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Pri proizvodnji buénega olja izkori$¢ajo samo buc¢na semena, zato na poljih ostane
veliko neizkoris¢ene organske snovi. Ostanke bué¢ na poljih oz. buéno pulpo lahko
izkoristimo tudi za proizvodnjo bioplina. Bu¢no pulpo med drugim sestavljajo
tezko razgradljive lignocelulozne komponente. Pri proizvodnji bioplina je
pomembno, da je postopek Cimbolj ucinkovit, hiter in s ¢imvecjim izplenom
metana. Pri uporabi lignoceluloznih substratov je ozko grlo procesa hidroliza. Z
namenom pospesitve hidrolize in s tem pove€anje ucinkovitosti proizvodnje
bioplina iz bucne pulpe, smo se odlocili za dva nacina bioloske obdelave substrata s
hidrolitskimi bakterijami. V prvem postopku smo buc¢no pulpo predhodno
inkubirali samo s hidrolitskimi bakterijami Pseudobutyrivibrio xylanivorans Mz5
(predobdelava), ki razgrajujejo lignocelulozni material in nato nadaljevali z
anaerobno razgradnjo organske snovi v bioreaktorjih s pomo¢jo mikrobne biomase
iz Bioplinarne Ihan (Petrol d.d.). V drugem postopku pa smo v bioreaktorjih bu¢no
pulpo socasno inkubirali s hidrolitskimi bakterijami in mikrobno biomaso
(bioaugmentacija). Ugotovili smo, da bioaugmentacija poveca proizvodnjo metana.
Za najuCinkovitejSo se je izkazala predobdelava substrata s hidrolitskimi
bakterijami P. xylanivorans Mz5, ki je tudi najbolj povecala izplen metana.
Proizvodnja metana se je povecala kar za 69 %.
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In a pumpkin oil production, only pumpkin seeds are used, therefore a lot of unused
organic matter stays on the fields. The pumpkin leftovers or the pumpkin pulp, can
also be used for biogas production. Among other components, pumpkin pulp
consists of hard to decompose lignocellulose components. Effectivness of the
process, speed and high methane yield are the most important things in biogas
production. Bottleneck of the process, when using lignocellulose substrate, is the
hydrolysis. To speed up the hydrolysis and to improve the effectivness of biogas
production from pumpkin pulp, we have decided on two procedures to treat the
substrate with hydrolytic bacteria. In the first procedure, we have incubated
pumpkin pulp with hydrolytic bacteria Pseudobutyrivibrio xylanivorans Mz5
(preatreatment), which decompose lignocellulose matter and went on with
anaerobic decomposition of organic matter in bioreactors with help from microbe
biomass from Biogas plant Ihan (Petrol d.d.). In the second procedure, we have (in
bioreactors) simultaneusly incubated the pumpkin pulp with hydrolytic bacteria and
microbe biomass (bioaugmentation). It turned out, that bioaugmentation increases
the production of methane. The preatreatment of substrate with hydrolytic bacteria
P. Xylanivorans Mz5 has proven to be the most efficient. Methane production has
increased by 69 %.
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1 UvOD
1.1 PREDSTAVITEV PROBLEMA

Sodoben nacin zivljenja nam je prinesel probleme, ki so posledica ¢lovekovega delovanja
in brezmejnega izkori$€anja narave. Blizamo se Casu, ko bomo dokon¢no izkoristili vse
neobnovljive vire energije, vendar pa se potreba po energiji ne zmanjSuje, temvec le
povecuje. Znanstveniki zato zadnja desetletja iS¢ejo alternativne vire obnovljive energije, s
katerimi bi lahko zagotovili popoln krog ogljika.

Eden izmed perspektivnih nacinov je tudi proizvodnja bioplina. S proizvodnjo bioplina
dobimo metan, ki je visokoenergetska spojina, pri tem pa izkoriS¢amo organski material.
Sprva so v ta namen uporabljali visokoenergetske rastline, kot so koruza, oljna repica itd.,
vendar so se pojavili eti¢ni in ekonomski pomisleki 0 smiselnosti uporabe rastlin za
prehrano in krmo v energetske namene (Ahring, 2003). V nasprotju z agrikulturnimi
rastlinami, pa imamo skoraj neomejene koli¢ine lignoceluloznega materiala.

V na$i raziskavi smo Kot substrat za proizvodnjo bioplina izkoristili bu¢no pulpo, ki je
pretezno Skrobni in lignocelulozni material, in v velikih koli¢inah ostaja na poljih, saj se za
pridobivanje bucnega olja uporablja zgolj bu¢na semena. Problem pri uporabi
lignoceluloznega materiala kot substrat, je njegova tezka razgradljivost. Celuloza,
hemiceluloza in lignin so povezani v trdno in za mikrobe in njihove encime tezko dostopno
strukturo (Zhang in sod., 2015). Pri produkciji bioplina, ki mora biti relativno hitra,
ekonomiéna in s ¢imvec¢jimi izkoristki, se hidroliza izkaZe kot ozko grlo procesa.

Obstaja ve¢ metod s katerimi povecamo stopnjo hidrolize, ena izmed njih je tudi
bioaugmentacija (dodajanje hidrolitskih anaerobnih bakterij v meSano anaerobno mikrobno
zdruzbo) (Kovacs in sod., 2012). Hidrolizo pa je mogoce intenzivirati z loeno, predhodno
mikrobno hidrolizno stopnjo (predobdelava). Ustrezno izbrane hidrolitske bakterije imajo
esko- ali endocelularne encime, ki so sposobni razgraditi kompleksen lignocelulozni
substrat na osnovne gradnike, ki jih za svojo rast izkoristi anaerobna mikrobna zdruzba, ki
je odgovorna za proizvodnjo bioplina.

1.2 NAMEN DELA

Namen magistrskega dela je bil doseci hitrejSo in ucinkovitejSo metanogeno presnovo
bucne pulpe v bioplin s pomoc¢jo mikrobne predobdelave in bioaugmentacije.

Ugotavljali smo kaksen je izplen metana, ¢e pulpo predhodno inkubiramo s hidrolitskimi
bakterijami, ki razgrajujejo lignocelulozni material in nato nadaljujemo z anaerobno
mikrobno razgradnjo organske snovi (proizvodnja bioplina). V poskusu bioaugmentacije
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smo bucno pulpo socasno inkubirali z dodanimi hidrolitskimi bakterijami in metanogeno
mikrobno biomaso.

Cilj je bil, ugotoviti kateri na¢in produkcije bioplina je u¢inkovitejsi (ve¢ji izkoristek, vecja
vsebnost metana v bioplinu), in bi bil posledi¢no boljsi na industrijski ravni.

1.3 HIPOTEZE
V magistrskem delu smo postavili naslednji hipotezi:

Hipoteza 1: Dodatek hidrolitskih bakterij bo v obeh primerih (predhodna fermentacija in
bioaugmentacija) izboljsala produkcijo bioplina.

Hipoteza 2: Predhodna fermentacija bucne pulpe s hidrolitskimi anaerobnimi bakterijami
se bo izkazala za ucinkovitejSi proces proizvodnje bioplina kot pa dodajanje bakterij v
mesano anaerobno mikrobno zdruzbo.
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2 PREGLED OBJAV

V zadnjih letih smo pric¢a hitremu razvoju obnovljivih virov energije, zlasti biogoriv, v kar
so nas prisilile klimatske spremembe, nezanesljivost dobave energije in izCrpavanje zalog
fosilnih goriv (Yue in sod., 2013).

Vsako leto pridelamo ogromne koli¢ine odpadkov, ki predstavljajo groznjo za okolje ter
zdravje ljudi in Zivali. Vedno bolj pomembno je recikliranje odpadkov, pri cemer izbiramo
postopke, ki so najbolj varni, imajo najmanjsi vpliv na okolje in ki zagotavljajo ¢immanjsi
odpad. Eden izmed taksnih postopkov je anaerobna bioloska obdelava organskega
materiala, ki ne le da je energetsko nezahtevna, je obicajno tudi izvor energije (Ahring,
2003). TakSen primer je proizvodnja bioplina.

V bioplinarnah danes kot substrat uporabljajo energetske rastline, stranske Zivalske
proizvode, gnojevko, odpadne vode, mikroalge, odpadke prehrambne industrije, bioloske
odpadke iz gospodinjstev in komunalne odpadke (Ahring, 2003).

2.1 BIOPLINSKI PROCES

Proizvodnja bioplina je anaeroben proces razgradnje organskega materiala, katerega
koncen produkt sta metan in ogljikov dioksid. Kot ze omenjeno, gre za obnovljiv vir
energije, ki je uporabna za proizvodnjo toplote in elektri¢ne energije. Proces je biolosko
zelo zahteven, saj je prisotnih veliko razli€nih mikroorganizmov z zelo razli¢nimi vlogami.
V naravi so ti mikroorganizmi prisotni v anaerobnih ekosistemih, kot so sedimenti, riZeva
polja, moc¢virnata tla in vamp prezvekovalcev (Ahring, 2003).

Proces anaerobne razgradnje (Slika 1) je sestavljen iz naslednjih faz:

1. Hidroliza: v procesu hidrolize hidrolitske bakterije razgradijo kompleksne organske
polimere (ogljikovi hidrati, lipidi, proteini), ki so prisotni v odpadnem organskem
materialu, v enostavnejSe organske monomere (glukoza in drugi enostavni
sladkorji, aminokisline, peptidi, mascobne kisline itd.). To jim omogocajo
hidrolaze. Organski monomeri so laZje dostopen vir hranil za ostale mikrobe.

2. Acidogeneza: acidogene bakterije so vecinoma fakultativni anaerobi, ki z encimi
pretvorijo nastale monomere v kratkoverizne mascobne kisline (KMK), kamor
sodijo ocetna kislina, propionska kislina, maslena kislina in druge.

3. Acetogeneza: acetogene bakterije, ki so striktni anaerobi, na tej stopnji pretvorijo
kratkoverizne mascobne kisline v acetat, Hz in COa.

4. Metanogeneza: je zadnja stopnja pri proizvodnji bioplina. Metanogene arheje iz
acetata po acetoklasti¢ni poti (~70 %) ali iz H2 in CO2 po hidrogenotrofni poti (~30
%) proizvedejo CH4 in CO2 (Chasnyk in sod., 2015).
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Slika 1: Anaerobna metanogena razgradnja organske snovi.

Kon¢ni produkt anaerobne razgradnje je torej bioplin, ki ga sestavljajo 60 — 65 % metana
in 30 — 35 % ogljikovega dioksida. V sledovih so prisotni tudi N2, Hz, CO, NHs in H3S
(Deublein in Steinhauser, 2008).

2.1.1 Mikrobna zdruzba v bioplinskem procesu

Veliko Stevilo razlicnih  hidrolitskih  mikroorganizmov sodeluje pri  razgradnji
kompleksnega substrata v monomerne enote. Najpogosteje zastopani rodovi So
Clostridium, Micrococcus, Bacteroides, Butyrivibrio, Fusobacterium, Selenomonas in
Streptococcus. Hidrolitski in acidogeni mikroorganizmi rastejo kar desetkrat hitreje kot
metanogeni. Acidogeneza je obi¢ajno najhitrejSa reakcija v procesu anaerobne
fermentacije. Acidogene bakterije (Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus, Escherichia
coli, Salmonella) tvorijo kratkoverizne maséobne kisline (KMK) in lahko hitro zakisajo
okolje, v kolikor proces ne poteka optimalno in se ti vmesni produkti ne pretvarjajo dalje v
acetat.

Acetogene bakterije (Syntrophomonas wolfeii, Syntropho-bacter wolinii) so striktni
anaerobi, saj vsebujejo encime, ki so ekstremno obcutljivi na kisik. So klju¢ne za
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nadaljevanje bioplinskega procesa, saj so odgovorne za tvorbo acetata, ogljikovega
dioksida in vodika.

Med acetogenimi in metanogenimi mikrobi se vzpostavi sintrofi¢cna povezava, saj je za
potek metanogeneze nujen nizek parcialni tlak vodika. Metan, ki je sicer najbolj zaZzelen
energetski produkt procesa, nastaja kot stranski produkt anaerobnega metabolizma
metanogenih  arhej  (Methannospirillim,  Methanosarcina, = Methanobacteriales,
Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanopyrales, Methanoculleus). Metanogene
arheje ne prezivijo pH vrednosti, ki so nizje od 6 in rastejo izredno pocasi. Podvojevalni
¢as hidrogenotrofnih metanogenih arhej znasa do 6 ur, medtem ko acetoklasti¢ne arheje
potrebujejo celo 2,6 dneva (Merlin Christy in sod., 2014).

2.1.2 pH in KMK v bioplinskem procesu

Optimalen pH za proizvodnjo bioplina je med 6,7 in 7,5. Metanogene arheje so izredno
obcutljive na nizek pH, saj le ta zavira njihov metabolizem. Vrednosti pH se ne smejo
znizati pod pH=6,5, drugace pride do zakisanja kot posledica povecane acidogeneze. Prvi
znak zakisanosti je poviSanje koncentracije propionske kisline v sistemu (5 mg/L Ze deluje
inhibitorno). Znizanje pH vrednosti deluje negativno na produkcijo metana ali jo celo
zaustavi (Deublein in Steinhauser, 2008).

Ogljikovi hidrati v primerjavi s proteini hitreje povzro€ijo zakisanost v digestorju, saj pri
razgradnji le teh ne nastajajo ioni, ki bi delovali kot pufer (Deublein in Steinhauser, 2008).

KMK so obifajno Ze naravno prisotne v substratu, vendar se razgradijo v procesu
proizvodnje bioplina. Najdemo jih v dveh oblikah, v nedisocionirani obliki in v
disocionirani obliki. Zlasti nedisocionirane KMK delujejo zavirajoce, saj zaradi lipofilnega
znacaja penetrirajo v celice in denaturirajo celiéne proteine (Deublein in Steinhauser,
2008). Pri dobro vodenem procesu se samo 20 do 30 % ogljika pretvori v intermediarne
produkte (kratkoverizne mascobne kisline), preden se pretvorijo v metan in ogljikov
dioksid (Ahring, 2003).
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Slika 2: Inhibicija metanogeneze v primeru ocetne Kisline (Deublein in Steinhauser, 2008).

2.1.3 Temperatura

Proces anaerobne razgradnje lahko poteka v mezofilnih (32-42 °C) ali termofilnih pogojih
(48-55 °C). Vecina metanogenih mikroorganizmov sodi med mezofile, termofilev je
bistveno manj. Najdemo pa tudi mikroorganizme, ki so sposobni proizvajati bioplin oz.
metan pri nizkih temperaturah (0,6-1,2 °C), in sicer na povrSini permafrosta (vedno
zamrznjena tla). Znacilnost metanogenih mikroorganizmov je, da so izredno ob¢utljivi na
spremembe temperature, Se posebej termofilni mikrobi. Sprememba temperature ne sme
biti vecja kot +/-2 °C, drugace pride do upada aktivnosti mikrobov, tudi do 30 % (Deublein
in Steinhauser, 2008). Poleg tega da ima temperatura vpliv na samo proizvodnjo metana,
vpliva tudi na uspesnost razgradnje organske snovi na vmesne produkte (acetat, Hz in CO»)
iz katerih metanogene arheje producirajo metan (Fey in Conrad, 2000).

Izbira procesa je tako odvisna od uporabljene mikrobne biomase in vrste substrata
(Deublein in Steinhauser, 2008).

2.1.4 C/N razmerje

Obmocje v katerem naj bi bilo razmerje ogljika in dusika je 16:1 do 25:1. To razmerje
zagotavlja najbolj uspesno produkcijo bioplina.

V anaerobnih pogojih je zelo majhen doprinos biomase, zato je potreba po dusiku majhna.
Po nekaterih podatkih tudi razmerje C:N = od 33:1 do 50:1 vodi v uspesno produkcijo
metana. Prenizko C/N razmerje vodi v povisano produkcijo amonija, kar zavira produkcijo
metana (NHs"-N > 1500 mg/Mg). Pokazatelj, da do inhibicije prihaja zaradi amonija, je
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povisana pH vrednost. Tudi previsoko razmerje zavira proces, saj mikroorganizmom
primanjkuje dusika, ki je nujno potreben za sintezo proteinov.

Ravnotezje med ogljikom in duSikom je v substratu zelo pomembno in ga lahko
uravnavamo z mesanjem razli¢nih substratov med seboj (Deublein in Steinhauser, 2008).

2.2 LIGNOCELULOZNI SUBSTRATI

Glavne komponente lignoceluloznega materiala so lignin (5-25 %) in polimeri ogljikovih
hidratov (celuloza, 35-45 %; hemiceluloza, 25-40 %), ki so med seboj povezane na
razli¢ne nacine (Zhang in sod., 2015).

Lignin je nevodotopen polimer, ki je odporen na anaerobno razgradnjo in s tem ko obdaja
celulozne in hemicelulozne fibrile, onemogoca razgradnjo lignoceluloznega substrata
(Hendriks in Zeeman, 2009). Celuloza je najbolj zastopan polisaharid v naravi in glavna
komponenta rastlinskih celiénih sten, ki lahko predstavlja 20 — 90 % suhe mase
rastlinskega tkiva. V vecini naravnih substratov so celulozna vlakna organizirana v
kristale, vmes pa se nahajajo amorfne oblike celuloze. Celulozna vlakna so vpeta v mreZzo
drugih polisaharidov: pektin in hemiceluloza (ksilanoglukan, ksilan, manan, glukomanan
in 1,4-b- ter 1,3-b-glukani) (Zorec in sod., 2014). Hemiceluloza je sestavljena iz razli¢ni
sladkorjev (D-glukoza, D-manoza, D-galaktoza, D-ksiloza, L-arabinoza in L-ramnoza) ter
uronske kisline (Hendriks in Zeeman, 2009). Med hemiceluloznimi substrati je najbolj
zastopan prav ksilan (Zorec in sod., 2014). Ksilan ima zelo kompleksno strukturo, zato je
za njegovo razgradnjo potrebno sinergisti¢no delovanje razli¢nih encimov. Mikrobi so tisti,
ki obicajno posedujejo cel set potrebnih encimov, z manjSimi in ve¢jimi razlikami v
kataliti¢ni regiji, kar omogoca razgradnjo $tevilnih razli¢ic ksilana (Marone in sod., 2012;
Zorec in sod., 2014). Zanimiv substrat so zlasti lignocelulozni substrati, ki jih lahko
pretvorimo v etanol, butanol, iso-butanol, vodik in seveda, metan (Hendriks in Zeeman,
2009). Lignoceluloza je obnovljiv substrat, ki ga pridobimo iz dveh dejavnosti: iz
kmetijstva in iz gozdarstva. Prednost lignoceluloznega substrata je dostopnost v velikih
koli¢inah in nizka cena. Po Zetvi na poljih ostajajo ostanki rastlin, ki jih obi¢ajno pustimo
na poljih, kljub temu da je to potencialno obnovljiv vir energije (Hu in Yu, 2005).

Glavne komponente lignocelulozne materiala so torej celuloza, hemiceluloza in lignin, ki
so povezane v kompleksno in trdno strukturo, kar izredno otezi razgradnjo, vendar v naravi
prihaja do njene razgradnje. To je vzbudilo zanimanje raziskovalcev po celem svetu (Hu in
Yu, 2005; Yue in sod., 2007, 2013). Pogoji v katerih poteka metanogeneza naceloma ne
omogocajo anaerobne razgradnje lignina (Hendriks in Zeeman, 2009). Razgradnja lignina
je mozZna pod aerobnimi in anaerobnimi pogoji. Aerobno razgradnjo vrsijo glive bele in
rjave trohnobe, z encimoma lakaza in mangan peroksidaza (Chaturvedi in Verma, 2013).
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Anaerobno razgradnjo vrSijo mikroorganizmi z ROSi (reaktivne kisikove zvrsti), ki
nastajajo pri razgradnji celuloze (Ko in sod., 2009). Prihaja pa do razgradnje celuloze in
hemiceluloze, pri ¢emer nastanejo mono-, di- ali oligosaharidi, ki so za vecino
mikroorganizmov lazje dostopen substrat. Da bi dosegli vecjo produkcijo metana, moramo
dosec¢i bolj uéinkovito razgradnjo celuloze in hemiceluloze, kar pomeni, da moramo
izboljsati prvo stopnjo v produkciji metana, hidrolizo. Pri hidrolizi se celuloza razgradi v
posamezne molekule glukoze, hemiceluloza pa razpade na pentoze (ksiloza in arabinoza),
heksoze (manoza, glukoza in galaktoza) in sladkorne kisline (Hendriks in Zeeman, 2009).
Pentoze in heksoze, ki jih pridobimo z ucinkovito hidrolizo, se lahko nadalje
metabolizirajo po petih fermentacijskih poteh: acetatni, butiratni, propionatni, etanolni in
laktatni poti, pri Cemer nastajajo propionat, butirat, acetat, etanol, laktat in vodik
(McDonald in Edwards, 1976). Najbolj zazeljena pot je acetatna pot fermentacije, saj
preko nje dosezemo najve¢jo produkcijo metana. To je razvidno iz enacbe: CeHi1206 +
2H,O — 4H; + 2C0O, + 2CH3COOH, saj so vodik, ogljikov dioksid in acetat direktni
substrati za metanogene arheje za proizvodnjo metana (Slika 1). 1z tega je razvidno, da so
za bioaugmentacijo bioplinskega procesa najbolj zazeljene bakterije, ki so sposobne
fermentacije po acetatni poti (Zhang in sod., 2015). Zaenkrat pa je Se vedno najvec
raziskav na podrocju celulitinih in hemiceluliti¢nih bakterij, ki zaradi hidrolize substrata
na enostavnejSe sladkorje, povecajo produkcijo metana (Lii in sod., 2013; Peng in sod.,
2014; Zhang in sod., 2015).

Pomemben vir mikroorganizmov za razgradnjo lignoceluloznega substrata je vamp
prezvekovalcev. V vampu prisotni mikroorganizmi so sposobni razgradnje razli¢nih
lignoceluloznih substratov, vklju¢no z agrikulturnimi ostanki, komunalnimi odplakami in
vodnimi rastlinami (Hu in Yu, 2005; Yue in sod., 2007, 2013).

2.2.1 Bu¢na pulpa kot substrat za proizvodnjo bioplina

Substrat za proizvodnjo bioplina v nasem poskusu so bile rumene oljne buce. Cucurbita
pepo L. var. Styriaca ali oljna buca je ekonomsko pomembna poljs¢ina, saj se uporablja za
produkcijo bucnega olja. Za izdelavo bucnega olja potrebujejo samo bucna semena,
preostanek bu¢ pa nima velike uporabne vrednosti in jih obi€ajno pustijo na polju. Pri
analizi kemijske sestave bu¢, so buco razdelili na tri dele — olupek, meso in notranje,
nevlaknato meso. V olupku so dolocili visoke vsebnosti lignina, medtem ko so bile
vsebnosti lignina v mesu precej nizje (tudi v notranjem, nevlaknatem mesu). Meso, ki
predstavlja 69-70 %  biomase buce,vsebuje veliko pektina (~19 %) in veliko
hemiceluloznih polisaharidov. V primerjavi oljne buce z navadno, so raziskave pokazale,
da oljne buce vsebujejo precej veé¢ lignina, priblizno enako pektina, ve¢ hemiceluloze in
komaj opazno vec¢ a-celuloze. Oljne buce so tako predvsem vir ne-celuloznih polisaharidov
(hemiceluloza in pektin) (Kostalova in sod., 2008).
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Kemijska sestava bu¢ je naslednja: 7,9 % pepela, 7,6 % lignina, 19,3 % pektina
(galakturonska kislina, arabinoza, galaktoza, ksiloza, ki se nahaja v ksiloglukanu, ksilanu
in/ali ksilogalaktironanu), 34,1 % nevtralnih ogljikovih hidratov (hemiceluloza) in 27,4 %
a-celuloze. Ksiloglukan je glavna komponenta hemiceluloze v primarni celi¢ni steni buce
(Kostalova in sod., 2008).

2.3 PREDOBDELAVA LIGNOCELULOZNIH SUBSTRATOV ZA PRODUKCIJO
BIOPLINA

Ozko grlo pri procesu proizvodnje bioplina iz lignoceluloznega substrata je hidroliza, prva
stopnja anaerobne razgradnje (Peng in sod., 2014).

Za boljsi izkoristek substrata in vecji izplen metana so bili preizkuSeni razli¢ni nacini
predobdelave hemiceluloznih substratov: razli¢ne fizikalne predobdelave (visok pritisk,
visoka temperatura (nad 180 °C), homogenizacija, ultrasonifikacija, predobdelava s
paro...) in kemicne predobdelave (kisline, baze, oksidirajo¢i agensi ...) (Hendriks in
Zeeman, 2009; Lii in sod., 2013). Fizikalna predobdelava pogosto ni ekonomicna, saj so
potrebni relativno veliki vlozki energije. Lu in sod. (2011) so se lotili predobdelave
pSeni¢ne slame z mikrovalovi, pri ¢emer so za 1 g glukoze vlozili 5,5 kJ energije, medtem
ko nam 1 g glukoze lahko da najve¢ 15,8 kJ energije. Kemi¢ne predobdelave so se izkazale
kot ucinkovite, vendar je strosek previsok, poleg tega pa so Stevilne kemikalije zelo
agresivne in obremenjujoce za okolje (Hu in Yu, 2005; Lii in sod., 2013).

Raziskovalci zato preizkusajo bioloske 0z. mikrobioloske nacine predobdelave substrata.
Hidroliza z encimskimi meSanicami se je izkazala za ucinkovito metodo, vendar encimi v
bioreaktorju hitro izgubijo aktivnost (Lii in sod., 2013). Dodatne raziskave so pokazale, da
bi veckratno dodajanje encimov omogocilo konstantno hidrolizo in vecjo uspeSnost
razgradnje substrata, in s tem vi§jo produkcijo bioplina (Cater, 2015), vendar bi s tem
postopek zelo podrazili (Ma in sod., 2010). Med (mikro)bioloske preodobdelave sodi tudi
predobdelava z dodanimi ustreznimi mikroorganizmi, katerih metaboliti omogocajo
razgradnjo Zelenega substrata (Sindhu in sod., 2016). Na prvi pogled popolna metoda, ima
kljub vsemu dolocene pomanjkljivosti, ki predstavljajo izziv Stevilnim raziskovalcem.
Veliko je obetala predobdelava z glivami, saj so sposobne ucinkovite razgradnje
lignoceluloznih substratov pri majhnem vloZzku energije in blagih pogojih (Yu in sod.,
2009). lIzkazalo se je, da je predobdelava z glivami ekonomsko neugodna, saj glive za
svojo rast izkori$¢ajo polisaharide v substratu, poleg tega pa je kultivacija dolgotrajna. Ker
je predobdelava z glivami aerobni proces, zahteva proces proizvodnje bioplina dve stopnji
in s tem dva bioreaktorja, kar mo¢no otezi in podrazi postopek na industrijskem nivoju.
Raziskovalci ugotavljajo, da lahko vecjo ucinkovitost dosezejo s kombinacijo predobdelav
(kisline, encimi), kar pa predstavlja dodatni stroSek in/ali tveganje za okolje (Ma in sod.,
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2010). Vedno ve¢ se za predobdelavo uporabljajo ustrezne bakterije, ki so sposobne
razgradnje substrata (Peng in sod., 2014) in tako olajSajo dostop do hranil mikrobni
biomasi, odgovorni za proizvodnjo bioplina.

Ligrnin

Hemiceluloza

Slika 3: Vpliv predobdelave na lignocelulozni substrat (Hsu, 1983, cit. po Chaturvedi in Verma, 2013).

2.3.1 Bioaugmentacija

Bioaugmentacija je metoda, ki se je sprva uporabljala za izboljSanje mikrobne razgradnje
onesnazil v tleh oz. za ¢iS¢enje kontaminiranih tal (bioremediacija) s pomocjo dodanih
specificnih mikroorganizmov. UspeSnost bioaugmentacije je v tem primeru odvisna od
biotskih in abiotskih dejavnikov. Med abiotske dejavnike sodijo kemijska struktura
onesnazil, njthova koncentracija in dostopnost v tleh ter fizikalno kemic¢ne lastnosti samih
tal. Najpomembnejsi biotski dejavnik pa je zagotovo izbira ustreznega mikroorganizma, ki
bo sposoben razgradnje onesnaZil, hkrati pa bo stabilen v okolju, kar pomeni da se bo
ohranil v Ze obstoje¢i mikrobni zdruzbi (Mrozik in Piotrowska-Seget, 2010).

Enak pomen ima bioaugmentacija v proizvodnji bioplina, le da je tu cilj razgraditi
kompleksen substrat na lazje razgradljive organske spojine, ki jih lahko metanogeni
mikroorganizmi izkoristijo za proizvodnjo bioplina. Tudi tu se raziskovalci soocajo s
podobnimi problemi; najti ustrezen mikroorganizem, ki bo uspeSno razgrajeval Zeleni
substrat in se ohranil v Ze zelo natan¢no definiranem sistemu. Proizvodnja bioplina namrec
vklju€uje uporabo naravne anaerobne mikrobne zdruzbe (Kovacs in sod., 2012).

Problem lignoceluloznih substratov je prav njihova razgradljivost, kar v proizvodnji
bioplina pomeni oteZeno prvo stopnjo, tj. hidrolizo. Vedno ve¢ poskusov zato poteka na
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podroc¢ju bioaugmentacije. Bioaugmentacija je obetajo¢a metoda za zviSevanje produkcije
metana in mogoce bomo prav z njo razsirili uporabo lignoceluloznega materiala v
bioplinski industriji (Cater in sod., 2015). Bioaugmentacijo lahko definiramo kot
(mikro)biolosko pospeSeno razgradnjo tezko razgradljivega organskega substrata, z
dodanim bioloskim agensom, ki ima sposobnost ragradnje kompleksnih organskih
polimerov v lahko dostopne organske monomere, ki so jih kot substrat sposobni izkorisc¢ati
mikroorganizmi, ki so odgovorni za proizvodnjo bioplina. Bioaugmentacija poteka pri
blagih pogojih, zahteva majhen vlozek energije in je okolju prijazna metoda. Med bioloske
agense uvrS¢amo razliéne mikroorganizme (bakterije, glive, kvasovke) ali njihove dele
(encimi) (Kovacs in sod., 2012; Lii in sod., 2013; Cater in sod., 2015; Cater, 2015).

Veliko raziskav poteka na podroc¢ju bioaugmetacije z razlicnimi bakterijami, ki jih dodajo
bioplinski mesanici v zadetku procesa proizvodnje bioplina (Hu in Yu, 2005; Cater in sod.,
2015). Peng in sod. (2014) so s celuliti¢no anaerobno bakterijo Clostridium cellulolyticum
pospesili hidrolizo pSeni¢ne slame. O poviSani produkciji metana porocata tudi Hu in Yu
(2005), ki sta koruzne ostanke inkubirala s tekocino iz rumna koze (naravna mikrobna
zdruzba, ki je sposobna razgraditi lignocelulozo). Zhang in sod. (2015) so prav tako delali
na koruzi in s pomoc¢jo bioaugmentacije z Acetobacteroides hydrogenigenes uspeli
povecati proizvodnjo metana.

Problem pri bioaugmentaciji z bakterijami je, kako dodani mikroorganizem obdrzati v
sistemu, saj se dodane bakterije pogosto obdrzijo v sistemu najveé¢ teden do dva, potem pa
zaradi neuspesne kompeticije z mikrobi v anaerobni mikrobni biomasi, izginejo. Tako
zasledimo bolj$o produkcijo metana le v prvih dneh, tednih, vendar se tak nivo produkcije
ne ohranja dalj ¢asa (Kovécs in sod., 2012; Cater in sod., 2015; Martin—Ryals in sod.,
2015).

2.3.2 Pseudobutyrivibrio xylanivorans Mz5

Mikroorganizem, ki smo ga v naSem poskusu uporabili za bioaugmentacijo je bil
Pseudobutyrivibrio xylanivorans Mz5 (Kopencny in sod., 2003).

Vrsta P. xylanivorans Mz5 izvira iz vampa goveda. Je gram negativna, gibljiva in
nesporulirajoc¢a bakterija, ki raste v anaerobnih pogojih. Optimalna temperatura za njeno
rast je 39 °C, pri temperaturah nizjih od 25 °C in visjih od 45 °C pa rasti ni ve¢ zaslediti.
Kljub temu da je anaerobni mikrob in ne raste v prisotnosti kisika, prezivi krajSo
izpostavljenost Kisiku in je sposobna regeneracije pri anaerobnih pogojih, kar je velika
prednost in dobrodosla lastnost pri prakti¢ni izvedbi bioaugmentacije (Kopencny in sod.,
2003). P. xylanivorans Mz5 je sposoben razgraditi Stevilne monosaharidne in polisaharidne
substrate, saj proizvaja alfa-galaktozidaze, alfa-arabinozidaze, ksilanaze, amilaze, beta-
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endoglukanaze, pektin hidrolaze, proteinaze in DNaze (Kopencny in sod., 2003). Se
posebej visoko ucinkovite so ksilanaze (Kopencny in sod., 2003; Zorec in sod., 2014).
Njegova ksilanoliti¢na aktivnost je vsaj 1,6-krat vecja kot pri ostalih ksilanoliti¢nih vrstah
v vampu goveda. P. xylanivorans Mz5 ima namre¢ debel ovoj ekstracelularnih
polisaharidov in prav v ta ovoj so ujete ksilanaze (Zorec in sod., 2014).

P.xylanivorans Mz5 se je v prej$njih raziskavah na podroc¢ju proizvodnje bioplina izkazal
kot uspesen, saj je zaradi bioaugmentacije z njim, proizvodnja bioplina iz lignoceluloznih
substratov narasla za priblizno 18% (Cater in sod., 2015).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 KEMIKALIE

Pri izvedbi poskusa smo uporabili naslednje kemikalije:
e agar (Fluka)
e amonijev sulfat, (NH4)2SO4 (Sigma)
e celobioza (Merck)
e dikalijev hidrogenfosfat, K;HPO4 (Merck)
e dinatrijev karbonat, Na,CO3 (Merck)
e dinatrijevhidrogen fosfat, Na,HPOsx2H.O (Merck)
e DL-2-metil maslena kislina (Sigma)
e eter (Merck)
e glukoza (Kemika)
¢ hemin (Koch-Light Laboratories Ltd.)
e izo-maslena kislina (Sigma)
e izo-valerenska kislina (Sigma)
e Kalcijev klorid, CaClz, granuliran (Sigma)
e kalijev dihidrogen fosfat, KH.PO4 (Merck)
o Kkalijev dikromat, KoCr.O7 (Merck)
e klorovodikova kislina, HCI (Merck)
e kongo rdece (Sigma)
e krotonska kislina (Merck)
e kvasni ekstrakt (Biolife)
e magnezijev sulfat heptahidrat, MgSOsx7H20 (Merck)
e maltoza (Kemika)
e maslena kislina (Sigma)
e natrijev hidroksid, NaOH (Merck)
e natrijev klorid, NaCl (Merck)
¢ n-valerenska kislina (Sigma)
e ocetna kislina (Merck)
e pepton (Biolife)
e propionska kislina (Sigma)
e resazurin (Fluka)
e srebrov sulfat, AgSO4 (Molar)
e skrob (Sigma)
e 7veplena kislina, HoSO4 (Merck)
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3.2 PREDHODNI POSKUS — DOLOCANIJE KSILANAZNE AKTIVNOSTI

S predhodnim poskusom smo preverili ali buce aktivirajo ksilanazno aktivnost seva P.
xylanivorans Mz5. Za sev je znalilno, da proizvaja veliko maslene kisline, ksilanazna
aktivnost pa mora biti inducirana s substratom (Zorec in sod., 2000).

P. xylanivorans Mz5 smo preko noci inkubirali v tekocem gojis¢u M330 brez ksilana pri
37 °C. Pripravili smo dve steklenicki z 250 mL anoksi¢ne vode in 10 mL fosfatnega pufra.
V eno stekleni¢ko smo dodali 2,5 g tropin, ki so bogat vir ksilana, v drugo pa 15 g buc.
Prekono¢no kulturo smo nakapljali na petrijevke s trdim gojis¢em M330 in jih inkubirali
24 ur pri 37 °C. Naslednji dan smo obe ploséi prelili z barvilom Kongo rdeée (5 mM
NaOH, 1g/L Kongo red) in ju pustili na sobni temperaturi 60 minut. Plos¢i smo razbarvali
v dveh urah z raztopino za razbarvanje (5 MM NaOH, 58,4 g/L NaCl). Prisotnost ksilanaz
smo ugotavljali po zbistritvenih obmocjih na agarski plosci.

3.3 POTEK POSKUSOV

anoksi¢na H,0 in
fosfatni pufer l l

P.Mz5 P.aMz5

substrat — T T

bu¢na pulpa

50 mL centr., Zive 50 mL centr., avtokl.
kulture Mz5 kulture Mz5

P.Mz5 = predobdelava buéne pulpe z zivo kulturo P. xylanivorans Mz5, P.aMz5 = negativna kontrola
predobdelave z zivo kulturo P. xylanivorans Mz5

Slika 4: Shema poteka dela enodnevne predobdelave substrata s kulturo P. xylanivorans Mz5
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NK ST B B+Mz5 B+aMz5 P.Mz5 P.aMz5

I

NK = negativna kontrola, ST = standard, B = bu¢na pulpa, B+Mz5 = bu¢na pulpa + ziva kultura P.
xylanivorans Mz5 (bioaugmentacija), B+aMz5 = bu¢na pulpa + avtoklavirana kultura P. xylanivorans Mz5,
P.Mz5 = predobdelava bu¢ne pulpe z Zivo kulturo P. xylanivorans Mz5, P.aMz5 = negativna kontrola
predobdelave z zivo kulturo P. xylanivorans Mz5, KMK = kratkoverizne mas¢obne kisline, OS = organska
snov

Slika 5: Shema poteka dela pri izvedbi nasega poskusa BMP
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3.4 SHRANJEVANJE IN GOJENJE BAKTERIJSKEGA SEVA P. xylanivorans Mz5

Za namnozevanje in shranjevanje bakterijskega seva P. xylanivorans Mz5 smo uporabljali
gojis¢e M330 v sestavi: mineralna raztopina 330 v sestavi: KH2PO4 (6 g/L), NaCl (12
g/L), (NH4)2S04 (6 g/L), CaCl2 (1,6 g/L), MgSO4 x 7TH20 (2,5 g/L), destilata, K2HPO4
(0,3 g/L), pepton (2,0 g/L), kvasni ekstrakt (0,5 g/L), glukoza (2 g/L), maltoza (1 g/L),
celobioza (1 g/L), skrob (1 g/L), hemin (1 mg/L), HMK mix v sestavi: ocetna Kislina (4,25
mL), propionska kislina (1,50 mL), maslena kislina (1,00 mL), n-valerenska kislina (0,25
mL), izo-maslena kislina (0,25 mL), izo-valerenska (0,25 mL), DL-2-metil maslena kislina
(0,25 mL), resazurin (1 ml/L), cistein HCI (0,5 g/L), destilata (960 mL/L). Za vbodnike
smo dodali $e agar (7,5 g/L).

P. xylanivorans Mz5 je bil izoliran na Katedri za mikrobiologijo in mikrobno
biotehnologije oddelka za zootehniko Biotehniske fakultete iz vampa goveda in je uspesen
pri razgradnji ksilana (Kopencny in sod., 2003). Sev smo gojili v anaerobnih pogojih, kot
jih zagotavlja Bryantova modifikacija Hungateove tehnike (Bryant, 1972). Sev smo
precepljali pod zas¢itnim plinom (100% CO>), ki smo ga vodili prek kolone z vro¢imi
bakrovimi opilki (350 °C) in se tako znebili primesi kisika v tehnicnem plinu CO>. P.
xylanivorans Mz5smo shranjevali v vbodnikih pri -20 °C.

Za poskuse smo vbodnik prenesli iz -20 °C na 37 °C za 1 uro. Nato smo kulturo precepili s
cepilno zanko (priblizno 10 pL) v epruveto s svezim gojis¢em M330. Prekonocno kulturo,
inkubirano pri 37 °C, smo precepli v steklenicke z enakim gojis¢em (1% inokulum).
Naslednji dan smo gostoto celic preverili z merjenjem opti¢ne gostote pri 600 nm.
Ugotovili smo, da dobimo najbolj to¢ne rezultate, ¢e OD izmerimo 5 minut po tem, ko
pustimo kulturo in referen¢no gojisce v stiku z zrakom. Za poskuse uporabili kulturo, ki je
dosegla OD priblizno 0,5.

3.5 KEMIJSKA POTREBA PO KISIKU (KPK)

Meritve KPK 0z. COD (Chemical Oxygen Demand), smo izvedli po standardni
kolorimetriéni metodi (closed reflux) (Standard Methods..., 2006). Glede na rezultate
meritev KPK, smo dolo€ili koli¢ino substrata, ki smo ga dodali poskusnim meSanicam Vv
testu BMP. Dolocili smo tudi KPK poskusnih meSanic ob zacetku in koncu poskusa. Za
meritve KPK smo pripravili 2 reagenta, DSh in SAR. DSh smo pripravili tako, da smo 500
mL destilirane vode dodali 10,216 g K2Cr.O7 in 167 mL koncentrirane H2SO4. Ko se je
raztopina ohladila, smo dopolnili z vodo do 1000 mL. SAR je reagent z Zvepleno kislino, v
sestavi: 10,120 g AgSO4 na 1000 mL H2SO4. Poleg vzorcev smo pripravili tudi referen¢no
raztopino in negativno kontrolo, kar pomeni da smo vodi dodali oba reagenta in jo
inkubirali v termobloku.
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Test KPK je potekal tako, da smo v epruvete HACH odpipetirali 2,5 mL ustrezno
red¢enega vzorca in dodali 1,5 mL DSh. Previdno, ob notranji strani epruvet, smo dodali $e
3,5 mL SAR, tako da se je ustvaril sloj kisline pod vzorcem in DSh. Epruvete smo tesno
zaprli s pokrovékom s teflonskim tesnilom in jih nekajkrat obrnili, da se je meSanica
premesala. Zaradi nastanka mocne eksotermne reakcije, smo epruvete prezracili in Sele
nato postavili v segret termoblok (Hach, ZDA) pri 150 °C, in jih 2 uri inkubirali v
digestoriju. Vse vzorce smo pripravili v dveh paralelkah. Po 2 urah smo epruvete pocasi
ohladili na sobno temperaturo. Absorbanco smo pomerili pri 600 nm (Shimadzu UV-
160A) in iz umeritvene krivulje izracunali vrednosti KPK.

Umeritveno krivuljo smo pripravili iz standardnih koncentracij glukoze, za katere lahko
kemijsko potrebo po kisiku izraCunamo iz enacbe za popolno kemijsko oksidacijo glukoze.
Pripravili smo raztopine z razlicnimi koncentracijami glukoze (0 mg/L, 100 mg/L, 300
mg/L, 500 mg/L, 700 mg/L in 1000 mg/L), tako da smo glukozo raztopili v vodi. Vsem
raztopinam z razli¢nimi koncentracijami glukoze, smo pomerili absorbanco pri 600 nm. Pri
tem smo upostevali, da 1000 mg glukoze ustreza 1070 mg KPK. Pomerjenim absorbancam
smo tako pripisali ustrezne vrednosti KPK.

3.6  DOLOCANIJE ORGANSKE SNOVI (OS)

Pred zacetkom poskusa smo dolo¢ili koli¢ino organske snovi mikrobne, saj smo na osnovi
teh vrednosti dolocili potrebno koli¢ino za test BMP. Poleg tega smo izmerili vsebnost
organske snovi v posameznih testnih meSanicah na dan 0 in 33. dan poskusa, da bi
ugotovili kaksSen je bil izplen metana.

Postopek je potekal v dveh korakih. Najprej smo dolocili suho snov (SS), nato pa Se
organsko snov (OS) (Standard Methods..., 2006). Loncke za dolo¢anje suhe snovi smo 1
uro susili pri 105 °C (susilnik Ehret, Nem¢ija) in jih ohladili v eksikatorju. Nato smo jih
stehtali na analitski tehtnici (Mettler PN163). V stehtane lon¢ke smo odpipetirali 10 mL
vzorca ali 10 g vzorca in jih ponovno stehtali. Susili smo jih do konstantne teze pri 105 °C.
Po koncanem susenju, smo V eksikatorju ohlajene ponovno stehtali in izra¢unali suho snov
po enacbi (1).

SS (g/L) = ((mpos — mlon)sz)*looo .. (1)
Mpos — masa loncka z vzorcem po susenju (g)

Mion — masa praznega loncka (g)
Vvz — volumen vzorca pred susenjem (10 mL)
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Loncke smo nato ¢ez noc¢ postavili v zarilno pec in jih zarili pri 550 °C do konstantne teze.
Po sezigu je ostal samo Se pepel. Pred ponovnim tehtanjem smo loncke ohladili v
eksikatorju in organsko snov izracunali po enacbi (2).

0OS (g/L) = ((mpos — mpoz)/sz)*looo e (2)

Mpoz — masa loncka z vzorcem po zarenju (g)

3.7 ANALIZA KRATKOVERIZNIH MASCOBNIH KISLIN (KMK)

V vzorcih poskusnih mesanic smo dolocili vsebnost kratkoveriznih mas¢obnih na dan 0, 1,
4,7, 16, 22 in 33. Na izbrane dni smo iz vsake steklenice s poskusno mesanico z iglo skozi
gumijasti zamaSek odvzeli po 3 mL vzorca. VVzorce smo do analize shranili pri -20 °C.
Pred analizo KMK smo odmrznjene vzorce centrifugirali 2 minuti na 5000 rpm (Eppendorf
MiniSpin, Nem¢ija) in izvedli etrsko ekstrakcijo po prilagojeni metodi (Adorno in sod.,
2014).

V epruvete HACH smo prenesli 1 mL vzorca. Sofasno smo ekstrahirali tudi standard, kar
je bila v nasem primeru kalibracijska raztopina 1 (KR1) (Preglednica 1). V epruvete smo
dodali 0,5g NaCl, 100uL internega standarda (19/100mL krotonske kisline), 200uL 50%
H2SO4 in ImL predhodno na ledu ohlajenega etra. VVzorce smo premesali na vibracijskem
mesalniku 1 minuto in jih na kratko centrifugirali do 2000 obratov (Janetzki TM23).
Vzorce smo ponovno zamrznili pri -20 °C. Po najmanj pol ure je spodnja vodna faza
zamrznila, zgornjo pa smo s Pasteurjevo pipeto prenesli v novo epruveto HACH. Dodali
smo $e malo spatulo CaCly in jih do meritev spravili pri -20 °C. Ves ¢as dela so bile
epruvete tesno zaprte s pokrovcki, da smo preprecili izhlapevanje KMK.

Kratkoverizne maScobne kisline smo analizirali na plinskem kromatografu Shimadzu 14A
s plamensko-ionizacijskim detektorjem. Kot nosilni plin smo uporabili helij. Temperatura
injektorja je bila 250 °C, zafetna temperatura kolone je bila 80 °C, ki se je ohranjala 2
minuti, temperaturni program je bil 15 °C/minuto, kon¢na temperatura kolone je bila 160
°C, ki pa se je ohranjala 4 min. Temperatura detektorja je bila 250 °C. Kolono smo umerili
s standardno mesSanico kratkoveriznih mascobnih kislin (KR1) (Preglednica 1). Analiza je
potekala 12 minut. Rezultati so se izpisovali z integratorjem Chromatopac C-R6A,
Shimadzu.
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Preglednica 1: Koncentracije kratkoveriznih mas€obnih kislin v standardni meSanici kratkoveriznih
mas$cobnih kislin (KR1)

Kratkoverizna mas¢obna Kislina Koncentracija (g/L)

ocetna 0,525
propionska 0,495
izo-maslena 0,475
maslena 0,480
izo-valerenska 0,465
valerenska 0,470
kapronska 0,465

3.8 MERITVE pH

pH vrednosti poskusnih meSanic smo izmerili na dan 0 in zadnji, 33. dan. Za merjenje pH
smo uporabili pH-meter EUTECH 700. pH-meter smo umerili na pH med pH=6 in pH=8.
Med posameznimi meritvami smo elektrodo spirali z destilirano vodo.

3.9 TEST BIOMETANSKEGA POTENCIALA (BMP)
3.9.1 Priprava mikrobne biomase za test BMP

V poskusu smo kot inokulum za proizvodnjo bioplina uporabili anaerobno mikrobno
biomaso iz industrijskega bioreaktorja CSTR Bioplinarne lhan (Petrol d.d.). V Bioplinarni
Than (Petrol d.d.) kot substrat uporabljajo ostanke Zivilske proizvodnje, odpadna olja,
organske komunalne odpadke, mulje iz ¢is¢enja odpadne vode in druge odpadne snovi
organskega izvora. Pred poskusom smo mikrobno biomaso stabilizirali 14 dni pri 37 °C in
Ji dolocili vsebnost organske snovi, kot je opisano v poglavju 3.2.5. V tem ¢asu se je
porabila veéina prisotnih hranil in tako smo lahko v testu BMP sledili proizvodnji bioplina
le iz dodanega substrata (Standard Methods ..., 2006).

3.9.2 Priprava deoksigenirane vode

Za pripravo poskusnih meSanic smo potrebovali tudi vodo. Uporabili smo navadno
vodovodno vodo, ki smo jo prekuhali, s ¢imer smo zmanjsali vsebnost kisika. Vodo smo
shranili v litrskih steklenicah, ki smo jih Se vroce neprodusno zaprli z gumijastimi in
aluminijastimi zamaski. Do uporabe smo vodo hranili pri sobni temperaturi.



20

Kodra N. Proizvodnja bioplina iz bu¢ne pulpe z bioaugmentacij 0.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

3.9.3 Priprava fosfatnega pufra

V testne meSanice smo dodajali fosfatni pufer in s tem poskuSali zagotoviti cimmanjSe
nihanje pH vrednosti. Morebitna zakisanost vsebine steklenic bi povzrocila inhibicijo
proizvodnje bioplina in s tem metana. Fosfatni pufer smo pripravili po recepturi v
Preglednici 2 in ga do uporabe hranili v hladilniku pri 4 °C.

Preglednica 2: Sestava fosfatnega pufra

Raztopina 1

KH2PO4 45,06 g
Deionizirana voda 1000 mL
Raztopina 2

NayHPO4x2H,0 97,54 g
Deionizirana voda 1000 mL

Raztopino 1 in raztopino 2 zmeSamo v enakovrednih koli¢inah.

3.9.4 Priprava substrata — bu¢na pulpa

V poskusu smo kot substrat uporabili zrele rumene oljne buce, ki smo jih predhodno
naribali (Slika 6) in shranili pri -20 °C. Dolocili smo jim vsebnost organske snovi
(poglavje 3.2.5) in KPK (poglavje 3.2.4).

Slika 6: Kot substrat smo uporabili naribane rumene buce

3.9.5 Izracun sestave tesnih meSanic

Na podlagi podatkov o organski snovi in kemijski potrebi po Kisiku substrata in mikrobne
biomase, smo preracunali, koliko buc¢ne pulpe in mikrobne biomase moramo dodati v
posamezno poskusno mesanico za merjenje biometanskega potenciala. Bioreaktorji so bile
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1L steklenice, ki smo jih neprodusno zaprli z gumijastimi in aluminjastimi zamaski, z
delovnim volumnom 500 mL. Glede na predhodne teste biometanskega potenciala smo se
odlo¢ili, da bomo biomaso obremenili kot je prikazano v Preglednici 3. Enako smo izbrali
koncentracijo biomase, ki smo jo dodali v 500 mL meSanice. Koncentracija biomase je bila
2g OS/L mesanice.

Preglednica 3: Obremenitev biomase

Poskusna meSanica Obremenitev

(9 KPKGsubstrata/1 g OSbiomase)
Negativna kontrola /
Standard 0,2
MeSanice 0,5

Bucam smo dolo¢ili kemijsko potrebo po kisiku in vsebnost organske snovi. KPK je znasal
33g/L, OS pa 42,25g/L. V meSanicah smo 1 g OS mikrobne biomae obremenili z 0,5 g
KPK bu¢, zato smo v meSanice dodali 15 g bu¢, kar predstavlja 0,64 g OS. lzmerjena
vrednost OS biomase je znasala 10,25 g/L OS. Ker smo za meSanice potrebovali le 1 g OS
biomase, smo jedodali 98 mL na steklenico.

Vsak test BMP je vseboval pozitivno (standard) in negativno kontrolo. V standardno
meSanico smo kot substrat dodali glukozo, ki je vsem mikroorganizmom lahko dostopen
vir energije. Glede na predhodne izkusnje, smo se tu odlocili za obremenitev 0,2 g KPK/1
g OS. Glukoza (CsH1206) je substrat z znano kemijsko sestavo, zato smo lahko KPK
izraCunali. Za oksidacijo 1 mola glukoze (=180 g) potrebujemo 6 molov kisika (=192 g).
KPK vrednost za 1 g glukoze je tako 1,07 g kisika. Za obremenitev 0,2 g KPK smo torej
dodali 187 mg glukoze. Pri negativni kontroli pa substrata nismo dodali, ampak smo
spremljali le osnovno aktivnost mikrobne biomase. Volumen proizvedenega bioplina
negativne kontrole smo odsSteli od volumna nastalega bioplina pri vseh ostalih testnih
mesanicah in s tem zagotovili, da v rezultatih vrednotimo le proizvedeni bioplin iz dodanih
buc.

V poskusu smo pokazali kako predobdelava bu¢ in bioaugmentacija z dodatkom
hidrolitskih bakterij u¢inkujeta na proizvodnjo bioplina, zato je bil poleg substrata in
mikrobne biomase klju¢ni del poskusnih mesSanic tudi sev P. xylanivorans Mz5. V
poskusne mesanice smo Vv vseh primerih dodali pelet, ki je ostal po centrifugiranju 50 mL
kulture P. xylanivorans Mz5, s ¢imer smo se skusali izogniti povecanju KPK na raun
dodanega gojis¢a M330. Pri izraunu sestave testnih meSanic smo volumen dodanega P.
xylanivorans Mz5, zaradi njegove majhnosti, zanemarili. Kon¢na sestava poskusnih
mesanic je prikazana v Preglednici 4.
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Preglednica 4: Sestava poskusnih me$anic za test BMP

Poskusne Anox.H20 Biomasa  Fosf.pufer Glc Bucde Mz5 Avtok. Mz5
meSanice (mL) (mL) (mL) (9) (9)

NK 382 98 20

ST 382 98 20 0,187

B 367 98 20 15

B+Mz5 367 98 20 15 50mL cent.k.

B+aMz5 367 98 20 15 50mL cent.k.
P.Mz5 250+117 98 10+10 15 50mL cent.k.

P.aMz5 250+117 98 10+10 15 50mL cent.k.

NK = negativha kontrola, ST = standard, B = bu¢na pulpa, B+Mz5 = bu¢na pulpa + ziva kultura P.
xylanivorans Mz5 (bioaugmentacija), B+aMz5 = bué¢na pulpa + avtoklavirana kultura P. xylanivorans Mz5,
P.Mz5 = predobdelava buéne pulpe z zivo kulturo P. xylanivorans Mz5, P.aMz5 = negativna kontrola
predobdelave z Zivo kulturo P. xylanivorans Mz5

3.9.6 lzvedba poskusa

Priprava mesanic v litrskih bioreaktorjih je potekala dva zaporedna dneva. Prvi dan smo
pripravili meSanice, v katerih je potekala predobdelava (oznake P.Mz5 in P.aMz5).
Steklenice smo napolnili s polovicnim volumnom deoksigenirane vode (250 mL),
poloviénim volumnom fosfatnega pufra (10 mL) in substratom (15 g buc). V vse smo
dodali se pelet, ki je ostal po centrifugiranju 50 mL kulture P. xylanivorans Mz5, ki smo jo
predhodno nagojili kot je opisano v poglavju 3.4. V steklenice P.Mz5 smo dodali zivo
kulturo, v steklenice z oznako P.aMz5 pa avtoklavirano kulturo kot kontrolo prvim. Vse
steklenice smo 20 minut prepihovali z dusikom, s Cimer smo zagotovili anaerobne pogoje.
Preko no¢i smo jih inkubirali pri 37 °C in s stresanjem 120 rpm. Vrata inkubatorja
(Unitron) smo zatemnili z aluminijasto folijo,

Naslednji dan smo v steklenice v katerih je potekala predobdelava dodali Se 10 mL
fosfatnega pufra, mikrobno biomaso (98 mL) in dopolnili z deoksigenirano vodo do 500
mL. Mesanice smo ponovno prepihovali 20 minut z dusSikom. Po enakem postopku smo
pripravili tudi vse ostale poskusne mesanice (Preglednica 4) in jih 20 minut prepihovali z
dusikom. Vse poskusne meSanice smo pripravili v treh ponovitvah. Iz vseh 21 steklenic
smo vzeli 10 mL vzorca za dan O in pomerili pH. Naslednjih 33 dni smo steklenice
inkubirali v temi pri 37 °C in z meSanjem 120 rpm.
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Slika 7: Priprava testnih meSanic — prepihovanje z dusikom.

Slika 8: Testne steklenice v testu BMP med 33 dnevno inkubacijo v temi pri 37 °C in 120 rpm.

3.9.7 Odvzem in analiza vzorcev

Prvi in zadnji dan poskusa smo v vseh steklenicah pomerili pH (poglavje 3.8) in odvzeli
vzorce za doloCitev suhe in organske snovi ter KPK. Vzorce smo do izvedbe analize
shranili pri —20 °C. Analizirali smo jih po postopkih, Ki sta opisana v poglavjih 3.5 (KPK)
in 3.6 (SS in OS). Vsebnost kratkoveriznih mas¢obnih kislin smo dolo¢ili na dan 0, 1, 4, 7,
16, 22 in 33. Postopek je natan¢no opisan v poglavju 3.7. Meritve koli¢ine proizvedenega
bioplina in njegove sestave smo merilinadan 1, 2, 4, 7, 12, 16, 22, 28 in 33.
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3.9.7.1 Merjenje volumna nastalega bioplina

Koli¢ino proizvedenega bioplina smo merili z vodnim stolpcem, glede na razliko tlaka v
steklenicah (Hansen in sod., 2004). Meritev je potekala tako, da smo iglo potisnili skozi
gumijasti zamasek posamezne steklenice. Igla je bila pritrjena na plasti¢no brizgo, ta pa na
cevko vodnega stolpca. Nastali bioplin smo odvzeli z brizgo do izenacitve tlaka s pomocjo
vodnega stolpca. Izmerjeni volumen bioplina smo zabelezili, nato pa smo brizgo iztaknili
iz gumijastega zamasSka in s cevke vodnega stolpca ter jo izpraznili. Med poskusom smo
volumne novonastalega bioplina v posameznih mesanicah sestevali, da smo dobili podatke
za celotni volumen proizvedenega bioplina. Ker nas je zanimala samo koli¢ina bioplina, Ki
je nastala na racun substrata, smo od meritev testnih meSanic odSteli meritve negativne
kontrole. Volumen bioplina, ki je nastal v negativni kontroli, je nastal na osnovi zaloge
organske snovi v mikrobni biomasi.

Slika 9: Merjenje nastalega volumna bioplina z vodnim stolpcem in brizgalko.

3.9.7.2 Merjenje sestave nastalega bioplina

Sestavo nastalega bioplina smo merili s plinskim kromatografom Shimadzu 14A z
detektorjem na toplotno prevodnost (TCD). Lo¢evanje plinov je potekalo na jekleni koloni
dolZine 4 metrov, premera 1/8" in s polnilom PORAPAK Q (Agilent, ZDA). Nosilni plin je
bil helij, pretok pa je znaSal 25 mL/min.
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Temperatura injektorja je bila 50 °C, temperatura kolone 25 °C, temperatura detektorja 80
°C in temperatura detektorskega bloka 80 °C. Realni tok na detektorju je bil 60 mA. Za
kalibracijo kromatografa smo uporabili standardno meSanico plinov (vbrizgano 100 uL) v
sestavi: 15,7% Ha, 18,7% N2, 20,5% CH4 in 45,1% CO». Za izpis podatkov smo uporabili
integrator Chromatopac C-R6A (Shimadzu, Japonska). Na dan vzoréenja smo s plinotesno
brizgalko odvzeli 100 pL vzorca in ga vbrizgali v injektor.

Izmerjene koncentracije metana smo standardizirali s pomocjo splosne plinske enacbe, kar
pomeni da smo upostevali tlak in temperaturo v casu merjenja.

CHa % st.= VX0

Tx * PO

.3

To ... standardna temperatura (273 K)
Po ... standardni tlak (1013,25 hPa)
Px ... tlak v prostoru (hPa)
Tx ... temperatura v prostoru (K)
Vi ... 1zmerjeni % CHg

Podatke o povprecnem zra¢nem tlaku za posamezni dan smo pridobili s spletne strani
Agencije Republike Slovenije za okolje (ARSO, 2015).

S pomocjo splosne plinske enacbe smo tako standardizirali izmerjene odstotke metana v
bioplinu. Glede na celotni volumen bioplina, smo nato odstotke metana pretvorili v mL.

3.9.7.3 lzplen metana

Izplene metana smo v naSem poskusu preracunali po enacbi 4, glede na teoreticni izplen
metana, ki znasa 350 mL na 1 g KPK substrata (Dublein in Steinhauser, 2008).

V%100

CH4 (%) = 350 mL

. (4)

V —volumen metana na 1 g KPK substrata (mL)
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4 REZULTATI
4.1 ANALIZE PRED POSKUSOM

Z barvanjem s Kongo rde¢im smo zeleli pokazati, da so buce kot substrat sposobne
inducirati ksilanazno aktivnost seva P. xylanivorans Mz5. Celice P. xylanivorans Mz5, ki
smo jih dodali v naSe poskusne meSanice, so bile vzgojene na gojis¢u M330, ki ne vsebuje
ksilana, zato ni bilo predhodne indukcije ksilanazne aktivnosti. Rezultati barvanja s Kongo
rde¢im so pokazali, da buce inducirajo ksilanaze, vendar precej slabse kot otrobi, ki po
sestavi vsebujejo veé ksilana kot buge. Ceprav je na Sliki 10 slabo vidno, je do rahlega
razbarvanja oziroma zbistritve prislo tudi na plos¢i, kjer smo kot substrat uporabili bu¢no
pulpo (levo).

Slika 10: Vpliv bu¢ (levo) in otrobov (desno), ki ju uporabimo kot substrat, na ksilanazno aktivnost P.
xylanivorans Mz5.
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4.2 BIOMETANSKI POTENCIAL BUCNE PULPE Z UPORABO
BIOAUGMENTACNE

4.2.1 Suhain organska snov
Vsebnost OS smo v poskusnih meSanicah dolo¢ili na zacetku (dan 0) in na koncu poskusa

(dan 33) (Slika 11). Ugotovili smo, da se je v vseh poskusnih meSanicah koli¢ina OS
zmanjsala.

4,0 -

3,5 -
3,0
25
<
% 20 mDan0
Q an
1,5 m Dan 33
1,0
0,5
0,0 -

B+M25 B+aM25 PMz5 PaMzS
Poskusne meSanice

NK = negativna kontrola, ST = standard, B = bu¢na pulpa, B+Mz5 = bu¢na pulpa + Zziva kultura P.
xylanivorans Mz5 (bioaugmentacija), B+aMz5 = bu¢na pulpa + avtoklavirana kultura P. xylanivorans Mz5,
P.Mz5 = predobdelava bu¢ne pulpe z zivo kulturo P. xylanivorans Mz5, P.aMz5 = negativna kontrola
predobdelave z Zivo kulturo P. xylanivorans Mz5

Slika 11: Sprememba koliine organske snovi (g/L) v poskusnih meSanicah glede na prvi in zadnji dan
poskusa.

4.2.2 Kratkoverizne masc¢obne Kisline (KMK)

Z dolo¢anjem koncentracij kratkoveriznih maséobnih kislin, ki so vmesni produkt
anaerobne razgradnje, smo med poskusom spremljali potek anaerobne fermentacije. V
vzorcih smo najveckrat zaznali ocetno kislino, ki je tudi najbolj zastopana kratkoverizna
maséobna kislina. Proti koncu poskusa se je koncentracija ocetne kisline in celokupna
koncentracija KMK v meSanicah zmanjSevala.
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V poskusu smo na dan zacetka poskusa (dan 0) izmerili najve¢ 332 mg/L KMK v
mesSanicah oz. najve¢ 159 mg/L ocetne kisline. Zadnji dan poskusa (dan 33) je bila najvisja
vrednost celokupnih KMK le §e 50mg/L, najvi§ja vrednost ocetne kisline v meSanicah pa
le 32 mg/L. Poleg ocetne kisline so se v posameznih vzorcih in le na posamezne dneve
pojavile tudi druge KMK (propionska, maslena, izo-maslena, valerenska, izo-valerenska,
kapronska kislina), vendar v nizjih koncentracijah kot ocetna kislina. Le izjemoma se je
pojavila visja koncentracija propionske kisline. V povprecju pa ni nobena druga kislina
presegla koncetracije 50 mg/L.

Koncentracije KMK so bile nizke Zze ob zacetku poskusa in se tekom poskusa niso
kopicile, kar dokazuje, da ni priSlo do inhibicije procesa. Koncentracije KMK so
zanemarljivo majhne, zato so podatki prikazani v Prilogi A.

4.2.3 Volumen nastalega bioplina

Proizvodnja bioplina je bila najbolj intenzivna v prvih 12-ih (Slika 12) dneh poskusa, nato
pa je pocasi narascala do 33. dne, ko smo poskus zakljucili. Najmanj bioplina je proizvedla
standardna mesanica (ST) (53 mL na 1 g OS), najve¢ pa meSanica, kjer smo buc¢no pulpo
predobdelali z dodanim zivim sevom P. xylanivorans Mz5 (PMz5) (130 mL na 1 g OS).
Poskusne mesanice se gibljejo v intervalu 53 — 130 mL bioplina na 1 g organske snovi.
Med poskusnimi meSanicami je najmanj bioplina proizvedla negativna kontrola
predobdelave z zivo kulturo P. xylanivorans Mz5 (PaMz5).
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ST = standard, B = bu¢na pulpa, B+Mz5 = bucna pulpa + ziva kultura P. xylanivorans Mz5
(bicaugmentacija), B+aMz5 = bu¢na pulpa + avtoklavirana kultura P. Xxylanivorans Mz5, P.Mz5 =
predobdelava bué¢ne pulpe z Zivo kulturo P. xylanivorans Mz5, P.aMz5 = negativna kontrola predobdelave z
zivo kulturo P. xylanivorans Mz5

Slika 12: Volumen nastalega bioplina 1 g OS substrata (mL).

4.2.4 Skupna produkcija metana

Enako kot pri proizvodnji bioplina, je bila proizvodnja metana najvecja v prvih 12-ih dneh,
nato je pocasi nara$c¢ala do 33. dne oz. do konca poskusa (Slika 13). Poleg volumna
nastalega metana na 1 g OS substrata, je pomemben delez metana v bioplinu. Proces
poteka optimalno, kadar je ta deleZz okrog 60 — 65 %. V nasem poskusu je bil zadnji dan
povprecni delez metana v bioplinu 69,4 % (Preglednica 5).
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Preglednica 5: Povpreéni delezi metana (%) v bioplinu posameznih poskusnih meSanic na zadnji dan
poskusa.

Poskusne meSanice Povprecni deleZi metana v bioplinu (%)
ST 67,7
B 68,1
B+Mz5 69,9
B+aMz5 69,8
P.Mz5 72,5
P.aMz5 74,2

ST = standard, B = bu¢na pulpa, B+Mz5 = buéna pulpa + Zziva kultura P. xylanivorans Mz5
(bioaugmentacija), B+aMz5 = buéna pulpa + avtoklavirana kultura P. xylanivorans Mz5, P.Mz5 =
predobdelava buéne pulpe z zivo kulturo P. xylanivorans Mz5, P.aMz5 = negativna kontrola predobdelave z
zivo kulturo P. xylanivorans Mz5

Proizvodnja je bila najnizja v standardni mesanici (ST), kjer je skupno nastalo 29 mL
metana na 1 g OS substrata, vendar je bila v standardni meSanici tudi obremenitev nizja, in
sicer 0,2 g KPK/1 g OS substrata (Poglavje 3.9.5). Med testnimi meSanicami je najmanj
metana nastalo pri samih buc¢ah (49 mL metana na 1 g OS substrata). Najvec
proizvodenega metana, in sicer 83 mL metana na 1 g OS substrata, smo izmerili v poskusni
mesanici, kjer smo substrat predobdelali z Zivim sevom P. xylanivorans Mz5 (PMz5). V
negativni kontroli predobdelave z zivim sevom P. xylanivorans Mz5 (PaMz5) je nastalo
samo 55 mL metana na 1 g OS substrata. V poskusni mesanici, kjer je potekala
bioaugmentacija (B+Mz5) je nastalo 66 mL metana na 1 g OS substrata, medtem ko v
njeni kontroli (B+aMz5) 58 mL metana na 1 g OS substrata. Trend proizvodnje metana je
bil enak v vseh poskusnih mesanicah.
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ST = standard, B = bu¢na pulpa, B+Mz5 = bucna pulpa + ziva kultura P. xylanivorans Mz5
(bioaugmentacija), B+aMz5 = bucna pulpa + avtoklavirana kultura P. xylanivorans Mz5, P.Mz5 =
predobdelava buéne pulpe z zivo kulturo P. xylanivorans Mz5, P.aMz5 = negativna kontrola predobdelavi z
zivo kulturo P. xylanivorans Mz5

Slika 13: Volumen nastalega metana (mL) na 1 g OS substrata.

Preracunali smo tudi, koliko metana bi pridobili iz 1 kg oz. iz 1 tone bu¢. Pri tem smo
upostevali rezultate predobdelave z zivo kulturo P. xylanivorans Mz5, kjer je bila
produkcija metana najvec¢ja (83 mL/1 g OS). V steklenice smo zatehtali po 15 g bu¢ oz.
0,64 g OS, 1 g OS bi predstavljalo 23,4 g bu¢. 1z tega lahko izracunamo, da bi iz 1 kg
bucéne pulpe lahko proizvedli priblizno 3,5 L metana. Iz 1 tone bu¢ pa bi proizvedli 3547 L
0z. 3,5 m® metana.

4.2.5 lzplen metana

Izplen metana se raCuna glede na KPK dodanega substrata. Z upoStevanjem KPK
dodanega substrata, smo izracunali koliko metana je nastalo na 1 g KPK substrata.
Standarno meSanico smo obremenili z 0,2 g KPK substrata na 1 g OS biomase, preostale
poskusne mesanice pa z 0,5 g KPK substrata na 1 g OS biomase. Pri tem smo upostevali Se
KPK, ki ga je v meSanico prispevalo 50 mL centrifugirane kulture P. xylanivorans Mz5.
Pri izraCunu smo upostevali teoreticno vrednost za KPK mikroorganizmov, ki znasa 1,22¢g
KPK/g mikroorganizmov. V nasem primeru je bil doprinos mikroba 0,0195 g KPK. Pri
izraunu izplena metana smo upostevali teoreti¢no vrednost, da iz 1 g KPK nastane 350
mL metana (Deublein in Steinhauser, 2008). Rezultati so prikazani v Preglednici 6.
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Preglednica 6: Volumen nastalega metana na 1g KPK substrata in izplen metana.

MeSanica g KPK substrata/l g OS V CH4 skupen V CH4 na 1 g KPK Izplen
biomase (mL) (mL) CH4 (%)*
ST 0,2 64 318 91
B 0,5 156 313 89
B+Mz5 0,5195 203 391 112
B+aMz5 0,5195 176 339 97
P.Mz5 0,5195 189 363 104
P.aMz5 0,5195 209 402 115
Teoretic¢en 350 100

*Izplen metana izracunan glede na dejansko proizvodnjo metana na 1 g KPK substrata v bioreaktorjih 33.
dan in teoreti¢éno maksimalno mozno proizvodnjo metana.

ST = standard, B = bu¢na pulpa, B+Mz5 = bucna pulpa + ziva kultura P. xylanivorans Mz5
(bioaugmentacija), B+aMz5 = bucna pulpa + avtoklavirana kultura P. xylanivorans Mz5, P.Mz5 =
predobdelava buéne pulpe z zivo kulturo P. xylanivorans Mz5, P.aMz5 = negativna kontrola predobdelave z
zivo kulturo P. xylanivorans Mz5

4.2.6 Povefanje kumulativne proizvodnje bioplina in metana

Rezultati predstavljeni v poglavju 4.2.4 kazejo, da tako bioaugmentacija kot predobdelava
z zivo kulturo P. xylanivorans Mz5 pozitivno vplivata na proizvodnjo bioplina in metana.
Glede na poskusno mesanico, ki je vsebovala samo buce, se je kumulativna produkcija
bioplina v poskusnih mesanicah, kjer je potekala bioaugmentacija z zivo kulturo P.
xylanivorans Mz5 povecala za 29 %. V poskusnih meSanicah, kjer je potekala
predobdelava z zivo kulturo P. xylanivorans Mz5, pa se je kumulativna produkcija bioplina
povecala za 49 %. Komulutivna produkcija metana pa se je pri bioaugmentaciji s P.
xylanivorans Mz5 povecala za 35 % in za kar 69 % pri predobdelavi s P. xylanivorans
Mz5.

4.2.7 Gibanje pH vrednosti med testom BMP

Tekom poskusa so bile vrednosti pH v optimalnem obmod¢ju in Se niso spreminjale. V
zacetku poskusa smo izmerili pH vrednosti med 7,63 in 7,94, ob koncu poskusa pa so se
vrednosti gibale med 7,71 in 8,21 (Slika 14). Vrednosti kazejo, da do zakisanosti, ki bi
zavirala proizvodnjo bioplina, ni prislo.
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NK = negativha kontrola, ST = standard, B = bu¢na pulpa, B+Mz5 = bu¢na pulpa + ziva kultura P.
xylanivorans Mz5 (bioaugmentacija), B+aMz5 = bu¢na pulpa + avtoklavirana kultura P. xylanivorans Mz5,
P.Mz5 = predobdelava bu¢ne pulpe z Zivo kulturo P. xylanivorans Mz5, P.aMz5 = negativna kontrola
predobdelave z zivo kulturo P. xylanivorans Mz5

Slika 14: pH vrednosti na prvi in zadnji dan poskusa pri posameznih me$anicah .
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Oljne buce gojijo predvsem za proizvodnjo bucnih semen za prehrano ljudi in bucnega
olja. Bu¢na pulpa se lahko v zreli fazi uporablja tudi v prehrani zivali, predvsem v prehrani
prasi¢ev. S prehranskega vidika je konzumacija buéne pulpe lahko problemati¢na, Saj se
proces oksidacije in s tem kvarljivosti pricne Ze po nekaj urah. Tako preostanek bu¢ po
proizvodnji bucnega olja predstavlja kar 97 % odpadnega organskega materiala, ki
veéinoma oblezi na poljih, kjer se pocasi razgradi. Ena izmed reSitev koristne uporabe
odpadnih bu¢ je njihova uporaba kot surovina za proizvodnjo bioplina.

Buc¢no pulpo, poleg preostalih, lazje dostopnih ogljikovih hidratov, sestavljajo tudi
lignocelulozne komponente, ki so tezko razgradljive in zato posledi¢no pogosto ostanejo
neizkoris¢ene. Za boljsi izkoristek je tako potrebno razgraditi lignocelulozo na
enostavnejSe komponente, ki so vir hranil za mikrobno zdruzbo in s tem substrat za
proizvodnjo bioplina. Na voljo je veliko postopkov predobdelav in obdelav lignoceluloznih
substratov. NajpogostejSe so fizikalno-kemijske in bioloske. Le redke so se razvile v
tehnolosko uporabne procese. Tako govorimo 0 razlicnih metodah predobdelave in
bioaugmentaciji.

Bioaugmentacija je med raziskovalci vse pogosteje uporabljena metoda. Peng in sod.
(2014) so s celuliticno anaerobno bakterijo Clostridium cellulolyticum pospesili hidrolizo
pSeni¢ne slame in s tem izboljSali proizvodnjo metana do 13 %. O poviSani produkciji
metana poroc¢ata tudi Hu in Yu (2005), ki sta koruzne ostanke inkubirala s suspenzijo iz
vampa koze (naravna mikrobna zdruzba, ki je sposobna razgraditi lignocelulozo). Zhang in
sod. (2015), ki so prav tako delali na koruzi, so s pomoc¢jo bioaugmentacije z
Acetobacteroides hydrogenigenes uspeli povecati proizvodnjo metana za 19 — 23 %.

V nasem primeru smo se odlocili za bioaugmentacijo s Pseudobutyrivibrio xylanivorans
Mz5, ki je uspeSen pri razgradnji ve¢ razlicnih polisaharidov, Se posebej pri razgradnji
ksilana (Kopencny in sod., 2003; Zorec in sod., 2014). Odlocili smo se na podlagi sestave
bug, saj je v bucah ksiloglukan glavna komponenta hemiceluloze v primarni celi¢ni steni
(Kostalova in sod., 2008). Poleg tega je velika prednost P. xylanivorans Mz5, da krajsa
izpostavljenost kisiku ne vpliva nanj in je v anaerobnih razmerah sposoben popolne
regeneracije (Kopencny in sod., 2003).

Ksilanazne so inducibilni encimi in se izrazajo v prisotnosti ksilana, zato smo morali
ugotoviti ali so buce substrat, ki inducira ksilanazno aktivnost pri P. xylanivorans Mz5.
Izvedli smo predhodno analizo, kjer smo gojili P. xylanivorans Mz5 na pSeni¢nih otrobih,
ki zagotovo vsebujejo dovolj ksilana za indukcijo, in na buc¢ni pulpi. Po barvanju s Kongo
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rde¢im in razbarvanju, smo ugotovili, da tudi bu¢na pulpa inducira ksilanaze, vendar precej
slabse kot pSenicni otrobi (Slika 11).

Iz predhodnih raziskav (Cater, 2015) izhaja, da je obstojnost P. xylanivorans Mz5 v
nekaterih poskusnih meSanicah za proizvodnjo bioplina relativno slaba. Z metodo gPCR
0Z. z izracuni koli¢ine genomske DNA so v teh eksperimentih dokazali, da koli¢ina
vnesene bakterije P. xylanivorans Mz5 v prvih treh dneh upade skoraj za polovico, po
Sestih dneh je prisotna le Se desetina vnesene kulture, deseti dan pa je Ze ni ve¢ moc
dokazati (Cater, 2015). Volumen P. xylanivorans Mz5, ki ga dodamo v poskusne mesanice
je relativno majhen glede na dodano mikrobno biomaso, ki je odgovorna za proizvodnjo
bioplina. V tako definirani mikrobni zdruzbi je P. xylanivorans Mz5 kot tujek izpostavljen
veliki kompeticiji in ni presenetljivo, da verjetno zaradi nekonkuren¢nosti po dolo¢ene
¢asu izgine. Da bi kar najbolje izkoristili njegov potencial, smo mu dali casovno prednost.
To pomeni, da smo poleg bioaugmentacije, kjer smo substrat, mikrobno biomaso in sev P.
xylanivorans Mz5 inkubirali isto¢asno, pripravili tudi poskusne mesanice za predobdelavo.
Predobdelavo substrata smo izvedli tako, da smo dan pred zacetkom bioplinske produkcije
skupaj inkubirali le bu¢no pulpo in sev P. xylanivorans Mz5. S tem smo P. xylanivorans
Mz5 za 24 ur zagotovili nekompetitivno okolje, kar mu je omogocilo rast in
razmnozevanje na bucni pulpi in njeno potencialno hidrolizo.

Med pregledom znanstvene literature smo zasledili samo eno podobno raziskavo. Peng in
sod. (2014) so preverili vpliv bioaugmentacije na proizvodnjo bioplina iz pseni¢ne slame.
V svoji raziskavi so uporabili Clostridium cellulolyticum na dva nacina: Strategija 1 in
Strategija 2. V Strategiji 1 so izbrano bakterijo 24 ur gojili na definiranem gojis¢u s
celobiozo kot virom ogljika. Kulturo so nato dodali pSeni¢ni slami (substrat) in
metanogenemu mikrobnemu inokulumu za izvedbo testa BMP. Pri Strategiji 2 so 60 ur C.
cellulolyticum gojili na podobnem gojiscu, le da je bila tokrat vir ogljika pSeni¢na slama.
Vse skupaj so nato dodali preostalemu inokulumu za test BMP. V vecini raziskovalci pri
tovrstnih raziskavah preverjajo le eno izmed strategij. Nasa raziskava pa je vkljucevala obe
strategiji. Na istem substratu smo preverili vpliv P. xylanivorans Mz5, ko ga dodamo
socasno z metanogeno mikrobno biomaso ter vpliv predobdelave bu¢ne pulpe s P.
xylanivorans Mz5 na produkcijo bioplina.

Dokazali smo, da bakterija P. xylanivorans Mz5 poveca produkcijo bioplina 0z. metana
(Slika 12, Slika 13). Najbolj je produkcijo bioplina povecala predobdelava bucne pulpe S
P. xylanivorans Mz5 (P.Mz5) in sicer za 49 %. Rezultati dokazujejo, da je bakterija P.
xylanivorans Mz5 v fazi predobdelave hidrolizirala doloceno koli¢ino hemiceluloze in
celuloze v bucni pulpi. S tem je bil zagotovljen lazji dostop do hranil metanogeni zdruzbi,
kar se kaze v povecani proizvodnji bioplina. Tudi bioaugmentacija s P. xylanivorans Mz5
(B+Mz5), je povecala proizvodnjo bioplina, vendar manj kot predobdelava bu¢ne pulpe
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(povecanje za 29 %). Ti rezultati dokazujejo, da P. xylanivorans Mz5 pozitivno vpliva na
proizvodnjo bioplina iz bucne pulpe, zlasti kadar ni izpostavljen kompeticiji.

Pri proizvodnji bioplina je pomemben odstotek metana, saj ima vi§jo kalori¢no vrednost
(Deublein in Steinhauser, 2008). V nasi raziskavi se je izkazalo, da je predobdelava bu¢ne
pulpe s P. xylanivorans Mz5 povzrocila za kar 69 % vecjo produkcijo metana v primerjavi
s produkcijo metana iz neobdelane bu¢ne pulpe. Bioaugmentacija s P. xylanivorans Mz5 je
povzro¢ila 35 % vecjo proizvodnjo metana v primerjavi s proizvodnjo metana iz
neobdelane bucne pulpe. Poskusne mesanice z dodanimi avtoklaviranimi bakterijami, so
proizvedle nekoliko ve¢ metana ( 12 — 18 %) kot poskusne mesanice, ki so vsebovale zgolj
buce, kar je najverjetneje posledica razpadlih avtoklaviranih celic, ki so postale substrat za
proizvodnjo bioplina.

Znanstveni viri, ki smo jih navedli v zacetku razprave (Peng in sod. (2014), Hu in Yu
(2005), Zhang in sod. (2015)) poro¢ajo o okoli 20 % vi§ji proizvodnji metana vV primeru
bioaugmentacije, vendar je razlika v tem, da so bile te raziskave narejene na izrazito
lignoceluloznih substratih. Zelo malo raziskav zasledimo na substratih, ki so po sestavi
podobni bu¢am, torej da prevladujeta pektin in hemiceluloza. Weil in sod. (2009) pa so se
v svojih raziskavah osredoto¢ili prav na hemicelulozo (ksilan) in dodajanje
hemiceluloliti¢nih bakterij (meSana zdruzba: Bacteroides sp. ,Clostridium sp., Azospira
sp.), s ¢imer so dosegli od 60 do 70 % visjo proizvodnjo bioplina. P. xylanivorans Mz5, ki
smo ga uporabili mi, s svojo visoko ksilanazno aktivnostjo sodi med hemiceluloliti¢ne
bakterije, kar se po vsej verjetnosti odraza v visoki stopnji hidrolize bu¢ne pulpe in
posledi¢no v 69 % visji produkciji metana. V raziskavi Peng in sod. (2014) so pravtako
potrdili pozitiven vpliv bioaugmentacije na proizvodnjo metana, povecala se je za okoli 13
%. Raziskave so pokazale, da je C. cellulolyticum ena izmed 40 najpogosteje dokazanih
bakterijski vrst v metanogeni mikrobni biomasi. Verjetno je dodatek C. cellulolyticum v
zaCetku poskusa, moc¢no povecal gostoto te bakterije in je s tem postala ena najbolj
zastopanih vrst v zdruzbi, kljub temu pa se produkcija metana ni povecala za toliko kot v
nasi raziskavi z bakterijo P. xylanivorans Mz5.

Na stabilnost bioplinskega procesa vplivajo Stevilni parametri, zato Smo med drugim med
poskusom spremljali proizvodnjo kratkoveriznih mascobnih kislin, ki so vmesni produkti
anaerobne fermentacije. Vsako kopicenje KMK kaZe na neuravnoteZenost procesa in lahko
vodi v inhibicijo procesa (Adorno in sod., 2014; Chasnyk in sod., 2015). V vzorcih je bilo
prisotne najve¢ ocetne kisline, vendar pa se je med poskusom njena koncentracija
znizevala, kot tudi celokupna koncentracija KMK (Priloga A). Iz tega lahko sklepamo, da
je proces potekal optimalno. Kopi¢enje KMK se neposredno odraza v pH vrednostih. V kolikor
bi acidogeneza potekala hitreje kot metanogeneza, bi prislo do kopi¢enja KMK (Slika 1).
Ve¢ ko je prisotnih kislin, nizji je pH, kar deluje zavirajoe na metanogene
mikroorganizme, zato se proces ustavi. Optimalen pH se giba od 6,7 do 7,5 (Deublein in
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Steinhauser, 2008). V nasem poskusu so se pH vrednosti gibale med 7 in 8, kar kaze na
stabilne pogoje za proizvodnjo bioplina (Slika 14).

Rezultati poskusov na laboratorijskem nivoju obicajno niso direktno prenosljivi na pilotni
in industrijski nivo. Pri ve¢jih volumnih se sreCujemo s tezavi kot so visoki tlaki,
viskoznost, neustrezno mesanje ... (Zhang in sod., 2011). V nasi raziskavi smo poskusali
zagotoviti razmere, ki bi bile kar se da dober priblizek industrijskim razmeram. V
industrijskem merilu bi v bioreaktorje dali bu¢no pulpo v obliki ve¢jih kosov, zato sSmo se
odlo¢ili, da bomo buce Vv laboratorijski raziskavi zgolj naribali in ne zmleli. Kasneje se je
to izkazalo kot ovira pri vzor¢enju oz. pri analizah KPK in doloc¢anju OS, saj rezultati niso
bili vedno pokazatelji realnega stanja v poskusnih mesanicah in so otezili pravilen izra¢un
nekaterih bioplinskih parametrov.

Z upostevanjem KPK vrednosti substrata (bucne pulpe), smo izracunali prakti¢ni izplen
metana v razlicnih poskusnih variantah nase raziskave. Pri tem smo upostevali, da
teoreticno iz 1 g KPK nastane 350 mL metana, ¢e bioplinski proces tece optimalno
(Deublein in Steinhauser, 2008). Nasi rezultati kazejo na dober potek procesa, saj se
volumni metana, ki so nastali na 1 g KPK gibljejo med 313 in 402 mL (Preglednica 6).
Izplen metana se med meSanicami ne razlikuje pomembno (89 — 115%). Rezultati, ki so
visji od 100 % so najverjetneje posledica eksperimentalnih napak. Rezultati raziskave
kaZejo na to, da so buce odlicen substrat za proizvodnjo bioplina, z bioaugmentacijo s P.
xylanivorans Mz5 in biolosko predobdelavo pa smo $e povecali izplen bioplina 0z. metana
iz tega substrata. S tem smo najverjetneje izkoristili potencial bu¢ne pulpe za proizvodnjo
bioplina. Vendar pa je prenos te metode na industrijski nivo potrebno tudi ekonomsko
upraviciti.

Gojis¢e M330 na katerem smo gojili P. xylanivorans Mz5 namre¢ vsebuje kvasni ekstrakt,
celobiozo in druga hranila, ki predstavljajo velik stroSek, enako velja za avtoklaviranje
gojis¢a. Dodaten bioreaktor bi prav tako podraZzil postopek (Peng in sod., 2014). Drugi
problem je neobstojnost P. xylanivorans Mz5 v bioreaktorju, kar bi morda lahko resili v
veckratno inokulacijo. Martin—Ryals in sod. (2015) so s svojo raziskavo uspeli dokazat, da
veckratno dodajanje hidrolitske bakterije izboljSa hidrolizo substrata in poveca produkcijo
metana. Zaradi vecje produkcije metana in manjSe koli¢ine odpada (stroski odvoza in
unicenja), naj bi bil tak postopek ugoden tudi s finan¢nega vidika.
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5.2 SKLEPI

Bioaugmentacija bucne pulpe s P. xylanivorans Mz5 je uspe$na metoda za boljSo
produkcijo bioplina in vecji izplen metana.

Bioaugmentacija poveca proizvodnjo bioplina do 29 % in proizvodnjo metana do
35 %.

Predobdelava bu¢ne pulpe s hidrolitskimi bakterijami P. xylanivorans Mz5 je Se
bolj povecala proizvodnjo bioplina oz. metana kot bioaugmentacija.

Predobdelava je povecala proizvodnjo bioplina do 49 % in proizvodnjo metana do
69 %.
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6 POVZETEK

V zadnjih letih potreba po alternativnih virih energije intenzivno narasc¢a, Saj SO
neobnovljivi viri energije vse bolj izCrpani, pogosto pa tudi glavni izvor onesnazil. Vir
alternativne energije je tudi bioplin. Bioplin med drugim sestavlja tudi metan, ki je
visokoenergetska spojina in nam s tem omogoca Soproizvodnjo toplotne, hladilne in
elektricne energije. Ni presenetljivo, da se zadnja leta vse ve¢ raziskovalcev posveca
proizvodnji bioplina, optimizaciji procesa in povis$anju izkoristkov.

Substrat za proizvodnjo bioplina je organski material. V ta namen izkori$¢ajo tudi
visokoenergetske rastline, vse bolj pa se usmerjajo k uporabi odpadnega materiala in
lignoceluloznih substratov, ki pa so tezko razgradljivi. V nasem poskusu smo kot substrat
uporabili bu¢no pulpo, ki ostaja na poljih, saj se za pridobivanje bu¢nega olja izkoris¢ajo
zgolj bucna semena. Buce vsebujejo veliko pektina in hemiceluloznih polisaharidov,
prisotna pa sta tudi lignin in celuloza.

Bioplin nastaja v procesu anaerobne fermentacije, ki jo vrSi kompleksna mikrobna
zdruzba. Ozko grlo tega kompleksnega sistema je zelo pogosto hidroliza oz. razgradnja
kompleksnih substratov do lazje dostopnjih hranil. Da bi substrate ¢imbolj izkoristili jih
lahko fizikalno, kemicno ali bioloSko obdelamo. Fizikalna in kemi¢na predobdelava sta
energetsko zahtevni in pogosto Skodljivi za okolje, zato je vedno vec¢ pozornosti delezna
bioloska predobdelava in bioaugmentacija.

V nasem primeru smo se odlocili za biolosko predobdelavo in bioaugmentacijo z
anaerobno bakterijo P. xylanivorans Mz5, ki ima visoko ksilanoliti¢no aktivnost in prezivi
krajSo izpostavljenost kisiku. S testom BMP smo ugotavljali, kako predobdelava in
bioaugmentacija vplivata na povecanje proizvodnje bioplina. Pri predobdelavi Smo bucno
pulpo in P. xylanivorans Mz5 inkubirali 24 ur in potem dodali $e mikrobno biomaso. V
drugem nacinu pa smo mikrobno biomaso z dodanim substratom na dan zacetka poskusa
bioaugmentirali s P. xylanivorans Mz5. Pripravili smo tudi ustrezne kontrole z
avtoklaviranim P. xylanivorans Mz5. Vse poskusne meSanice smo obremenili z 0,5 g KPK/1
g OS biomase.

Na zacetku in na koncu poskusa smo izmerili pH vrednost in vsebnost KPK ter OS. Med
poskusom smo redno merili volumen nastalega bioplina, delez nastalega metana in
vsebnost KMK. Rezultati kazejo, da je nas poskus tekel optimalno, saj so bile
koncentracije KMK zanemarljivo majhne, pH vrednosti pa so se v zacetku in koncu
poskusa gibale med 7 in 8.

Glede na izmerjene volumne bioplina in metana, se je izkazalo, da je bioaugmetacija bu¢ne
pulpe s P. xylanivorans Mz5 povecala produkcijo in izplen bioplina (do 35 % vecja
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produkcija). Zlasti u¢inkovita je bila predobdelava (do 69 % povecan izplen metana), saj
smo v tem primeru P. xylanivorans Mz5 za 24 ur zagotovili nekompetitivho okolje. V
poskusnih meSanicah, kjer ni potekala predobdelava, smo namre¢ dodali majhen delez P.
xylanivorans Mz5 (5 vol %) v kompleksno in strogo definirano mikrobno zdruzbo. V
takem okolju se sev ni bil sposoben obdrzati dlje ¢asa. Predhodne raziskave kazejo, da po
prvih treh dneh njegova koncentracija pade za polovico, deseti dan pa sev prakti¢no ni ve¢
prisoten.

Vsekakor pa je prenos te metode potrebno tudi ekonomsko upraviciti. Gojenje P.
xylanivorans Mz5 na definiranem gojiscu, avtoklaviranje in dodaten bioreaktor
predstavljajo dodaten strosek v proizvodnji bioplina.
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PRILOGA A

Celokupna koncentracija KMK v posameznih poskusnih meSanicah tekom poskusa.
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PRILOGA B

Sprememba KPK ob koncu poskusa, glede na zacetek.
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Poskusne meSanice

NK = negativna kontrola, ST = standard, B = bu¢na pulpa, B+Mz5 = bué¢na pulpa + Ziva kultura P. xylanivorans
Mz5 (bioaugmentacija), B+aMz5 = buéna pulpa + avtoklavirana kultura P. xylanivorans Mz5, P.Mz5 =
predobdelava buéne pulpe z Zivo kulturo P. xylanivorans Mz5, P.aMz5 = negativna kontrola predobdelavi z Zivo
kulturo P. xylanivorans Mz5



