energiaa (engl. Power-to-Gas) -projektien tavoitteena on tuottaa vetya tai uu-
siutuvaa metaanipohjaista vaihtoehtoa maakaasulle. Sdhkéenergiaa voidaan muuntaa
uusiutuvaksi kaasuksi hajottamalla vetta elektrolysaattorin avulla vedyksi ja hapeksi.
(Thema et al., 2021) Vetya ja hiilidioksidia voidaan muuntaa metaaniksi joko termokemi-
allisesti, katalyyttisesti tai biologisesti. Biologisessa metanoinnissa eli biometanoinnissa
mikrobien, eli biometanoinnissa metanogeenisten arkeonien, aineenvaihdunnan tuot-
teena muodostuu metaania. Biometanointi eroaa katalyyttisistd metanointimenetelmista
esimerkiksi matalampien prosessilampadtilojen ja -paineen osalta. Biometanoinnin tavoit-
teena on tuottaa biometaania, joka vastaa koostumukseltaan maakaasua. Uusiutuvan
energian ja talteenotetun hiilidioksidin avulla tuotettu biometaani voidaan luokitella hiili-
neutraaliksi. (Bajohr et al., 2016)

Biometanoinnissa kaytetdan tyypillisesti hydrogenotrofisten metanogeenien sekaviljel-
mia niiden monipuolisuuden ja kestavyyden vuoksi. Puhdasviljelmien, eli yksittaisten
mikrobikantojen, etuna puolestaan on niiden kohdennettu suorituskyky optimoiduissa
olosuhteissa. (Rittmann, 2015) Kokeellisissa tutkimuksissa puhdasviljelminad on hyddyn-
netty esimerkiksi Methanococcus maripaludis (Zhou et al., 2026), Methanothermobacter
marburgensis (Orthofer et al., 2025) ja Methanothermobacter thermoautotrophicus
(Thema et al., 2021) -kantoja.



Biometanointi voi olla osa anaerobista madatysta, eli biokaasun valmistusta. Talldin ky-
seessa on in situ -biometanaatio, jossa biokaasuprosessiin syétetaan ylimaaraista vetya
biometanoinnin tehostamiseksi. Biometanointi voi olla myds anaerobisesta madatyk-
sesta erillinen prosessi, jolloin kyseessa on ex situ -biometanaatio. Ex situ -biometanoin-
nissa biometanointi tapahtuu erillisessa bioreaktorissa, johon syotetaan vetya ja hiilidi-
oksidia tai anaerobisessa madatyksessa tuotettua biokaasua. Toisin kuin in situ -biome-
tanoinnissa, ex situ -biometanoinnissa voidaan hyodyntda puhdasviljelmia. (Rittmann,
2015)

Tassa kandidaatintutkielmassa kasitelldan biologista metanointia kirjallisuuskatsauk-
sena. Tarkastelu rajataan ex situ -menetelmiin, ja niissa kaytettyihin metanogeenien
puhdasviljelmiin. Tydn tavoitteena on vertailla alan kirjallisuuden avulla ex situ -biometa-
noinnissa kaytettyjen metanogeenien kykya tuottaa metaania ja prosessiolosuhteita,
joilla kyseisia tuloksia on saavutettu. Puhdasviljelmien metaanintuottokyvyn vertailua
pohjustetaan tydssa tarkastelemalla biometanointiprosessin ja bioreaktoreiden toiminta-

periaatteita.

Tyon luvuissa 2 ja 3 vastataan tutkimuskysymykseen "Mihin biologinen metanointi pe-
rustuu?”. Luvussa 2 kasitelladan metanogeeneja, biometanoinnin biokemiallista taustaa
ja prosessin toimintaperiaatetta, ja luvussa 3 puolestaan ex situ -biometanoinnissa kay-
tettyja bioreaktoreita. Luvussa 4 vastataan tutkimuskysymykseen "Mita puhdasviljelmia
biometanoinnissa on hyoddynnetty kirjallisuudessa?” seka sen alakysymyksiin "Miten eri
puhdasviljelmien metaanintuottokyky vertautuu toisiinsa?” ja "Millaisissa prosessiolosuh-

teissa puhdasviljelmien metaanintuottokykya on tutkittu?”.



2 BIOLOGINEN METANOINTI

2.1 Metanogeenit

Metanogeenit ovat metaania tuottavia arkeoneja (Enzmann et al., 2018). Metanogeenit
ovat tarked osa maapallon hiilen ja energian kiertokulkua, ja ne tuottavat noin 70 % il-
makehaan paatyvasta metaanista. Metaani on hiilidioksidin ohella yksi merkittavimmista
kasvihuonekaasuista. (Lyu et al., 2018) Bioteknologisten sovellusten avulla metanogee-
nien ominaisuuksia voidaan hyoédyntaa teollisuudessa samalla halliten niiden ymparis-
télle haitallisia ominaisuuksia (Lyu ja Whitman, 2019). Biometanointi on yksi metanogee-

nien tarkeimmista bioteknologisista sovelluskohteista (Enzmann et al., 2018).

Metanogeenit ovat levinneet laajalti ympari maapalloa. Ne elavat paaasiassa anaerobi-
sissa eli hapettomissa olosuhteissa (Enzmann et al., 2018). Metanogeenien elinympa-
ristdja ovat esimerkiksi makean veden pohjasedimentit, kosteikot, kuumat |ahteet, maan-
kuoren pohja ja eldinten suolisto (Madigan et al., 2022, s. 597). Vaikka metanogeenit
elavat paaasiassa anaerobisissa olosuhteissa, ovat jotkin metanogeenit mukautuneet
myo6s hapellisiin olosuhteisiin oksidatiivista stressia torjuvien geenien ansiosta. (Lyu et
al., 2018) Metanogeeneja viljeltdessa tulee yllapitada taysin hapettomia olosuhteita (Ma-
digan et al., 2022, s. 597).

Metanogeenien elinymparistdille tyypillistd on hapettuneiden metallien, sulfaatin ja nit-
raatin puute (Hedderich ja Whitman, 2013). Metanogeenit parjaavat elinymparistdissa,
joissa ei esiinny tavanomaisia elektroniakseptoreita, kuten O,, NO3, Fe3* ja SO5~ (Lyu et
al., 2018). Naissa elinymparistdissd metanogeneesille tarkeat substraatit ovat tyypilli-
sesti muiden mikrobien fermentaatiotuotteita, jolloin metanogeenit katalysoivat anaero-
bisen ruokaketjun viimeistd osiota. Anaerobisen ruokaketjun ensimmaisessa vaiheessa
polymeerien hajotukseen erikoistuneet mikrobit tuottavat polymeereistd yksinkertaisia
sokereita, disakkarideja, laktaattia, haihtuvia rasvahappoja ja alkoholeja. Muut mikrobit
muuntavat yksinkertaisia sokereita haihtuviksi rasvahapoiksi ja alkoholeiksi, ja edelleen
asetaatiksi, vedyksi ja hiilidioksidiksi, joita metanogeenit hyédyntavat metanogenee-
sissa. (Hedderich ja Whitman, 2013)

Metanogeeneja elaa lampaotilaltaan monenlaisissa ymparistoissa, jopa aarimmaisen kor-
keissa lampdtiloissa (Madigan et al., 2022, s. 597). Geenisekvensoitujen metanogee-
nien optimikasvulampétilat ovat vaihdelleet 15-98°C:n valilld (Hedderich ja Whitman,
2013). Suurin osa metanogeeneista on mesofiileja, mutta myds termofiilisia ja hyperter-

mofiilisid metanogeeneja tunnetaan (Enzmann et al., 2018). Mesofiiliset metanogeenit



elavat keskilampdtiloissa, eli noin 20—45°C:n lampétilassa. Termofiilisten metanogee-
nien kasvulampétila on yli 45°C ja hypertermofiilisten yli 80°C. Hypertermofiilisistd meta-
nogeeneista tunnetaan esimerkiksi Methanocaldococcus jannaschii. (Madigan et al.,
2022, s. 163, 599)

Monet metanogeenit sietavat hyvin korkeita suolapitoisuuksia ja pystyvat elamaan esi-
merkiksi suolajarvissa. Suolaisissa olosuhteissa elavat mikrobit lisdavat sytoplasman os-
molariteettia eli liuenneiden aineiden maaraa suojautuakseen solun kuivumiselta. Mikro-
bit voivat lisatd osmolariteettia joko lisdamalla solun osmoottisia suoja-aineita tai ka-

liumin ja kloridin pitoisuutta. (Enzmann et al., 2018)

Mikrobien viljelyn kannalta olennaista on niiden kasvuympariston pH-arvo. Suurin osa
metanogeeneista elda neutraalissa pH:ssa, mutta jotkin suolaisessa ymparistdssa elavat
metanogeenit, eli halofiiliset ja halotolerantit metanogeenit, voivat sietdd myoés emaksista
ymparistdd (Enzmann et al., 2018). Esimerkiksi Methanocalculus alcaliphilus ja Met-
hanosalsum natronophilum voivat eldd ymparistén pH-arvon ollessa hyvin emaksinen eli
jopa 10,2 (Sorokin et al., 2015).

2.2 Biokemiallinen perusta

Metanogeneesi on anaerobinen aineenvaihduntaprosessi, joka kayttda hapettunutta
hiilta, kuten hiilidioksidia (CO-), lopullisena elektronin vastaanottajana (Lyu et al., 2018).
Metanogeenit hyddyntavat vetya (H:) ja hiilidioksidia seka muita pienia orgaanisia mole-
kyyleja, kuten asetaattia, formaattia ja metyyliamiinia, metaanin (CHs) tuotannossa.
(Enzmann et al., 2018) Metanogeeneilld on kolme metanogeneesin paareittia, jotka ovat
hydrogenotrofinen, asetiklastinen ja metylotrofinen metanogeneesi. Ensisijaisena elekt-
ronin luovuttajana hydrogenotrofisella ja metylotrofisella reitilla toimii H2, mutta reitit ovat
kehittyneet hydédyntamaan myos vaihtoehtoisia elektronin luovuttajia. (Lyu ja Whitman,
2019) Metanogeneesin paareitit ovat riippuvaisia koentsyymi-M:sta, silla reittien viimei-
sessa vaiheessa metyyli-koentsyymi-M pelkistetdan metaaniksi (Madigan et al., 2022, s.
598).

Hydrogenotrofinen metanogeneesi, eli metaanin tuotanto vedysta ja hiilidioksidista, on
metanogeenien yleisin aineenvaihduntareitti. Hydrogenotrofinen metanogeneesi esiintyy
kaikissa muissa metanogeenien lahkoissa Methanomassiliicoccalesta lukuun ottamatta.
(Enzmann et al., 2018) Hydrogenotrofisessa metanogeneesissa CO. pelkistyy metaa-
niksi ja Hz toimii elektronin luovuttajana (Liu ja Whitman, 2008). Hydrogenotrofinen me-
tanointireitti vastaa teollisuudessa kaytettya Sabatier-reaktiota, jota vastaa reaktioyhtal®
(Rittmann et al., 2015)



CO, + 4H, - CH, + 2H,0. (1)

Metaanin tuotto asetaatista, eli asetiklastinen metanogeneesi esiintyy vain Methanosar-
cinales-lahkossa (Enzmann et al., 2018), tarkemmin Methanosarcina- ja Methanosaeta-
suvuissa (Welte ja Deppenmeier, 2014). Yksinkertaistetusti asetiklastisessa metanoge-

neesissa etikkahappo luovuttaa vetyatomin metyyliryhmalle reaktion

CH,COOH - CH, + CO, )

mukaisesti. Methanosarcina-suvun asetaattireitin ensimmainen vaihe on asetaatin kar-
boksyyliryhman aktivaatio ATP-riippuvaisella fosforylaatiolla, jota katalysoi asetaattiki-
naasi. Methanosaeta-suvulla asetaattireitin ensimmainen vaihe on asetaatin aktivaatio
asetaatti-CoA syntetaasilla, joka tuottaa asetaattikoentsyymi A:ta, AMP:ta ja pyrofosfaat-
tia. (Welte ja Deppenmeier, 2014) Asetaatin aktivaatioon tarvittavan ATP:n vuoksi ener-
giaa ei valttamatta riita solujen kasvua varten, jonka takia asetiklastisilla metanogeeneilla
on usein pitkd generaatioaika ja matala kasvusaanto (Lyu et al., 2018). Useimmissa ma-
kean veden ymparistoissa asetiklastinen ryhma vastaa noin kahdesta kolmasosasta tuo-
tetusta metaanista, jaljelle jadneen kolmannesosan ollessa hiilidioksidia pelkistavien me-

tanogeenien tuottamaa (Ferry, 2011).

Metylotrofisessa metanogeneesissa metaania tuotetaan metyloiduista yhdisteista, kuten
metanolista, metyyliamiineista tai metyloiduista tioleista. Metylotrofinen metanogeneesi
esiintyy Methanomassiliicoccales-, Methanobacteriales- ja Methanosarcinales-lah-
koissa. (Enzmann et al., 2018) Monilla metylotrofisilla metanogeeneillda metyylin pelkis-
tykseen vaadittavat elektronit saadaan ylimaaraisten metyyliryhmien hapetuksesta hiili-
dioksidiksi. Talloin kolme metyyliryhmaa pelkistetdan metaaniksi jokaista muodostunutta
hiilidioksidimolekyylia kohden. (Liu ja Whitman, 2008)

2.3 Biometanointiprosessin toimintaperiaatteet

Metanaatio on anaerobisen madatyksen viimeinen vaihe. Normaalissa biokaasuproses-
sissa syntyva biokaasu sisaltdad noin 50-70 % metaania, 30-50 % hiilidioksidia seka

hieman rikkivetya (H.S) ja vesihdyrya. Suuri hiilidioksidipitoisuus laskee biokaasun lam-



pdarvoa. Biokaasun sisaltdmaa hiilidioksidia voidaankin jalostaa biometaaniksi, eli kaa-
suksi, joka vastaa metaanipitoisuudeltaan lahes luonnostaan esiintyvdd maakaasua.
(Kougias et al., 2017) Bioreaktorissa tapahtuvaa biometanaatiota voidaan tehostaa syot-
tamalla prosessiin vetya, jolloin kyseessa on in situ -biometanointi. Talléin lopputuot-
teena syntyva biokaasu sisaltdd suuremman konsentraation metaania kuin anaerobi-

sessa madatyksessa tavallisesti syntyisi. (Rittmann, 2015)

Biometanointi voi olla myds anaerobisesta madatyksesta erillinen prosessi, jolloin ky-
seessa on ex situ -biometanointi. Ex situ -biometanoinnissa voidaan jalostaa anaerobi-
sessa madatyksessa syntyvaa biokaasua bioreaktorin ulkopuolella tai tuottaa metaania
erillisista vety- ja hiilidioksidivirroista. Biokaasun jalostuksessa ex situ -menetelmalla bio-
reaktoriin sydtetddn anaerobisessa madatyksessa syntynyttad biokaasua ja vetya. Bio-
kaasun jalostuksen on todettu olevan tehokkaampaa ex situ -menetelmalla in situ -me-
netelmaan verrattuna. Ex situ -biometanoinnissa voidaan kayttda paaasiassa hydro-
genotrofisista metanogeeneistd koostuvia sekaviljelmia tai hydrogenotrofisen metano-
geenilajin puhdasviljelmaa. (Rittmann, 2015) My6s muiden yksittdisten metanogeenila-

jien hyddyntaminen puhdasviljelmana voi olla mahdollista.

Anaerobisessa madatyksessa mikrobipopulaatio, eli sekaviljelma, hajottaa hapettomissa
olosuhteissa orgaanista materiaalia biokaasuksi. In situ -biometanointi on osa anaero-
bista madatysta, joten prosessissa on lasna sama sekaviljelma kuin anaerobisessa ma-
datyksessa, eika siind siten voida kayttda puhdasviljelmaa. Ex situ -biometanoinnissa
puolestaan puhdasviljelman kayttd on suotuisampaa, koska talléin metanogeenien ei
esimerkiksi tarvitse kilpailla vedystd homoasetogeenisten bakteerien kanssa, jotka
muuntavat vetya asetaatiksi (Martin et al., 2013). Sekaviljelmassa prosessiolosuhteiden
muutos voi inhiboida osaa viljelman mikrobeista. Esimerkiksi hydrogenotrofisten ja
asetiklastisten metanogeenien sekaviljelmassa pH:n nousun on todettu inhiboivan
asetiklastisia metanogeeneja, johtaen matalampaan volumetriseen metaanin tuotantoon
(Luo et al., 2012).

Hydrogenotrofisessa ex situ -biometanoinnissa tarvitaan hiilidioksidia, vetya, ravinteita
ja hydrogenotrofinen metanogeeniviljelma (Kozak et al., 2022). Biometanointiprosessille
ideaalin metanogeenilajin tulisi sietdd satunnaista altistumista hapelle, korkean metaa-
nipitoisuuden aiheuttamaa inhibitiota ja tuulienergian saatavuuden aiheuttamia vaihte-
luita vedyn saatavuudessa. Lisaksi biokaasun jalostuksessa kaytettdvien metanogee-
nien tulisi sietaa altistusta rikkivedylle seka bakteereille, joita biokaasu voi sisaltada. (Mar-
tin et al., 2013)



Anaerobisessa madatyksessa ylimaarainen vety voi inhiboida asetogeneesia, mutta
hydrogenotrofisessa ex situ -biometanoinnissa vastaavaa ongelmaa ei esiinny. (Kozak
et al., 2022) Biometanoinnissa voidaan myo6s yhdistaa in situ ja ex situ -menetelmia.
Hybridimenetelmassa anaerobisen madatyksen yhteydessa tapahtuu in situ -biometa-
nointi, jonka jalkeen biokaasun metaanipitoisuus voi olla noin 80-90 %. Ex situ -proses-
sissa biokaasusta jalostetaan edelleen biometaania, jonka metaanipitoisuus on yli 98 %.
(Kougias et al., 2017)

Biometanoinnissa tarvitaan vetya ulkoisesta lahteesta. Vetya voidaan valmistaa vedesta
elektrolyysin avulla uusiutuvaa energiaa hyddyntaen (Mei et al., 2024, s. 22-23). Uusiu-
tuvan energian avulla valmistetusta vedysta kaytetaan termia vihrea vety. Vetya voidaan
valmistaa metaanin héyryreformaatiolla, hiilen kaasutuksella tai vesielektrolyysilla, joista
vesielektrolyysi on vihrein vaihtoehto vahaisten hiilidioksidipaastojen ansiosta (Mei et al.,
2024, s. 22-23). Metaanin hdyryreformaatio vedyksi ei myoskaan olisi suotuisaa biome-

tanaation kannalta, kun tavoitteena on tuottaa metaania energiaksi.

Elektrolyysilla valmistettua vetya voitaisiin hydédyntaa myds sellaisenaan energiaksi. Me-
taani on kuitenkin vetya energiatiheampaa, ja sita voidaan sy6ttaa jo olemassa oleviin
maakaasuverkostoihin. (Rittmann et al., 2015) Biometaanin taytyy kuitenkin puhtaudel-
taan tayttaa sille asetetut laatuvaatimukset ennen kuin sita voidaan syottaa maakaasu-
verkostoon (SFS-EN 16723-1:2016). Biometaanin vaadittu metaanipitoisuus voi vaih-
della maakohtaisesti, mutta tyypillisesti sen taytyy olla vahintdan 95-96 % metaania
(Thema et al., 2021).

2.4 Biometanoinnille oleelliset parametrit

2.4.1 Prosessiparametrit

Prosessiparametrit ovat muunneltavia suureita, jotka vaikuttavat biometanointiprosessin
toimivuuteen. Tyypillisid mitattavia parametreja on esimerkiksi vallitseva paine, pH ja
lampdtila. Kaasut ovat liukoisempia korkeassa paineessa, eli ne liukenevat tehokkaam-
min reaktorin sisdltdmaan nesteeseen, tehden niistd metanogeeneille saavutettavampia.
Monet metanogeenit sietévat korkeita paineita, ja voivat elaa esimerkiksi meren pohjalla
(Hedderich ja Whitman, 2013). Nostamalla prosessin painetta voidaan parantaa kaasun

ja nesteen valistd massansiirtoa prosessissa. (Rusmanis et al., 2019)

Biometanointiprosessissa kaytetty lampdtila on riippuvainen kaytetyn metanogeenilajin

optimikasvulampdtilasta. Joidenkin metanogeenien kasvuympariston [dmpdtila voi vaih-



della, jolloin matalamman lampdtilan valinta voi saastaa lammityskuluissa. Myds meso-
fiilisen metanogeenilajin valinta termofiilisen metanogeenilajin sijaan voi sdastaa lammi-
tykseen kuluvaa energiaa. Kaasujen liukoisuus lisdantyy matalammissa lampétiloissa,
mika edistdd kaasun ja nesteen valistd massansiirtoa. Hiilidioksidin liukeneminen nes-
teeseen laskee sen pH-arvoa, kun taas vedyn liukeneminen nostaa sita. (Rusmanis et
al., 2019)

Biometanointiprosessille tyypillinen pH on 6,2-8,5 (Rusmanis et al., 2019). Prosessissa
pH-arvoa tarkkaillaan sensoreiden avulla ja sdadelladn happo- ja emaslisayksilla (Chisti
ja Moo-Young, 2003). Happamuutta sdatelevan ohjausjarjestelman sijaan prosessissa
voidaan kayttdd puskurina toimivaa kasvatusalustaa, eli pH-arvon muutosta torjuvaa
kasvatusalustaa (Cwicklinski et al., 2024). llman pH:n ohjausjarjestelmaa tai puskuria
pH-arvo voi muuttua prosessin edetessa, mika voi inhiboida metanogeeneja ja siten bio-

metanointiprosessia (Rittmann, 2015).

Metanogeenit tarvitsevat sopivan maaran eri ravinteita lisdantymiseen. Ravinteiden
tarve on yksildllistd eri metanogeenilajeille. (Rusmanis et al., 2019) Mikrobit tarvitsevat
esimerkiksi typpea ravinteena (Madigan et al., 2022, s. 735). Metanogeneesille oleellisia
hivenaineita ovat rauta, nikkeli, koboltti, volframi, molybdeeni ja sinkki. Metanogeenien
tarvitsemia hivenaineita voidaan tutkia in silico, eli genomidataa analysoimalla. Erot me-
tanogeenilajien hivenaineiden tarpeessa johtuvat erilaisista metaboliareiteista, joissa
hyodynnetaan eri valituotteita. Kokeellisissa tutkimuksissa on huomattu, ettd suurimman
kasvun saavuttamiseksi metanogeenit voivat tarvita hivenaineita enemman kuin niiden

luonnollisessa elinymparistdssa tyypillisesti esiintyy. (Abdel Azim et al., 2017)

Sekoitus on etenkin sekoitussailidreaktorille tarked prosessiparametri, silla se vaikuttaa
nesteen ja kaasun valiseen massansiirtoon. Sekoitus voi tapahtua esimerkiksi siipiratas-
sekoittimella, kompressorilla tai nesteiden ja kaasujen kierratyksella pumppujen avulla.
Tehokkaalla sekoituksella nesteeseen muodostuvien kuplien pinta-ala voidaan mini-
moida, jolloin kaasun ja nesteen valinen pinta-ala on suurimmillaan. Pienemmat kuplat
my®0s viipyvat nesteessa pidempaan, jolloin kaasu on mikrobien kaytettavissa. Sekoituk-
sen on todettu toimivan tehokkaasti kierrosnopeuden ollessa 1200 rpm (kierrosta minuu-
tissa). Korkeat sekoitusnopeudet kuluttavat kuitenkin enemman sahkoa, jonka vuoksi
biometanoinnissa on kannattavampaa kayttaa pienempaa kierrosnopeutta, jotta pro-

sessi ei kuluta enemman energiaa kuin mita se tuottaa. (Rusmanis et al., 2019)



2.4.2 Fysiologiset parametrit

Biometanointiprosessin tehokkuutta kuvataan metaanin muodostumisnopeuden eli
MER-arvon (engl. methane evolution rate) avulla, jonka yksikkd on mmol L™' h™'. MER
kuvaa tuottavuutta suhteessa reaktorin tilavuuteen ja aikaan. Bioprosessin kannalta
oleellista on my6s metaanin ominaistuottonopeus (QCH.), joka osoittaa metaanin tuotto-
nopeuden grammaa biomassaa kohden yksikéssa mmol g™' h™'. Metaanin ominaistuot-
tonopeus qCH. vaihtelee erilaisissa bioprosesseissa, ja se voidaan maarittaa, kun tun-

netaan MER ja biomassan konsentraatio (g L™"). (Rittmann et al., 2015)

Poistokaasun metaanipitoisuus (CHs-%) kertoo tuotetun kaasun metaanipitoisuudesta.
Teollisuudessa tavoitteena on saavuttaa mahdollisimman korkea metaanipitoisuus (va-
hintdan 95 %), koska talléin voidaan minimoida kaasun jatkokasittely biometanointipro-
sessin jalkeen. Biometanointiprosessin konversiotehokkuus kertoo metaaniksi muunne-

tun vedyn ja hiilidioksidin maarasta. (Rittmann et al., 2015)

Kaasun ja nesteen valista massansiirtoa voidaan kuvata yhtalolla 3,

. Cq,i
nG . = Vg kyids- (H_ - CL,i> (3)
L’ i,cc

missa Vg kuvaa reaktion tilavuutta, k. ; massansiirtokerrointa, As faasien valista ominais-
pinta-alaa, cgja c.i komponentin i pitoisuutta kaasu- ja nestefaasissa ja H; .. komponen-
tin i Henryn kerrointa (Thema et al., 2021). Massansiirtoa voidaan kaavan (3) mukaisesti
tehostaa kasvattamalla massansiirtokerrointa, suurentamalla faasien valistd ominais-
pinta-alaa tai kasvattamalla konsentraatiogradienttia. Massansiirtoon ja ominaispinta-
alaan voi vaikuttaa esimerkiksi sdatamalla sekoitusta tai kaasun ja nesteen virtausno-
peuksia. (Thema et al., 2021)

Metaanin muodostumisnopeutta kasvattaessa kaasun metaanipitoisuus usein pienenee,
mika johtuu kaasun ja nesteen valisen massansiirron suhteellisesta pienenemisesta
(Rittmann et al., 2015). Metaanin konsentraation noustessa lahtdkaasujen (cg,) pitoisuus
reaktorissa pienenee, jolloin jarjestelman tuottavuus laskee (Thema et al., 2021). Kaa-
sun viipymaaika (engl. retention time) kuvaa kaasun reaktorissa viettamaa aikaa. Lyhy-
empi vipymaaika viittaa tiivimpaan jarjestelmaan ja lyhyempiin kaasujen kulkureitteihin.
Useat tutkimukset eivat suoraan ilmoita viipymaaikaa. (Rusmanis et al., 2019) Viipymaa

voidaan kuitenkin laskennallisesti arvioida kaavalla
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Vr
RT =% ¥F ’
kaasua sisaan kaasua ulos

2

(4)

missa RT kuvaa viipymaaikaa, Vr reaktorin tilavuutta ja F kaasun volumetrista virtaus-

nopeutta (Rusmanis et al., 2019).
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3 BIOMETANOINNISSA KAYTETYT BIOREAKTO-
RIT

3.1 Jatkuvatoiminen sekoitussailioreaktori

Jatkuvatoiminen sekoitussailidreaktori eli CSTR (engl. continuous stirred-tank reactor)
on yksi yleisimmistd anaerobisessa madatyksessa ja biometanoinnissa kaytetyista bio-
reaktorireaktorityypeista. (Rusmanis et al., 2019) Bioreaktori on laite, joka muuntaa bio-
kemiallisten reaktioiden kautta lahtdainetta tuotteeksi (Chisti ja Moo-Young, 2003).
CSTR on sylinterimainen reaktori, jota voidaan sekoittaa joko mekaanisesti tai kierratta-
malla reaktorin sisaltdéa. Sekoituksen tavoitteena on pitaa reaktorin sisaltd homogeeni-
sena ja liikkeessa. Sekoitusnopeus on yksi CSTR-reaktorille ominaisista parametreista,
silla se lisda kaasun diffuusiota ja siten kaasun ja nesteen valistd massansiirtoa. (Rus-
manis et al., 2019)

CSTR-reaktorissa voi olla yksi tai useampi sekoittaja, riippuen reaktorin mittasuhteista
(Chisti ja Moo-Young, 2003). Sekoittaminen parantaa reaktorin kaasun ja nesteen va-
listd massansiirtoa, jonka ansiosta CSTR-reaktoreissa on yleensa korkea volumetrinen
tehonsyo6tto, eli prosessiin siirretty energia reaktorin tilavuutta kohden. Massansiirtoker-
toimeen vaikuttavia parametreja CSTR-reaktorissa ovat sekoitus, sekoittimen tyyppi,
kaasun virtausnopeus, kaasunsiirron rajoitteet ja kaasunjakajan tyyppi. (Rittmann et al.,
2015) CSTR-reaktorin tehokkuus on riippuvainen sekoitusnopeudesta, mutta sekoitus-
nopeuden lisdaminen kuluttaa enemman sahkoda, mika voi nostaa prosessin kuluja.
(Rusmanis et al., 2019).

Reaktoriin syotetdan kaasua reaktorin alaosasta, alimman sekoittajan alapuolelta
(kuva 1). Kaasu syotetaan tyypillisesti putkirengassuuttimella, jonka halkaisija on hieman
sekoitinta pienempi. Kaasua voidaan sy6ttaa myos yksireikaisella suuttimella. Kaasun-
syottdnopeus on pidettava kohtuullisena, jotta se ei hairitse sekoitusta. Reaktorin seina-
milla voi sijaita ohjauslevyja, jotka voivat ehkaista pyorteiden syntymista nesteen sekoit-
tuessa. (Chisti ja Moo-Young, 2003)
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Kuva 1: Jatkuvatoiminen sekoitettu bioreaktori eli CSTR. (Muokattu lahteestd Chisti
Ja Moo-Young, 2003)

CSTR-reaktorityyppiad on sovellettu esimerkiksi kolmisailidreaktorissa. Kolmisailidreak-
tori koostuu kolmesta itsendisesta sekoitetusta sailidreaktorista, joilla on yhteinen kaa-
suldhde. Reaktiokaasut injektoidaan sailidihin kalvon lapi tapahtuvan kaasunsiirron
avulla, eli kaasut siirtyvat nesteeseen ohuiden silikonista valmistettujen putkien lapi. Kol-
misailidreaktorin avulla prosessin parametreja voidaan muunnella toistettavasti, samalla

vahentaen toistojen valista variaatiota. (Zhou et al., 2026)

Toisen sukupolven samanaikaisesti toimiva bioreaktorijarjestelma eli SBRS-II (engl. Se-
cond-generation simultaneous bioreactor system) perustuu aiempaan samanaikaisesti
toimivaan bioreaktorijarjestelmaan (engl. Simultaneous bioreactor system). SBRS-II
koostuu rinnakkain toimivista, mekaanisesti sekoitetuista bioreaktoreista, jotka voivat toi-
mia hyvin korkeassa paineessa. Methanothermobacter marburgensista viljeltiin reakto-
rissa 65°C:ssa ja 3 ja 10 barissa, mutta reaktoria voidaan operoida jopa 17 barissa. (Ort-
hofer et al., 2025)

3.2 Kuplakolonnireaktori

Kuplakolonnireaktori eli BCR (engl. bubble column reactor) on sylinterimainen bioreak-
tori, jossa mikrobit ovat suspensoituneena nesteessa. Reaktoriin syétetdan kaasua sen
pohjalta (kuva 1), jolloin kaasusta muodostuu pintaa kohti kohoavia kaasukuplia. Kupla-

kolonnireaktoria ei sekoiteta, mikd madaltaa reaktorin energiankulutusta. Kuplakolonni-
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reaktorin etuna on sen skaalattavuus ja kestavyys. (Cwicklinski et al., 2024) Kuplakolon-
nireaktorin sisdpuolta voidaan muuntaa esimerkiksi lisdamalla erilaisia sisarakenteita tai

muuntamalla kaasun syéttétapaa (Chisti ja Moo-Young, 2003).

R e = =
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Kuva 2: Kuplakolonnireaktoreita. a) BCR-reaktorin yksinkertaisin rakenne, b) BCR,
Jossa on poikittaisia, rei’itettyja ohjauslevyja, c) BCR, jossa on pystysuoria ohjauslevyjé
Ja d) BCR, jossa on staattisia sekoittimia. (Muokattu lahteesté Chisti ja Moo-Young,
2003)

Kuplakolonnireaktorin sekoittamattomuus saastaa energiaa ja tekee reaktorista kesta-
vamman, koska reaktorissa on vahemman liikkuvia ja helposti rikkoutuvia osia. Kupla-
kolonnireaktorin massansiirron tehokkuuteen vaikuttaa reaktorin korkeuden ja halkaisi-
jan suhde, joka on useimmiten 4—6. Massansiirto faasien valilla tehostuu myoés kaasun

syottdéa nopeuttaessa. (Chisti ja Moo-Young, 2003)

3.3 Kantoainereaktori

Kantoainereaktori eli TBR (engl. trickle bed reactor) sisaltaa kiinteitd rakenteita, joiden
paalle mikrobit immobilisoidaan. TBR-reaktori perustuu kiintedadn kantoainereaktoriin
(engl. fixed bed reactor) eli FBR-reaktoriin (kuva 2). (Chisti ja Moo-Young, 2003). TBR-
reaktoriin syotetdan kaasua reaktorin alaosasta. Ravintoaineita sisaltdva prosessineste
pumpataan reaktorin yldosaan, josta se valutetaan kantaja-aineen ja siihen immobilisoi-
tujen metanogeenien yli. Pakkausmateriaalin suuri ominaispinta-ala ja kaasun lahes
tulppavirtamainen virtaus tehostavat kaasun ja metanogeenien valista massansiirtoa.
(Burkhardt et al., 2019)
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Kuva 3: Kiinted kantoainereaktori eli FBR. (Muokattu lahteesté Chisti ja Moo-Young,
2003)

TBR-reaktorien suunnittelussa on huomioitu kaikki biometanointiprosessia tyypillisesti
rajoittavat tekijat (Thema et al., 2021). TBR-reaktorissa diffuusiovastus on matala ja
kaasu- ja nestefaasien massansiirto puolestaan korkea. Tama johtuu biofilmin suuresta
pinta-alasta ja valuvan virtauksen asettumisesta kantaja-aineen pinnalle ohueksi kal-
voksi. TBR-reaktori ei tarvitse ylimaaraistd sekoitusta tehokkaaseen massansiirtoon.
(Burkhardt et al., 2019) TBR-reaktorin korkeuden ja halkaisijan suhdetta optimoimalla

voidaan myos tehostaa kaasumaisen vedyn ja nesteen valistd massansiirtoa (Thema et
al., 2021).

TBR-reaktoria voidaan operoida korkeassa paineessa, mikd mahdollistaa tuotetun bio-
metaanin sy6tdn kaasuverkostoon, jos tuotettu kaasu tayttda muuten verkostoon syétet-
tavalle kaasulle asetetut laatutavoitteet. Esimerkiksi Saksassa maakaasuverkoston toi-
mintapaine on 13,5 baria. Korkeassa operointipaineessa on kannattavaa hyédyntaa puh-
dasviljelmaa, jotta prosessiolosuhteet voidaan optimoida tarkasti metanogeenikannan
ominaisuudet huomioiden. (Thema et al., 2021)
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TBR-reaktoria on sovellettu esimerkiksi korkean paineen biometanoinnissa (Thema et
al., 2021). Reaktori suunniteltiin kestamaan jopa 16,5 bar painetta, mutta kokeessa sita
operoitiin noin 13,5 bar paineessa. Reaktori koostui pohjaelementista, kolmesta reaktio-
osuudesta ja paallisosasta. Reaktio-osuuksien paalla olevat nesteenvalutusjarjestelmat
valuttivat liuoksen tasaisesti kantoainemateriaalin paalle. Jokaisen reaktio-osuuden poh-

jalla sijaitsi tukiritila, joka taytettiin keraamisilla kantomateriaaleilla. (Thema et al., 2021)
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4 BIOMETANOINTIIN SOVELTUVAT PUHDASVIL-
JELMAT

4.1 Methanococcus maripaludis

Methanococcus maripaludis on mesofiilinen metanogeeni, joka kasvaa nopeasti huo-
neenlammaossa (Cwicklinski et al., 2024). M. maripaludis hyédyntaa vetya tai formaattia
hiilidioksidin pelkistykseen metaaniksi, ja assimiloi hiilidioksidia kayttaen Wood-Ljung-
dahl-reittia. Optimaalinen kasvulampétila M. maripaludikselle on 38°C ja pH 6,8-7,2. (Ab-
dul Halim et al., 2024) M. maripaludiksen biometanoinnille optimaalisia prosessiolosuh-
teita on tutkittu esimerkiksi kuplakolonnireaktorissa (Cwicklinski et al., 2024) ja kolmisai-
lireaktorissa (Zhou et al., 2026).

Kuplakolonnireaktorissa tutkittin M. maripaludis DSM 2067 -kantaa. Prosessin standar-
diolosuhteet olivat alussa 37°C ja 2 bar. H.:CO»-kaasuseoksen virtausnopeus oli alkuun
1L h™", kaasujen tilavuussuhteen ollessa 4:1. Reaktorin yldosasta poistettua kaasua
syotettiin reaktoriin takaisin nopeudella 10 L h™'. Tutkimuksessa ei kaytetty tarkkaa pH:n
ohjausjarjestelmaa, mutta pH pyrittiin pitdmaan puskurin avulla yli 7:n. Optimaalisten
prosessiolosuhteiden maarittdmiseksi prosessin parametrejd muutettiin tutkimuksen eri
vaiheissa. Korkein MER-arvo (8,22 mmol L™ h™") saavutettiin, kun sisdan tulevan kaa-
suseoksen virtausnopeus oli 2 L h™, paine oli 2,4 bar ja lampétila 36,7°C. Kaasun me-

taanipitoisuus oli talléin 87 %. (Cwicklinski et al., 2024)

M. maripaludis DSM 2067 -kannan optimaalisia prosessiolosuhteita tutkittin myoés kol-
misailibreaktorissa, missa optimaalisin tulos saatiin, kun sekoitusnopeus oli 150 rpm,
lampdtila 37°C, pH 6,7, HxCO. suhde 4:1 ja kaasuseoksen syo6ttdbnopeus
20 mL min™" (1,2 L h™"). Tuotetun kaasun metaanipitoisuus oli talléin 92,1 + 2,5 % ja
maksimaalinen MER 5,04 + 0,24 mmol L™"d™" (= 0,21 mmol L™ h™"). Tutkimuksen seu-
raavassa vaiheessa prosessioloja sovellettiin bioreaktorissa kuusivaiheisessa jatku-
vassa prosessissa, jossa yksi vaihe kesti noin 70 tuntia. Suurin metaanin muodostumis-
nopeus saavutettiin prosessin kuudennessa vaiheessa, jolloin MER oli enimmilldan
10,95 + 1,86 mmol L™' d™" (= 0,46 mmol L' h™"). Kaasun metaanipitoisuus oli talloin 97,4
%. (Zhou et al., 2026)

Kuplakolonnireaktorissa saavutettiin kolmisailioreaktoria korkeampia MER-arvoja. Kup-
lakolonnireaktoria operoitiin my6s huoneenlampdtilassa (n. 23,1°C), jolloin MER-arvo oli

4,08 mmol L™' h™'ja kaasun metaanipitoisuus 93 %. Prosessin paine oli tallin 2,4 bar.
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Tutkimusta jatkettaessa 848 h metaanin  muodostumisnopeudeksi  vakioitui
2,14 mmol L™ h™'. (Cwicklinski et al., 2024) Toisin kuin kolmisailidreaktorissa, metaanin
muodostumisnopeus siis pieneni kuplakolonnireaktorissa, kun tutkimusta jatkettiin pi-
dempaan. Kuplakolonnireaktorissa saavutetut MER-arvot olivat silti kolmisailidreaktoria

suurempia.

Molemmissa tutkimuksissa kaytettiin samaa M. maripaludis -kantaa. M. maripaludis saa-
vutti suuremman metaanintuottonopeuden kuplakolonnireaktorissa, kaasun metaanipi-
toisuuden ollessa korkeahko molemmissa tutkimuksissa. Huomattavaa on, etta kuplako-
lonnireaktorissa prosessi toimi myds huoneenlampdtilassa, vaikka metaanin muodostu-
misnopeus olikin talldéin pienempi. M. maripaludis-kannan metaanintuottokyky oli ko-
keissa suhteellisen pieni, mutta toisaalta sen etuna on vaatimattomat prosessiolosuh-

teet.

4.2 Methanothermobacter marburgensis

Methanothermobacter marburgensis kuuluu Methanobacteriales-sukuun, jonka kasvu
rajoittuu padasiassa vedyn ja hiilidioksidin tai formaatin kayttédén energianlahteena.
M. marburgensis on termofiilinen metanogeeni ja sen optimaalinen kasvulampétila on
65°C. (Kaster et al., 2011)

Methanethermobacter marburgensis DSM 2133 -kannan metaanintuottokykya tutkittiin
toisen sukupolven bioreaktorijarjestelmassa eli SBRS-II -jarjestelmassa (engl. Second-
generation bioreactor system). SBRS-II -jarjestelma mahdollisti aiempaa korkeamman
paineen prosessissa, mika voi tehostaa metaanin tuotantoa. M. marburgensis DSM 2133
-kantaa viljeltiin 3 ja 10 barin paineessa kayttaen 65°C:n lampétilaa, H2:CO-, suhdetta 4:1
ja toistuvaa suljettua panosviljelyad. Paras MER-arvo 285,86 + 22,94 mmol L™ h™' saa-
vutettiin 10 barin paineessa sulfaattipohjaisella kasvualustalla, metaanin saannon ol-
lessa kokeissa vahintaan 95 vol-% CHs. Vastaavasti kloridipohjaisella kasvualustalla
saavutettiin MER 144,01 + 9,18 mmol L' h™'. Korkein 3 barissa saavutettu MER-arvo oli
123,98 + 21,62 mmol L™" h™'. (Orthofer et al., 2025)

Sulfaattipohjainen MM-CF-S kasvualusta valittin SBRS-II -jarjestelmassa toteutettuun
kokeeseen, silla se on kloridipohjaista MM-CF kasvualustaa vahemman korrosoiva, eika
sisalld myrkyllistd NiCl>'6 H.O -yhdistettd. Kokeessa todettin MM-CF-S kasvualustan
sailyttavan korkeassa paineessa vakaamman pH-arvon, mika on tarkeaa M. marburgen-
siksen elinkyvylle. Sulfaattipohjaisella kasvualustalla saavutettiin M. marburgensis-puh-
dasviljelmaa kayttaessa korkeampia MER- ja qCH. -arvoja, mutta sita ei voida hyddyntaa

bakteereita sisaltavia sekaviljelmia kayttdessa. Sulfaattipohjainen kasvualusta ei sovellu
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sekaviljelmille, silla sulfaattia pelkistavat bakteerit kuluttavat talldin jarjestelman sisalta-

maa vetya, ohjaten sita pois metaanintuotannosta. (Orthofer et al., 2025)

M. marburgensis DSM 2133 -kannalla on saavutettu jopa 476,5 mmol L™" h™' metaanin
muodostumisnopeus hivenainekokeessa, joka toteutettiin jatkuvatoimisessa sekoitus-
sailiéreaktorissa. Kokeen tavoitteena oli optimoida metanogeeneille tarkeiden hivenai-
neiden, kuten raudan, nikkelin, koboltin, volframin, molybdeenin ja sinkin maara proses-
sissa. Korkein metaanintuottonopeus saavutettiin eksponentiaalisessa syottdpanospro-
sessissa, missa reaktori sisalsi alkuun 1000 mL kasvatusliuosta. Muut nestemaiset
substraatit syotettiin reaktoriin sy6ttdpanoserina eri maarilla ja syéttdnopeuksilla. Myos
H2:CO suhde vaihteli ajojen valilla. Koe toteutettiin 65°C:n lampdtilassa, sekoituksen
kierrosnopeuden ollessa 1600 rpm ja pH:n 7,0 £ 0,1. Korkeimman mitatun MER-arvon
aikaan H2:CO; -kaasuseoksen syottonopeus oli kokeessa 2 L min™' (120 L h™") ja kaa-
sujen suhde oli 5,2:1. (Abdel Azim et al., 2017)

SBRS-II -jarjestelmassa metaanin ominaistuottonopeus qCHjs oli korkeampi sulfaattipoh-
jaisella kasvualustalla, tuoton ollessa talléin 216,85 + 17,54 mmol g™ h™" verrattuna klo-
ridipohjaisella alustalla saavutettuun 180,36 + 79 mmol g~ h™' (Orthofer et al., 2025). Hi-
venainekokeen  eksponentiaalisessa  syoéttdpanosprosessissa  korkein  qCHg4
176,0 mmol g' h™' saavutettiin 2. ajossa, missa myOs korkein metaanintuottonopeus
saavutettiin. (Abdel Azim et al., 2017) SBRS-I| -jarjestelmassa sulfaattipohjaisella kas-
vualustalla saavutettu qCH. oli siis myos hivenainekokeen arvoa korkeampi, mika voi

johtua juuri sulfaattipohjaisen kasvualustan eduista.

M. marburgensista tutkittiin hivenainekokeessa myos syottdpanosprosessissa, jossa tut-
kittiin sulfidin pitoisuuden muutoksen vaikutusta prosessiin, samalla kun pH ja lampétila
pidettiin samana. Kokeessa saavutettu suurin MER oli 214 = 15 mmol L' h™ ja qCHa
noin 150 mmol g™ h™". (Abdel Azim et al., 2017)

Hivenainekokeessa saavutettu MER 476,5 mmol L™" h™' on vertailluista arvoista korkein,
mutta kokeessa saavutettu poistokaasun metaanipitoisuus oli vain 13,5 %. Kokeessa
saavutettu korkein poistokaasun metaanipitoisuus oli 44,4 %, MER-arvon ollessa talléin
215,17 mmol L"h™". (Abdel Azim et al., 2017) SBRS-II -jarjestelm&ssa saavutettua MER-
arvoa 285,86 + 22,94 mmol L™ h™" voidaan pitda kokonaisuuden kannalta parempana
tuloksena, silla kokeessa poistokaasun metaanipitoisuus oli 95 %, eli huomattavasti hi-
venainekoetta korkeampi (Orthofer et al., 2025). Vaikka SBRS-Il -jarjestelmassa ei
paasty hivenainekoetta vastaaviin MER-arvoihin, osoittavat kokeet M. marburgensis -

metanogeenin tuottavan metaania poikkeuksellisen tehokkaasti.
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4.3 Methanothermobacter thermoautotrophicus

Methanothermobacter thermoautotrophicus on termofiilinen (optimaalinen kasvulampo-
tila 65°C) hydrogenotrofinen metanogeeni (Kaster et al., 2011). M. thermoautotrophicus
-kantojen IM5 ja Ag5 on todettu tuottavan metaania kantoja PB1 ja AH™ tehokkaammin
H,:CO2-suhteen poiketessa tavanomaisesta suhteesta 4:1, eli kun joko hiilidioksidia tai
vetya oli ylimaarin. (Kaul et al., 2022) Tutkimuksessa todettiin myds AH-kannan tuotta-
van metaania heikosti kantoainereaktorissa, koska kyseinen kanta ei muodostanut va-

kaata kasvustoa kaytetyilla kantaja-aineilla.

M. thermoautotrophicus IM5 -kantaa tutkittiin tdysin automatisoidussa prosessissa kan-
toainereaktorissa, jossa saavutettu metaanin tuotantoaste eli MPR oli enimmilldan
0,35 LCH4L‘th‘1 (Thema et al., 2021). Poistokaasun metaanipitoisuus oli tutkimuksessa
95,3 %. Tutkimuksessa kaytettiin 46 L:n reaktoria, jota operoitiin jatkuvatoimisesti 10,0—
13,5 bar paineessa ja 65 + 2°C:n lampétilassa. H2:CO; -kaasuseoksen virtausnopeutta
vaihdeltiin seoksen kaasujen suhteen ollessa 4:1. Prosessin pH-arvo asetettiin 6,5-8,0
valille. Kantoainereaktorissa metanogeenit olivat suspensoituneena kasvatusliuoksessa,
ja ne immobilisoitiin taytemateriaalin paalle. Metaanintuotannon tehostamiseksi reakto-
rin korkeuden ja halkaisijan suhde optimoitiin, reaktorin korkeuden ollessa 2,36 m ja hal-
kaisijan 0,158 m. Kantaja-aineen kokonaistilavuus tutkimuksessa oli 30 L. (Thema et al.,
2021)

Kantoainereaktorissa toteutetussa kokeessa vaihdeltiin kaasujen syoéttovirtauksia. Vir-
tausnopeudet asetettiin alkuun mataliksi, eli vedylle 1 L min™" (60 L h™") ja hiilidioksi-
dille 0,25 L min™" (150 L h™") korkealaatuisen tuotekaasun saavuttamiseksi. Virtauksia
nostettiin metaanintuoton maksimoimiseksi, jolloin vedyn syéttévirtaus oli 2,4 L min™
(144 L h™) ja hiilidioksidin 0,6 L min™ (36 L h™'). Kaasuseoksen laskennallinen viipyma-
aika reaktorissa oli 8,65 min, mutta kokeissa viipymaaika vaihteli 15,0—36,6 minuutin va-
lilla. (Thema et al., 2021)

Kokeessa saavutettiin myos korkeampia metaanintuottonopeuksia matalammilla tuote-
kaasun metaanipitoisuuksilla. Suurin saavutettu MPR oli 0,65 LCH4L‘R1h‘1, kaasun me-
taanipitoisuuden ollessa 70,6 %. Toisaalta kokeessa saavutettin mydés MPR-arvo

0,46 LCH4L‘R1h‘1, jolloin kaasun metaanipitoisuus oli 93,0 %. (Thema et al., 2021)

Methanothermobacter thermoautotrophicus Hveragerdi (DSM 3590) -kannasta eriyty-
neen M. thermoautotrophicus -kannan mahdollisuutta biokaasun jalostukseen tutkittiin

neljassa erilaisessa asetelmassa (Martin et al., 2013). Koeasetelmista synteettisen
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H.:CO, -virran biometanointi ilman paineistusta (koe 1) ja paineistettuna (koe 2) ovat

oleellisempia metanogeenin biometanointikyvyn vertailun kannalta.

Kokeissa lampdtila pidettiin 60°C:ssa, viljelman pH-arvo oli 6,85 ja sita kontrolloitiin li-
saamalla ammoniumhydroksidia, joka toimi myds typen lahteena. H»:COz-kaasuseoksen
kaasujen suhde oli 4:1. Kaasuseoksen syoéttdnopeutta vaihdeltiin kokeissa kaasuseok-
sen suhteen pysyessa vakiona. Paineistetussa kokeessa paine nostettiin 122 kPa:han
(1,22 bar). Kokeissa kaytettiin jatkuvatoimista sekoitettua bioreaktoria, jota sekoitettiin

nopeudella 700 rpm. Kokeessa 1 saavutettin suurin MPR 47,9 Ly, Lgtd™?

(= 1,996 Lcya LR h™1) vedyn sydtténopeuden ollessa 0,8 L min™" (48 L h™'). Kokeessa 2
reaktorin painetta nostettiin 1,22 barin paineeseen massansiirron tehostamiseksi. Ko-
keessa saavutettin MPR 65,6 Ly, Lgld™?! (= 2,733 Lcpg L h™1) vedyn syéttdnopeuden
ollessa 1,99 L min~'. (Martin et al., 2013) Kokeessa kaasujen suhde oli 4:1, joten vedyn
syottdonopeudella 1,99 L min™"  kaasuseoksen  yhteissyottonopeus oli  noin
2,4875 L min™, eli 149,25 L h™".

Methanothermobacter-suvun kannat ovat osoittaneet tutkimuksissa oikeanlaisen tayte-
materiaalin kanssa parempaa metaanintuotantoa ja biofilmin muodostusta kuin Met-
hanothermococcus (Kaul et al., 2022). Vertailtujen tutkimusten tulokset on ilmoitettu eri
yksikdssa kuin muiden vastaavien metanogeeneilla toteutettujen tutkimusten, eivatka tu-

lokset siten ole taysin vertailtavissa.

4.4 Methanothermococcus okinawensis

Methanothermococcus okinawensis |0ydettin syvanmeren hydrotermisestad pur-
kausaukosta Japanin Okinawasta. M. okinawensis on termofiilinen, silld sen optimikas-
vulampétila on 60-65°C. Se pystyy kuitenkin kasvamaan lampétilan vaihdellessa 40—
75°C:n valillda. M. okinawensis on liikkumiskykyinen ja muodoltaan epasaanndllinen
kokki. (Takai et al., 2002)

M. okinawensis DSM 14208 -kantaa tutkittiin suljettuna panosprosessina seka syoéttopa-
nosprosessina. Syo6ttopanosprosessissa kaasujen tilavuusvirtaa vaihdeltin. M. Oki-
nawensis saavutti MER-arvon 21 mmol L™" h™' kaasuvirran ollessa 0,34 vvm
(= 31,56 L h™") ja 24 mmol L™" h™ kaasuvirran ollessa 0,55 vvm (= 51 L h™"). Reaktorin
lampédtila tutkimuksessa oli 65 + 1°C, jatkuva sekoitus 700 rpm, pH 7,0 £ 0,1 ja H2:CO2
suhde oli 4,5. M. okinawensis tuotti kokeessa metaania tehokkaammin kaasujen syotto-

nopeuden ollessa korkeampi. (Abdel Azim et al., 2017)
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Tutkimuksessa M. Okinawensis DSM 14208 -kantaa tutkittiin tiedettavasti ensimmaista
kertaa puhdasvilielmana biometanointiprosessissa (Abdel Azim et al., 2017). M. oki-

nawensis ei saavuttanut yhta korkeita arvoja kuin M. marburgensis.

4.5 Yhteenveto puhdasviljelmista

Biometanoinnissa on hyddynnetty vain muutamia tunnettuja metanogeeneja puhdasvil-
jelmina. Tutkimuksissa on kaytetty erilaisia prosessiolosuhteita ja bioreaktoreita. Tauluk-
koon 1 on poimittu kiinnostavia tutkimustuloksia, joissa seka metaanintuottokyky etta
poistokaasun metaanipitoisuus ovat mahdollisimman korkeita. M. marburgensikselta on
sisallytetty taulukkoon myds korkein kirjallisuudessa esiintyva tulos, vaikka kyseisen ko-
keen poistokaasun metaanipitoisuus oli hyvin matala. Kaikissa tutkimuksissa poistokaa-
sun metaanipitoisuutta ei mitattu. Taulukkoon on sisallytetty tarkeimpia prosessipara-

metreja, kuten lampdtila, paine ja kaasujen syottonopeus.

Tulokset on tutkimuksissa paaasiassa ilmaistu MER-arvoina. MER-arvoja voidaan
muuntaa laskennallisesti MPR-arvoiksi, mutta laskennallista vertailua vaikeuttaa puut-
teelliset tiedot olosuhteista, joissa kaasun tilavuus ilmoitetaan. Vertailussa oletetaan olo-
suhteiksi 15°C ja 101 325 Pa (= 1,01325 bar), jotka ovat ISO-standardin viiteolosuhteet
(SFS-EN 16723-1:2016, 2016).

MPR kuvaa metaanin tuotantonopeutta metaanin tilavuutena suhteessa reaktorin tila-
vuuteen ja aikaan (Thema et al., 2021). Muunnoksessa voidaan kayttada ideaalikaasun

tilanyhtaléa

pV =nRT, (5)

missa p vastaa painetta, V kaasun tilavuutta, n moolimaaraa, R moolista kaasuvakiota
ja T lampdtilaa (Zumdahl ja DeCoste, 2017). Yhtalosta (5) voidaan ratkaista tilavuus V,
jolloin muut muuttujat tuntemalla voidaan muuntaa MER-arvon moolimaara kaasun tila-

vuudeksi.

Viipymaaikaa voidaan laskennallisesti arvioida kaavalla (4). Ulosvirtaavan kaasun volu-
metrinen nopeus voidaan laskea MPR-arvon (Lcha/ (Lr * h), reaktorin tilavuuden ja pois-
tokaasun metaanipitoisuuden avulla. Metaanin volumetrinen ulosvirtausnopeus saadaan
kertomalla MPR-arvo reaktorin tilavuudella, ja koko kaasuseoksen volumetrinen ulosvir-
tausnopeus saadaan jakamalla metaanin volumetrinen virtausnopeus poistokaasun me-
taanipitoisuudella, eli laskemalla (MPR * VRr) / CHs-%.
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Taulukko 1: Yhteenveto puhdasvilijelmien metaanintuottokyvyista ja tarkeimmista prosessiolosuhteista. Taulukossa koottuna tutkimuksissa

kaytetyt bioreaktorit, lampétila (T), pH, paine (p), kaasuseoksen syétténopeus (H2/CO-), metaanin muodostumisnopeus (MER), tuotantonopeus

(MPR), poistokaasun metaanipitoisuus CH4-% ja viipymaaika (RT).

Metanogeenikanta Bioreak- Vrk T[°C] p[bar] H./CO; MER MPR CH4-% RT[h] Lahde

tori [L] [L/h] [mmol/(Lrh)] [Lcua/(Lrh)] [%]
M. maripaludis BCR1L 2,8 231 24 1 4,08 0,096* 93 4,34 Cwicklinski
DSM 2067 et al., 2024
M. maripaludis CSTR 1,0 37 - 1,2 0,46 0,011* 97,4 1,52** Zhou et al.,
DSM 2067 2026
M. marburgensis SBRS-I| 0,5 65 10 - 285,86 6,76* 95,0 - Orthofer et
DSM 2133 al., 2025
M. marburgensis CSTR 1,0 65 - 120 476,5 11,27* 13,5 60** Abdel Azim
DSM 2133 etal., 2017
M. thermoautotrophicus CSTR 3,0 60 1,22 149,25 - 2,73 - - Martin et al.,
DSM 3590 2013
M. thermoautotrophicus TBR 46 66 13,5 180 - 0,35 95,3 0,47** Thema et al.,
IM5 2021
M. okinawensis CSTR 2 65 - 51 240 0,57* - - Abdel Azim
DSM 14208 etal., 2017

*Laskettu viiteolosuhteissa 15°C ja 101 325 Pa. **Laskettu taulukon arvoilla.

Taulukossa kaytetyt lyhenteet: Kuplakolonnireaktori (BCR), jatkuvatoiminen sekoitussailidreaktori (CSTR), toisen sukupolven bioreaktorijarjes-

telma (SBRS-II) ja kantoainereaktori (TBR). Puutteelliset tiedot on merkitty taulukkoon viivalla (-).
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Methanococcus maripaludis DSM 2067 tuotti vertailluista metanogeeneista heikoiten
metaania. Muista vertailluista metanogeeneista poiketen M. maripaludis kykeni kuitenkin
tuottamaan metaania myos huoneenlammossa, saavuttaen MER-arvon
4,08 mmol L™" h™" ja poistokaasun metaanipitoisuuden 93,0 %. Myoskaan Methanother-
mococcus okinawensis DSM 14208 ei tuottanut metaania kovin tehokkaasti. M. oki-

nawensiksen saavuttama korkein MER-arvo oli 24 mmol L™ h™".

Methanothermobacter marburgensis DSM 2133 tuotti vertailluista metanogeeneista eni-
ten metaania suhteessa reaktorin tilavuuteen. M. marburgensis saavutti jopa MER-arvon
476,5 mmol L™" h™'. Poistokaasun metaanipitoisuus oli talléin kuitenkin vain 13,5 %, mika
on vertailluista arvoista matalin. SBRS-Il-jarjestelmassa M. marburgensis saavutti kui-
tenkin MER-arvon 285,86 mmol L™" h™", poistokaasun metaanipitoisuuden ollessa jopa
95,0 %.

Methanothermobacter thermoautotrophicus -kantojen tulokset oli ilmoitettu suoraan
MPR-arvoina, mutta tutkimuksissa ei ilmoitettu selkeasti olosuhteita, joissa kaasun tila-
vuus ilmoitettiin. Tdman vuoksi arvot eivat ole taysin vertailtavissa. Korkein M. thermo-
autotrophicus DSM 3590 -kannan saavuttama MPR-arvo oli 2,73 Leys Lgt h™1. M. ma-
ripaludikselle laskettu korkein MPR-arvo oli 11,27 Ly, Lg* h™1, joten M. maripaludis voi
tuottaa metaania M. thermoautotrophicusta enemman, vaikka tulokset eivat olekaan tay-

sin vertailukelpoisia.

Vertailussa M. maripaludis erottuu vaatimattomien prosessiolosuhteiden ansiosta, mutta
toisaalta myds heikon metaanintuottokyvyn vuoksi. M. marburgensis puolestaan on me-
taanintuottokyvyltaan tehokkain, silla sen puhdasviljelmallda on useissa tutkimuksissa
paasty korkeisiin MER-arvoihin. M. marburgensis on kuitenkin termofiilinen metano-
geeni, eli se vaatii korkeamman prosessilampatilan, mika kuluttaa myés enemman ener-
giaa. M. thermoautotrophicus on osoittanut hyvaa metaanintuottokykya, vaikka MPR-

arvot eivat ole yhta korkeita kuin M. marburgensiksella.
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5 JOHTOPAATOKSET

Biometanointi voi mahdollistaa tulevaisuudessa uusiutuvan energian muuntamisen kaa-
suksi sailéttavaan olomuotoon. Toistaiseksi ongelmana on prosessin liian pieni metaanin
tuotanto. Biometanointiprosessin tehostamista on tutkittu kohtalaisesti, mutta tutkimuk-
sissa on kaytetty enemman seka- kuin puhdasviljelmia. Tassa tyossa tarkasteltiin bio-
metanoinnissa kaytettyja metanogeenien puhdasviljelmid, niiden metaanintuottokykya
sekd biometanoinnissa kaytettyja prosessiolosuhteita. Kirjallisuuskatsauksen perus-
teella biometanoinnissa kaytettyja metanogeenien puhdasviljelmia ovat Methanococcus
maripaludis DSM 2067, Methanothermobacter marburgensis DSM 2133, Methanother-
mobacter thermoautotrophicus DSM 3590 ja IM5 seka Methanothermococcus okinawen-
sis DSM 14208.

Tarkastelu rajattiin ex situ -biometanointiin, joka on anaerobisesta madatyksesta erillinen
prosessi. Ex situ -biometanoinnissa voidaan joko jalostaa anaerobisella madatyksella
tuotettua biokaasua biometaaniksi tai tuottaa biometaania erillisista hiilidioksidivirroista.
Toisin kuin anaerobisen madatyksen yhteydessa tapahtuvassa in situ -biometanoin-
nissa, ex situ -biometanoinnissa voidaan kayttda metanogeenien puhdasviljelmia. Puh-
dasviljielmaa kayttaessa metanogeenien ei tarvitse kilpailla muiden mikrobien kanssa,
mika voisi laskea metaanin tuotantoa. Prosessiolosuhteet voidaan myds optimoida juuri
prosessissa kaytetylle metanogeenille suotuisiksi, minka tavoitteena on tehostaa biome-

tanointiprosessia.

Ex situ -biometanoinnissa kaytettyja bioreaktorityyppeja ovat esimerkiksi jatkuvatoimi-
nen sekoitussailiéreaktori, kuplakolonnireaktori ja kantoainereaktori. Jatkuvatoiminen
sekoitussailidreaktori on vertailluissa tutkimuksissa yleisin reaktorityyppi. Toisaalta kup-
lakolonnireaktori ja kantoainereaktori ovat hyvin muunneltavia. Esimerkiksi Methanococ-
cus maripaludis DSM 2067 -kannalla on saavutettu korkeampi metaanin muodostumis-
nopeus kuplakolonnireaktorissa kuin jatkuvatoimisessa sekoitetussa kolmisailiGreakto-
rissa, mika voi johtua esimerkiksi kuplakolonnireaktorin tehokkaammasta kaasun ja nes-

teen valisesta massansiirrosta.

Biometanoinnille ominaisia saadettavia parametreja on esimerkiksi sekoitusnopeus,
ldmpdtila, paine, pH ja kaasujen viipymaaika. M. maripaludis DSM 2067 -kantaa tutkittiin
sekoitetussa kolmisailioreaktorissa, jossa paras tulos saatiin sekoitusnopeudella 150

rpm. Toisaalta M. marburgensis DSM 2133 -kannalla optimaalisin tulos saatiin sekoitus-



25

nopeuden ollessa jopa 1600 rpm. Sekoitusnopeus vaikuttaa prosessin energiankulutuk-
seen, joten on kannattavaa pyrkia hitaampaan sekoitusnopeuteen. Prosesseissa kay-
tetty lampdtila on riippuvainen metanogeenin ominaisesta kasvulampétilasta. Mesofiili-
nen M. maripaludis on tuottanut metaania vain noin 23,1°C:n lampétilassa, kun taas ter-
mofiiliset M. marburgensis, M. thermoautotrophicus ja M. okinawensis tuottavat metaa-
nia parhaiten yli 60°C:ssa. Paineen lisaaminen bioreaktorissa voi tehostaa kaasun ja
nesteen valistd massansiirtoa, ja siten tehostaa biometanointia. M. thermoautotrophicus
saavutti suuremman metaanin tuotantonopeuden eli MPR-arvon, kun sekoitussailidre-

aktorin painetta nostettiin normaalista ilmanpaineesta (1,013 bar) 1,22 bariin.

Vertailluissa tutkimuksissa korkein metaanin muodostumisnopeus eli MER-arvo oli
M. marburgensis DSM 2133 -kannalla hivenainekokeessa saavutettu 476,5 mmol L™’
h™1, mutta kokeessa saavutettu poistokaasun metaanipitoisuus oli vain 13,5 %. Toisaalta
M. maripaludis DSM 2067 -kannalla saavutettiin kolmisailidreaktorissa poistokaasun
metaanipitoisuus 97,4 %, MER-arvon ollessa vain 0,456 mmol L™ h™'. Biometanointipro-
sessin haasteena onkin saavuttaa yhtd aikaa korkea metaanin muodostumisnopeus ja

poistokaasun metaanipitoisuus.

Korkea poistokaasun metaanipitoisuus on kuitenkin tarkeaa biometaanin jalkikasittelyn
valttamiseksi. Maakaasuverkostoon syotetyn biometaanin laatuvaatimukset voi vaih-
della maakohtaisesti, mutta tyypillisesti biometaanin taytyy olla vahintaan 95 % metaa-
nia. SBRS-II -jarjestelmassa M. marburgensis DSM 2133 -kannalla saavutettiin poisto-
kaasun metaanipitoisuus 95,0 %, MER-arvon ollessa 286 mmol L™" h™'. M. marburgensis
DSM 2133 -kannalla saavutettiin siis korkea metaanintuottokyky ja korkea poistokaasun
metaanipitoisuus, tehden siita vertailluista metanogeeneistd tehokkaimman metaanin

tuottajan.
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