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Vecéina energije danes temelji na izrabi fosilnih goriv. Fosilna goriva so

neobnovljivi vir energije, katera se obnavlja na zelo dolgi rok. Z uporabo teh goriv
pa onesnazujemo okolje in vplivamo na podnebje, saj se sproscajo toplogredni plini
(TP). Stevilne drzave, prav tako pa tudi EU z zakonodajo predpisuje izrabo
alternativnih virov energije. Eden izmed alternativnih virov energije je tudi bioplin.
Proizvodnja bioplina z anaerobno digestijo ima Stevilne prednosti, predvsem z
vidika zmanjSanja emisij fosilnih TP. Vendar tudi pri produkciji bioplina prihaja do
tezav, v kolikor uporabljamo piscancji gnoj (PG). V pis€ancjem gnoju so tudi
ostanki lesa, ki jih uporabljamo kot steljo. Lignin, kot sestavina olesenele celi¢ne
stene, deluje zavirajo¢e na bakterije, ki sodelujejo pri nastajanju bioplina, in ga
omejeno razgradijo. Glive, povzrociteljice bele trohnobe, so sposobne razgradnje
lignina. V raziskavi smo piscancji gnoj pomeSan z rastlinsko biomaso (koruzna
silaza in slama) izpostavili delovanju gliv bele trohnobe. V nalogi smo uporabili
glivi Hypoxylon fragiforme in Pleurotus ostreatus. Glivi sta prerascali substrat
razli¢no dolgo. Z glivama obdelan substrat smo uporabili v anaerobni digestiji.
Rezultati o koli¢ini nastalega bioplina kazejo, da so med preraS¢enimi vzorci
razlike. V nekaj primerih z glivami obdelanih vzorcev nastane ve¢ bioplina v
primerjavi z vzorci, katerih gliva ni prerasé¢ala. Tako smo ugotovili, da pri z glivo
preraséenih vzorcih lahko nastane od 5 do 15 % vec bioplina v primerjavi z
neprerasCenimi. Pri vzorcih, kjer smo meritev opravili s 25 % raztopino KOH,
nastane od 20 do 35 % manj bioplina v primerjavi z vzporednim vzorcem, Kjer smo
namesto KOH uporabili vodo, kar kaze na prisotnost CO, Vv bioplinu. Boljsi
substrat za produkcijo bioplina je meSanica silaze in PG, boljsi ucinek bioloske
obdelave pa je dosezen na mesanici slame in PG, obdelane z glivo Pleurotus
ostreatus.
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The majority of energies nowdays is based on the use of the fossil fuels. These kind
of fuels are non-renewable source of energy, their renewal is only long term
possible. We pollute the environment and we influence the climate, for using those
kind of fuels greenhouse gasses (GHG) are being released. Many countries,
including the EU prescribe the use of the alternative source of energy through
legislative sistem. Biogas is also one of the alternative sources of energy. The
production of biogas with anaerobic digestion has many advantages, especiallly
regarding the reduction of the emission of fossil GHG. But using the chicken
manure the problems with the production of biogas may also occur. In chicken
manure there are the remains of wood usally used as litter. Lignin, a part of the
wooden cell walls, has a slow down effect on bacteria, that contribute to the
formation of biogas, dispersing it selectly. Fungi, the cause of white decaying, are
capable of degradation of the lignin. During our research the chicken manure
mixed with plant biomasses (corn silage and straw) was exposed to the effect of
white decaying. Two fungus, Hypoxilon fragiforme and Pleurotus ostreatus were
used. Both of them overgrew the the substrate, different time each. Such fungus
treatment substrates was used in anaerobic digestion. The results regarding the
quantity of noticed biogas show differences among samples. The fungus treated
samples produce more biogas in comparison with non fungus treated samples. In
the fungus treated samples there were from 5 to 15 % more biogas to find in
comparison with non treated ones. By samples of mesaurement with 25 % solution
KOH less than 20 to 35 % of biogas was to be observed in comparison with paralel
sample, where water was used; that shows the presence of CO; in the biogas. Better
substrate for production of biogas is mixture of corn silage and chicken manure,
even better effect of biological treatment can be reached in the mixture of straw and
chicken manure, processed with fungus Pleurotus ostreatus.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

OkrajSava Pomen

AD anaerobna digestija (razgradnja, fermentacija)

Ca0o kalcijev oksid

CH, metan

CO ogljikov oksid

CO, ogljikov dioksid

EU Evropska unija

GWh gigavatna ura

H3 3- dnevno prera$canje substrata z glivo Hf

H4 4- dnevno prera$canje substrata z glivo Hf

H5 5- dnevno prera$canje substrata z glivo Hf

H7 7- dnevno prera$canje substrata z glivo Hf

H9 9- dnevno prerascanje substrata z glivo Hf

H1l 11- dnevno prerascanje substrata z glivo Hf

H13 13- dnevno preras¢anje substrata z glivo Hf

H13-KOH 13- dnevno preras¢anje substrata z glivo Hf, za
produkcijo bioplina smo uporabili 25 % raztopino
KOH

H14 14- dnevno preras¢anje substrata z glivo Hf

H14-KOH 14- dnevno preras¢anje substrata z glivo Hf, za
produkcijo bioplina smo uporabili 25 % raztopino
KOH

H16 16- dnevno preras¢anje substrata z glivo Hf

H,O voda
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H,S zveplovodik

Hf Hypoxylon fragiforme

Hk hibrid bukovega ostrigarja

KO kalijev oksid

kWh kilovatna ura

LiP lignin peroksidaza

m(PG) teoreticna masa PG za mesSanico (g)

m(SIL) teoreti¢na masa silaze za meSanico (g)
m(SLA) teoreti¢na masa slame za meSanico (g)

MgO manganov oksid

MnP mangan peroksidaza

N dusik

N,O didusikov oksid

P2 2- dnevno preraScanje substrata z glivo Plo5
P,05 fosforjev oksid

P4 4- dnevno preras¢anje substrata z glivo Plo5
PS 5- dnevno prerascanje substrata z glivo Plo5
P7 7- dnevno prerascanje substrata z glivo Plo5
P9 9- dnevno prerascanje substrata z glivo Plo5
P11 11- dnevno preras¢anje substrata z glivo Plo5
P13 13- dnevno preras¢anje substrata z glivo Plo5
P14 14- dnevno prerascanje substrata z glivo Plo5
P15 15- dnevno prerascanje substrata z glivo Plo5
P15-KOH 15- dnevno preras¢anje substrata z glivo Plo5, za

produkcijo bioplina smo uporabili 25 % raztopino
KOH
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P16

P16-KOH

P18
P19
PDA
PG
Plo5

SIL

SLA

TP
Tv6
W(PG)
W(SIL)
W(SLA)

X

16- dnevno preras¢anje substrata z glivo Plo5

16- dnevno prerascanje substrata z glivo Plo5, za
produkcijo bioplina smo uporabili 25 % raztopino
KOH

18- dnevno preras¢anje substrata z glivo Plo5
19- dnevno preras¢anje substrata z glivo Plo5
potato dextrose agar (krompirjev dekstrozni agar)
piscancji gnoj

Pleurotus ostreatus

mesanica silaze (60 %) in piS¢ancjega gnoja (40%)
(z glivo neobdelan substrat)

mesanica slame (60%) in piS¢ancjega gnoja (40%) (z
glivo neobdelan substrat)

toplogredni plin
Trametes versicolor
vlaznost PG (%)
vlaznost silaze (%)
vlaznost slame (%)

dejanska masa (g)



Hocevar V. Obdelava lignoceluloznih materialov z lesnimi glivami za proizvodnjo bioplina. 1
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

1 UvOD

Potreba po energijski oskrbi sveta narasc¢a iz leta v leto. Velik problem je, da velika vecina
oskrbe z energijo temelji na fosilnih gorivih (88 %) (Weiland, 2010).

Z uporabo fosilnih goriv, kot so lignit, premog, nafta in zemeljski plin, preoblikujemo
ogljik, ki je bil milijone let shranjen v zemeljski skorji in ga izpustimo v ozraje kot
ogljikov dioksid (CO,). CO, v atmosferi povzroc¢a globalno segrevanje in ga uvr§¢amo
med toplogredne pline (TP). Pri izgorevanju bioplina se prav tako spros¢a CO,, vendar je
bil v nasprotju s fosilnimi gorivi, ta CO, iz atmosfere vezan s fotosintezo rastlin. Krozenje
ogljika iz bioplina je tako zelo kratko (od enega do nekaj let). S proizvodnjo bioplina
zmanjSujemo tudi emisije metana (CHs) in didusikovega oksida (N,O) iz hrambe ter
uporabe zivinskega gnoja. Vpliv metana na segrevanje ozracja je 21-krat, didusikovega
oksida pa 310-krat vecji od ogljikovega dioksida. Produkti, ki nastanejo z anaerobnim
vrenjem in se spros¢ajo v ozracje, so $kodljivi, ker predstavljajo TP. Z uporabo bioplina
nadomescamo fosilna goriva iz proizvodnje energije in goriva za transport ter tako
zmanjSujemo emisije CO,, CH4 in NO ter s tem prispevamo k ublazitvi globalnega
segrevanja (Seadi in sod., 2010).

Napovedi rasti oskrbe z energijo kaZejo, da se bo potreba po energiji v tem stoletju
podvojila oz. potrojila. Hkrati se moramo zavedati, da se koncentracija toplogrednih plinov
v atmosferi nevzdrzno povecuje. Da bi ¢im bolj omilili posledice globalnega segrevanja in
klimatske spremembe, je pomembno zmanjsati izpuste toplogrednih plinov (Weiland,
2010).

ZmanjSevanje ucinkov globalnega segrevanja pa je tudi ena glavnih prioritet energetske in
okoljske politike EU. Evropski cilji za proizvodnjo energije iz obnovljivih virov,
zmanjSanje emisij TP in trajnostno obdelavo odpadkov, temeljijo na obvezi €lanic EU, da
sprejmejo ustrezne ukrepe za dosego teh ciljev. Proizvodnja in uporaba bioplina iz
anaerobne digestije lahko prispeva k izpolnitvi ciljev na vseh treh podro¢jih. Drugi
pomemben globalen poziv pa je varna oskrba z energijo. Kot vemo, je veéina znanih rezerv
fosilnih goriv ravno v regijah, ki so politi¢no nestabilne. Vec¢ina evropskih drzav je mo¢no
odvisna od uvoza nafte in plina, na primer iz Rusije ali Bliznjega vzhoda. Ker se bioplin
proizvaja lokalno in znotraj drZzavnih meja, lahko uporaba bioplina drasticno zmanjsa
odvisnost od uvozenih goriv in povecuje zanesljivost energetske oskrbe (Seadi in sod.,
2010).

Iz navedenih dejstev lahko sklepamo, da bo bioplin iz organskih odpadkov in ostankov
(sekundarna surovina) ter energijskih rastlin pomemben v prihodnosti. Bioplin je izredno
prilagodljiv vir obnovljive energije, ki ga lahko uporabljamo kot nadomestilo fosilnih goriv
v t.i kogeneracijskih enotah (soCasna proizvodnja toplote in elektricne energije) ali kot
gorivo v plinskih vozilih. Metansko obogaten bioplin pa lahko povsem nadomesti
zemeljski plin in ga lahko uporabljamo v javnem plinskem omrezju.
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Proizvodnja bioplina s pomocjo anerobne digestije ima Stevilne prednosti, kot so
energijska ucinkovitost, okolju prijazna tehnologija, uporaba lokalno dosegljivih virov,
zmanjSanje emisij toplogrednih plinov. Digestat, ki nastane po koncu produkcije, pa
uporabimo kot mineralno gnojilo.

NajstarejSa tehnologija za energetske namene je pretvorba biomase. Z anaerobno
razgradnjo biomase se sprosca bioplin, ki ga uporabljamo kot vir energije. Z odkrivanjem
novih virov energije premoga, nafte, zemeljskega plina itn. je biomasa v preteklosti
izgubila na pomenu. Kmalu pa so se pokazali stranski ucinki uporabe fosilnih goriv
(pospeseno onesnazevanje okolja in podnebne spremembe). Svetovne zaloge fosilnih goriv
so se manjsale, cene tekocCih in drugih goriv na svetovnem trgu pa so pospeseno narascale.
Nasteti razlogi so ponovno postavili biomaso v ospredje. V razvitih drzavah biomasa
ponovno zaseda mesto vodilnega energenta. Energijski potencial biomase ni zanemarljiv.
Rastline kopicijo energijo v obliki beljakovin, ogljikovih hidratov in rastlinskih mascob. V
Zasu poletne vegetacije v nasih podnebnih razmerah rastline nakopi¢ijo na 1 m? kmetijske
povriine 5 do 6 kWh energije, kar na 100 hektarjev 0z. na 1 km? kmetijske povrsine znasa
6 GWh energije (Cergan in sod., 2008).

V Perutnini Ptuj d.d. predstavlja pis¢ancji gnoj resen okoljski in krajinski problem. Pri
vzreji piS€ancev uporabljajo za nastiljanje lesne oblance in Zagovino, saj je takSna oblika
stelje bolj zdrava. Lignin, kot sestavina olesenele celi¢ne stene, deluje zavirajoCe na
bakterije, zato je njihov razvoj otezen. Vendar pa v Perutnini Ptuj ta piS¢ancji gnoj
uporabljajo za produkcijo bioplina, zato prihaja do tezav pri razgradnji oblancev, ki
vsebujejo lignocelulozo. Tako na racun lignoceluloze nastane manj bioplina in veliko
ostankov. S predobdelavo lignoceluloznega materiala z glivami, bi se povecal izkoristek.

Glive bele trohnobe so edini organizmi sposobni hitre in popolne razgradnje lignina. Pred
samo izvedbo anaerobne digestije smo pis¢ancji gnoj izpostavili glivam bele trohnobe. Da
Smo zagotoviti ustrezno razmerje med duSikom in ogljikom, Smo pis¢anc¢ji gnoj mesali v
rastlinski material, kot je slama in koruzna silaza. S tem dosezemo delignifikacijo
substrata, material naredimo bolj porozen in dostopnejsi za encime. S tem bi izboljsali
produkcijo bioplina.



Hocevar V. Obdelava lignoceluloznih materialov z lesnimi glivami za proizvodnjo bioplina. 3
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

1.1 CILJI DELA

Cilj prvega dela naloge je bil izbrati dve glivi, ki najbolje prerascata substrat. Substrat
(pis¢ancji gnoj z dodatkom hitro rasto¢ih rastlin) smo izpostavili glivam bele trohnobe
(Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus (navaden ter hibridni) in Hypoxilon fragiforme).
S preras¢anjem dosezemo delno razgradnjo lignina. V drugem delu pa smo substrat
razli¢no dolgo izpostavili preras¢anju dvema glivama. Po dolo¢enem casu prerasanja
glive, smo substrat izpostavili metanogenim bakterijam pri temperaturi 42 °C (izvedli smo
anaerobno digestijo) in ugotavljali produkcijo bioplina.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Zastavili smo si naslednje delovne hipoteze:
- na enakomernost preras€anja micelija na substratu vpliva meSanje,
- razli¢ne vrste gliv, razli¢no prerasc¢ajo substrat in tudi specifi¢no vplivajo na
metanogenezo,
- predhodna izpostavitev glivam vpliva na proizvodnjo bioplina,
- trajanje izpostavitve glivam vpliva na koli¢ino nastalega bioplina.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 BIOPLIN

Masovna izraba bioplina se je zacela ob koncu sedemdesetih let prejSnjega stoletja. Kot
substrat so uporabljali predvsem zivalske fekalije. Bioplin predstavlja alternativni vir
energije tako v svetu kakor tudi pri nas. Za proizvodnjo bioplina se poleg fekalij
uporabljajo tudi energetske rastline (koruza, sirek, itd.), komunalne odpadke (rastlinski
material iz koSnje javnih povrsin, listje itd.), odpadke predelave v prehrambni industriji in

Tww

S tem vplivamo na zmanj$anje emisij toplogrednih plinov in pospeSujemo razvoj oskrbe z
zeleno energijo. Bioplin, kot obnovljiv vir energije, je trgu izredno prilagodljiv. Lahko ga
uporabimo kot substitut fosilnih goriv za generiranje toplotne in elektri¢ne energije ali pa
ga uporabimo kot gorivo v prevoznih sredstvih (Weiland, 2010).

Anaerobno vrenje poteka v bioplinski napravi, pri tem pa se spro$¢a bioplin. Je zmes
razliénih plinov, od katerih je najpomembnejSi metan. Vrenje oz. anaerobna digestija
poteka s pomocjo bakterij. Bioplin se najvec izrablja v kogeneracijskih enotah, kjer hkrati
proizvajamo elektriéno in toplotno energijo. Uporabljajo ga na kmetijah, smeti$¢ih in

fwtw

Bioplin ¢istimo po razli¢nih postopkih. Vsebnost metana je odvisna od uporabe bioplina.
Bioplin, ki vsebuje najmanj 60 % metana se uporablja za proizvodnjo toplote. Ko je
bioplin povsem ocisc¢en, lahko doseze takSno sestavo kot zemeljski plin in se ga lahko
uporabi kot Cisto gorivo. Bioplin, o¢is¢en do stopnje zemeljskega plina, imenujemo
biometan. Koncentracije metana nad 95 %, ki ga dosezemo z membranskimi moduli, lahko
uporabimo v produkciji elektriéne energije v izgorevalnih napravah. Za ekvivalentno
energijsko vrednost goriva potrebujemo pri biometanu najmanj kmetijskih povrsin za

Tww

sod., 2014).

2.1.1 Nastanek bioplina

Bioplin nastane z anaerobno fermentacijo organske snovi (zivalske fekalije, energetske
rastline, rastlinski material, odpadki klavnic itn.). V bioplinski napravi je mozno
uporabljati vse organske snovi, katerih sestava se z delovanjem mikroorganizmov
spremeni in ne vsebuje ve¢ kot 15 % suhe snovi (SS). Pri manj kot 5 % SS proces
razgradnje Se vedno poteka, vendar je nerentabilen. Zgornja meja SS predstavlja omejitev,
pri kateri lahko substrat §e ¢rpamo in meSamo. Razgraditev, npr. v gnojevki, povzrocajo
mikroorganizmi, ki so v njej ze prisotni in vanjo pridejo z zivinskim blatom. Anaerobna
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razgraditev organskih snovi temelji predvsem na biokemi¢nih procesih, katerih nosilci so
mikroorganizmi (Garvaz in sod., 2005).

Metanska fermenatcija je kompleksen proces, katerega lahko razdelimo v S$tiri stopnje:
hidroliza, acidogeneza, acetogeneza in metanogeneza. V posamezni degradacijski stopnji
sodelujejo razliéne zdruzbe mikroorganizmov, ki so v sintroficnem odnosu. Stopnje
metanske fermentacije so prikazane na sliki 1 (Cater in sod, 2014).

Hidrolizirajo¢i in fermentacijski organizmi so odgovorni za razgradnjo polimerov, pri tem
nastanejo monomeri in vmesni produkti anaerobnega procesa kot so acetat, ogljikov
dioksid, vodik in kratko verizne mascobne kisline, kot so propionat in butirat. Hidroliti¢ni
mikroorganizmi izlo¢ajo naslednje encime: celulaze, celobiaze, ksilanaze, amilaze, lipaze
in proteaze. Pri tem sodelujejo obligatni anaerobi, kot so bakterije iz rodu Bacteriocides,
Clostridia in Bifidobacteria. Dolgo verizne mascobne kisline se pretvorijo v acetat in
vodik s pomocjo vodik producirajocih acetogenih bakterij (Acetobacterium woodii in
Clostridium aceticum). Prebitek vodika lahko zaustavi metabolizem acetogenih bakterij,
zato je pomembno, da je parcialni pritisk vodika nizek. Na koncu degradacijske verige je
skupina metanogenih bakterij, ki iz acetata ali iz vodika in ogljikovega dioksida
proizvajajo metan. Te bakterije so prav tako strogi anaerobi in za rast potrebujejo nizek
redoks potencial. Znanih je samo nekaj vrst bakterij, katere so zmozne razgraditi acetat v
CH, in CO, (Methanosarcina barkeri, Metanonococcus mazei Methanotrix soehngenii)
(Schink, 1997).

V anaerobnih digestorjih se 70 % metana proizvede po acetotrofni metanogenski poti
(pretvorba acetata v CH4 in CO,), preostanek pa se ga proizvede po hidrogenotrofni
metanogenski poti (pretvorba CO; in H v CHy in H,0) (Cater in sod., 2014).

Prva in druga skupina mikrobov, kakor tudi tretja in Cetrta so zelo povezani in odvisni drug
od drugega. Proces anaerobne digestije zahteva, da je razmerje razgradnje v obeh stopnjah
enakovredno. Ce prva stopnja poteka prehitro, potem se v digestorju nakopicijo kisline, kar
ima za posledico padec pH. Padec pH pod 7 inhibira metan producirajo¢e bakterije. Ce pa
druga stopnja poteka prehitro, je produkcija metana omejena s stopnjo oz. hitrostjo
hidrolize (Weiland, 2010).
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CELULOZA, HEMICELULOZA

4

HIDROLIZA

Mono-, disaharidi

NZ

ACIDOGENEZA

Kratk: izne maséobne kisline, alkoholi, ogljikov dioksid, vodik

N

ACETOGENEZA

acetatna kislina, vodik, ogljikov dioksid

N

METANOGENEZA |

Acetotrofna pot: metan, ogljikov dioksid | hidrogenotrofna pot: metan, voda 1

Slika 1: Stopnje produkcije bioplina iz celuloze in hemiceluloze (Cater in sod., 2014: 52).

Interakcije med mikrobnimi zdruzbami so zelo kompleksne. Neravnotezje med mikrobnimi
zdruzbami vpliva na presezne reakcije, kar lahko povzro¢i kopicenje inhibitorjev in lahko
vodi v upocasnitev anaerobne digestije. Med vsemi imajo metanogenci najpo¢asnej$o rast
in so najbolj obcutljivi na okoljske spremembe, kot so temperatura, pH in koncentracija
inhibitorjev. Tako lahko smatramo, da je metanogeneza limitni korak v procesu anaerobne
digestije (AD). Pri substratih, Kjer je hidroliza omejena, kot je npr. lignocelulozna biomasa,
je zelo pomembno predtretiranje (Slika 2), s ¢imer razrahljamo vezi in hidroliti¢cnim
encimom omogo¢imo delovanje (Zheng in sod., 2014).

Lignin Hemiceluloza

-vl-i?:‘_—r\wnqr}r'é\g
“m;&‘::::ﬂa’f\‘v‘:‘-.‘m.
S "” \—7

lPred- obdelava Celuloza

Slika 2: Vpliv predobdelave na strukturo lignoceluloze (Chaturvedi in sod., 2013: 417).

Metansko vrenje poteka v Sirokem obmocju temperatur med 5 in 65 °C. Izbrana
temperatura mora biti ¢im bolj konstantna, saj Ze zelo majhne spremembe vplivajo na
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hitrost nastajanja plina. Metansko vrenje lahko vodimo pri treh optimalnih temperaturnih
obmodjih: psihrofilno (15 — 20 °C), mezofilno (32 — 42 °C) in termofilno (48 — 55 °C).
Visja kot je temperatura, hitreje nastaja bioplin. Na vsakih 10 do 15 °C se hitrost nastajanja
bioplina podvoji, zadrZevalni ¢as pa se skrajSa. Isto¢asno narasca tudi koli¢ina plina, ki se
lahko pridobi iz dolo¢ene koli¢ine substrata. Skozi celoten proces moramo zagotoviti
konstantno temperaturo, saj nihanja negativno vplivajo na produkcijo bioplina. Termofilni
anaerobni proces je bolj obcutljiv na temperaturna nihanja in zahteva daljsi Cas prilagajanja
na novo temperaturo, saj termofilne bakterije tolerirajo temperaturno nihanje zgolj = 1 °C,
mezofilne pa do + 3 °C. Nihanje temperature vpliva na proizvodnjo bioplina, izgube pa
znasajo tudi do 30 %. Pri termofilnem nacinu delovanja je prav tako potrebno, zaradi
boljSega prenosa mase in toplote, zagotoviti ucinkovitejSe meSanje, dotok substrata v
digestor pa mora biti enakomernejsi. Zaradi tezjega nalina vodenja termofilnega
metanskega vrenja, se bioplinarne ve¢inoma odloc¢ajo za mezofilno vrenje (Weiland,
2010).

2.1.2 Sestava bioplina

Sestava bioplina je odvisna od substrata, ki ga uporabljamo za digestijo. Bioplin vsebuje:
od 50 do 75 % metana (CH,), od 25 do 45 % ogljikovega dioksida (CO;), od 1 do 3 %
vodika (H); od 0,1 — 0,5 % vodikovega sulfida (H,S); od 0,5 — 2 % N, in manj kot 0,1 %
CO.

Ker produkcija bioplina poteka v vodnem mediju, se tezko izognemo izhlapevanju, zato
bioplin vsebuje tudi vodno paro. V¢asih bioplin vsebuje Se siloksane, ostanke kozmeti¢nih
sredstev ter aditivov hrani. Vodikov sulfid je zelo agresiven in koroziven plin, ki lahko
poskoduje motorje z notranjim izgorevanjem. Da se temu izognemo, moramo vodikov
sulfid intenzivno odstranjevati iz bioplina. Kurilna vrednost bioplina je odvisna od
vsebnosti metana in znaga od 20 do 25 MJ/m? (energijska vrednost metana je za primerjavo
35,8 MJ/m®) (Seadi in sod., 2010) (Preglednica 1).

Preglednica 1: Sestava bioplina (Seadi in sod., 2010: 43)

Zmes Kemijski simbol Vsebnost (vol. - %)
Metan CH, 50-75
Ogljikov dioksid CO, 25-45
Vodna para H,O 2(20°C) -7 (40 °C)
Kisik 0, <2

Dusik N, <2
Amoniak NH; <1

Vodik H, <1
Vodikov sulfid H,S <1




Hocevar V. Obdelava lignoceluloznih materialov z lesnimi glivami za proizvodnjo bioplina. 8
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

Stevilne velike kmetije imajo dandanes tudi Ze bioplinsko napravo. Kot substrat
uporabljajo gnoj ali gnojevko, dodajajo pa Se Stevilne kmetijske ostanke (travo, silazo,
sadne olupke, odpadke pri pridelavi zelenjave). Od substrata je seveda odvisen izplen in
kakovost bioplina. S pomocjo fermentacijskih dodatkov vplivamo na razmerje med
ogljikom in duSikom, saj ima razmerje pomemben vpliv na reprodukcijo
mikroorganizmov. Razmerje se mora gibati od 1:10 do 1:16. Ustrezno razmerje vpliva na
kakovost bioplina. Cilj vsake bioplinarne je ¢im vecji deleZ metana, v primerjavi z ostalimi
komponentami. Presezek ogljikovih hidratov glede na beljakovine, vodi v nastanek manjse
koli¢ine metana ter vecjih koli¢in vodika in ogljikovega dioksida. Mascobe dajejo najvec
plina z visoko vsebnostjo metana. Beljakovine in ogljikovi hidrati dajo z metanom zelo
osiromasen bioplin. Iz gnojevke pri reakcijski temperaturi 32 °C nastane od 0,8 do 1,0 m®
plina na kilogram razgrajene suhe organske snovi. Do razlik prihaja, ker so

mikroorganizmi nesposobni razgraditi dolocene organske snovi kot je lignin (Jej¢i¢ in sod.,
2010).

2.1.3 Bioplinska naprava

Osnova bioplinske naprave je fermentacijska posoda, imenovana tudi digestor. Ce gre za
izmeni¢ni proces, sta potrebni dve fermentacijski posodi. Izmeni¢ni proces je donosnejsi,
zaradi boljSega izkoristka in zaradi manjSega ostanka metana v digestatu. V digestorju sta
mesalo in izmenjevanik toplote, ki je obi¢ajno vodni. Za zagotovitev homogenih pogojev
in za preprecitev nastajanja skorje na povrsini, je potrebno mesanje. Del bioplinske
naprave je tudi plinohram. Ce se bioplin koristi kot vir elektriéne energije, je potreben 3e
motor z notranjim izgorevanjem, ki deluje na bioplin in Zene generator elektricnega toka

(Jej¢ic in sod., 2010) (Slika 3).
Atmosfera
T Plinohram B leohram f Pllnohram n
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Slika 3: Tipi¢na dvostopenjska bioplinarna (Weiland, 2010: 855).
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2.2 BIOMASA

Vse, kar zraste na Zemlji imenujemo biomasa. V biomasi se je s pomo¢jo fotosinteze
skladisc¢ila son¢na energija. Slovenija je v Evropi po gozdnatosti na tretjem mestu, takoj za
Finsko in Svedsko.

Lesnopredelovalna industrija kot osnovno surovino uporablja les. Pri predelavi lesa
nastanejo Stevilni ostanki, ki jih lahko koristno uporabimo za proizvodnjo toplotne in
elektricne energije. Kot vir energije lahko uporabimo ostanke, ki nastancjo pri senji
gozdov, pri obrezovanju sadovnjakov, pri urejanju parkov in vrtov, ipd.

Stevilni kmetijski pridelki so v manjSem delezu namenjeni kot surovina v biokemiéni
industriji in za proizvodnjo energije. Pomembno je, da pri tem ne prihaja do namerne
zlorabe pridelkov, ki so prvotno namenjeni prehrani ljudi. Rastline, ki jih imenujemo
energetske rastline, uporabljamo za proizvodnjo pogonskih goriv, elektrike in toplote. V ta
namen se uporabljajo trava, koruza in oljna ogrs¢ica. Tudi koruza je namenjena prehrani in
krmi, zato za energetske namene uporabljamo koruznico ali storze. V kmetijstvu nastanejo
Stevilni ostanki in odpadki, ki jih lahko uporabimo za fermentacijo, pridobljeni plin pa je
vir energije.

Ker prihodnost kmetijstva ni ravno blestea, S0 kmetje za svoj obstoj primorani iskati
dodatne vire prihodkov. Vendar pa je prednost podeZelja ravno v pridelavi zdrave hrane,
surovin in energije. V ospredje zopet prihaja ekoloSko kmetovanje, saj z intenzivnim
kmetovanjem vplivamo na degradacijo okolja posledi¢no pa tudi na nase zdravje.

Kmetje s predelavo in izrabo biomase za pridobivanje energije izboljSujejo svoj polozaj.
To se odraza zlasti v razvitih drzavah Evropske unije, kot so Svedska, Danska, Nemcija,
Awvstrija in Italija (Sabol, 2007).

2.3 PISCANCII GNOJ

Piscancji gnoj (PG) je zelo mocno in hranljivo gnojilo za rastline, saj vsebuje od 3 do 4
krat ve¢ dusika (N) v primerjavi z hlevskim gnojem. Prav tako vsebuje od 5 do 10 krat ve¢
fosforja (P,Os) in od 2 do 3 krat ve¢ kalija (K,0). Sestava in tekstura PG se spreminjata in
sta odvisna od: zunanje temperature, vrste perutnine in starosti gnoja. S starostjo gnoj
dozoreva, to pa vpliva na koli¢ino hranil. Pri uporabi PG je potrebno vedeti, da se poleg
samih izlo¢kov zivali v gnoju nahajajo Se perje, voda, krmila in nastilj. Gnoj z nastilom
vsebuje ve¢ organske snovi (lignocelulozne biomase) kot gnoj izpod baterij (Kalan, 2010)
(Preglednica 2).
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Preglednica 2: Vrednost hranil, organske snovi in vode v pi§¢anéjem gnoju v % (Leskosek, 1988: 40).

Vrsta gnoja N P,0s5 K,O | CaO MgO Org. snov | voda
Svez pis¢andji gnoj 1,70 1,60 0,90 | 2,00 - 35,0 56,0
Zrel pid¢andji gnoj 3,80 2,60 3,90 | 5,20 0,66 57,0 20,0

2.4 RASTLINE KOT VIR OGLJIKA'V SUBSTRATU
2.4.1 Koruza (koruzna silaza)

Koruza (Zea mays) je enoletna zitarica, Ki izvira iz srednje in juzne Amerike. Nastala je iz
naravno rastoce divje koruze. V Evropo jo je po odkritju Amerike prinesel Kristof
Kolumb. Spada v druzino trav, ljudje pa jo gojimo za prehrano in za zivalsko krmo.
Najvecje pridelovalke koruze na svetu so ZDA, v Evropi pa jo pridelujejo predvsem
jugovzhodne dezele. Med ziti je koruza po razsirjenosti na tretjem mestu, takoj za rizem in

pSenico. Koruza je zahtevna za pridelavo, saj zahteva toplo podnebje in precej vlage
(Kalan, 2010).

Koruzna silaza je nepogresljiva krma pri trzni reji goved. Kljub veliki razSirjenosti travinja
in dejstvu, da je v Sloveniji ve¢ kot 70 odstotkov kmetijskih zemljis¢ v obmocjih z
omejenimi dejavniki za kmetovanje, kar na 82 % kmetij za prirejo mleka zivino krmijo s
koruzno silazo.

Siliranje je postopek spravila krme, pri katerem z anaerobnimi razmerami in z zakisanjem
preprecimo kvarjenje krme. Zakisanje je rezultat mlecnokislinskega vrenja, ki lahko poteka
sam po sebi, lahko pa ga spodbudimo s posebnimi silirnimi pripravki. Zakisanje je mogoce
doseci tudi z dodajanjem anorganskih ali organskih kislin.

Pri siliranju nastopajo S$tevilni mikroorganizmi. V silazah najpogosteje najdemo
mle¢nokislinske bakterije, klostridije, enterobakterije, kvasovke in plesni. Od teh so zelene
le mle¢nokislinske bakterije, vsi drugi mikroorganizmi so nezeleni. Kvasovke in plesni
povzrocajo kvarjenje silaze, klostridiji pa povzro€ajo velike izgube energije in slabSajo
beljakovinsko vrednost silaze. Poleg tega vsi ti mikroorganizmi z mleénokislinskimi
bakterijami tekmujejo za hranila, in s tem onemogocajo ali upocasnjujejo njihovo rast
(Cergan in sod., 2008) (Preglednica 3).

Za proizvodnjo energije se lahko v najve¢ji meri uporabljajo zetveni ostanki koruze
(koruznica, koruzni storzi). Uporaba koruznega zrnja za energetske namene je neeti¢no.
Omenjeni Zetveni ostanki se uvrS€ajo v rastlinske ostanke, ki se po lastnostih priblizno
primerjajo z olesenelimi rastlinskimi ostanki. Potencial koruznice kot energenta je v
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primerjavi z zetvenimi ostanki drugih polj$¢in v Sloveniji najvecji. Vse koruznice ne
moremo uporabiti v energetske namene, ker se uporablja tudi v druge namene (zaoravanje,
prehrana zivali). Za uporabo biomase kot goriva je primerna predvsem suha biomasa in
biomasa, ki se preprosto pobira (koruznica, pobrana nekaj dni po pobiranju koruze)
(Cergan in sod., 2008).

Preglednica 3: Nagini izkori$¢anja koruze za energetske namene (Cergan in sod., 2008: 152).

Vhodni material Tehnologije izkoris¢anja
Koruznica Seziganje, uplinjanje, uteko¢injanje
Koruzna silaza Digestija (bioplin)

Koruzni storzi (brez zrnja) Seziganje

Koruzno zrnje (vlazno), koruznica Fermentacija

2.4.2 PSenica (pSeni¢na slama)

PSenica je vrsta zita in spada v druzino sladik (Poaceae). V visino zraste do 1,5 m. Je ena
najstarejsih kulturnih rastlin na svetu, saj so jo pridelovali ze EgipCani. Izvira iz
Mezopotamije, od koder se je razSirila po svetu. PSenica se je najbolj razsirila v 11.
stoletju, ko je na dan priSel beli kruh. Danes je pSenica pomembnejSa surovina v
mlinarstvu. Poznamo 27 razli¢nih vrst pSenice. Za gospodarsko uporabo sta pomembni
samo dve vrsti: Triticum aestivum in Triticum durum. Najvecji proizvajalci pSenice so
Kitajska, Indija, ZDA in Francija. Klasje dozori julija ali avgusta, iz njega pa se izlus¢ijo
zrna, ki so v svetovnem merilu eden najve¢jih prehrambenih virov. PSenica sluzi kot
sestavina enemu najpomembnejsih prehrambenih proizvodov v Evropi- kruhu. Poleg kruha
se 1z pSeni¢ne moke dela Se razne vrste peciva in testenine ter najrazlicnejSe druge izdelke
za prehrano ljudi (PSenica, 2008).

PSenica je pomembna tudi za krmljenje Zivali. Njena drobna in zdrobljena zrna ter otrobi
so pomembno moc¢no krmilo za zivino. V zelenem stanju je pSenica sama ali v meSanici s
strocnicami dobra zivinska krma bodisi sveza, posusSena ali silirana. PSeni¢no slamo se
uporablja za steljo, v izjemnih razmerah tudi za zivinsko krmo. V zivilski industriji
uporabljajo pSenico za izdelovanje raznih vrst moke. Iz pSeni¢nega zrna pridobivajo tudi
Skrob, alkohol itd. |z pSeni¢ne slame je mogoce napraviti papir in celulozo ter plesti
klobuke in torbice (Todori¢, 1982). V zadnjem casu pa je lahko slama tudi energetska
surovina, iz katere pridobivajo biogoriva po konceptu biorafinerij (Kaparaju in sod., 2009).
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2.5 LESNA BIOMASA

Lesne glive v naravi pripomorejo k krozenju snovi, zlasti ogljika. Razgrajujejo les in lesno
biomaso, kljub temu da ima lesni material zelo kompleksno kemijsko strukturo (slika 4)
(Tisma, 2012). Razgradnja lesa oz. lignoceluloznega materiala z uporabo gliv se lahko
uporablja v lesni in papirni industriji. Uporabljajo se zlasti encimi gliv (lignin peroksidaza,
mangan peroksidaza) za odstranjevanje lignina v procesih beljenja. S tem pospesSimo
beljenje in zmanj$amo porabo kemikalij, zlasti klora. Koristi pri uporabi ksilanaz pa so tudi
pri hidrolizi celuloze v sladkorje pri Stevilnih raziskavah proizvodnje biogoriv (Tengerdy
in sod., 2003; Singh in Chen, 2008). Lignocelulozno biomaso sestavljajo tri komponente,
in sicer: celuloza, hemiceluloza in lignin. Najve¢ji problem vseh raziskovalcev pa je, kako
premagati visoko nerazgradljivost lignoceluloze do fermentabilnih sladkorjev. V biomasi
je zelo velik energijski potencial, vendar pa je pot do popolnega izkoristka tega potenciala
Se dolga (Lee, 2005) (Slika 4).

Celuloza je glavna komponenta lignoceluloznih celi¢nih sten. Je polisaharidni polimer, z
veliko molekulsko maso, sestavljen iz ponavljajocih enot disaharida (celobioze). Celobiozo
tvorita dve glukozi, ki sta povezani z 3-1-4 glikozidno vezjo (Mussatto in sod., 2010).

S

N\
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A

Slika 4: Zapletena kemi¢na struktura lignoceluloznega materiala (Ti§ma in sod., 2012: 21).

Hidroksilne skupine, ki so prisotne v celulozni verigi, vodijo v formacijo vodikovih vezi v
isti ali bliznji verigi. Rezultat so mikrofibrile, ki so zelo raztegljive in mo¢ne. Celulozo
sestavljata dve regiji: amorfna in kristalina. Kristalicnost lahko okarakteriziramo s
kristali¢cnim indeksom. Visji kot je indeks, tezavnejsa je razgradnja. Celulozne mikrofibrile
so druga na drugo pritrjene s hemicelulozo ali pektinom in pokrite z ligninom. Tak$na
ureditev omogoca celulozi odpornost pred biolosko in kemijsko razgradnjo (Zheng in sod.,
2014).
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Hemiceluloza je linearen in razvejan heterogeni polimer sestavljen iz razli¢nih sladkorjev:
L-arabinoze, D-galaktoze, D-glukoze, D-manoze, D-ksiloze pa tudi iz nekaterih drugih
komponent (ocetna, glukoronska Kislina). Ogrodje verige hemiceluloze je lahko
homopolimer ali heteropolimer. Glede na sladkorni ostanek v ogrodju ima hemiceluloza
razli¢ne klasifikacije: ksilan, manan, glukan, glukomanan, galaktomanan, ksiloglukan, -
glukan. Molekula hemiceluloze je amorfna, kar jo naredi enostavnejSo za hidrolizo v
primerjavi s celulozo (Mussatto in Teixeira, 2010) (Slika 5).
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Slika 5: Celuloza predstavlja skelet, okrog katerega se prepletata lignin in hemiceluloza (Mussatto in
Teixeira, 2010: 897).

Odstranitev hemiceluloze in lignina, ki obdaja celulozo, pogosto izboljsa uéinkovitost
razgradnje celuloze do glukoze (Singh in Chen, 2008). Glive bele trohnobe lahko
razgradijo v lignoceluloznih materialih lignin do enostavnih sladkorjev, s ¢imer pripravijo
material za nadaljnjo biotehnolosko proizvodnjo- na primer za proizvodnjo alkohola
(TiSma in sod., 2012).

2.5.1 Lignocelulozni material

Najve¢ lignoceluloznih odpadkov se proizvede v lesni industriji, kmetijstvu ter industriji
papirja in celuloze. Kemi¢na struktura lignoceluloznega materiala, Kateri sestavlja les, je
prikazana na sliki 4 in 5. Lignin je poleg celuloze najbolj razsirjena polimerna organska
snov Vv rastlinah. Celuloza ima ponavljajo¢o se strukturo, medtem ko je struktura lignina
kompleksna in nepravilna. Molekula lignina je sestavljena iz enot hidroksifenil propana, ki
so z vezmi C-C in C-O-C povezane v tridimenzionalno strukturo. V vodi je netopen.
Lignin je najbolj uporna komponenta rastlinske celice. Vecje kot je razmerje lignina, vecja
je odpornost na kemijsko in encimatsko razgradnjo. Med ligninom in hemicelulozo ter med
ligninom in celulozo obstajajo kemijske vezi (Xia in sod., 2003; Taherzadeh in Karimi,
2008) (Slika 6).

Lignin ima v primerjavi s celulozo oz. hemicelulozo druga¢no (nepravilno) strukturo.
Znotraj lignina ni ponavljanj vezi med monomeri, ki ga sestavljajo. Lignin nastaja z
nakljucno sintezo iz prekurzorjev koniferilnega, p-kumarilnega in sinapilnega alkohola.
Alkoholi se med seboj razlikujejo po Stevilu metoksi skupin na aromatskem obrocu.
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Hemiceluloza in celuloza sta razgradljiva polimera, vendar pa, ¢e sta prepletena z
ligninom, to znatno otezuje razgradnjo. Njegova funkcija je zagotoviti togost in vezljivost
celicne stene. Posledica prisotnosti lignina je tudi neprepustnost ksilema (Walter in sod.,
2004; Okuda in sod., 2008).
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Slika 6: Struktura lignina (TiSma in sod., 2012: 21).

Biorazgradnja lignina je za raziskovalce zanimiva iz dveh razlogov. Lignin je zelo
pomemben pri globalnemu krozenju ogljika v naravi in hkrati je tudi izhodna spojina za
Stevilne koristne produkte (vanilin, benzen, razprSevala, emulgatorji, kelatne spojine,
antioksidanti) (Mussatto in sod., 2007).

2.5.2 Glive bele trohnobe in njihova uporaba

Danes je znanih okoli 90 tiso¢ vrst gliv, vendar jih je le nekaj sposobnih razgrajevati les.
Te glive spadajo v debla Basidiomycota in Ascomycota. Glive razkrojevalke lesa lahko
razvrstimo v tri skupine, in sicer: glive bele trohnobe, glive rjave trohnobe in glive mehke
trohnobe. Delitev temelji na spremembi barve lesa. Poleg tega pa se lesu, ki so ga
kolonizirale glive spremenijo lastnosti (izguba Cvrstosti, proznosti, les postane krhek).
Lesne glive imajo pomembno vlogo v procesu krozenja snovi v naravi, saj lesno biomaso
razgradijo do enostavnih produktov: ogljikovega dioksida, vode in mineralov. Z
razgradnimi produkti lesa se izboljSuje struktura in kakovost humusno-akumuliranih slojev
tal. Glive rjave trohnobe napadajo in razkrojijo celulozo in polioze, v ligninu pa sprozijo
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samo manjse spremembe. Po razkroju ostane oksidiran lignin, ki je rjave barve. Les pri tem
razpoka in izgubi vse mehanske lastnosti (Sigoillot in sod., 2012).

Mehko trohnobo povzrocajo glive iz skupine Ascomycota in Deuteromycota. Glive mehke
trohnobe razkrajajo zgolj lesne polisaharide. Lignina ne razkrajajo. V vlaznih razmerah je
rezultat na povrsini vse bolj mehek les, v suhih pa les postane rjav in drobljiv.
Najpogostejsi organizmi, ki povzrocajo povrsinski razkroj lesa so glive bele trohnobe.
Njihova glavna znacilnost je, da so sposobni razgradnje in mineralizacije lignina (Sigoillot
in sod., 2012).

Za glive bele trohnobe je znacilno, da se razpadajoci les obarva belo. Les je po razkroju
vlaZzen, mehek in spuzvast. Ta skupina vkljucuje veliko Stevilo gliv, predvsem skupino
Basidiomycota. Bela trohnoba je lahko: simultana (so¢asna) in selektivna. Glive simultane
bele trohnobe razgrajujejo vse komponente. Pri tem sodeluje zelo veliko razlicnih
encimov. Razgradnja celi¢ne stene poteka od lumna proti sredi$éni lameli. Najbolj znana
predstavnika te skupine sta Trametes versicolor in Phanerochaete chrysosporium, ki
spadata v skupino Basidiomycota (Sigoillot in sod., 2012). Glive selektivne bele trohnobe
razgrajujejo lignin, pri tem pa ostane celuloza skoraj nedotaknjena. Predstavnik te vrste
trohnobe je gliva C. subvermispora (Tanaka in sod., 2009).

Da lahko glive bele trohnobe razkrajajo lignocelulozo (zlasti lignin), izlocajo
ekstracelularne lignolitiéne encime. Najpomembnej$i encimi so peroksidaze in lakaze
(Hatakka, 1994; Ander in Marzullo, 1997; Asgher in sod., 2008; Sigoillot in sod., 2012).
Razgradnja lignina je oksidativen proces. Klju¢ni encimi, ki pri tem sodelujejo, so fenol
oksidaze. Najbolj raziskani so lignin peroksidaze (LiP), mangan peroksidaze (MnP) in
lakaze. LiP in MnP oksidirata substrat z dvema zaporednima oksidacijama (vsakokrat po
en elektron) s tvorbo intermediata kationskega radikala. LiP in MnP sta bili odkriti sredi
osemdesetih let, sta pravi ligninazi, zaradi njihovega visokega redoks potenciala. LiP
razkraja nefenolne enote lignina (90 % polimera), medtem ko MnP generira Mn**, ki ima
vlogo oksidacijskega sredstva tako za fenolne kot za nefenolne enote. Lakaza je modra
bakrova oksidaza, ki katalizira eno elektronsko oksidacijo fenolov ali drugih z elektroni
bogatimi substrati. Poro¢ajo pa tudi o nekaterih drugih encimih, ki so prav tako vkljuceni v
razgradnjo lignina: aril alkohol oksidaza, aril alkohol dehidrogenaza, glioksal oksidaza
veratril alkohol oksidaza, oksalat dekarboksilaza, kinon reduktaza (Sanchez, 2009).

Lakaze ali LiP in MnP oksidirajo lignin, s tem pa se tvorijo aromatski radikali. Ti
nastanejo v razlicnih neencimskih reakcijah, kot so cepitev C-4 etrske vezi, cepitev
aromatskega obroca, cepitev C-C vezi, demetoksilacija. Aromatski aldehidi, ki se sprostijo
po cepitvi C-C vezi lignina, so substrati za vodikov peroksid. Fenoksi radikali nastali s
cepitvijo C-4 etrske vezi, lahko repolimerizirajo v lignin, ¢e seveda niso najprej reducirani
z oksidazami v fenolne komponente. Le- te pa so lahko ponovno reoksidirani z lakazami



Hocevar V. Obdelava lignoceluloznih materialov z lesnimi glivami za proizvodnjo bioplina. 16
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

ali peroksidazami. Fenoksi radikal je lahko tudi predmet za cepitev C-C vezi, pri ¢emer
nastane kinon. Kinoni prispevajo k oksidaciji kisika, skupaj z kinon reduktazo, lakazami in
peroksidazami. Posledica oksidacije kisika je redukcija zeleza, ki je prisoten v lesu.
Hidroksilni radikal je zelo mobilen in mocen oksidant, ki lahko za¢ne napad na lignin, v
zaCetnih stopnjah razkroja lesa, kjer majhne pore in nepoSkodovana celi¢na stena
prepreCujeta penetracijo lignoliticnim encimom. Nadaljnja razgradnja lignina poteka z
oksidativnim napadom encimov. Na koncu enostavni produkti iz lignina vstopijo v glivine
hife in so vkljuceni v intracelularno katabolno pot (Sanchez, 2009).

Glive bele trohnobe so predmet Stevilnih raziskav, med drugimi se uporabljajo za izrabo
odpadkov iz kmetijske in zivilske industrije ter za proizvodnjo visoko kakovostnih
izdelkov. Rezultati teh raziskav so v mnogih primerih nasli uporabo v industriji oziroma se
trzijo (proizvodnja encimov, procesi v industriji papirja) (Tengerdy in Szakacs, 2003).
Najvecji potencial imajo lignocelulozni odpadki kot surovine za proizvodnjo biogoriv.
Cena biogoriva, proizvedenega iz lignoceluloznih materialov $e ne more konkurirati ceni
nafte. Za pretvorbo lignoceluloze do glukoze je potrebno najti enostaven in poceni
postopek.

Raziskovalci (Sun in Cheng, 2002; Singh in Chen, 2008; Chaturvedi in Verma, 2013;
Zheng in sod., 2014) so preucevali Stevilne metode predobdelave lignoceluloznega
materiala, ki jih v grobem lahko razdelimo na fizikalne (mletje, Zarcenje, izpostavljanje
visokim temperaturam in tlaku), kemijske (uporaba kemikalij, zlasti kislin in baz) ter
bioloske (obdelava z glivami in encimi). Lastnosti uspe$ne metode za predobdelavo :

- Mmora izboljSati prebavljivost substrata,

- mora prepreciti degradacijo (razgradnjo ogljikovih hidratov),

- Mmora prepre€evati nastanek inhibitorjev,

- minimalna potreba po kemikalijah,

- nizka poraba energije,

- cenovno ucinkovita in okolju prijazna metoda.

Uporaba gliv bele trohnobe v pogojih gojenja na trdnih substratih izpolnjuje vse navedene
zahteve. Poleg gojenja gliv bele trohnobe na lignoceluloznih materialih so podrocja
odpadne vode, izboljSanje prebavljivosti krme za Zivino in bioremediacija (odstranitev
ksenobiotikov).

2.5.3 Fermentacija na trdnih substratih

Z razgradnjo lignoceluloznega materiala s pomoc¢jo gliv bele trohnobe v fermentacijskih
razmerah na trdnih substratih posnemamo postopek razgradnje, ki se pojavlja v naravi, v
nasprotju s procesi v tekocih substratih, ki v naravi niso obi¢ajni. Fermentacija na trdnem
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substratu se izvaja v odsotnosti proste, sorpcijsko nevezane vode. Materiali, ki se pri tem
uporabljajo niso topni in delujejo kot fizi¢ni nosilci. V primeru uporabe lignoceluloznih
materialov, so hkrati material za podlago in vir hranilnih snovi. Ti substrati so lahko inertni
(razli¢ni sinteti¢ni materiali) ali neinertni (lignocelulozni materiali) (Pandey in sod., 2008).
Z glivami bele trohnobe iz PG odstranimo lignin, ki je ovira za uspes$no (intenzivno)
fermentacijo bakterij, ki sodelujejo pri metanogenezi. Rezultat izpostavitve glivam je vecja
izraba substrata, manj ostankov in ve¢ bioplina.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI

Za izvedbo omenjenega poskusa, smo poleg tehni¢nih pripomockov potrebovali tudi zive
organizme, in sicer micelije gliv.

3.1.1 Vrstegliv

3.1.1.1 Trametes versicolor

Pisana ploskocevka (Trametes versicolor) je ena najbolj pogostih lesnih gliv pri nas in tudi
v svetu. Najdemo jo na vseh kontinentih, razsirjena pa je tako v listnatih kot v meSanih
gozdovih. Najraje ima les listavcev, zlasti bukovino. Okuzuje posekan les in poskodovana
oslabljena drevesa, lahko pa tudi izdelke iz lesa, ki so v stiku z zemljo in s tem dela
precej$njo $kodo. Na lesu povzro¢a belo trohnobo. To pomeni, da razkraja predvsem
lignin, celuloza pa ostaja v prebitku. Znacilnost tak$nega razkroja je bela obarvanost
strohnelega lesa (Pohleven, 2008) (Slika 7).

Slika 7: Trosnjaki pisane ploskocevke (Pohleven, 2008: 115).

Zaradi zilave zgradbe trosnjak ni uziten, primeren pa je za kuhanje ¢aja. Glivi pripisujejo
Stevilne zdravilne u¢inke od izboljSanja imunskega sistema in delovanja proti prehladu ter
drugim virozam. Najbolj znan je njen uc¢inek delovanja proti raku. Uporabljajo jo tudi pri
odpravljanju nezazelenih stranskih ucinkov po kemo- in radioterapiji. Gliva proizvaja
Stevilne nespecificne encime. Tako je zmoZna razgradnje polikloriranih organskih
biocidov, saj so po zgradbi podobni gradnikom lignina. Tako jo ze uporabljajo pri
uni¢evanju posebnih odpadkov, z Lindanom in pentaklorofenolom impregniran (zasciten)
les ter razstrupljanju polj, kjer so bila v preteklosti uporabljena poliklorirana organska
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fitofarmacevtska sredstva, kot je na primer Atrazin. Postopek razstrupljanja odpadkov in
zemlje z glivami imenujemo mikoremidiacija (Pohleven, 2008).

3.1.1.2 Pleurotos ostreatus

Bukovega ostrigarja poznamo tudi pod imenom zimski ostrigar. Ime izvira iz ostrigam
podobne oblike klobuka, kar lahko vidimo tudi na sliki 8. Prevod latinskega imena
pleurotus (stranski) nakazuje smer izras¢anja plodis¢. Nekateri pa menijo, da ime ostrigar
ne izvira iz oblike klobuka temve¢ iz okusa gobe, ki spominja na ostrige. Glivo najdemo
predvsem na lesu listavcev (najpogosteje na bukovini), zelo redko tudi na iglavcih in je
tipi¢en saprofit. RazSirjen je v zmernem in subtrobskem podnebnem pasu severne poloble.
Navadno se ne pojavlja na konstrukcijskem lesu.

P. ostreatus povzroca tipi¢no belo trohnobo. Optimalna temperatura rasti je okoli 27 °C ter
vlaznost lesa med 60 in 80 %. Pri teh pogojih lahko micelij priraste tudi do 7,5 mm
dnevno. Plodis¢a bukovega ostrigarja (slika 8) so zelo okusna. To je tudi razlog, da ga zelo
pogosto gojijo v prehrambene namene. Okus ostrigarja je v najvecji meri odvisen od
substrata, na katerem ga gojimo (Humar, 2008).

Slika 8: Trosnjaki bukovega ostrigarja (Humar, 2008: 353)

Ostrigarja uporabljamo $e za druge namene, in sicer za mikoremediacijo, kot biokontrolni
agent in v medicini. Struktura onesnazil (odpadna olja, pesticidi, biocidi) pri
mikoremediaciji, je sorodna strukturi lignina. Encimi ostrigarja lahko onesnazila v
dolo¢enih pogojih mineralizirajo. Pri uporabi ostrigarja kot biokontrolni agent, bi z
micelijem lahko okuzili sveze Store. Na ta nacin bi preprecili ali omejili okuzbo s
parazitskimi glivami (Storovka, jelov koreni¢nik). V zadnjem casu Se posebej pridobiva
pomen uporabe te glive v medicinske namene. Strokovnjak s podro¢ja raziskovanja gliv
(Paul Stamets, 2000) poroca, da uzivanje bukovega ostrigarja deluje protivnetno, uravnava
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krvni tlak, znizuje raven sladkorja in holesterola v krvi, pospeSuje celjenje ran ter
izboljSuje delovanje imunskega sistema (Humar, 2008).

3.1.1.3 Hypoxylon fragiforme

Ogljena kroglica (Hypoxylon fragiforme) razkraja les listavcev v Evropi in Severni
Ameriki. Uvrs¢amo jo med saprofitske glive. Odmrle veje okuzi kmalu po tem, ko se
odlomijo. Trosnjaki se najpogosteje pojavljajo na lubju vej bukve, vendar pred njo niso
varne niti veje jelSe, breze, gabra, topola, hrasta ali lipe. V¢asih napada tudi bolj eksoti¢na
drevesa, kot so palme. Gliva zelo dobro razkraja les, ¢eprav spada med zaprtotrosnice
(Ascomycotina). Na lesu povzroca piravost, uvrséamo pa jo med glive bele trohnobe.
Nekateri avtorji porocajo, da so latentni micelij ogljene kroglice zasledili tudi na zivih
drevesih. Gliva je zelo agresiven primarni kolonizator lesa. Na lesu se lahko zadrzi tudi veé
let. V laboratorijskih pogojih v 16 tednih razkroji povpre¢no 40 % mase bukovine.

Trosnjaki ogljene kroglice so hemisferi¢ne, pogosto celo povsem sferi¢ne oblike. Med
dozorevanjem trosnjaki spreminjajo barvo. Najprej so sivi, nato za kratek ¢as postanejo
roza- rdeci, zrela plodis¢a pa so temno rjave barve. Ko se iz peritecijev sprostijo ¢rne

spore, povrsina potemni in kon¢no stroma postane skoraj ¢rna kot oglje (Humar, 2009)
(Slika 9).

Slika 9: Trosnjaki ogljene kroglice z znacilno ¢rno povrsino, po kateri je gliva dobila tudi slovensko ime
(Humar, 2009: 451).

Ogljena kroglica je zelo uporabna v zdravilne namene. Iz trosnjakov so Ze izolirali
uc¢inkovine (fragiformine), ki zavirajo napredovanje AIDS-a pri HIV pozitivnih bolnikih.
Poleg tega mladi trosnjaki ogljene kroglice vsebujejo ucinkovine z baktericidnim in
fungicidnim delovanjem. Lignin razkraja nespecifi¢no, zato je ogljena kroglica sposobna
razkrajati tudi druga organska onesnazila. Gliva bi bila primerna za ¢iSCenje s pesticidi
onesnazenega okolja (mikoremediacija) (Humar, 2009).
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3.1.2 Pisc¢ancji gnoj

Piscancji gnoj smo dobili v Bioplinarni Drazenci, Perutnine Ptuj d.d. Uporabili smo zreli
pis¢ancji gnoj, kateremu so bili v steljo dodani lesni oblanci. Pis¢ancji gnoj smo
razprostrli, da se je posusil, pri tem pa smo pazili, da ni izgubil prvotne strukture.

3.1.3 Rastlinski material

Rastlinski material, in sicer pSeni¢no slamo ter koruzno silazo, smo dobili v Bioplinarni
Drazenci, Perutnine Ptuj d.d. Koruzno silaZzo smo prav tako posusili na zraku.

3.1.4 Inokulum

Inokulum (gnojnico) z bakterijami smo dobili iz digestorja iz Bioplinarne Drazenci.

3.1.5 Laboratorijska oprema
Za izvedbo poskusa smo potrebovali:

- Krizni mlin s siti na obodu znamke Condux,
- mlin RETSCH SM2000,

- petrijevke,

- tehtnico,

- laboratorijski susilnik,

- eksikator,

- plasti¢no posodo, 5 L,

- merilne valje, 50 ml, 100 ml, 500 ml,
- destilirano vodo,

- pH meter,

- steklene kozarce za vlaganje,

- preluknjane aluminjaste pokrovcke,

- sanitetno vato,

- tehnicni etanol,

- avtoklav,

- laminarij,

- Spiritni gorilnik,

- ezo,

- plutovrt,

- rastno komoro,
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- zamrzovalnik,

- cvetli¢na korita,

- plasti¢ne posode razli¢nih velikosti,

- erlenmajerice z enim stranskim izhodom in navojem ter izbo¢enim dnom, 250 ml,
- gumijaste zamaske,

- silikonsko cev,

- nepovratne ventile,

- meSalno-grelno plosco IKA, RT 15 power,
- magnetne mesalCke,

- birete, 100 ml in 50 ml,

- stojala za birete,

- prizeme,

- kovinske posode,

- teko¢i dusik,

- termometer in

- zogico (sesalko) za pipetiranje.

3.1.6 Opis aparature

Anaerobni digestor je sestavljen iz 250 ml erlenmajerice z enim stranskim izhodom, na
katerem je bila pritrjena silikonska cev z nepovratnim ventilom. Nepovratne ventile smo
uporabljali zato, da bi preprecili uhajanje vode v cev, ¢e bi se sluc¢ajno v erlenmajerici
ustvaril podtlak. Silikonska cev je bila speljana v spodnji del narobe obrnjene in v vodo
potopljene 100 ml birete, po kateri se je sproscal nastali bioplin in izpodrival vodo. Na
vrhu erlenmajerice se je nahajal gumijast zamaSek. Mesanje v erlenmajerici smo zagotovili
z magnetnim meSal¢kom in predhodno smo oznadili erlenmajerice ter odgovarjajoco
bireto. Vsaka erlenmajerica je imela svojo bireto.

Stirinajst anaerobnih digestorjev smo postavili na magnetno mesalo IKA (RT 15 power) s
petnajstimi meSalnimi mesti. Na petnajsto mesto smo postavili z vodo napolnjeno
erlenmajerico, ki je sluzila kot kontrola temperature. VVsak anaerobni digestor smo pred
zagonom prepihali z duSikom ter vstavili cevko v bireto. Tako smo ustvarili anaerobne
pogoje. Po kon¢anem prepihovanju smo vkljuéili mesalno-grelno plosco, ki je zacela tako
z meSanjem kot z gretjem vsebine anaerobnega digestorja. MeSalno-grelno plos¢o smo
nastavili na temperaturo 42 °C, s hitrostjo 360 obratov magnetka na minuto (Slika 11).
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Slika 10: Shematski prikaz anaerobnega digestorja povezanega z bireto za od¢itavanje volumna dnevno
proizvedenega bioplina (prirejeno po Nemet, 2009: 18).

Slika 11: Aparatura za pridobivanje bioplina z anaerobno fermentacijo.
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3.2 METODE

3.21 Mletje

Mletje lignoceluloznega meteriala je zelo pomembno, saj s tem zmanjsamo velikost delcev
in dosezemo boljso homogenost, lazje pa je tudi rokovanje. Z mletjem se spremeni naravna
ultrastruktura lignoceluloznega materiala. Poveca se dostopna povrSina, zmanj$a se stopnja
kristali¢nosti celuloze in zmanjsa se stopnja polimerizacije celuloze (Zhenk in sod., 2014).

Za glive bele trohnobe je bolj dostopen substrat, ¢e¢ imajo na razpolago vecjo povrsino
substrata. Tengerdy in Szakacs (2003) pa z inzenirskega vidika menita, da je pri
lignoceluloznem substratu tekom procesa pomemben prenos toplote, vsebnost vlage in
masni prenos kisika. Na vse tri parametre lahko vplivamo z velikostjo delcev, kakor tudi z
meSanjem.

Lignocelulozni material (slama, silaza) in PG smo najprej grobo zmleli na Katedri za
lepljenje, lesne kompozite in obdelavo povr$in Oddelka za lesarstvo, Biotehniske fakultete
Univerze v Ljubljani. Pri tem mi je ustrezna navodila podal doc. dr. Sergej Medved.
Uporabljen je bil krizni mlin s siti na obodu (Slika 12). Fino mletje pa smo opravili v mlinu
Retsch SM2000, katerega sito je imelo 1 mm velike odprtinice (Slika 13).

Slika 12: Krizni mlin za mletje lignoceluloznega materiala.
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Slika 13: Mlin Retsch SM 2000 za fino mletje lignoceluloznega materiala.

3.2.2 Priprava micelija gliv bele trohnobe

Za inokulacijo substrata, katerega smo imeli v kozarcih, je potrebno vzgojiti micelije v
petrijevkah na gojis¢u PDA (krompirjev dekstrozni agar).

Za pripravo gojisc¢a (za priblizno 25 petrijevk) smo zatehtali 19,5 g potato dextrose agar
(PDA) gojisca in ga raztopili v 0,5 1 vode. Nekaj vode smo prihranili za splakovanje ¢ase.
Raztopino smo nato prelili v steklenico za avtoklaviranje. Gojis¢e smo avtoklavirali 40
minut, pri temperaturi 121°C oz. nadtlaku 1,2 bar. Ko smo iz avtoklava izpustili paro, smo
steklenico prenesli v laminarij. Prav tako smo dali v laminarij celotno vreco petrijevk. Za
nekaj ¢asa Smo prizgali UV lu¢, nato pa sSmo priceli z vlivanjem gojisca tako, da je v vsaki
petrijevki priblizno 2 do 3 mm gojis¢a. Ko se je gojis¢e ohladilo in strdilo je bilo
pripravljeno za precepljanje. Rast micelija glive Pleurotus ostreatus (Plo5) vidimo na sliki
14. Ko je micelij glive prerasel vso petrijevko, smo ga precepili na sveze gojis¢e. To smo
obicajno naredili po treh tednih. Micelije gliv z oznakami Hk, Tv6, Hf in Plo5 smo morali
ohranjati v dobri kondiciji, saj smo ze z cepljenjem micelija na nov substrat (dve razli¢ni
mesanici PG in slama ter PG in silaza) povzrocili stresni dejavnik.
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Slika 14: Peti dan rasti micelija na komercialnem PDA gojiscu glive Plo5.

3.2.3 Meritve vlaznosti

Merjenje vlaznosti pis¢anéjega gnoja, koruzne silaze in slame smo izvedli po isti metodi. Z
vsakim substratom smo napolnili po tri petrijevke, ki smo jih predhodno stehtali. Petrijevke
smo napolnili s svezim substratom, v vsako pa smo odtehtali 5 g substrata (na dve
decimalki natan¢no). Petrijevke smo nato postavili v susilnik, kjer se je material susil 24 ur
na temperaturi 103 °C. Naslednji dan smo posusene vzorce ohladili v eksikatorju in jih
ponovno stehtali. Od petrijevk s posuSenim materialom smo odsteli maso petrijevk in tako
dobili suho maso substrata. Iz dobljenih podatkov o svezi masi substratov in suhi masi
substratov smo nato po formuli 1 in 2 za dolo€itev vlaznosti izracunali masne deleZe vode
izrazene v odstotkih (Preglednica 4).

M(suhe snovi) . (1)

W, N =
(trdne snovi) M(vlaine snovi)

W20y = 1- W (trdne snovi) ...(2
Najvec vlage vsebuje pisc¢ancji gnoj, najmanj pa psenicna slama.

Preglednica 4: Vsebnost viage.

Substrat Pis¢ancji gnoj Slama Koruzna silaza

Wiz, % 131 10,7 11,6
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3.2.4 Priprava mesanice

Za izvedbo poskusa smo si pripravili dve razlicni meSanici. Prva meSanica je bila
sestavljena iz 40 % PG in 60 % pSenicne slame, druga mesanica pa je bila sestavljena iz 40
% PG in 60 % koruzne silaze. To meSanico smo izbrali na podlagi preliminarnih poskusov
(Kalan, 2010). Pri takSnem masnem razmerju micelij Se dovolj dobro prerasca, hkrati pa se
porabi zadostna koli¢ina pis¢ancjega gnoja.

Pri pripravi meSanice z ustreznim razmerjem je potrebno upoStevati vlaznost. Masna
razmerja smo racunali glede na trdno snov posameznega substrata. Naredili smo zalogo
tako prve, kot druge mesanice. S tem smo si olajsali delo, saj smo imeli za poskus vedno
na voljo substrat za cepitev, in nam ni bilo potrebno izdelovati meSanic pred vsakim
poskusom. Ko smo zaceli s poskusom, smo zgolj zatehtali ustrezno koli¢ino meSanice in jo
do primerne vlaznosti navlazili z vodo. Vodo dodajamo postopoma in meSanico vsakokrat
premesamo in preverimo vlaznost. MeSanica je dovolj vlazna takrat, ko skozi stisnjeno pest
pritece kapljica vode, vendar pa je to zelo odvisno od velikosti delcev v meSanici. Ustrezno
vlaznost smo preverili z meritvijo. VlaZznost je znasala med 60 in 70 % (Slika 15).

Slika 15: Navlazena substratna me$anica.

Preglednica 5: Delezi posameznih substratov v meSanici.

PG Slama | Silaza PG in slama PG in silaza

Delez 40 % 60 % 60 % 100 % 100 %

Kolicina [g] 460,2 672,1 678,5 1132,3 1138,7
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IzraGun mesSanice substrata;

Ker imajo komponente (silaza, slama pis¢ancji gnoj) razli¢no vlaznost, je pri mesanju teh
substratov potrebno to upostevati. Ce bi imeli na voljo dva substrata z enako vlaznostjo, bi
ju preprosto zmesali. Tako bi za 1000 g meSanice PG in silaze zatehtali 400 g PG in 600 g
silaze oz. za 1000 g meSanice PG in slame zatehtali 400 g PG in 600 g slame (Preglednica
5).

Enacba za meSanico pis¢ancjega gnoja in slame:

- za 1000 g mesanice Smo potrebovali 400 g PG in 600 g slame.
PG:

_ _m(PG)
T 1-w(PG) ... (3)

400 g
1-0,131

X= =460,2¢g

X=460,2¢9
Kjerje:  m(PG)- teoreti¢na masa PG za meSanico,
W(PG)- vlaznost PG.

Slama:

_  m(SLA)
T 1-w(SLA)

(@)

_ 600g
1-0,107

=672,19
X= 672,1¢g
Kjer je: m(SLA)- teoreticna masa slame za meS$anico,

W(SLA)- vlaznost slame,

X- dejanska masa PG in slame, potrebna za pripravo meSanice slame, in
piScancjega gnoja.
Enacba za meSanico piScancjega gnoja in silaze:

- potrebujemo 1000 g meSanice 400 g PG in 600 g silaZze.
PG:

_ _m(PG)
T 1-W(PG)

.. (5)
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400 g
1-0,131

X= =460,2¢g

X =460,2¢g
Kjer je: m(PG)- teoreti¢na masa PG za mesanico,

W(PG)- vlaznost PG.

Silaza:

_ m(SIL)
T 1-w(SIL)

600 g
X=———
1-0,116

=6785¢

X=678,5 g

Kjer je: m(SIL)- teoreti¢na masa slame za meSanico,

W(SIL)- vlaZnost slame,

.. (6)

X- dejanska masa PG in silaze, potrebna za pripravo mesSanice silaze, in

pis€ancjega gnoja.

3.2.5 Polnjenje kozarcev

Kozarce in preluknjane pokrovcke smo najprej razkuzili v etanolu. Pri tem je bilo
pomembno, da smo z etanolom dosegli vse povrsine, zato je bilo najenostavneje, ¢e sSmo
jih preprosto potopili v banjico z etanolom. Pokrovéke in kozarce smo zlozili in pustili, da
so se osusili. V luknje pokrovckov smo vstavili sanitetno vato (Slika 16). S tem smo
omogocili dostop zraka (zlasti kisika) glivam, saj je rast micelija aeroben proces. Vata pa
S¢iti notranjost kozarca pred okuZzbami. Potrebovali smo 40 kozarcev, za vsako substratno
meSanico po 20 kozarcev. Na podlagi izracunov za potrebe anaerobne digestije SM0 Vv vsak

kozarec dodali priblizno 35 g substrata.
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Slika 16: Pokrovéek z vato.

3.2.6 Avtoklaviranje

Z avtoklaviranjem dosezemo sterilnost. Glede na to, da je v na$ poskus vkljucen piséand;ji
gnoj, v katerem so prisotni $tevilni mikroorganizmi, je avtoklaviranje zelo pomembno.

Napolnjene kozarce z ustrezno mesanico in primerno vlaznostjo smo zlozili v avtoklav, kar
nam prikazuje slika 17. Kozarce smo predhodno oznacili, da ne pride do zamenjav.
Pocakali smo, da je avtoklav dosegel nadtlak 1 bar oz. temperaturo 121 °C. Pri teh pogojih
smo avtoklavirali pol ure. Nato smo avtoklav ugasnili in odprli ventil za spus¢anje pare.
Ko se je vzpostavil normalni tlak, smo ga s primerno zascitno opremo odprli in zlozili
kozarce v laminarij. Pred cepitvijo substrata smo pocakali, da se substrat ohladi.

Slika 17: Kozarci zlozeni v avtoklavu.

3.2.7 Inokulacija

Inokulacijo z glivami bele trohnobe smo izvedli v laminariju, v sterilnih pogojih. V zacetni
fazi smo meSanice (PG pomeSanega s slamo ter PG pomesSanega s silazo) inokulirali s
Stirimi vrstami gliv in sicer: z bukovim ostrigarjem (Pleurotus ostreatus- naravni Plo5 in
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hibridni- Hk), s pisano ploskocevko (Trametes versicolor- Tv6) in ogljeno kroglico
(Hypoxylon fragiforme- Hf). Za nadaljnje poskuse pa smo uporabili bukovega ostrigarja
(Plo5) in ogljeno kroglico (Hf), saj sta najhitreje in najbolj intenzivno preras¢ala substratne
mesSanice. V laminariju smo kozarce s substratom izpostavili UV lu¢i za dodatno
razkuzevanje. Prinesli smo $e petrijevke, v katerih je bilo gojisc¢e preraslo z micelijem gliv.
S pomocjo plutovrta smo iz petrijevke izrezali cepi¢e. V vsak kozarec smo z ezo vstavili
po tri cepice in jih enakomerno razporedili po povrSini substratne meSanice. Pred vsakim
odpiranjem in zapiranjem kozarcev, smo ozgali pokrovéek in vrat kozarca. S tem SMO
preprecili morebitne okuzbe. Prav tako smo ozgali vsak delovni pripomoc¢ek. Ezo najpre;j
pomo¢imo v etanol, nato pa se priblizamo gorilniku. Ko je etanol na ezi prenehal goreti,
smo pocakali, da se ohladi in nato priceli s cepljenjem. Na vsak pokrovéek smo napisali
vrsto glive in datum cepljenja. Potek dela in pripomocki so prikazani na sliki 18.
Inokulirane kozarce smo postavili v rastno komoro s priblizno 75 % zra¢no vlago in
temperaturo 25 °C.

Slika 18: Material za izvedbo inokulacije name$éen v brezprasni komori.

3.2.8 Opazovanije rasti micelija na substratih

Iz Stevilnih poskusov je bilo potrebno ugotoviti, kako razli¢en substrat vpliva na
posamezno glivo, in po karakteristikah preras¢anja substratov izbrati dve najboljsi. Hitrost
preraséanja posameznih vrst gliv je razvidna s slike 19. Najbolj sta prerascali Hf in Plo5,
zato smo za nadaljnje poskuse izbrali ti dve vrsti gliv.
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Slika 19: Preras¢anje micelija (bela puhasta struktura) po substratnih mesanicah pi§¢ancjega gnoja in silaze,
osmi dan po inokulaciji.

Sprva se je micelij na substratni mesanici razraséal zgolj okrog cepi¢a. Tako so bila v
kozarcih preras¢ena in neprera$¢ena obmocja. Nekateri deli substrata so bili prerasceni z
micelijem Ze prvi oz. drugi dan inokulacije, tisti najbolj oddaljeni od cepica, pa po
dvajsetih dneh. Ta problem smo resili tako, da smo substrat temeljito premesali. S
predhodnimi preizku$anji smo prisli do ugotovitve, da je meSanje substrata najprimerneje,
ko micelij okoli cepi¢a meri od 1 do 2 ¢cm, kar nam nazorno prikazuje slika 20. To je med
4. in 6. dnevom po inokulaciji, glede na vrsto glive.

o —

Slika 20: Cepi¢i primerne velikosti za meSanje substratne mesanice. Na sliki je micelij glive Hf na mesanici
silaze in piS¢ancjega gnoja, stiri dni po inokulaciji.

Preras¢anje smo opazovali od premesanja pa do zamrznitve zadnjega vzorca, namenjenega
produkciji bioplina.

3.2.9 Odvzemanje vzorcev v razli¢nih ¢asovnih intervalih

Vzorce smo odvzemali v razli¢nih ¢asovnih presledkih, kot je prikazano v preglednicah 6
do 9. Za odvzemanje vzorcev smo naredili nacrt. Prvi odvzem vzorca posamezne glive
smo opravili takoj, ko smo na celotnem substratu opazili nezno pajcevinasto strukturo, ki
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jo je tvoril micelij glive (Slika 21). Naslednje vzorce smo odvzemali na dva oziroma tri
dni, odvisno od dneva v tednu oz. praznikov. Tako so bili substrati razlicno dolgo
izpostavljeni glivam bele trohnobe od 3 do 20 dni (Preglednice 6, 7, 8 in 9). Vzorce smo do
izvedbe fermentacije hranili v zamrzovalniku.

Slika 21: Izgled substrata (PG in slame) preras¢enega z glivo Plo5, dva dni po me$anju.

Preglednica 6: Prikaz ¢asovnega poteka dela, inokulacija, me$anje, odvzem in zamrznitev vzorca, ¢as po
cepitvi in Cas preras¢anja po mesanju substrata silaze (60 %) in pis¢ancjega gnoja (40 %), ki jo je prerascala
goba Hypoxilon fragiforme.

> Cas
Oznaka | Substrat Goba | Inokulacija | Mesanje |Odvzem %E;?Eéanja g(r)elrnaeégéaal:ljj:;
(dan)
H3 Silaza+ PG | Hf | 2052014 | 2452014 | 27.5.2014 3
H5 Silaza+PG | Hf | 2052014 | 2452014 | 29.5.2014 5
H7 Silaza+ PG | Hf | 2052014 | 2452014 | 31.5.2014 11 7
H9 Silaza+PG | Hf | 2052014 | 2452014 | 2.6.2014 13 9
H11 Silaza+ PG | Hf | 2052014 | 2452014 | 4.6.2014 15 11
H13 Silaza+ PG | Hf | 2052014 | 2452014 | 6.6.2014 17 13
H16 Silaza+PG | Hf | 2052014 | 2452014 | 9.6.2014 20 16
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Preglednica 7: Casovni potek dela, in sicer inokulacija, mesanje, odvzem in zamrznitev vzorca, ¢as po cepitvi
in Cas prera$¢anja po meSanju substrata silaze (60 %) in pis¢an¢jega gnoja (40 %), ki jo je prerascala goba
Pleurotus ostreatus.

v Cas
Cas v e
Oznaka | Substrat Goba | Inokulacija | MeSanje Odvzem preraséanja prerastanja
(dan) po mesanju
(dan)
P5 Silaza+ PG | Plo5 | 2052014 | 2652014 | 31.5.2014 11
P7 Silaza+ PG | Plo5 | 2052014 | 2652014 | 2.6.2014 13
P9 Silaza+ PG | Plo5 | 2052014 | 2652014 | 4.6.2014 15
P11 Silaza+ PG | Plo5 | 2052014 | 2652014 | 6.6.2014 17 11
P14 Silaza+ PG | Plo5 | 20.5.2014 | 2652014 | 9.6.2014 20 14
P16 Silaza+ PG | Plo5 | 20.5.2014 | 26.5.2014 | 11.6.2014 22 16
P19 Silaza+ PG | Plo5 | 20.5.2014 | 26.5.2014 | 14.6.2014 25 19

Preglednica 8: Casovni potek dela, in sicer inokulacija, mesanje, odvzem in zamrznitev vzorca, &as po Cepitvi
in Cas prera$¢anja po meSanju substrata slame (60 %) in pi$¢ancjega gnoja (40 %), ki jo je prerascala goba
Hypoxilon fragiforme.

Cas Cas s

Oznaka | Substrat Goba | Inokulacija | Mesanje Odvzem preras¢anja prerascanja
(dan) po mesanju

(dan)

H4 Slama+PG | Hf | 14.6.2014 | 19.6.2014 | 23.6.2014 9

H7 Slama+PG | Hf | 14.6.2014 | 19.6.2014 | 26.6.2014 12 7

H9 Slama+PG | Hf | 14.6.2014 | 19.6.2014 | 28.6.2014 14 9

H11 Slama+PG | Hf | 14.6.2014 | 19.6.2014 | 30.6.2014 16 11

H14 Slama+PG | Hf | 14.6.2014 | 19.6.2014 | 3.7.2014 19 14

Preglednica 9: Casovni potek dela, in sicer inokulacija, mesanje, odvzem in zamrznitev vzorca, ¢as po
cepitvi in Cas preras¢anja po meSanju substrata slame (60 %) in pis¢ancjega gnoja (40 %), ki jo je prerascala

goba Pleurotus ostreatus.

v Cas
Cas wy .
Oznaka | Substrat Goba | Inokulacija | Mesanje Odvzem prerasc¢anja preraseanja
(dan) po mesanju
(dan)
P2 Slama+ PG | Plo5 | 14.6.2014 | 19.6.2014 | 21.6.2014 7 2
P4 Slama+ PG | Plo5 | 14.6.2014 | 19.6.2014 | 23.6.2014 9 4
P7 Slama+ PG | Plo5 | 14.6.2014 | 19.6.2014 | 26.6.2014 12 7
P9 Slama+ PG | Plo5 | 14.6.2014 | 19.6.2014 | 28.6.2014 14 9
P11 Slama + PG | Plo5 | 14.6.2014 | 19.6.2014 | 30.6.2014 16 11
P13 Slama+ PG | Plo5 | 14.6.2014 | 19.6.2014 2.7.2014 18 13
P15 Slama + PG | Plo5 | 14.6.2014 | 19.6.2014 4.7.2014 20 15
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3.2.10 Priprava anaerobne digestije

Za anaerobno digestijo smo sestavili aparaturo, ki je opisana pri tocki 3.1.6. Zaradi
velikega Stevila vzorcev in pa zaradi same zasnove eksperimenta, smo izvedli Stiri serije
fermentacije. Razpored vzorcev v posamezni seriji je prikazan v preglednici 10.

Preglednica 10: Razpored vzorcev, ki so bili obdelani z glivo in drugi »kontrolni« vzorci.

Serija Substrat Gliva, ki je preraséala Drugi vzorci
1. Silaza in PG Hf INO, SIL
2. Silaza in PG Plo5 INO, SIL
3. Slama in PG Plo5 INO, SLA
4. Slama in PG Hf INO, SLA

En dan pred izvedbo poskusa smo iz zamrzovalnika vzeli ustrezne vzorce. Inokulum
(gnojnico) smo imeli v hladilniku v veliki 10 | plastenki, kjer je uporaben mesec dni. 1z
plastenke smo dan prej pretocili priblizno 2 1 inokuluma in ga do uporabe shranili v zaprti
posodi na sobni temperaturi. Inokulum smo naslednji dan ocistili ve¢jih delcev (zlasti
slame), ki bi lahko motili izvedbo eksperimenta.

V erlenmajerico smo zatehtali po 4,64 g z glivo preras¢enega substrata. Za vsako ¢asovno
obdobje preras¢anja smo imeli po tri paralelke, prav tako smo imeli tri paralelke za
mesSanico nepreraSenega substrata, torej za meSanico piscancjega gnoja in slame ter za
mesanico pis¢ancjega gnoja in silaze. Ko smo zatehtali substrat, Smo v vsako erlenmajerico
dodali po 50 ml vode in 25 ml inokuluma. Na koncu smo dodali §¢ magnetno palcko in
erlenmajerice zaprli z gumijastim zamaskom. V vsaki seriji smo pripravili 28 anaerobnih
digestorjev, ki so prikazani na sliki 22, in dve kontroli z vodo za sledenje temperature.

Slika 22: Erlenmajerice s substratom in z nepovratnim ventilom za produkcijo bioplina.
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Na vsaki mesalni plos¢i smo imeli na voljo po 15 meSalnih mest. Na prvi plos¢i smo
spremljali se aktivnost inokuluma.

3.2.11 Spremljanje nastajajo¢ega bioplina

Bioplin, ki je nastajal v erlenmajerici, je potoval po cevki v bireto. 1z birete je bioplin
izpodrival vodo. Odcitavanje in polnjenje birete z vodo je potekalo najprej dvakrat dnevno
(zjutraj in zvecer), ko pa se je produkcija bioplina upocasnila, smo odcitavali enkrat na
dan. Iz razlike v nivoju vode smo lahko dolocili koli¢ino nastalega bioplina. Pri tem smo
morali paziti, da smo od¢itavali vsak dan ob priblizno enakem casu.

3.2.12 Bioplin

Spremljanje nastajanja bioplina je trajalo 20 dni. Ves ta ¢as smo rezultate zabelezili v
tabelo. Za vsaki dan preras¢anja smo si pripravili po tri paralelke. Rezultate smo prikazali
kot povpregje vseh treh paralelk. Vzorci so bili oznageni s ¢rko in s §tevilko. Crka H ali P
oznacuje glivo Hf oziroma Plo5, ki je prerascala meSanico substrata PG in slame ali
mesanico substrata PG in silaze. Stevilka zraven &rke oznaduje Stevilo dni preras¢anja
substrata po mesanju. Poleg preras¢enih vzorcev smo imeli Se dva nepreraséena vzorca
SLA in SIL. Vzorec SLA je meSanica substrata slame in pis¢an¢jega gnoja, vzorec SIL pa
je mesanica silaze in piS€an¢jega gnoja. Substrat pri vseh vzorcih je vseboval 60 %
rastlinskega materiala (slama ali silaza) ter 40 % pis¢an¢jega gnoja. Priprava in sestava
mesSanice za anaerobno digestijo je opisana v poglavju 3.2.10. V vsaki seriji smo imeli tudi
negativno kontrolo, ki predstavlja donos bioplina nastalega zgolj iz gnojnice. Vzorci so
med sabo enakovredni, razlikujejo se zgolj po Casu izpostavitve substrata glivi. En vzorec
v vsaki seriji pa je sestavljen iz substrata, ki ni bil izpostavljen glivi. Birete in podstavna
korita smo imeli napolnjena z vodo. Da bi preverili delez CO, v bioplinu smo pri dveh
vzorcih v vsaki seriji namesto vode v koritu uporabili 25 % raztopino kalijevega hidroksida
(KOH). Raztopina KOH je iz bioplina vezala nastali CO..
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4 REZULTATI

4.1 PRERASCANIJE

Najprej smo rast spremljali v petrijevkah na komercialnem PDA gojiscu in prisli do
naslednjih ugotovitev. Micelija gliv Tv6 in Hf sta na gojiscu zelo hitro razrascala. Tako ze
po 5-ih dneh prerasteta celotno povrsino gojisca petrijevke. Na tem gojis¢u najpocasneje
raste micelij glive Plo5. Micelij glive Hf je zelo nezen in je v primerjavi s Plo5 rahlo bele
barve. Rast micelijev treh gliv, v petrijevkah na PDA gojis¢u, je prikazana na sliki 23.

Slika 23: Rast micelija gliv na komercialnem gojis¢u PDA. Micelij je preras¢al 5 dni. Hk - hibridni Pleurotus
ostreatus, Plo5 - Pleurotus ostreatus, Tv6 - Trametes versicolor.

Pri rasti enakih micelijev na meSanicah substratov se je izkazalo, da na substratu PG -
silaza najbolje uspeva micelij glive Hf. Zelo dobro ta substrat prerasc¢a tudi micelij glive
Plo5. Micelija glive Tv6 in Hk prerasCata manj intenzivno, zato smo ju za nadaljnje
poskuse izlo¢ili. Na meSanici substrata PG - slama najbolje prerasca micelij glive Plo5,
nekoliko manj intenzivno pa substrat preraséata micelija gliv Hf in HK. Najslabse substrat
preras¢a micelij glive Tv6 (Slika 24).

Slika 24: Prera$Canje substratne meSanice pis¢anéjega gnoja in slame, in sicer sedmi dan po inokulaciji.
Vidna so z micelijem prerascena (bela puhasta struktura) in z micelijem nepreraSc¢ena podrocja (temna
obmocja). Miceliji razli¢nih vrst gliv na tej substratni meSanici prerascajo zelo razli¢no, med miceliji pa so
tudi opazne razlike.
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Po izboru dveh gliv, ki sta najbolje prerascala, in sicer Hf ter Plo5, smo naredili poskus
tako na meSanici piscancjega gnoja in slame ter mesanici pis¢ancjega gnoja in silaze.

Oba micelija gliv, tako Plo5 kot Hf, bolje uspevata in se bolje razra$¢ata na meSanici silaze
in PG. Na sliki 25 je prikazana rast micelija glive Hf, na dveh razli¢nih substratih. Na
boljso rast v zacetni fazi morda vpliva silaza, ki je ze delno predelana z mle¢nokislinskimi
bakterijami. Kasneje pa se je izkazalo, da je micelij glive Plo5 dominanten na mesanici PG
- slama, micelij glive Hf pa na mesanici PG - silaza (Slika 25).

Slika 25: Preras¢anje micelija glive Hf, na A - substratni meSanici silaze in pi§¢ancjega gnoja, ter B - na
substratni meSanici slame in piS¢ancjega gnoja, in sicer deseti dan po inokulaciji.

Opazna je zelo $ibka rast na meSanici slame in pi$¢anc¢jega gnoja (B), medtem ko je rast na mesanici silaze in
pis¢anc¢jega gnoja zelo kompaktna (A).

Ce primerjamo rast micelijev na razliénih substratnih mes$anicah opazimo naslednje.
Prerast micelija glive Plo5 na mesanici PG - slama je bila bolj nezna, ohlapna, micelij pa je
rahlo bele barve. Prerast micelija Plo5 na mesanici PG - silaza pa je bolj kompaktna.
Micelij je zelo strjen, gosto prepleten in izrazito bele barve. Prerast micelija je po obsegu
na obeh substratnih mesanicah priblizno enako (Slika 26).
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Slika 26: Preras¢anje micelija glive Plo5 na substratni meSanici A - slame in pi$¢anéjega gnoja, B - silaZe in
pis¢ancdjega gnoja, in sicer sedmi dan po inokulaciji.

Po inokulaciji cepicev na substratni meSanici smo pocakali, da miceliji glive dobro poZene.
Ko je obrast cepica dosegel od 1 do 2 cm (Slika 20), smo substrat premesali. Najvecje
spremembe pri vseh vzorcih je zaznati v prvih nekaj dnevih po mesanju. Po me$anju smo
opazovali preraS¢enost, in sicer bel razras¢ajo¢i micelij in substrat, ki je rjave barve. Po
daljSem ¢asovnem obdobju razras¢anja, pa se na substratu opazi samo $e bel micelij.
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4.2 PRODUKCUA BIOPLINA

4.2.1 Vitalnost inokuluma (gnojevka)

Pri vsaki seriji smo 20 dni spremljali vitalnost gnojevke oz. njeno aktivnost na podlagi
produkcije bioplina. Najvecjo aktivnost inokuluma smo zaznali prvih osem dni, nato pa se
volumen bioplina zniza na priblizno 2 ml na dan (slika 27).
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Slika 27: Bioplinska aktivnost inokuluma v obdobju 20 dni.

4.2.2 Koli¢ina nastalega bioplina iz meSanice piS¢ancjega gnoja in slame

4.2.2.1 Skupna koli¢ina bioplina nastalega po 20 dneh fermentacije iz mesanice PG - slama
prera$c¢ene z glivo Hypoxylon fragiforme

Rezultati produkcije so pokazali, da pri vzorcu, katerega je gliva Hf prerascala Stiri dni,
nastane najve¢ bioplina, vendar pa razlika med prerasc¢enim in nepreraséenem substratom
ni velika in znasa zgolj 26 ml bioplina tekom 20 dnevne produkcije, kar je dobrih 5 % vec.
Pri vzorcih, ki so bili izpostavljeni preras¢anju micelija 7, 9, 11 in 14 dni, je bila
produkcija bioplina manjsa, kot pa pri kontroli (z glivo neprerasel substrat). Ugotovili smo,
da se z naras€ajo¢im Casom prerascanja, koli¢ina nastalega bioplina zmanjSuje. Pri vzorcu,
kjer smo CO, vezali, je nastalo manj bioplina (22 % manj) v primerjavi z vzporednim
vzorcem, kjer smo namesto KOH uporabili vodo (Slika 28).
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Slika 28: Koli¢ina nastalega bioplina po 20 dneh fermentacije iz meSanice pisancjega gnoja in slame
preras¢ene z glivo Hypoxylon fragiforme.

4.2.2.2 Skupna kolic¢ina bioplina nastalega po 20 dneh fermentacije iz mesanice PG - slama
prerascene z glivo Pleurotus ostreatus

Najvecji volumen bioplina je bil pri 15 dnevni izpostavitvi preras¢anju glive. Zanimivo je,
da je koli¢ina bioplina na nepreras¢enem substratu vecja, kot pa na preras¢enem substratu,
razen pri vzorcu P15. V tem primeru nastane 92 ml ve¢ bioplina v primerjavi z
nepreraS¢eno mesanico, kar znaSa 15 % ve¢ (vzorec P15 in SLA). Pri vzorcu P15-KOH
smo imeli bireto napolnjeno in potopljeno v 25 % raztopino kalijevega hidroksida. V
primerjavi z vzorcem P15, je volumen bioplina zmanj$an za vrednost volumna CO, in
sicer za 235 ml (34 %), kar kaze da je ob metanu nastajal tudi CO, (Slika 29).
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Slika 29: Skupna koli¢ina nastalega bioplina po 20 dneh fermentacije iz meSanice pis¢an¢jega gnoja in slame,
preras¢ene z glivo Pleurotus ostreatus.

4.2.2.3 Koli¢ina bioplina proizvedenega v 24 urah iz meSanice PG — slama prerascene z
glivo Hypoxylon fragiforme

Izrazit vrh, ki je nastal prvi dan produkcije, je znacilen za vse vzorce, tako izpostavljene
glivi kot neizpostavljene. Ce med sabo primerjamo vzorca H14 in H14-KOH ugotovimo,
da je pri vzorcu H14-KOH tekom 20 dnevne produkcije dnevno nastalo manj bioplina, kot
pa pri vzorcu H14. Izjema je le tretji dan produkcije. Manjsa koli¢ina bioplina se je razvila,
ker se je iz bioplina vezal CO,. Najmanj bioplina je nastalo drugi dan, pri vseh vzorcih, kar
bi lahko sklepali, da je prislo do nekakSne motnje. Tretji dan se produkcija bioplina zopet
vzpostavi na normalno raven. Drugi in tretji dan nastane najve¢ bioplina pri z glivo
neprera$¢enem substratu. V prvih dneh je dnevna koli¢ina bioplina med 60 in 80 ml, po 11
dneh pa se proizvodnja bioplina zmanjsa in pade pod 20 ml, najve¢ pri H14 in H14-KOH
(Slika 30).
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Slika 30: Koli¢ina bioplina proizvedenega v 24 urah iz me$anice slame in PG (60:40) preras¢ene z glivo
Hypoxylon fragiforme (H4, H7, H9, H11, H14, H14-KOH) in kontrole brez glive (SLA). Gliva je preras¢ala
substrat od 4 do 14 dni.

4.2.2.4 Koli¢ina bioplina proizvedenega v 24 urah iz mesanice PG - slama preraséene z
glivo Pleurotus ostreatus

Najbolj izrazit vrh v zadetni fazi proizvodnje bioplina ima vzorec P15. Ce ta vzorec
primerjamo z vzorcem P15-KOH ugotovimo, da velik delez bioplina predstavlja CO,. Kot
je bilo ze omenjeno, bioplin vsebuje naslednje pline: metan, ogljikov dioksid, vodik,
vodikov sulfid in ogljikov oksid. Najpomembnejsa komponenta je seveda metan.
je razvidno s slike 31, je visek proizvodnje bioplina drugi dan, po 11. dnevi fermentacije pa
koli¢ina bioplina pade pod 20 ml (Slika 31).
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Slika 31: Koli¢ina bioplina proizvedenega v 24 urah iz mesanice slame in PG (60:40) preras¢ene z glivo

Pleurotus ostreatus (P2, P4, P7, P9, P11, P13, P15, P15-KOH) in kontrole brez glive (SLA). Gliva je
prerascala substrat od 2 do 15 dni.

4.2.2.5 Koli¢ina bioplina proizvedenega po ¢asovnih obdobjih iz meSanice PG — slama
preraSc¢ene z glivo Hypoxylon fragiforme

Primerjava proizvedenega bioplina na enakih meSanicah (PG in slama), ki so bile razli¢no
dolgo izpostavljene preraséanju micelija Hypoxylon fragiforme (4, 7, 9, 11 in 14 dni). Vsak
vzorec na sliki 32 ima 4 stolpce, ki prikazujejo koli¢ino nastalega bioplina v dolo¢enem
¢asovnem obdobju. V prvih treh dneh najvecja kolicina bioplina nastane pri vzorcu SLA,
najmanjSa pa pri vzorcu H11. Po 10-ih dneh fermentacije sta si vzorca SLA in H4 po
koli¢ini nastalega bioplina pribliZzno enaka. Po 15 dneh najve¢ bioplina nastane pri vzorcu

H4. Pri ostalih vzorcih, kateri so bili prera§¢anju glive izpostavljeni dlje ¢asa nastane manj
bioplina (Slika 32).
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Slika 32: Primerjava koli¢in bioplina nastalega po ¢asovnih obdobjih iz mesanice pis€ancjega gnoja in slame
preraséene z glivo Hypoxylon fragiforme (H4, H7, H9, H11, H14, H14-KOH) in kontrole brez glive (SLA).

4.2.2.6 Koli¢ina bioplina proizvedenega po ¢asovnih obdobjih nastalega iz mesanice PG —
slama prerascena z glivo Pleurotus ostreatus

Koli¢ino nastalega bioplina pri posameznih vzorcih smo razdelili na 4 ¢asovna obdobja. V
prvih treh dneh je veé bioplina nastalo pri preras¢enih vzorcih, razen pri vzorcu P4. Po 5-ih
dneh fermentacije vec¢ bioplina kot pri kontrolnem vzorcu nastane pri vzorcih P2, P11, P13
in pri P15. Po 10-ih 0z. po 15-ih dneh pa je koli¢ina bioplina najvecja pri vzorcu P15.
Opazna je zelo ocitna razlika med vzorcema P15 in P15-KOH. Pri vzorcu P15-KOH je
raztopina KOH iz bioplina vezala nastali CO, (Slika 33).
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Slika 33: Primerjava volumnov bioplina nastalega po ¢asovnih obdobjih iz me$anice pi§¢anéjega gnoja in
slame preras¢ene z glivo Pleurotus ostreatus (P2, P4, P7, P9, P11, P13, P15, P15-KOH) in kontrole brez
glive (SLA).

4.2.3 Koli¢ina bioplina nastalega iz meSanice pis¢ancjega gnoja in silaze

4.2.3.1 Skupna koli¢ina bioplina nastalega po 20 dneh fermentacije iz mesanice PG —
silaza prerascene z glivo Hypoxylon fragiforme

Vzorec SIL je neprerascen substrat, ostali vzorci pa so bili razlicno dolgo izpostavljeni
prera$¢anju micelija glive Hf. Gliva je prerascala substrat 3, 5, 7, 9, 11, 13 in 16 dni. V
primerjavi z »navadnim« vzorcem H13 je pri vzorcu H13-KOH nabralo manj bioplina, saj
se je nastali CO, vezal v raztopino KOH. Najve¢ bioplina nastane pri vzorcu H3, katerega
je micelij glive preraséal tri dni, in sicer 9 % ve¢ kot na nepreras¢enem substratu. Pri

vzorcu H5 je nastalo najmanj bioplina, Ceprav je gliva pet dni prerascala substratno
mesanico (Slika 34).
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Slika 34: Skupna koli¢ina bioplina nastalega po 20 dneh fermentacije iz mesanice pi§¢an¢jega gnoja in silaZe
prera$¢ene z glivo Hypoksilon fragiforme.

4.2.3.2 Skupna koli¢ina bioplina nastalega po 20 dneh fermentacije iz mesanice PG —
silaza preraSc¢ena z glivo Pleurotus ostreatus

Mesanica pis€ancjega gnoja in silaZe je bila izpostavljena preras¢anju micelija glive 5, 7, 9,
11, 14, 16 in 19 dni. Najvec bioplina nastane iz vzorca P7, torej iz meSanice substrata, ki je
bil izpostavljen 7 dnevnemu prerasé¢anju micelija glive Plo5. To je za 4,8 % vec¢ kot pa pri
nepreraS¢enem vzorcu. Zadovoljive rezultate smo dobili tudi pri vzorcu P11, pri katerem je
nastalo 650 ml bioplina. Pri vzorcu P16-KOH, ki odstrani CO, iz bioplina, pa po 20 dnevni
produkciji zabelezimo najmanjso koli¢ino bioplina. V primerjavi z vzorcem P16 nastane za
32 % manj bioplina (Slika 35).
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Slika 35: Skupna koli¢ina bioplina nastalega po 20 dneh produkcije iz meSanice pi§¢anéjega gnoja in silaZze
preras¢ene z glivo Pleurotus ostreatus.

4.2.3.3 Koli¢ina bioplina proizvedenega v 24 urah iz mesanice PG — silaza preras¢ene z
glivo Hypoxylon fragiforme

Iz primerjave s preras¢enimi vzorci ugotovimo, da je prvi dan nastalo ve¢ bioplina samo
pri vzorcu H16. Od 4 do 6 dneva fermentacije nastane ve¢ bioplina kot v kontroli pri
vzorcu H3. Po 11 dnevu fermentacije pa se koli¢ina nastalega bioplina pri vzorcu SIL,
zniza pod koli¢ina nastalega bioplina pri ostalih vzorcih. Aktivnost vzorcev se po 11 dnevu
produkcije zmanjsa in koli¢ina bioplina se zniza pod 20 ml (Slika 36).
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Slika 36: Koli¢ina bioplina nastalega v 24 urah iz mesanice silaze in PG (60:40) preras¢enega z glivo
Hypoxylon fragiforme (H3, H5, H7, H9, H11, H13, H16, H13-KOH) in kontrole brez glive (SIL). Gliva je

prerascala substrat od 3 do 16 dni.

4.2.3.4 Koli¢ina bioplina nastalega v 24 urah iz mesSanice PG — silaza prerascene z glivo

Pleurotus ostreatus

Tekom 20 dnevne fermentacije bioplina smo ugotovili, da najvecja koli¢ina bioplina pri
vseh vzorcih nastane v prvih petih dneh. Sedmi dan fermentacije najvecja koli¢ina bioplina
nastane pri nepreras¢enem vzorcu SIL. Po 13 dnevu proizvodnje pade dvodnevna koli¢ina
bioplina pod 20 ml. Proti koncu poskusa nastane najve¢ bioplina pri vzorcu P11 in sicer

16, 18 in 20 dan produkcije (Slika 37).
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Slika 37: Koli¢ina bioplina nastalega v 24 urah iz me$anice silaze in PG (60:40) preraséene z glivo Pleurotus
ostreatus (P5, P7, P9, P11, P14, P16, P19, P16-KOH) in kontrole brez preras¢anja glive (SIL). Gliva je
prerascala substrat od 5 do 19 dni.

4.2.3.5 Koli¢ina bioplina proizvedenega po casovnih obdobjih iz meSanice PG — silaza
preras¢ene z glivo Hypoxylon fragiforme

Koli¢ino nastalega bioplina iz preras€enega substrata smo primerjali z neprera$¢enim
substratom SIL, ki je bil izpostavljen enakim pogojem. Volumen bioplina vsakega vzorca
smo razdelili na 4 ¢asovna obdobja. Najvisja produkcija bioplina v prvih treh dneh je pri
vzorcu H16. V prvih petih dneh najve¢ bioplina nastane pri kontrolnem vzorcu. V enakem
¢asovnem obdobju nastane ve¢ kot 400 ml bioplina $e pri vzorcih H3 in H16. Po 10-ih oz.
14-ih dneh pa najve¢ bioplina nastane pri vzorcu H3, in sicer 650 in 705 ml. Zelo
intenzivna je bila produkcija bioplina pri kontrolnem vzorcu SIL, saj je volumen bioplina
le malo manjsi od z glivo obdelanega vzorca H3 (Slika 38).
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INO - inokulum H9 - 9 dni preras¢anija z glivo Hf
SIL - silaza H11 - 11 dni prerascanja z glivo Hf

H3 - 3 dni preras¢anja z glivo Hf H13 - 13 dni preras¢anja z glivo Hf
HS - 5 dni prerascanja z glivo Hf H16 - 16 dni prerascanja z glivo Hf
H7 - 7 dni preras¢anja z glivo Hf H13-KOH - meritev z 25 % raztopino KOH

Slika 38: Primerjava koli¢in bioplina nastalega po ¢asovnih obdobjih iz meSanice pis¢an¢jega gnoja in silaze
prera$¢ene z glivo Hypoxylon fragiforme (H3, H5, H7, H9, H11, H13, H16, H13-KOH) in kontrole brez
preraScanja glive (SIL).

4.2.3.6 Koli¢ina bioplina proizvedenega po casovnih obdobjih iz meSanice PG — silaza
prerascene z glivo Pleurotus ostreatus

V treh dneh produkcije nastane pri vseh vzorcih veé bioplina kot pri kontrolnem, razen pri
vzorcu P14. Po petih dneh produkcije nastane pri vzorcih P5, P7, P11 ve¢ bioplina kot pri
kontrolnem vzorcu SIL. Priblizno enaka koli¢ina bioplina nastane pri vzorcih P9 in P16.
Po 10-ih dneh produkcije nastane 600 ml bioplina pri vzorcih SIL, P5 in P7. Najmanj
bioplina po 10-ih dneh nastane pri vzorcu P14. Po 14-dneh produkcije je najve¢ bioplina
nastalo pri vzorcu P7, vendar v primerjavi z nepreras¢enim vzorcem je to zgolj nekaj %
ve¢ od kontrolnega vzorca (Slika 39).
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Slika 39: Primerjava koli¢in bioplina nastalega po ¢asovnih obdobjih iz meSanice pis¢ancjega gnoja in silaze
prera$Cene z glivo Pleurotus ostreatus (P5, P7, P9, P11, P14, P16, P19, P16-KOH) in kontrole brez
prerascanja glive (SIL).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Najve¢jo oviro pri anaerobni razgradnji lignoceluloznih substratov predstavlja
lignocelulozna celicna stena, ki vsebuje tezko razgradljive dele. Razgradljivost
lignoceluloze je odvisna predvsem od zmogljivosti dolo¢ene populacije organizmov in od
okoljskih pogojev (Waldrop in sod., 2000).

Lignin je razmeroma odporen na kemicno, bakterijsko in glivno razgradnjo v anaerobnih
pogojih, v aerobnih pogojih pa ga razgrajujejo nekatere glive.

Ze leta 1971 so se raziskovalci sreCevali s problematiko bioloske razgradnje lignina in
ugotovili, da v zadnjih 30-ih letih ni bilo zaznati bistvenega napredka v raziskavah s
podrocja razgradnje lignina (Sarkanen in sod., 1971).

Za doseganje boljSe ucinkovitosti biorazgradnje tovrstnih substratov je bila v zadnjem
desetletju vecina raziskav osredotoCena na razgradnjo lignina. Napredek je bil dosezen s
termi¢no, mehansko in kemi¢no predobdelavo ter z encimsko hidrolizo (Lee in sod., 1977).
Razgradnja lignoceluloze je odvisna od deleza razgrajene celuloze in lignina (Reid, 1989).
Biorazgradljivost lignoceluloznih substratov poveujemo z zmanjSevanjem vsebnosti
lignina (Fernandes in sod., 2009). S predobdelavo dosezemo zmanjSanje deleZa
kristalini¢ne celuloze ter povecanje poroznosti substratov (Bjerre in sod., 1996).

V magistrskem delu smo biolosko obdelali lignocelulozne materiale z glivami bele
trohnobe. Z obdelavo z glivami bele trohnobe delno odstranimo lignin, material pa
naredimo bolj porozen in dostopnej$i za encime 0z. bakterije. Na§ namen je bil, da
obdelani substrat uporabimo v anaerobni digestiji za produkcijo bioplina.

Delo je bilo ¢asovno zahtevno, in je bilo sestavljeno iz obdelave substrata ter iz produkcije
bioplina. Pri raziskavah smo naleteli na Stevilne tezave, ki smo jih bolj ali manj uspe$no
resili. Pri preras€anju substratne meSanice smo opazili, da ze v prvih nekaj dneh prihaja do
prera$¢enih in nepreras§Cenih obmocij na substratu. Preden smo vzorce pripravili za
izvedbo anaerobne digestije, smo s poskusi ugotovili, da je najprimernejSa metoda za
homogenizacijo premesanje. Pri tem smo imeli nekaj tezav, saj mora biti micelij izrasel iz
cepi¢a primerno velik. Ce tega ne upostevamo in premes$amo prej, micelij ne preraéa, saj
mu to predstavlja stres in micelij odmre.

Predno smo zaceli spremljati bioplin, smo opravili Stevilne predhodne poskuse in
analizirali dnevno produkcijo. V predhodnih poskusih smo bioplin pridobivali po
naslednjem protokolu:

- Verlenmajerico smo zatehtali 9, 28 g z glivo preraSc¢enega oz. neprerascenega
substrata in
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- dodali smo 100 ml vode in 50 ml inokuluma.

Vendar po tem protokolu bioplin nastaja prehitro, glede na zmogljivost birete. Kljub temu,
da smo koli¢ino nastalega bioplina spremljali dvakrat dnevno, SO se birete z vodo
popolnoma izpraznile. Odlocili smo se, da bomo za naslednje poskuse uporabili polovi¢no
koli¢ino substrata, inokuluma in vode. To je 4,64 g substrata (preraséenega ali
nepreras¢enega), 50 ml vode ter 25 ml inokuluma (gnojnice). S polovi¢no koli¢ino se je
spremljanje fermentacije bioplina bistveno zmanjsalo in je zadoscalo, da smo ga od¢itavali
dvakrat dnevno.

V vsaki seriji proizvodnje bioplina smo spremljali tudi aktivnost inokuluma. Pri tem smo
dobili pri¢akovane rezultate, saj so se aktivnosti, oz. produkcija bioplina med posameznimi
serijami razlikovale. To je posledica vec¢ih dejavnikov. Inokulum oz. gnojnico smo dobili
vedno iz drugega fermentorja (F2) iz bioplinarne Drazenci PP d.d. Vendar pa je bil med
posameznimi serijami (zlasti med drugo in tretjo) dvomese¢ni €asovni razmak, kar je
mogoce vplivalo na spremembo inokuluma. Nenazadnje pa pri anaerobni digestiji (AD)
sodelujejo zivi organizmi, kjer na ponovljivost rezultatov vpliva ve¢ dejavnikov.

Koli¢ine nastalega bioplina smo prikazali na tri razlicne nacine. Najprej smo prikazali
koli¢ino bioplina, ki je nastal v 20-dnevni fermentaciji, nato smo prikazali produkcijo po
dnevih ter produkcijo bioplina po ¢asovnih obdobjih. Rezultate smo razdelili v dva sklopa,
glede na uporabljeni substrat (dve razli¢ni mesanici, in sicer slama - PG ter silaza - PG).
Vsak sklop pa smo razdelili Se¢ na vrsto glive, katera je prerascala substrat in sicer
Hypoxylon fragiforme ter Pleurotus ostreatus.

Ce najprej pogledamo celokupno koli¢ino nastalega bioplina, ki nam jo prikazujejo slike
28, 29, 34 in 35, ugotovimo naslednje. Ve¢ bioplina nastane pri uporabi meSanice
pis¢ancjega gnoja in silaze, kakor pa pri mesanici piS¢ancjega gnoja in slame. Vendar, ¢e
pogledamo grafa 34 in 35, vidimo ve¢jo produkcijo bioplina le pri dveh vzorcih P7 in H3.
Sklepamo lahko, da gre v tem primeru za substrat, katerega so v 60 % ze prej obdelale
mlecnokislinske bakterije, nato pa $e nase glive. Zato se koli¢ina bioplina poveca hitreje in
sicer Ze pri treh oz. sedmih dneh prerascanja z glivo. To je lahko posledica nizje vsebnosti
lignina v tem substratu. Podatki iz literature kazejo, da je vsebnost lignina v koruzi med 6
in 8 %, vsebnost lignina v pSeni¢ni slami pa je med 16 in 21 %. Vsebnost lignina v koruzni
silaZi pa je nadeloma $e niZja, saj gre za mlado $e nezrelo koruzo. Ce meSanico substrata
pis¢ancjega gnoja in silaze izpostavimo daljSemu ¢asovnemu obdobju prerascanja glivama
Hf in Plo5, se koli¢ina nastalega bioplina po 20 dnevih zmanjsa. Predvidevamo lahko, da
je to posledica osiromasenega substrata, saj gliva za svojo rast potrebuje hranila, katera bi
sicer uporabile bakterije, prisotne v inokulumu, za proizvodnjo bioplina.

Boljsi ucinek obdelave je dosezen na mesanici pis¢ancjega gnoja in slame. To nam $e bolj
nazorno prikazuje slika 29. Ce mesanico PG in slame izpostavimo 15 - dnevnemu
preras¢anju micelija glive Pleurotus ostreatus, se koli¢ina bioplina v 20 dnevni produkciji
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poveca za skoraj 100 ml, v primerjavi z neobdelanim substratom. Pri¢akovali bi, da iz
substrata, ki ga gliva prerai¢a dalj ¢asa in razkroji ve¢ lignina nastane ve¢ bioplina. Ce
primerjamo nastalo koli¢ino pri vzorcu P2 z vzorcem P4, je pri vzorcu P4 nastalo manj
bioplina kot pri vzorcu P2. Pri vzorcu P7 je nastalo ve¢ bioplina kot pri vzorcu P4. Na
podlagi dobljenih rezultatov lahko predpostavimo, da glive razgrajujejo le dolocena
obmocja lignina. Razgrajujejo toliko ¢asa, da pridejo do celuloze in hemiceluloze. Da se
vsebnost lignina spreminja s ¢asom in pri tem kaze nihajoce trende, so predpostavljali tudi
v raziskavah na Mariborski fakulteti, in sicer v diplomi Anaerobna digestija
lignoceluloznih materialov za proizvodnjo bioplina (Radojkovi¢, 2013). Torej, ko smo
substrat, katerega je prerascala gliva, zamrznili, ne vemo v kateri fazi razgradnje lignina
smo ga ustavili. Ce so glive Ze razgradile lignin, potem smo bakterijam pri anaerobni
digestiji (AD) ponudili dodatno hrano (celolozo, pektin,...) in nastalo je ve¢ bioplina, ¢e pa
so glive ravno dobro zacele razgrajevati lignin, pa nastane manj bioplina.

Potrebno bi bilo narediti Se teko¢o analizo vsebnosti lignina in celuloze pred izpostavitvijo
glivi in v dneh obdelave z glivo ter analizo vsebnosti lignina pred anaerobno digestijo in po
njej. S tem bi dobili podatke, kako se spreminja vsebnost lignina in ¢e bakterije vplivajo na
razgradnjo lignina, $e zlasti pri silazi.

Pri volumnih nastalega bioplina v 24 urah smo opazili znacilen trend, torej zelo visoke
vrhove na zaCetku, ko je produkcija bioplina intenzivna, in zelo majhne vrhove, ko se
priblizujemo koncu produkecije. Iz Stevilnih raziskav je znano, da se prvih nekaj dni sprosca
tudi plin, katerega smo uporabili pri prepihovanju erlenmajeric, s ¢imer smo ustvarili
anaerobne pogoje. Pri nastajanju bioplina nismo spremljali njegove sestave, kar pa bi bilo
zelo priporocljivo, saj bi vedeli, kako se z bioloSko obdelavo substrata spreminja sestava
bioplina. Pri enem vzorcu iz vsake serije smo z raztopino KOH iz bioplina vezali COa.
Glive bele trohnobe so namre¢ aerobi, energijo pridobivajo z dihanjem, pri tem pa se
spros¢a CO,. Na sliki 31 je zelo lepo razvidno, koliko bioplina nastane in koliko bioplina
nastane, ¢e izlo¢imo CO, za enak vzorec. Dnevna koli¢ina nastalega bioplina se po 20
dneh zmanjsa in pade pod 20 oz. pod 10 ml. Ne vemo pa ali je to posledica izrabljenega
substrata, ali pa se je proces anaerobne razgradnje zakljucil zaradi znizanja pH. 1z literature
in raziskav Mariborske univerze (Nemet, 2009; Radojkovi¢, 2013; Rotar, 2014) lahko
razberemo, da se sestava bioplina tekom procesa spreminja. Vsebnost metana se s
trajanjem procesa povecuje, kljub zmanjs$ani proizvodnji bioplina. Razlog, da produkcija
metana pride bolj do izraza v poznejSih dneh, je v kompleksnosti procesa fermentacije.
Torej proizvodnja metana je v zadnji stopnji anaerobne digestije.

Stevilni avtorji ¢lankov se ukvarjajo s problemom odstranitve lignina iz lignoceluloznih
materialov. Tako je tudi Taniguchi (2005) obdelal rizevo slamo.

Rizevo slamo je izpostavil stirim glivam bele trohnobe: Phanerochaete chrysosporium,
Trametes versicolor, Ceriporiopsis subvermispora in Pleurotus ostreatus. Ugotovil je, da
Pleurotus ostreatus selektivno razkraja lignin. Ko so rizevo slamo (60 % vlaznost) 60 dni
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tretirali z Pleurotus ostreatus, je prislo do 25 % izgube celotne mase ter 41 % izgube
Klason lignina. Njihove izsledke prikazujeta sliki 40 in 41. Slika 41 prikazuje vpliv
razlicne Casovne izpostavljenosti glive Pleurotus ostreatus na rizevi slami. Vse
komponente in masa substrata padajo postopoma z narascajoCim Casom tretiranja.
Ceriporiopsis subvermispora je poznana kot ena najbolj uéinkovitih gliv za selektivno
odstranjevanje lignina iz lesnih materialov. Pri tretiranju slame s to glivo se izgubi 20 %
celotne teze, pri tem pa se odstrani zgolj 18 % Klason lignina. Ta nizka sposobnost
razgradnje lignina je lahko posledica drugacne sestave lignina v rizevi slami. Iz tega lahko
sklepamo, da ne moremo uporabiti vsako glivo na vsakem lignoceluloznem materialu.
Vedno je potrebno testirati ve¢ gliv in potem uporabiti najboljso (Slika 41). Do podobnih
rezultatov smo prisli tudi z nasimi raziskavami.

100 o Legenda
S % . |- ostalo
é 2 SR é - Klason lignin
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Slika 40: Spremembe v sestavi rizeve slame po 24 dnevnem preras¢anju z glivami bele trohnobe (Taniguchi
in sod., 2005: 639).
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Slika 41: Vpliv razli¢ne ¢asovne izpostavljenosti rizeve slame glivi P. ostreatus na sestavo substrata
(Taniguchi in sod., 2005: 640).

Morda bi naSe raziskave kombinirali z gojenjem gob oz. t.i. »gobjo farmo« skupaj z
bioplinarno. Proizvajali bi gobe za prodajo, izrabljen substrat z encimi pa uporabili za
razgradnjo lignoceluloznih substratov in s tem izboljsali izkoristek proizvodnje bioplina. S
tem bi zmanjSali koli¢ino nerazgradljivih ostankov, ki se vefinoma kopi¢ijo v obliki
lignina. Prav tako pa bi pospesili krozenje ogljika v naravi. Predelan substrat z manj
lignina iz bioplinarn bi bil primernej$i za gnojenje. Z njim bi nadomestili mineralna
gnojila. Pri tem je pomembno, da je gnojevka v ¢im bolj stabilnem stanju. Predelani
ostanki bioplinarne ne vsebujejo bioloskih organizmov, ki bi lahko okuzili kmetijske
pridelke in posledi¢no ogroZali zdravje ljudi in zivali.

V Sloveniji je zelo malo naravnih bogastev v obliki fosilnih goriv (lignit, zemeljski plin),
zato bi morali ve¢ pozornosti usmeriti izrabi alternativnih virov energije. Pri tem bi morali
gnoj in organske odpadke uporabiti za proizvodnjo bioplina. Ker pa je Slovenija
industrijska drZzava, imamo tudi nekaj kontaminirane zemlje z onesnazili. Tudi na tem
podrocju se kaze potencial, in sicer v produkciji biomase na teh podro¢jih za produkcijo
bioplina.
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5.2 SKLEPI
V nasi raziskavi smo ugotovili sledece:

- micelij glive Pleurotus ostreatus na komercialnem gojis¢u PDA raste v primerjavi
z ostalimi glivami (Trametes versicolor, Hypoxylon fragiforme) najslabse, medtem
ko na mesanici substrata, sestavljenega iz 60 % slame in 40 % pis¢ancjega gnoja,
najhitreje;

- Z meSanjem vplivamo na enakomernost prera$¢anja micelija na substratih;

- razlicne vrste gliv razlicno preras€ajo substrat in tudi specificno vplivajo na
metanogenezo;

- s predhodno obdelavo substratnih meSanic z glivami bele trohnobe smo povzrogili
delignifikacijo, vecjo poroznost materiala in delno razgradnjo kristalini¢ne
celuloze, s ¢imer prav tako vplivamo na produkcijo bioplina;

- s primerjavo z glivo obdelanih in z glivo neobdelanih vzorcev lahko zaklju¢imo, da
je bil donos bioplina v nekaterih primerih nekoliko vi§ji pri vzorcih, ki so bili
obdelani z glivo.
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6 POVZETEK

Slovenija ima obilje surovin v obliki lignoceluloznega materiala, tako v gozdu kot tudi v
mnogih ostankih (kmetijstvo, ostanki iz lesno-predelovalne industrije, komunalni organski
odpadki).

Lignocelulozni substrati so izredno primeren substrat v procesu pridobivanja bioplina.
Glede na njihove karakteristike so tezko razgradljivi. Problemati¢nost pripisujemo
kompleksni strukturi lignina in razgradnim produktom lignina, kateri se pojavijo med
procesom anaerobne razgradnje. Pri lignoceluloznih substratih se posluzujemo $tevilnih
tehnik predobdelav, s katerimi odpravljamo tezave in tako omogo¢imo ¢imboljsi izkoristek
substrata.

V magistrskem delu smo bioloSko obdelali lignocelulozni material z glivami bele trohnobe.
Na$ namen je bil ugotoviti, kako razlicna ¢asovna izpostavljenost glivam vpliva na
koli¢ino bioplina, pridobljenega v procesu fermentacije. PiS¢ancji gnoj, ki je vseboval
ostanke lesa, smo mesali z rastlinsko biomaso, zato da smo zagotovili ustrezno razmerje
dusika in ogljika in omogocili rast glivam bele trohnobe. Dve razli¢ni substratni mesanici
(PG — slama in PG — silaza) smo izpostavili dvema vrstama gliv, in sicer: Pleurotus
ostreatus in Hypoxylon fragiforme. Zelo pomembno je, da je substratna meSanice pred
cepljenjem z glivo ustrezno navlazena. Vlaznost mora biti med 60 in 70 %.

Ko je bil izrast okrog cepica primerne velikosti (0d 1 do 2 cm), smo substrat premesali. S
premeSanjem smo zagotovili homogene pogoje in enakomernost rasti. Glive so na
substratnih mesanicah prerascale razlicno dolgo. S predhodno obdelavo substratnih
mesanic z glivami bele trohnobe smo povzrocili delignifikacijo, ve¢jo poroznost materiala
in delno razgradnjo kristalinicne celuloze, s ¢imer vplivamo na produkcijo bioplina.
Preras¢ene vzorce smo shranili v zamrzovalniku. Preras€ene in nepreraS€ene vzorce ter
inokulum smo nato uporabili v fermentaciji. Spremljali smo koli¢ino nastalega bioplina pri
vzorcih, ki so bili razlicno dolgo izpostavljeni delovanju gliv bele trohnobe, in jih
primerjali med seboj.

Meritve bioplina smo izvajali na dva nacina. Prvi nacin je bil ta, da smo imeli korita in
birete napolnjene z vodo, drugi pa, da smo imeli korita napolnjena s 25 % raztopino KOH.
Raztopina je iz bioplina vezala CO,.

Rezultati produkcije bioplina so pokazali, da pri nekaterih z glivo preras¢enih vzorcih
nastane od 5 do 15 % vec bioplina v primerjavi z nepreras§¢enimi. Pri vzorcih, kjer smo
meritev opravili z 25 % raztopino KOH nastane od 20 do 35 % manj bioplina v primerjavi
z vzporednim vzorcem, kKjer smo namesto KOH uporabili vodo.
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Metanska fermenatcija je kompleksen proces, katerega lahko razdelimo v Stiri stopnje:
hidroliza, acidogeneza, acetogeneza in metanogeneza. Vzorce je zaradi tega tezko
primerjati med seboj, namre¢ ne vemo, na Kateri stopnji se je AD konc¢ala. Metanogeneza
je izredno obcutljiva na padec pH. Mozno je, da se je proces AD pred¢asno zakljucil zaradi
padca pH, ker so se kopic¢ile masc¢obne kisline in alkoholi. V prihodnje bi bilo potrebno pri
fermentaciji spremljati vrednost pH in narediti teko¢o analizo vsebnosti lignina in celuloze
pred izpostavitvijo glivi in v dneh obdelave z glivo ter analizo vsebnosti lignina pred
anaerobno digestijo in po njej. S tem bi dobili podatke, kako se spreminja vsebnost lignina
in ¢e bakterije vplivajo na razgradnjo lignina, e zlasti pri silazi.
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