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Al Proizvodnja bioplina postaja vse bolj pomembnadpsem iz vidika oskrbe z

obnovljivo energijo, varovanja okolja in nenazadihjei ekonominosti. Z
raziskavo smo zeleli preveriti ali se bo v mezain bioreaktorju z muljno
posteljico (UASB reaktor) s povanjem koncentracije odpadnega
nehidroliziranega kvasa v odpadni pivovarski vadiyetala tudi proizvodnja
bioplina. Hkrati smo Zeleli preveriti ali se bo eodnja bioplina pov&ala s
pove&anjem obremenitve mikrobne biomase. Test biometyskotenciala
(BMP) smo opravili pri Stirih razthih substratih: odpadni pivovarski vodi,
odpadni pivovarski vodi z 0,74 % kvasa, 1,85 % lkvies3,7 % kvasa. Test
smo izvedli pri dveh razinih obremenitvah mikrobne biomase. V prvem
poskusu je bila povpéea obremenitev 185 mg KPK/g OS, v drugem pa 344
mg KPK/g OS. Rezultati so pokazali, da je pri maaffremenitvi mikrobne
biomase najbolj &inkovit substrat za proizvodnjo bioplina odpadna
pivovarska voda s 3,7 % kvasa, medtem ko p&jivabremenitvi pridobimo
najve bioplina iz odpadne pivovarske vode z 1,85 % kvaa veji
obremenitvi smo pri odpadni pivovarski vodi s 3,7 Kasa opazili rahlo
zmanjSanje proizvodnje bioplina.
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Biogas production is becoming increasingly intpat especially in terms of
renewable energy supply, environmental protectimth@conomy. The aim of
the study was to determine the increase of biogaslugtion in the

mesophilic upflow anaerobic sludge blanket rea§tdéhASB) by increasing

the concentration of waste nonhydrolyzed brewesyeNe also wanted to
determine whether the biogas production increasegal the increased COD
load of microbial biomass. Using the biomethanespt&l test we measured
the quantity of produced methane for four differextbstrates: brewery
wastewater, brewery wastewater with 0.74%, 1.85% &i@% added yeast.
The test was performed at two different COD loatisnarobial biomass.

The average load value of microbial biomass in fifst test was 185 mg
COD/g OM and 344 mg COD/g OM in the second one. fHsalts showed
that biogas production was most efficient at lowsad with 3.7 % yeast
added in wastewater, while at higher load the prodo of biogas was most
efficient with 1.85 % yeast added in wastewatest Juslight decrease in
biogas production was observed at higher load afrebial biomass with

3.7 % yeast added in wastewater.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Substrat 1 Vzorec odpadne pivovarske vode

Substrat 2 Vzorec odpadne pivovarske vode z 0,74 % kvasa
Substrat 3 Vzorec odpadne pivovarske vode z 1,85 % kvasa
Substrat 4 Vzorec odpadne pivovarske vode s 3,7 % kvasa

KMK Kratkoverizne ma&obne kisline

KPK Kemijska potreba po kisiku

SS Suha snov

(OR) Organska snov

UASB Upflow anaerobic sludge blanket = bioreaktéelzd&o muljno posteljico

in vtokom od spodaj
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1 UvOD

V zadnjih letih se ljudje vse bolj zavedamo okaljskezav, ki pa jih je potrebno v
danasnjem sistemu uskladiti z¢eh ekonomike, sociologije in drugimi vedami. Zaa#d
se moramo, da je danasnja okoljska tezava lahKottiestvar vsakega posameznika, tudi
njegovega zdravja. Potrebno je poudariti, da okeleujemo zaradi nas samih. Vse
okoljske, ekonomske in druge tezave je potrebnosted reSevati in med tem sprejemati
kompromise, kicim bolj koristijo in ¢im manj Skodijo vsem vklgenim dejavnikom. Vse
odlccitve moramo sprejemati po ¢&lu trajnosti. Zaradi negativnih vplivov na okolje
velike porabe energije, se tako v svetu kot tudSleveniji, vedno bolj uveljavljajo
obnovljivi viri energije, med katere spada tudi ipvwdnja energije iz bioplina.
Proizvodnja bioplina v bioplinarnah je ena izme@ite, ki temelji na n&lu trajnosti,
vendar le takrat, ko ni Skodljivega vpliva na okolgli je le-ta tako majhen da ni
dolgoranih Skodljivih posledic za ekosisteme. Pri takiiteSdelujemo na dolgi rok
pozitivho tako na gospodarstvo, kot tudi na okdiffimramo Se opozoriti, da se bioplinska
tehnologija ne sme uporabljati n&wa prekomernega zmanjSanja pridelave hrane in krme,

ki je osnova z&lovekovo prezivetje.

V Pivovarni Lasko ob proizvodnji piva ustvarjajoli%e kolicine stranskih produktov, med
katere spadata odpadna pivovarska voda in odpadmrarski kvas. Odpadno pivovarsko
vodo Ze sedaj porabljajo v UASB bioreaktorju zaiprodnjo bioplina medtem, ko
odpadni pivovarski kvas dehidrirajo in prodajo rgut Pivovarski kvas morajo dehidrirati,
ker je sicer njegova kdlina zelo velika, kar podrazi ceno transporta. Zarad
okoljevarstvene zakonodaje so v Pivovarni Lask@midkvajati monitoring izpustov CO

in njegovih ekvivalentov. Pri dehidraciji odpadnegiaovarskega kvasa porabijo veliko
energije in v zrak izpustijo veliko toplogrednihrmyv, kar je povezano z ¥gmi stroski

proizvodnje.

Povod raziskovalnega dela je bil zmanjSati strq@kgzvodnje (suSenje kvasa), zmanjSati
emisije toplogrednih plinov in povati produkcijo energije v Pivovarni Lasko s pretvor

odpadnega pivovarskega kvasa v bioplin v UASB laikiarju.
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1.1 NAMEN DIPLOMSKE NALOGE

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti vpliv r&né koncentracije odpadnega
nehidroliziranega pivovarskega kvasa v odpadniyavski vodi na produkcijo bioplina pri
razlicni obremenitvi biomase. Zeleli smo ugotoviti ali pd odpadni pivovarski vodi z
vecjo koncentracijo nehidroliziranega kvasa tudijeeprodukcija bioplina ali pa se bo
produkcija bioplina zmanjSala. Zanimalo nas je,saliob pov&ani obremenitvi mikrobne

biomase powa tudi proizvodnja biopina.
1.2 HIPOTEZE

Predpostavljali smo, da s p@e¥anjem koncentracije odpadnega pivovarskega kigksa
3,7 %) v odpadni pivovarski vodi in s p@amjem obremenitve mikrobne biomase z

organsko snovjo po¥amo produkcijo bioplina.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 BIOPLINARNE

Bioplinarna je katerakoli tehnoloSka enota in oprera obdelavo bioloSko razgradljivih
odpadkov z anaerobno razgradnjo (Uredba o obdelayi2008). Poznamo veazlicnih
vrst bioplinarn, ki jih lahko razdelimo glede naodme substrate, stopnjo obdelave
substratov, pretok substratov, koo tekaie faze in na vrsto procesa (Aber, 2007). V

Sloveniji je najvé bioplinskih naprav v Pomurski regiji (Bojnec ingdher, 2010).

Glede na vhodne substrate poznamo kmetijske bempl@) pri katerih uporabljajo svezo
ali silirano zeleno biomaso ter zivalsko gnojevikmojnico in gnoj; kofermentacijske
bioplinarne, pri katerih uporabljajo t.i. kosub$trato so raztini ostanki hrane, tropine,
klavniski odpadki, ma®be in drugi bioloski odpadki; industrijske bio@mme, pri katerih
uporabljajo najrazéinejSe industrijske organske odpadke. Bioplinarh&ddocimo tudi na
podlagi Stevila stopenjskih procesov, tako pozndmp 2—, 3— stopenjske procese. Vsi
procesi razgradnje substratov in sinteze bioplmdatko zdruzeni ali keni. Glede na
izvedbo o0z. pretok substrat@ez bioplinske naprave je najbolj razsirjena t.iirabo
preta&na naprava. Poznane so Se naprave &nimi fazami obdelave substratov.
Fermentorji so lahko v pokdni ali lezei izvedbi. Glede na delez ted® faze v substratu
locimo dve vrsti fermentacije. To sta mokra in suhankentacija. Pri mokri fermentaciji
(manj kot 15 % suhe snovi) je delez vodeijivéot pri suhi fermentaciji. Pri suhi
fermentaciji je poraba vode manjSa, vendar je purddukcija bioplina na kg vhodnega
KPK manjSa, zato je mokra fermentacija bolj raesig. Glede na temperaturo, pri kateri
poteka proces, tomo termofilni, mezofilni in psihrofilni proces. Teofilni proces
najvetkrat uporabljajo v industrijskin napravah, kjer mjor substrat oz. odpadke tetmo
obdelati. Poteka v temperaturnem olijnomed 50 in 58 °C. Mezofilni proces je najbol
razSirjen in je stabilnejSi od termofilnega. Potekdaemperaturnem obniju od 32 do
42 °C. Psihrofilni proces se zaradi dolgega zaditrmgacasa v praksi ni uveljavil, poteka
pa v temperaturnem obri&a med 15 in 20 °C (Aber, 2007).

Bioreaktor UASB (Upflow anaerobic sludge blanket) hioreaktor z lebd® muljno

posteljico, vtokom substrata od spodaj in spada miedko produktivne anaerobne
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reaktorje. Postopek obdelave organskih snovi z UA&Mmologijo je razvil Lettinga s
sodelavci v 70-ih letih dvajsetega stoletja na Rermaskem (Khanal, 2008a). Z UASB
bioreaktorjem je mog® ublaziti motnje v anaerobnih obdelovalnih sisterki nastanejo

zaradi izpiranja biomase, strupenih snovi ali Sodadi preobremenitve (Khanal, 2008b).

Sestava UASB bioreaktorja je dokaj enostavna (Slika Substrat, ki vstopa na dnu
bioreaktorja, se enakomerno porazdeli po reakterjposebnim razdelilnim sistemom.
Biomasa v obliki granul v reakcijski coni pretvasrgansko snov v bioplin (Khanal,
2008a). Gibanje granul proti povrsSini reaktorja pm¢ajo v/na granule pripeti plinski
mehutki (MarinSek Logar, 1992). Granule s plinskimi meiki vstopajo v plinski
separator, kjer se plinski mekikr lo¢ijo, ko udarijo ob nagnjeno steno (Khanal, 2008a).
Granule nato zdrsnejo nazaj v reaktor, bioplin galsira preko plinsko zbiralnega sistema
in izstopa iz reaktorja. Tekma in manjSe granule vstopajo v obfj@usedanja, ki je
zasnovano tako, da je hitrost povrSinskega tokédnmamanjSana. To omogm vraanje
majhnih in lahkih granul nazaj v reaktor, odpadodas pa se zbira v jezovih, naresih

na vrhu reaktorja.

Dodatno meSanje vsebine reaktorja ni potrebno (Mak Logar, 1992). V primeru
posebnih odpadnih voda, strupenih snovi ali poselokoli&in procesa, ki vplivajo na
razvoj granul, naj bi imeli pripravljen rezervoargranulami, s katerimi bi zagotovili

inokulacijo novega substrata (Deublein in Steinlkeau2008).

V granulah iz UASB bioreaktorja so razie zdruzbe mikroorganizmov. Zunanja plast
granul vkljutuje hidrolitske in acidogene bakterije, srednjosplaestavljajo acetogene
bakterije in hidrogenotrofne metanogene arheje,rangist granul pa sestavljajo
acetotrofne metanogene arhdjgethanosaetp (Khanal, 2008c). Premer granul je od 1 do
3 mm (Khanal, 2008a).

Anaerobni reaktorji UASB so popolnoma zaprti, kaegpeuje Sirjenje smradu. Za
tovrstne reaktorje je zi#na precej manjSa produkcija odpadne mikrobne bigenyv

primerjavi z aerobnimi razgradnimi postopki (Skog808).
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Slika 1:Shema UASB bioreaktorja (Khanal, 2008a:)106

2.2 BIOPLIN IN PRESNOVLJEN SUBSTRAT

Bioplin nastaja v procesu anaerobne razgradnjenskgia snovi v razlinih okoljih kot npr.
v Dblatu ¢istilnin naprav, v mevirjih, sedimentih, deponijah, odlagaii8 bioloSko
razgradljivih snovi. Metan je glavna sestavina biap ki je dragocen obnovljiv vir
energije,ée pa nekontrolirano izhaja v oZje, je Skodljiv toplogredni plin (Rasi, 2009).
Proces anaerobne razgradnje organskih snovi vibiegijo mikroorganizmi v odsotnosti
kisika (TuSar, 2007). Glavni sestavini bioplina statan, 50 do 75 % in ogljikov dioksid,
ki ga je od 10 do 40 %. Drugi plini, ki so Se ptigov bioplinu so: vodik (1 do 3%),
vodikov sulfid (0,1 do 0,5 %), dusSik (0,5 do 2 %)agljikov monoksid (manj kot 0,1 %)
(Jegi¢ in Poje, 2009).

Poleg metana lahko zelo koristno uporabimo tdditi ogljikov dioksid (CQ). V

kmetijstvu ga lahko uporabljamo v toplih gredah gobjilo, v keméni industriji pa za
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proizvodnjo polikarbonatov in suhega ledtisti CO, uporabljajo tudi za obdelovanje
povrsin (peskanje s GPP(Al Seadi in sod., 2010).

Pri proizvodnji bioplina dobimo tudi presnovljenbstrat, ki ga lahko uporabimo kot
koristno gnojilo za rastline. Ob tem hranilne sn@dikliramo nazaj v zemljo. Presnovljen
substrat, ki je homogen in ima veliko vsebnost titan dobro razmerje ogljika in dusika,
lahko uporabimo namesto mineralnih gnojil, za iadel katerih porabimo veliko fosilne
energije (Al Seadi in sod., 2010). Predelan madteka ni primeren za uporabo v

kmetijstvu, lahko uporabijo kot pelete in predsj@@ekundarno gorivo (Grmek, 2009).

Substrat, kot je gnojevka, se med procesom ferrgatazsluzi in ga tla bolje vsrkajo, ne
masi talnih por in ne Skodi talnim organizmom. Zardnine rastlin je tako predelana
gnojevka manj skodljiva, ker se razgradijo fitotdke snovi, zmanjSa pa se tudi kaljivost
semen plevelov in Skodljivost patogenih mikroorgamdv. Ena od pomembnih prednosti
pri gnojenju s predelano gnojevko je to, da preoan; smrdi. Pow&ana je vsebnost
dostopnih hranil, predvsem duSika (N) in delomafdga (P). Zaradi pow&ane
izkoristljivosti hranil je ob pravilnem gnojenju mga nevarnost izgub hranil v okolje
(Poje, 2009). Presnovljen substrat ima visjo vretiqH, ki znaSa 7,5 (Al Seadi in sod.,
2010).

2.3 ODPADNA PIVOVARSKA VODA IN ODPADNI PIVOVARSKI KVAS KOT
SUBSTRATA ZA PROIZVODNJO BIOPLINA

Pivovarska industrija proizvaja veliko odpadne paske vode in odpadnega
pivovarskega kvasa, ki vsebujeta veliko dobro radijvih organskih onesnazeval. Zaradi
tega sta idealna za anaerobno razgradnjo, proizzddoplina in s tem lahko zmanjSamo
energijske potrebe pivovarne (Zugan 2007).

2.3.1 Odpadna pivovarska voda

Odpadna pivovarska voda je za okolje zelo obrenp@hjodpadni produkt zaradi velike
kolicine in velike koncentracije posameznih snovi v .njger je m@&no organsko
obremenjena in ima stalno (relativho visoko) terap@o, je primerna za anaerobne

P 94

postopkeiiscenja (Kus, 2008).
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Odpadna pivovarska voda nastaja v procesu proizeqoima in polnjenja. TakSna voda
vsebuje ostanke piva, tropine, odnekvas, ostankeistilnih sredstev CIP (Clean in Place)
sistema in drugegé&scenja, diatomejsko zemljo, odpadno vodo iz pralrsgga steklenic
(ostanki etiket), adhezive, luzino, soli kovin, dl®lja in magob iz mazalnih sredstev,
ostanke piva iz povratne embalaze kot so steklemicgodi, ostanke piva piiscenju
filtrov in podobno. Preden gre odpadna voda v aaerciscenje, jo @istijo trdih delcev

(na bobnastem situ). Z recikliranjem vode se znaaf@licina porabljene vode in tudi

VVVVV

Tako odpadno pivovarsko vodciistijio javne komunalne naprave ali pa jil¢istijo
pivovarne same. Ker imajo javne komunabi&ilne naprave visoke stroSkecenja, je
bolj ugodno,¢e pivovarne odpadno vodsstijo same (Devolli in sod., 2010). V UASB
bioreaktorju se KPK odpadne pivovarske vode zmargs80 % (Skorja, 2008). Glede na
okoljsko zakonodajo odpadno pivovarsko vodo po araeem ciséenju odvajajo v
postopek aerobnegdiScenja v bioloSko komunalnaistiino napravo. V aerobnem

Nt W

bioloSkem postopkuiS¢enja se odpadna pivovarska voda da@kanctisti (Kus, 2008).
2.3.2 Odpadni pivovarski kvas

Odpadni pivovarski kvas nastaja v proizvodnji pwarecej veliki kol€ini in je dobro
izkoristljiv stranski proizvod. Nastala koiha je odvisna od \e dejavnikov, npr. od
kolicine vhodnega kvasa, ¢ina proizvodnje piva in fermentacije, raztopljendgsika in
dusSika, ki se asimilira, navZoosti biofaktorjev itd. (Vitez, 1976). Vse odpadswovine,
ki so nastale v Zivilstvu (sem spada tudi odpadvoyarski kvas) je smiselno predelati v

produkte im vetjo dodano vrednostjo (Ko¢a2008).

Suhi odpadni kvas je kot beljakovinski koncentrigbitovredno krmilo in zivilski dodatek.
Za farmacevtsko industrijo je pomemben za pridafjavitaminov. V Zivinoreji je
odpadni pivski kvas pomemben predvsem za prehrandgrpne in pragev (Vitez, 1976).
Mas in sod. (2008) so ugotovili, da lahko pri krenlju brojlerjev z beljakovinami
odpadnega pivskega kvasainkovito nadomestimo beljakovine Zivalskega izvoridja
moka). Odpadni kvas vsebuje od 50 do 60 % suroeifakovin v suhi snovi, ki so dobro

prebavljive (Vitez, 1976). Poleg beljakovin je boga vitaminov skupine B, fosforja in



Horvat I. Vpliv dodatka ... na proizvodnjo bioplina iz.UASB bioreaktorja. 8
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotetiSka fakulteta, Odd. za zootehniko, 2010

natrija (Vitez, 1977). Od vitaminov skupine B v sah pivskem kvasu najdemo vitamine:
B1, B2, B6, pantotensko kislino, folno kislino, il in biotin (Vitez, 1976).

Skorja (2008) navaja, da ima odpadni kvasijivenergetski potencial kot odpadna
pivovarska voda. Raziskave kazejo, da je moZnodpadnega kvasa v termofilnem
reaktorju pridobiti 500 | bioplina na kg organskeogi s 70 % metana, kar znaSa 350 |
metana na kg organske snovi (Zu@an2007).

2.4 MIKROBIOLOSKI PROCES ANAEROBNE FERMENTACIJE

Anaerobna fermentacija je naravni bioloski prodes bakterije v okolju z malo ali brez
kisika razgradijo organske snovi. Skoraj vsak osffamaterial je lahko vkljgen v proces
anaerobne razgradnje, vikipo z odpadnim papirjem in kartonom (ki se ne more
reciklirati, npr. zaradi onesnazenja s hrano), dravstanki hrane, odpadno industrijsko
vodo, itd. (Briefing Anaerobic ... , 2007).

Transformacijo kompleksnih molekul, kot so beljakay ogljikovi hidrati (polisaharidi),

magobe (prisotni v odpadni vodi ali trdnih snoveh) ankne produkte, kot sta metan in
ogljikov dioksid, opravijo raztine skupine mikroorganizmov v &gresnovnih stopnjah
(Khanal, 2008c).

Metansko vrenje je kompleksen proces, ki ga lalkadelimo na Stiri faze imenovane
hidroliza, acidogeneza, acetogeneza in metanogdBéka 2). Prva in druga faza, kot tudi
tretja incetrta faza sta tesno povezani druga z drugo, zatah&ko proces izvrSi v dveh
stopnjah. V obeh stopnjah mora biti delez razgmeénjako velikCe npr. prva stopnja e
prehitro, se delez CQr bioplinu povéa, koncentracija kislin naraste in vrednost pH pade
pod 7,0 (Deublein in Steinhauser, 2008).
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Slika 2: Shema anaerobne razgradnje (Wastewateraria, 2004)

2.4.1 Hidroliza

Med hidrolizo, ki je prva faza razgradnje, poteagradnja polimerov, kot so celuloza in
drugi polisaharidi, proteini in magbe, v manjSe monomere (topne molekule). Razgradnjo
omogaajo ekstracelularni hidrolithi encimi fakultativnin in obligatnih anaerobnih
bakterij. Pravzaprav se kovalentne vezi razdvajdpadrolitski reakciji z vodo. Kisik, ki je

v vodi v manjSi kokini, porabljajo fakultativni mikroorganizmi, ob terse zmanjSuje
redoks potencial, potreben za optimalno rast otrligaanaerobnih bakterij in arhej. Faza
hidrolize lahko poteka razio dolgo, odvisno od vrste substrata. Hidrolizastéannih
ogljikovih hidratov poteka nekaj ur, hidroliza peatov in ma&ob nekaj dni, razgradnja
lignoceluloze in lignina pa poteka zelodasi in nepopolno (Deublein in Steinhauser,
2008).

Kompleksne organske spojine (polimeri) se med Himtvorazgradijo v oligomere in/ali
monomere. Lipidi se razgradijo v néabne kisline in glicerol, polisaharidi se razgradij

monosaharide, proteini pa v aminokisline (Al Seadiod., 2010).

Stevilne zunajcetne hidroliténe encime proizvajajo hidrolni rodovi bakterij, kot so

Clostridium, Peptococcus, Vibrio, Micrococcus Bacillus Med hidrolitcne encime
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spadajo proteaze, lipaze, celulaze, pektinaze aamihitinaze, itd. Anaerobni fermentorji
vsebujejo 18— 1@ hidroliticnih fakultativnih in obligatnih anaerobnih bakterip ml.
Poleg bakterij so prisotne tudi prazivali in gliwendar glede na njihovo Stevilo nimajo
pomembne vloge pri anaerobnih presnovnih proc&likie so sicer maloStevihe, vendar
SO sposobne razmnozevanja in tako s porabljanjeamilhza rast tudi sodelujejo pri
procesu presnove. V anaerobnih fermentorjih sod@uposamezne vrste gliv iz redov
Phycomycetes, Ascomyceite8asidiomycetegAnderson in sod., 2003).

2.4.2 Acidogeneza

V acidogeni fazi se enostavni sladkorji, aminokisliin ma&obne kisline pretvorijo v
acetat, ogljikov dioksid in vodik (70 %), kot tudi kratkoverizne ma®bne kisline in
alkohole (30 %) (Al Seadi in sod., 2010).

Razliéne vrste substratov in okoljskih dejavnikov d@m kortne produkte metabolizma.
Se posebej pomembna je prisotnost vodikg.(Hele ob nizkem parcialnem tlaku vodika
nastajata acetat in GQCe je parcialni tlak vodika visok, se pojavi propabrin nekatere
druge kratkoverizne masbne kisline. Vodik proizvajajo bakterije, predvsem rodu

Clostridium v procesu acidogeneze (Khanal, 2008c).

Mikroorganizmi acidogene faze proizvajajo pomemlsubstrate za mikroorganizme
acetogene in metanogene faze. Acidogena fazacuigweliko razlénih rodov in vrst
mikroorganizmov, med njimClostridium, Bacteroides, Ruminococcus, Butyribaate,
Propionibacterium,  Eubacterium, Lactobacillus, $tiecoccus, Pseudomonas,
Desulfobacter, Micrococcus, Bacillugm Escherichia. Fakultativni ¢lani te skupine s
porabo kisika, ki je v substratu, tudi pomagajozagiti na kisik oltutljivih metanogenih
arhej (Anderson in sod., 2003).

2.4.3 Acetogeneza

Proizvodi acidogene faze sluzijo kot substrat zatdyge acetogene faze. Acetogene
reakcije so endergone. Acetogene bakterije lahldobijo energijo za svoje prezivetje in
rast le ob zelo nizkem parcialnem tlaku vodika, teedpa obvezno proizvajajo vodik. Ker
metanogene arheje prezivio samo ob visokem paemal tlaku vodika, Zivijo z

acetogenimi mikroorganizmi v soZzitju (simbiozi). Kba acetogene bakterije nenehno
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proizvajajo vodik, ki ga metanogene arheje por@blja s tem ohranjajo nizek parcialni
tlak vodika. Ko je parcialni tlak vodika nizek, tak acetogene bakterije pretezno tvorijo
H,, CO, in acetat. Kadar je parcialni tlak vodika visji,sistemu prevladujejo maslena,
kapronska, propionska, valerianska kislina in eta@d vseh omenjenih produktov lahko

metanogene arheje predelajo samo acetat) BO, (Deublein in Steinhauser, 2008).

V acetogeni fazi sodelujeta dve skupini bakterijsicer obvezne proizvajalke vodika
imenovane tudi proton-reducirg® bakterije, ki potrebujejo za svoj razvoj nizko
koncentracijo vodikovih atomov ter homoacetogenddyge, ki so popolnoma anaerobni
organizmi (Bartkiewicz in sod., 2007). Skupina proteducirajoin acetogenih bakterij
vkljucuje Syntrophomonas wolfei in Syntrophobacter walirdnane homoacetogene
bakterije so iz rodovAcetobacterium, Acetoanaerobium, Acetogenium, Badterium,
Clostridiumin PelobacterfAnderson in sod., 2003).

Vodik producirajée acetogene bakterije presnavljajo organske kiglihe 3), etanol in
nekatere aromatske spojine (benzoat) v acetat) BO,. Homoacetogene bakterije, bodisi
avtotrofne ali heterotrofne, so odgovorne za precé®moacetogeneze. Avtotrofne
homoacetogene bakterije izka@§o meSanico vodika in ogljikovega dioksida, £jin
sluzi kot vir ogljika za cetino sintezo. Nekatere homoacetogene bakterije, |&okoir
ogljika uporabljajo ogljikov monoksid (CO). Heterofne homoacetogene bakterije, na
drugi strani, kot vir ogljika uporabljajo organsiseibstrate kot so format in metanol,
medtem pa nastaja kém produkt acetat (Khanal, 2008c). Zaradi poralpjanodika,
homoacetogene bakterije Zivijo v sintrofiji z vogkoduciraj@imi bakterijami (Anderson
in sod., 2003). Po drugi strani pa so si homoa&gtedakterije in metanogene arheje med
sabo konkuretne (Khanal, 2008c).

2.4.4 Metanogeneza

Metanogeneza je kdna faza anaerobne razgradnje. Metanogeni mikroanganso
obligatne anaerobne arheje, ki so jitasih uvrgali med bakterije (O Flaherty in sod.,
2010). Metanogeneza se vrSi po treh glavnih pdtedrogenotrofna oz. C&reduktivna,

acetotrofna oz. acetoklagtia in metilotrofna (Khanal, 2008c).

Substrate metanogene faze lahko razvrstimo v aipisie (Deublein in Steinhauser, 2008).:
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1. CO,tipa: (CQ, HCOO, CO)
2. metilnega tipa (CkDH, CHNHa, (CHs)oNH,", (CHg)sNH™, CHsSH, (CH).S)
3. acetatnega tipa (G&00O)

Hidrogenotrofna pot v metanogenezi, ki poteka \plinskem reaktorju, prispeva do 28 %
metana, medtem ko acetotrofna pot, ki je glavnalalicni proces, prispeva do 72 %
metana celotne metanogeneze (Khanal, 2008c).

Hidrogenotrofna oz. C&reduktivna pot poteka z redukcijo ¢@li bikarbonata (HC®) v
metan. Veéina metanogenih arhej lahko raste s porabg kbt vira elektronov
(hidrogenaza). Mnoge metanogene arheje, ki pojablla, lahko prav tako porabljajo
format (HCOO) kot vir elektronov za redukcijo GOv metan (Boone in sod., 1993).
Majhno Stevilo metanogenih arhej lahko tudi oksidirimarne in sekundarne alkohole za
redukcijo CQ v metan (Khanal, 2008c).

Metilotrofna pot katabolizira spojine, ki vsebujejoetiino skupino, kot so metanol,
trimetilamin in dimetil sulfid. Metan nastane z w&dijo metilne skupine. Elektroni za
metilno redukcijo so lahko zagotovljeni z oksidacgela metilne skupine do GQli z

uporabo vodika, kot vira elektronov (Boone in sd®93).

Acetotrofna pot je glavni katabohi proces pri katerem se acetat pretvori v metara D
pomembna rodova, ki sta prisotha v acetotrofni nmeganezi staVlethanosarcinain
Methanosaetdprej znan kotMethanothriy (Khanal, 2008c). Ta katabétia pot razcepi
acetat, oksidira karboksilno skupino do Z@reducira metilno skupino do metana (Boone
in sod., 1993).

2.5 VPLIV OKOLJSKIH DEJAVNIKOV NA ANAEROBNO RAZGRADNJO
ORGANSKIH SNOVI

Anaerobni mikroorganizmi, Se posebej metanogenizelo dovzetni za spremembe v
okolju. Stevilni raziskovalci ugotavljajo¢inek anaerobnega sistema na podlagi stopnje
metanske produkcije, ker se metanogeneza Stejeokwjujati korak pri anaerobni
obdelavi odpadnih voda. Zaradi ranljivosti in nizg®pnje rasti metanogenih arhej je
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potrebno skrbno vzdrzevati in spremljati okoljslkemere, kot so temperatura, hranila,
vrednost pH, ...(Khanal, 2008d).

2.5.1 Substrat in hranila

Substrat doléa stopnjo anaerobne razgradnje in ga je potrebrdteyati v postopku
tehnologije in proizvodnih procesoCe pride do pomanjkanja Zivljenjsko pomembnih
sestavin v substratu, se metabolizem mikroorganizrapaiasni ali ustavi. Zato je
potrebno pogosto dodajati manjk&gosnovi (ogljikove hidrate, masdbe, beljakovine,
mineralne snovi). Glede na sestavo substrata latmkesni produkti omejijo ali celo
zavirajo razgradnjo. Tako npr. lahko razgradnja dol$privede do kogenja ma&obnih
kislin, ki bi zavirale nadaljnjo razgradnjo. Razdinga proteinov lahko privede do zaviranja
metanogeneze zaradi nastanka amoniaka in vodikoma@fida. Tudi specifina povrSina
delcev substrata je pomembna za uspesSnost biok#mijsakcij. Ve&ja kot je povrSina

delcev substrata, uspesSnejSa bo razgradnja (Dauhl&teinhauser, 2008).

Vsi biokem&ni procesi v anaerobnih procesih potrebujejo zéesm nove biomase tako
makrohranila (dusSik, fosfor), kot tudi mikrohrani{elementi v sledovih). Ceélha masa
anaerobne bakterijske celice vsebuje priblizno 18uW&ika, kar pomeni da je za nastanek
100 g anaerobne mikrobne biomase potrebno priblizhg dusSika. Potreba po fosforju je
1/7 — 1/5 potrebe po duSiku. Tako kot makrohrasitatudi mikrohranila bistvenega
pomena za anaerobne mikroorganizme. Nikelj je Selpg) pomemben, ker je sestavni del
faktorja F 430, ki ga najdemo samo v metanogenitejah. Kobalt je ravno tako

pomemben, ker je sestavni del vitaming, Ri katalizira metanogenezo (Khanal, 2008d).

Za produkcijo bioplina je zelo pomembno tudi razmened ogljikom in dusikom. C/N
razmerje naj bi bilo 16 — 25 : 1, vendar je dugkko vezan tudi v ligninske strukture.
Sprejemljivo razmerje ogljika in duSika je v razpo@5 — 50 : 0,75 — 1. Substrati s
preozkim C/N razmerjem zavirajo proizvodnjo metareradi povéane proizvodnje
amoniaka. PreSiroko razmerje C/N v substratu pagmopomanjkanje dusika in ima tudi
negativne posledice za rast mikroorganizmov (DenbteSteinhauser, 2008). Xiaoling in
sodelavci (2008) so dokazali, da SirSe kot jgehao razmerje C/N, W bo skupni donos
kratkoveriznih magobnih kislin.
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2.5.2 Zacetni ¢as obratovanja in mikroorganizmi

V anaerobnih procesih proizvodnje bioplina je popst usmerjena predvsem vemi
c¢as obratovanja, zaradi fmsne rasti anaerobnih mikroorganizmov (predvsem
metanogenih) in njihove d¢htljivosti na okoljske spremembe. Anaerobni obdalov
sistemi rabijo za zZ#tek obratovanja precegjasa in so zato manj konkutem kot
aerobnimi sistemi, ki imajo relativno kratek zagkingas, od enega do dveh tednov. Za
zagon anaerobne bioplinske naprave mezofilnega deaynega obniga (37 °C) je

obicajno potrebno dva do Stiri mesece (Khanal, 2008b).

Metanogene arheje morajo biti v mirtgon bioreaktorju prisotne najmanj 10 do 15 dni, da
se prepré& njihovo izpiranje, medtem ko je regeneracijsks hidrolitenih in acidogenih
bakterij precej krajSi in zato je nevarnost njihgaezpiranja precej manjSa (Deublein in
Steinhauser, 2008).

2.5.3 Temperatura

Anaerobni procesi so kot &@a drugih bioloSkih sistemov zelo odvisni od tengpere. V
anaerobnem sistemu obstajajo za metanogenezaitrialpa temperaturna obrija, ki so
razvr&€ena kot psihrofilno, mezofilno in termofilno obije. Anaerobna razgradnja je
najbolj winkovita pri temperaturi od 5 do 15 °C za psihmadilarheje, od 35 do 40 °C za
mezofilne arheje in priblizno 55 °C za termofilmbge (Khanal, 2008d).

Vecina metanogenih arhej zivi v mezofiinem temperatorn obmgju, redke so
prilagojene na termofilno obmie. Le nekatere so sposobne tvoriti metan pri nizki
temperaturi (od 0,6 do 1,2 °C). Na sploSno so nugfane arheje d@itljive na hitre
temperaturne spremembe, ob tem pa so termofilngjeatolj olgutljive kot mezofilne
arheje. Potrebno je natao vzdrzevanje temperature, v razponu +/- 2°C. ¥pranem
primeru lahko pride do 30 % manjSe proizvodnje bigp(Deublein in Steinhauser, 2008).
Zuparti¢ in RoS (2003) porata, da je termofilna presnova veliko hitrejSa oekafilne,
zato se proizvede vebioplina v krajSentasu ali v manjSem volumnu fermentorja (30 %
mezofilnega fermentorja). Ker so ogrevalne zahtpuetermofilni presnovi priblizno
dvakrat tolikSne kot pri mezofilni presnovi, Zugahin Ros (2003) pripof&ata hamestitev

regenerativhega izmenjevalca toplote zgwecinkovitost termofilnih fermentorjev.
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2.5.4 Vrednost pH

Anaerobne mikroorganizme lahko razvrstimo v dvepshkiuglede na pH: acidogeni in

metanogeni mikroorganizmi. Za acidogene baktedjeptimalna vrednost pH med 5,5 in
6,5, za metanogene arheje od 7,8 do 8,2 in za korabd kulturo mikroorganizmov od

6,8 do 7,4. Za kombinirano mikrobno zdruzbo je ideaevtralni pH (Khanal, 2008d). Od
metanogenih arhej so samo vrste iz ritkthanosarcinaposobne prenesti nizje vrednosti
pH (pH< 6,5) (Deublein in Steinhauser, 2008).

Pri vrednosti pH 8 ali wepride do drasthega padca metanogene aktivnosti arhej, ki ga
lahko pripiSemo pretvorbi NFI v bolj strupeno neionizirano obliko NHPri nizki
vrednosti pH=5,0 je bila ugotovljena metanogenavakst, ki ustreza priblizno 25 %

metanogene aktivnosti pri nevtralnem pH (KhanaQ&el).
2.5.5 Parcialni tlak vodika

Koncentracija vodika mora biti dobro uravnotezensetanogene arheje rabijo dovol
vodika za proizvodnjo metana, medtem ko acetogakeehje rabijo toliko nizek parcialni
tlak vodika, da acetogenih bakterij ne obkroZza @fevodika in da se poslethio
produkcija vodika ne zaustavi. Zato vodikovi proéoic in porabniki Zivijo v simbiozi.
BioloSke reakcije morajo potekati eksergono (eksot®) — prosta energija sklopljenih
reakcij mora biti negativha (Deublein in Steinhau2€08). Oksidacija propionske kisline
v acetat postane termodinamd ugodna samo ob parcialnem tlaku vodika, ki @i mid
10* atm, za oksidacijo butirata mora biti vrednost g@tf atm in za oksidacijo etanola
pod 1 atm (Khanal, 2008c).

2.5.6 Inhibitorne snovi

Inhibicija anaerobne razgradnje je odvisna tudkoxcentracije inhibitorjev in sposobnosti
prilagoditve mikroorganizmov na inhibitorje (Deuinlein Steinhauser, 2008). Veliko
organskih in anorganskih snovi, ki so lahko prisotrodpadkih, ima pomembno viogo pri
procesu zaviranja posameznih mikrobnih skupin ksitmosti. Prekomerna koncentracija
kratkoveriznih ma&obnih kislin, amoniaka, tezkih kovin in sulfidovIdgjo inhibitorno.

Inhibicija anaerobne razgradnje s temi snovmi séeka zmanjSanjem ravnovesja



Horvat I. Vpliv dodatka ... na proizvodnjo bioplina iz.UASB bioreaktorja. 16
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotetiSka fakulteta, Odd. za zootehniko, 2010

proizvodnje metana in koncentracija kratkoverizmtagobnih kislin, medtem ko se
toksiknost teh snovi izraza s popolno ustavitvijo metamegaktivnosti (Kroeker in sod.,
1979).

2.5.6.1 Kisik

Kato in sod. (1993) ugotavljajo, da so metanogemeja v granuliranem mulju precej
tolerantne na kisik in to predvsem zaradi fakuitah bakterij, ki so pretezno na zunanji

povrsini granul.

Vecina kislinskih bakterij je fakultativno anaerobntako da popolna izklgitev kisika ni
nujno potrebna. Ker so metanogene arheje strikia@@abne, njihova inhibicija nastopi z
0,1 mg G/l (Deublein in Steinhauser, 2008).

2.5.6.2 Kratkoverizne ma®bne kisline

Kratkoverizne ma®bne kisline so obajno v substratih Ze prisotne in se razgradifasu
metanogeneze. V substratu so lahko v disocirani nadisocirani obliki. Posebej
problemattne so nedisocirane kisline, ki prodrejo v celiceknmbrganizmov in
denaturirajo njihove proteine (Deublein in Steindey 2008). Zaviranje metanogeneze
zaradi toksinosti snovi (sulfidov, amoniaka, tezkih kovin, )tdsprememb okoljskih
dejavnikov (pH, temperatura, oksidacijsko-redulgijpotencial) ali omejitve hranil
povzrai kopicenje acetata in vodika. Prevelik parcialni tlak &ad maino ovira
mikroorganizme, ki porabljajo propionsko kislin@radicesar pride do njenega képnja
(Khanal, 2008d). Do zakisanja reaktorja pride tddiga na hitro preobremenimo z lahko

razgradljivim substratom (Deublein in Steinhau26x8).

Kratkoverizne ma%bne kisline na potek anaerobne presnove vplivagticno; dolaena
koncentracija kratkoveriznih mé&sbnih kislin je za nek fermentor optimalna, medtemn
je pri drugem inhibitorna. Ena od razlag je ta, sk populacija mikroorganizmov v
fermentorjih razlikuje (Al Seadi in sod., 2010).KbaDeublein in Steinhauser (2008) za
ocetno kislino navajata mejo inhibicije 1000 mgiti(pH<7) in m@&an zaviralni dinek
propionske kisline pri koncentraciji 5 mg/l (pri pf), medtem ko Khanal (2008d) navaja

inhibitorni winek propionske kisline pri koncentraciji 6000 maft nevtralnem pH.
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2.5.6.3 Dusik (NH;", NHz, NO3)

Razmerje amoniaka (N§ in amonijevega iona (NH) v substratu je odvisno od
vrednosti pH. Amoniak ima inhibitornicinek na anaeobno metanogeno zdruzbo incji ve
koncentraciji tudi toksien winek, medtem ko je amonijev ion prakto neskodljiv oz. se

njegov inhibitorni @inek za&ne Sele pri 1,5 — 10 g/l, toksiost pa pri 30 g/l. Amonijev ion

vodi v izgubo kalija, ki je pomemben za metanoganeeje (Deublein in Steinhauser,
2008).

Poveanje vrednosti pH vodi do po¥&ne inhibicije s prostim amoniakom (Al Seadi in
sod., 2010). Razmerje med amonijevim ionom in aan je pri pH = 7 priblizno 99:1
(Slika 3) in pri pH =9 pa 70:30 (Deublein in Stefser, 2008).

10 90.0
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g 1 9.0 3
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(4] O
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60 65 70 75 80
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Slika 3: Razmerje amoniaka in amonijevega ionaglea vrednosti pH (Deublein in Steinhauser, 20@8) 1

Tudi poveevanje temperature ima inhibitornicinek na proizvodnjo metana. Ob
naraganju temperature se ravnovesje med amonijevim ioimoamoniakom preusmeri v
korist amoniaka (Deublein in Steinhauser, 2008).0Armak, ki je esencialno hranilo za
anaerobne mikroorganizme, nastaja v procesu razgraproteinov (Bhattacharya in
Parkin, 1989). Angelidaki in Ahring (1994) sta nangeru govejega gnoja v termofilnem
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reaktorju ugotovila, da ob visoki obremenitvi z anakom znizanje temperature pod
55 °C poveéa donos bioplina in zagotovi boljSo stabilnost ps&; ki ga dokazuje nizja

koncentracija kratkoveriznih mé&sbnih kislin v iztoku.

Koncentracija amoniaka med anaerobno fermentacioanbiti nizja od 80 mg/l. Na
inhibicijo z amoniakom so Se posebejcothive metanogene arheje (Al Seadi in sod.,
2010). Prosti amoniak zlahka prehaja skozi¢oelimembrano, zato je najbolj toksa
oblika duSika za metanogene arheje (Khanal, 2008ailike v koncentraciji inhibitornega
ucinka amoniaka so mozne zaradi razlik v substratokulumu, okoljskih dejavnikih

(temperatura, pH) in prilagoditvenem obdobju (Amdgki in Ahring, 1994).

Nitrat (NOs;) se denitrificira v prvih fazah razgradnje, vseiakred metanogeno fazo.
Inhibicija metanogeneze zaradi nitrata je m@gde pri substratih z veliko vsebnostjo
nitrata. Do tega pride v primerde denitrifikacija ne poteka ustrezno. Zato moramo
substrate, ki so bogati z nitratom, osiromasitikasnpr. v stopnji denitrifikacije (Deublein
in Steinhauser, 2008).

2.5.6.4 Zveplove spojine

Zveplove spojine so v odpadkih in odpadnih indiskin vodah prisotne v raziih
oblikah: sulfat, sulfid, vodikov sulfid v plinu, desociran vodikov sulfid v tekini in
disocirana oblika (HSS) (Deublein in Steinhauser, 2008).

Raziskave so pokazale, da je vsebnost zvepla vnogeaih arhejah v kot v drugih
skupinah mikroorganizmov v anaerobnih sistemih €8pe 1983). Zato je Zveplo kot

hranilna snov pomembno predvsem za metanogenedf&jlaherty in sod., 1999).

Kemijsko ravnotezje med nedisocirano in disocirahtiko zvepla je odvisno od vrednosti
pH. Z manjSanjem vrednosti pH se delez raztopljaneggisociranega zveplovega vodika
poveuje (Deublein in Steinhauser, 2008). Za metanogeheje je neioniziran sulfid
(H2S) bolj tokséen kot ionizirana oblika Zvepla (HS5(Khanal, 2008d).

Raztopljeni sulfid postane inhibitoren pri konceeiji med 100 in 800 mg/l ali priblizno
50 do 400 mg nedisociranega3-na liter (Parkin in sod., 1990).
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Tudi temperatura ima pomembno vilogo pri inhibicgi zZveplovimi spojinami. Z
naragajoco temperaturo se toksiost vodikovega sulfida poteje (Deublein in
Steinhauser, 2008).

2.5.6.5 Tezke in lahke kovine
2.5.6.5.1 Tezke kovine

Tezke kovine v nizkih koncentracijah spodbujajoiaidst mikroorganizmov, v \gh
koncentracijah pa delujejo toksio (Deublein in Steinhauser, 2008). Hayes and Theis
(1978) sta ugotovila, da toksiost tezkih kovin sledi po naslednjem vrstnem reédiuz Cu

> Pb > Cr > Zn. Topne tezke kovine v procesu arm@exopresnove veljajo za bolj
problemattne od netopnih oblik (Khanal, 2008d). Pri anaerabagradnji je za redukcijo
tezkih kovin zelo koristen sulfid. Priblizno 0,5 nsglfida je potrebno, da oborimo 1 mg

tezkih kovin.

V razlicnih raziskavah so ugotovili razhie inhibitorne tinke tezkih kovin, kar
pojasnjujejo razlike v substratih, bakterijskih @ilah, okoljskih dejavnikih in razhe
fizikalno kemijske oblike tezkih kovin (Chen in spd008).

2.5.6.5.2 Lahke kovine

Soli lahkih kovin kot so natrij, kalij, kalcij, magzij in aluminij povzréajo dehidracijo
mikrobnih celic zaradi osmotskega tlaka (Yerkesaadl., 1997). Previsoke koncentracije
lahkih kovin najprej up&asnijo mikrobno rast, ob Sed koncentracijah delujejo néoo
inhibitorno ali celo toksino, zmerne koncentracije pa stimulirajo rast mikgamizmov
(Soto in sod., 1993). Sprostijo se lahko z razpadoganske snovi ali pa jih dodajajo za
korekcijo vrednosti pH (Chen in sod., 2008).

Cabirol in sod. (2003) so pafali, da aluminij inhibira rast mikroorganizmov, ker
konkurira z Zelezom in manganom o0z. se veze naneelimembrano ali steno
mikroorganizmov. Jackson-Moss in Duncan (1991) sterciala, da anaerobni
mikroorganizmi po prilagoditvi tolerirajo AT v koncentraciji 2500 mg/l. Kalcij je poznan
kot esencialen element za rast nekaterih mikroazgawv (Murray in Zinder, 1985). V
UASB bioreaktorju je nizka koncentracija kalcijag d00 do 200 mg/l, koristna za
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granulacijo mulja, medtem ko je §je koncentracija (nad 300 mg/l) Skodljiva (Yu indso
2001). Ahring in sod. (1991) so pe@ddi, da je zaMethanosarcina thermophilaptimalna
koncentracija M§ 720 mg/l. Nizka koncentracije kalija (pod 400 mgfpvzraa
poveanje Winkovitosti tako v termofilnih, kot mezofilnih obmiph (Kugelman in
McCarty, 1964). Ugotovljeno je bilo da 0,15 M kali{K+) povzr@i 50 % inhibicijo
metanogenih arhej, ki uporabljajo acetat (Chen aadl.,s 2008). Natrij je pri nizki
koncentraciji kljginega pomena za metanogene arheje (Dimroth in Thod®89).
McCarty (1964) poréa, da natrij v koncentraciji 3500 do 5500 mg/l p@éz zmerno
inhibicijo, medtem ko v koncentraciji 8000 mg/l @oaci mo¢no inhibicijo metanogenih

arhej v mezofilnem obniqu.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL

Osnovni material, ki smo ga uporabili v poskusu b odpadna pivovarska voda,
nehidroliziran odpadni kvas in granulirana mikrob@masa iz bioplinskega reaktorja

UASB. Ves material je bil pridobljen iz Pivovarnadko.
3.2 METODE

Za izvajanje testa biometanskega potenciala inowegpredpripravo smo uporabljali
standardno metodo (ISO 11734) za vrednotenje¢i@nanaerobne biorazgradljivosti.
Uporabljali smo postopke za ugotavljanje anaerobioeazgradljivosti (Young, 1996),
standardne postopke za ugotavljanje kemijske petpebkisiku ter standardne metode za

ugotavljanje suhe in organske snovi (Eaton in st2P5).
Pred zaetkom poskusa smo pripravili Stiri raziie substrate:
» odpadna pivovarska voda (substrat 1)
» odpadna pivovarska voda z 0,74 % kvasa (substrat 2)
» odpadna pivovarska voda z 1,85 % kvasa (substrat 3)
» odpadna pivovarska voda s 3,7 % kvasa (substrat 4)
3.2.1 Analiza KPK substratov

Analizo KPK substratov smo izvedli zato, da smo moiino biomaso v nadaljnjih
postopkih lahko primerno obremenili. Standardnaotenitev biomase v testu metanskega
potenciala je 0,2 g KPK substrata na 1 g organskeis(OS) mikrobne biomase. Za
analizo kemijske potrebe po kisiku (KPK) smo updrakPK reagente testnega seta
LCK 514, v merilnem obmgu 100 — 2000 mg/I. Pri vseh Stirih substratih secedli tri
ponovitve in nato izraunali povpreje. Izvedli smo desetkratno r@tkv, da so bili rezultati

v merilnem obmdju. 1z razredene raztopine smo odpipetirali 2 ml vzorca v reagen

Testne meSanice smo segrevali 2 uri pri temperad8i°C. Uporabili smo grelno komoro
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LT 200 (Hach Lange GMBH). Po préenemcasu smo testne meSanice pol ure hladili in
jih nato prestavili v spektrofotometer DR 2800 (Hd@ange GMBH) ter odtali vrednosti
KPK substratov.

3.2.2 Ugotavljanje organske in suhe snovi mikrobne biomas

Mikrobni biomasi smo ugotavljali vsebnost organskmvi (OS) in suhe snovi (SS) za
izracun potrebne kotine mikrobne biomase v testni meSanici in s tenmerne

obremenitve mikroorganizmov. V standardni izvedista je potrebno 2 g OS mikrobne
biomase na 1 liter testne meSanice. V naSem prisrauimeli 0,5 | testne meSanice, zato

smo dodali samo 1 g OS mikrobne biomase.

Pri ugotavljanju SS in OS mikrobne biomase smo alpitir zarilne logke, ki smo jih
najprej a&istili, prezarili, ohladili v eksikatorju in nataehtali. V lortke smo odpipetirali
10 ml vzorca mikrobne biomase in jih ponovno stieh&edilo je 24 urno suSenje vzorcev
pri temperaturi 105 °C. Po suSenju smoclan prestavili v eksikator in jih po hlajenju
stehtali. Nadalje smo léke z vzorcem mikrobne biomase 24 ur zarili v zandedi pri
temperaturi 550 °C. Po Zarjenju smo Zarilneckan ponovno ohladili in jih stehtali.
Ugotavljanje OS in SS smo izvedli v treh paralelka vsak vzorec smo posebej

izratunali OS in SS (ertha 1, 2) in na koncu Se povpe

SS (g/l) = ((ra— m )/V)x1000 (1)

OS (g/) = (m— m; )/V)x1000 ..(2)
ms — masa zarilnega I6ka z mikrobno biomaso po susenju (g)
mp — masa praznega Zarilnegadka (g)
V — volumen vzorca pred susenjem (10 ml)

ms — masa Zarilnega Ioka z mikrobno biomaso po zarjenju (g)
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3.2.3 Termostatiranje mikrobne biomase

Preden smo zdruzili vse sestavine testnih mesSama@ mikrobno biomaso (inokulum)
termostatirali. Inokulum, ki smo ga&esno hranili v hladilniku, smo pet dni pred izvedbo
poskusa prestavili v inkubator pri temperaturi 8 S tem smo dosegli stabilizacijo
mikroorganizmov, kar pomeni, da socire biolosko razgradljivih snovi porabili, zato je

pri prer&unavanju neto produkcije bioplina iz substrata kapaanjSa.
3.2.4 Priprava fosfatnega pufra

Fosfatni pufer smo pripravili tako, da smo zdruélie raztopini in do uporabe shranili v
hladilniku. Prvo raztopino smo pripravili z raztopjo 48,77 g NaHPO x 2HO v 500 ml
destilirane vode. Drugo raztopino pa smo pripraeiko, da smo 22,53 g kRO, raztopili

v 500 ml destilirane vode.
3.2.5 Obremenitev mikrobne biomase z organsko snovjo inestava testnih mesanic

Pri eksperimentalnem delu diplomske naloge smodikrwlya poskusa, kjer smo uporabili
razlicni obremenitvi mikrobne biomase (Preglednica 1)pWVem testu biometanskega
potenciala (BMP 1) smo mikrobno biomaso pri vselorgih obremenili s priblizno
185 mg KPK/g OS mikrobne biomase. V testu BMP 2 smamanjSanjem kaline

mikrobne biomase povali njeno obremenitev za priblizno dvakrat (~ 34¢ KPK/gOS).

Preglednica 1: Obremenitev mikrobne biomase v pasiBMP 1 in BMP 2

BMP 1 (mg KPK/g OS) BMP 2 (mg KPK/g OS)
Substrat 1 187 347
Substrat 2 184 342
Substrat 3 185 339
Substrat 4 184 350

BMP 1 — obremenitev mikrobne biomase v prvem pask@VIP 2 — obremenitev mikrobne biomase v
drugem poskusu, Substrat 1 — odpadna pivovarska,v&dbstrat 2 — odpadna pivovarska voda z
0,74 % kvasa, Substrat 3 — odpadna pivovarska zdda5 % kvasa, Substrat 4 — odpadna pivovarska sod
3,7 % kvasa

V poskusu BMP 1 in BMP 2 je sestava testnih meshitec podobna, razlika je bila v

koli¢ini mikrobne biomase (Preglednica 2 in Pregled@taV testu BMP 1 smo v testne
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mesSanice dodali 30 ml mikrobne biomase, v testu B\VEPno koléino mikrobne biomase

zmanjSali na 15 ml, &mer smo obremenitev mikrobne biomase galieza dvakrat.

Preglednica 2: Sestava testnih meSanic za BMP 1

Negativha

vontrola Substrat 1 Substrat 2 Substrat 3 Substrat 4
Biomasa (ml) 30 30 30 30 30
Substrat 1 (ml) 58
Substrat 2 (ml) 44
Substrat 3 (ml) 30
Substrat 4 (ml) 20
Fosfatni pufer (ml) 20 20 20 20 20
Voda (ml) do 500 do 500 do 500 do 500 do 500
Skupaj (ml) 500 500 500 500 500

BMP 1 — prvi poskus, Substrat 1 — odpadna pivoansida, Substrat 2 — odpadna pivovarska voda z
0,74 % kvasa, Substrat 3 — odpadna pivovarska xdd&5 % kvasa, Substrat 4 — odpadna pivovarska sod
3,7 % kvasa

Preglednica 3: Sestava testnih meSanic za BMP 2

Negativna

vontrola Substrat 1 Substrat 2 Substrat 8 Substrat 4
Biomasa(ml) 15 15 15 15 15
Substrat 1 (ml) 58
Substrat 2 (ml) 44
Substrat 3 (ml) 30
Substrat 4 (ml) 20
Fosfatni pufer (ml) 20 20 20 20 20
Voda (ml) do 500 do 500 do 500 do 500 do 500
Skupaj (ml) 500 500 500 500 500

BMP 2 — drugi poskus, Substrat 1 — odpadna pivizakoda, Substrat 2 — odpadna pivovarska voda z
0,74 % kvasa, Substrat 3 — odpadna pivovarska zdda5 % kvasa, Substrat 4 — odpadna pivovarska god
3,7 % kvasa

V digestoriju smo v vsako testno steklenico dalkmobno biomaso, dot@no kolEino
substrata, 20 ml fosfatnega pufra in dolili predimmdorevreto in ohlajeno vodo do
koncnega volumna testne mesanice, ki je znaSal 50®hkia(4). Negativno kontrolo smo
pripravili na enak n&n, vendar brez dodanega substrata. Vsako testr&amo® smo

pripravili v dveh paralelkah. Ko smo vsako posaneesateklenico napolnili, smo oba
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stranska vratova zatesnikez zgornji vrat steklenice pa smo 20 minut prepatoz
dusSikovim plinom, da smo zagotovili anaerobne raemdato smo na steklenico namestili
merilno glavo, dobro premesali in skozi stranskatw serumske stekletkie odlili 50 ml
vzorca za ugotovitev zZatnih parametrov testa: KPK, pH in kratkoverizneStoane
kisline. Po sestavi testnih meSanic in odvzemu ceagr smo steklenice postavili v
inkubator pri 37 °C.

+
ODPADNA ODPADNI ODPADNA
PIVOVARSKA NEHIDROLIZIRAN PIVOVARSKA
VODA PIVOVARSKI KVAS VODA

NEGATIVNA
KONTROLA

SUBSTRAT 1 SUBSTRAT 2 SUBSTRAT 3  SUBSTRAT 4

1 1 1 1

MIKROBNA ANAEROBNA FOSFATNI
BIOMASA VODA PUFER

Slika 4: Potek sestave testnih meSanic

3.2.6 Vzoréenje testnih meSanic

V poskusu BMP 1 in BMP 2 smo vzenje izvajali v enakiitasovnih presledkih in
opravili enake analize, z izjemo osmega dne (ShkaNa z&etni dan testa smo testnim
meSanicam izmerili vrednost pH, analizirali KPK iodvzeli vzorec za analizo
kratkoveriznih ma&obnih kislin (KMK). Na 4., 8. in 12. dan smo prigkusu BMP 1 in
BMP 2 analizirali sestavo bioplina in odvzeli vzorza analizo kratkoveriznih magbnih
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kislin z izjemo osmega dne, ko smo v poskusu BMBvédli le analizo sestave bioplina.
Na koncu testa, ki je bil k@an na 21. dan, smo testnim meSanicam izmerili \osjpH,
analizirali sestavo bioplina, opravili analizo KRKstnih meSanic in odvzeli vzorec za

analizo KMK.

4. dan 8. dan 12. dan

4 N N N D meenie)

- vrednosti pH
* merjenje .
* analiza

vrednosti pH * analiza  analiza

- sestave biopling o eanaliza
sestave bioplins sestave bioplina

sestave bioplina

1
154

* analiza KPK .
. * analiza KMK .
* analiza KMK * analiza KMK .
. (samo v BMP2 * analiza KPK
* analiza KMK

N N ek

Slika 5: Vzotenje veéasu poskusa BMP 1 (prvi poskus) in BMP 2 (drugikpis}
3.2.7 Spremljanje parametrov testa BMP 1 in BMP 2
3.2.7.1 Spremljanje tlaka v poskusnih steklenicah indarakoli¢cine nastalega bioplina

V poskusih BMP 1 in BMP 2 smo v testnih steklenicgremljali nara%anje pritiska
bioplina z manometrskimi glavami OxiTop sistema. Rm¢anem poskusu smo vse
podatke z digitalnim kontrolnim modulom preneslpkogram Excel. S splosSno plinsko
enabo (3) smo izréunali volumen bioplina. Volumen bioplina, ki je taspri negativni
kontroli smo odsteli od volumna bioplina substratdako smo dobili neto volumen

bioplina substratov pri normalnih plinskih razmerah

T (3)
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Po — pritisk pri normalnih razmerah (1013 hPa)

Vo — prostornina plina pri normalnih razmerah

To — temperatura pri normalnih razmerah (273 K)

P, — najveji izmerjeni pritisk (hPa), odSteta vrednost pk#sioplina negativne kontrole
Vx — prostornina praznega prostora v steklenici (mL)0

Ty — temperatura inkubacije (310 K)

3.2.7.2 pH testnih meSanic

Testnim meSanicam smo vrednost pH merili ndettar in na koncu poskusa BMP.

Uporabili smo pH — meter Orion 520 A.
3.2.7.3 Analiza sestave nastalega bioplina

V ¢asu poskusa smo spremljali spreminjanje sestaydifgo S plinsko kromatografijo

smo analizirali delez metana, ogljikovega dioksidaduSika. Sestavo bioplina smo
analizirali na plinskem kromatografu Shimadzu, G2 1ki je opremljen z detektorjem na
toplotno prevodnost (TCD). Plinski kromatograf mdval pline na 4 m dolgi jekleni

koloni, notranjega premera Yi¢m in polnjene s polnilom PORAPAK Q. Za prenos
molekul plinov po koloni smo uporabili nosilni pligmobilna faza) helij. Delovna

temperatura injektorja in kolone je bila 30 °C, aektbrja pa 80 °C. Za vrednotenje
kromatografskih signalov smo uporabljali integra@iromatopack CR-6A (Shimadzu), z
metodo absolutne kalibracije (MarinSek Logar, 1992 kalibracijo kromatografa smo
uporabili plinsko meSanico, ki je vsebovala 15,¥68dika, 19,9 % dusSika, 20,3 % metana

in 44,5 % ogljikovega dioksida.

Vzorce za analizo smo pridobili iz testnih stekéetako, da smo s plinotesno brizgalko,
odvzeli 50 pl bioplina skozi septo in ga vbrizgaliinjektor. Na dan vz@&enja smo
analizirali odstotno sestavo plinov v testnih mésam in izr&unali volumen posameznega
plina (CH,, CQ,) v bioplinu
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3.2.7.4 Etrska ekstrakcija kratkoveriznih nga®nih kislin (KMK)

Za ugotavljanje koncentracije KMK smo najprej moiavesti etrsko ekstrakcijo KMK. Iz
vsake testne steklenice smo wbrv dveh paralelkah. Odvzeli smo po 1,5 ml testne
meSanice. V HACH epruvete smo dodali eno malo $pauwsSenega NaCl in dodali 1 ml
vzorca, ki smo ga predhodno premesSali. Nato smalddd0 pl internega standarda
(krotonska kislina) in 200 ul 50 %,BO, ter 1 ml etra. Sledilo je stresanje epruvet (241 kr
gor — dol) in nato Se centrifugiranje meSanic, @@@ obratov. Po centrifugiranju smo
zgornjo etersko fazo ekstrakta prenesli s Pasteunpgpeto v novo HACH epruveto. V
prvo epruveto smo k preostali vodni fazi dodali lletna in ponovno stresali (20 krat gor —
dol) ter centrifugirali, nato pa Se enkrat prenegornjo etrsko fazo v drugo HACH
epruveto in jo tako zdruzili s prvo fazo. Na korsrao v epruveto, kjer je bila etrska faza
dodali eno malo spatulo CaGh epruvete dobro zaprli zato, da kisline ne hiapele. Ob
pripravi vzorcev testnih meSanic smo &&tsno na enak tm ekstrahirali standardno
meSanico (kalibracijsko raztopino) KMK, za kvalitaio in kvantitativno umeritev

kromatografa.
3.2.7.5 Analiza kratkoveriznih ma®bnih kislin (KMK)

Analizo kratkoveriznih ma®bnih kislin smo izvajali na plinskem kromatografiewlett
Packard 5890 A. Temperatura plamensko ionizacigkegtektorja je bila 290 °C.
Kapilarno kolono NUKOL (Supelco), 30 m x 0,25 mmO0Ox25 pum, smo ogrevali po
programu: Tazemna= 75 °C, zadrZzevalias = 3,5 min, Joncna = 160 °C, kotini zadrZzevalni
¢as = 3 min. Hitrost dogorevanja je bila 14 °C/nKiot nosilni plin smo uporabljali argon,
s pretokom 2 ml/min, detekcijska plina pa sta tddik (30 ml/min) in zrak (300 ml/min).
Vbrizgali smo 1 pl etrskega izvkea v split postopku 30:1. Uporabili smo tehniko

internega standarda. Za interni standard smo upickettonsko kislino.

Kalibracijsko raztopina KMK je sestavljalo: 0,528 gcetne kisline, 0,495 g/l propionske
kisline, 0,475 g/l izo-maslene, 0,480 g/l n-mas)ehd65 g/l izo-valerianske, 0,470 g/l n -
valerianske, 0,465 g/l n-kapronske in 1 g/l krot@nskisline. Za vrednotenje
kromatografskih signalov smo uporabljali integrdt@mwlett Packard 3392 A.
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3.2.7.6 Celokupna produkcija metana

Celokupna produkcija metana predstavlja d&ornvolumen metana ob koncu testa, na 21.
dan poskusa BMP. Celokupno produkcijo metana smadumnali na podlagi deleza metana

in volumna proizvedenega bioplina na koncu poskusa.
3.2.7.7 Bioplinski potencial

Bioplinski potencial predstavlja kéhik kontnega volumna produciranega bioplina (pri
normalnih razmerah) na KPK dodanega substrat&¢iKPK substrata).

3.2.7.8 Produkcija metana na 1 g dodanega KPK substratadnski potencial

Produkcija metana na 1 g dodanega KPK substratistandja kolénik koncnega volumna
metana pri normalnih razmerah na KPK dodanega sigiml/g KPK substrata).

3.2.7.9 lzplen metana

Izplen metana predstavlja razmerje med te@meti(izr&unano) vrednostjo produkcije
metana iz 1 kg razgrajenega KPK in praka izmerjeno produkcijo metana iz 1 kg KPK v
testu BMP. Teoretha vrednost predpostavilja, da je iz 1 kg razgrganKPK, pri

standardnih plinskih razmerah, moZno proizvest @8 metana (Michaud in sod., 2002)
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4 REZULTATI
4.1 VREDNOSTI KPK SUBSTRATOV

V testu BMP 1 in BMP 2 je ob ¥g koncentraciji kvasa vrednost KPK substratov bila
vecja (Preglednica 4). NajmanjSo vrednost KPK je imatpadna pivovarska voda brez

kvasa, najvgo pa odpadna pivovarska voda s 3,7 % kvasa.

Preglednica 4: KPK substratov v poskusih BMP 1 iFB2

Substrat BMP 1 (mg KPK{lpstrath BMP 2 (mg KPK/upstratk
Substrat 1 3480,00 3233,33
Substrat 2 4530,00 4206,67
Substrat 3 6676,67 6120,00
Substrat 4 9946,67 9456,67

BMP 1 — kemijska potreba po kisiku v prvem poskuBWP 2 — kemijska potreba po kisiku v drugem
poskusu, Substrat 1 — odpadna pivovarska voda,ti@ut¥s — odpadna pivovarska voda z 0,74 % kvasa,
Substrat 3 — odpadna pivovarska voda z 1,85 % k@&ssstrat 4 — odpadna pivovarska voda s 3,7 %akvas

4.2 SUHA SNOV (SS) IN ORGANSKA SNOV (OS) MIKROBNE BIOM3E

Suho snov in organsko snov mikrobne biomase snauamali z engdbama 1 in 2. V
poskusih BMP 1 in BMP 2 je povpfea vsebnost suhe snovi mikrobne biomase znaSala

44,10 g/l, povpréna vsebnost organske snovi pa 36,07 g/l (Preglad)ic

Preglednica 5: Povp¥ea vsebnost suhe snovi in organske snovi mikrobomdse v poskusih BMP 1 in
BMP 2

Suha snov (SS) (g/l) Organska snov (OS) (g/)

44,10 36,07

4.3 VREDNOST pH TESTNIH MESANIC V POSKUSU BMP 1 (NIZJA
OBREMENITEV MIKROBNE BIOMASE) IN BMP 2 (VISJA OBREMINITEV
MIKROBNE BIOMASE)

V poskusu BMP 1 je bila povptea z&etna vrednost pH vzorcev 7,3 in Koia povpréna
vrednost 6,8 (Slika 6). V povpij se je vsem testnim meSanicam vrednost pH znizala
0,5. V poskusu BMP 2 je bila povgre z&etna vrednost pH vzorcev 7,1 (Slika 7). Do

konca inkubacije se je v poskusu BMP 2 vrednostaitio zviSala.
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7,4

O Zacetek B Konec

Vrednost pH

Negativna Substratl Substrat2 Substrat3 Substrat 4
kontrola

Slika 6: Z&etne in kokdne vrednosti pH v poskusu BMP 1

73 r

72 - O Zacetek B Konec

Vrednost pH

Negativna Substratl Substrat2 Substrat3 Substrat 4
kontrola

Slika 7: Z&etne in kokine vrednosti pH v poskusu BMP 2

4.4 PRODUKCIJA BIOPLINA V POSKUSU BMP 1 (NIZJA OBREMENEV

MIKROBNE BIOMASE) IN BMP 2 (VISJA OBREMENITEV MIKR@NE
BIOMASE)

V poskusu BMP 1 je volumen bioplina nafaSpri vseh Stirih substratih priblizno enako

(Slika 8). Pri substratu 1 (odpadna pivovarska Yyo@avolumen bioplina na koncu
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inkubacije dosegel 45 ml. Najmanj bioplina je nkstari substratu 2 (z 0,74 % kvasa).
Konéna produkcija bioplina je znaSala 41 ml. Kona produkcija bioplina je pri
substratu 3, ki je vseboval 1,85 % kvasa znaSalal593Najvejo koncno produkcijo
bioplina v poskusu BMP 1 smo zaznali pri substfatki je vseboval najugi delez

odpadnega kvasa (3,7 %) in sicer 64 ml.

70 -
— 60 -
= 50 -
f= ;
240 - ol -
'_5 T
= 30 -
(b
E 20 - / —e— Substrat 1 —=— Substrat 2
o r
=10 + / Substrat 3 Substrat 4

o

012345678 9101112131415161718192021
Cas (dan)

Slika 8: Produkcija bioplina v odvisnosti ¢dsa v poskusu BMP 1

Produkcija bioplina je v poskusu BMP 2 pri vseh neto narasala (Slika 9). Pri
substratu 1 (odpadna pivovarska voda) in subsfdti0,74 % odpadnega kvasa) je bila
koncna produkcija bioplina izedana in sicer 77 ml. Naj¢ebioplina na koncu poskusa
smo zaznali pri substratu 3, ki je vseboval 1,8&¥4sa (95 ml), nekaj manj ga je bilo pri

substratu 4 s 3,7 % dodanega kvasa (90 ml).
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Slika 9: Produkcija bioplina v odvisnosti ¢dsa v poskusu BMP 2

45 PRODUKCIJA METANA V POSKUSU BMP 1 (NIZJA OBREMENITE
MIKROBNE BIOMASE) IN BMP 2 (VISJA OBREMENITEV MIKR@NE
BIOMASE)

V poskusu BMP 1 je volumen metana naghdri vseh Stirih substratih priblizno enako
(Slika 10). Pri substratu 1 (odpadna pivovarskaaygd korgni volumen metana znasSal
36 ml. NajmanjSo katno kolicino metana (32 ml) smo zaznali pri substratu 2 z
najmanjSim delezem odpadnega kvasa (0,74 %)¢iaoprodukcija metana pri substratu 3,
ki je vseboval 1,85 % odpadnega kvasa je znaSahal A@edtem ko smo najy@ koli¢ino

metana v poskusu BMP 1 pridobili iz substrata 4798 dodanega kvasa (49 ml).
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Slika 10: Produkcija metana v odvisnostid@da v poskusu BMP 1

Produkcija metana je v poskusu BMP 2 pri vseh vhomaragala (Slika 11). Pri
substratu 1 (odpadna pivovarska voda) in subsggi 0,74 % odpadnega kvasa) je bila
koncna koliéina metana izegana (57 ml). Najv& metana smo na koncu poskusa zaznali
pri substratu 3, ki je vseboval 1,85 % odpadnegesavKoléina metana je znaSala 71 ml.
Nekaj manj metana smo na koncu poskusa zaznaupstratu 4 s 3,7 % dodanega kvasa
(65 ml).
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Slika 11: Produkcija metana v odvisnostidgasa v poskusu BMP 2



Horvat I. Vpliv dodatka ... na proizvodnjo bioplina iz.UASB bioreaktorja. 35
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotetiSka fakulteta, Odd. za zootehniko, 2010

4.6 DELEZ METANA V BIOPLINU MED POSKUSOMA BMP 1 (NIZJA
OBREMENITEV MIKROBNE BIOMASE) IN BMP 2 (VISJA OBREMINITEV
MIKROBNE BIOMASE)

V poskusu BMP 1 je delez metana pri vseh Stirinsgalih v prvi tretjini inkubacije hitro
naragal (Slika 12). V substratu 1 (odpadna pivovarskdajge delez metana na koncu
poskusa dosegel vrednost 80 %, kar znaSa 36 nkohau poskusa je za substrat 2 (z 0,74
% odpadnega kvasa) in substrat 4 (s 3,7 % odpadvega) delez metana znasal priblizno
77 %, kar za substrat 2 pomeni 32 ml metana, zstiailsl pa 49 ml metana. V substratu 3

(z 1,85 % odpadnega kvasa) je delez metana na kmstwsa zanaSal 78 %.

Najvesji kon¢ni delez metana smo ugotovili v substratu 1 (802636 ml), vendar pa je

najvetja kortna kolcino metana bila ugotovljena iz substrata 4 (49 ml7@ %).

80 r
79
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76
75
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Substrat 3 Substrat 4
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Slika 12: Delez metana v odvisnosti &aba za posamezni substrat v poskusu BMP 1

V poskusu BMP 2 je deleZ metana pri vseh vzorcitkalica poskusa natas (Slika 13).
Dinamika deleza metana skozi testno obdobje je pikecej podobna pri vseh Stirih
substratih. Na koncu poskusa je pri vseh substtitth zaznati 74 % metana, razen pri
substratu 4 (s 3,7 % odpadnega kvasa), kjer jez daltana znasal 73 %. Zaradi r&aé
kolic¢ine proizvedenega bioplina je bila koa kolcina nastalega metana r&na.
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Slika 13: Delez metana v odvisnosti @&aba za posamezni vzorec v poskusu BMP 2

4.7 KONCENTRACIJE KRATKOVERIZNIH MASCOBNIH KISLIN (KMK) V
POSKUSU BMP 1 (NIZJA OBREMENITEV MIKROBNE BIOMASEIN BMP 2
(VISJA OBREMENITEV MIKROBNE BIOMASE)

Na za&etku poskusa BMP 1 je v vzorcu odpadne pivovars@dev(substrat 1) bila
koncentracija ocetne kisline 56 mg/l, propionskslike 40 mg/l, maslene kisline 16 mg/I
(Slika 14). Koncentracija ocetne kisline se je @ dne zmanjSevala, nato se je do konca
testa rahlo povala na 6 mg/l. V vzorcu odpadne pivovarske vode,# @ kvasa
(substrat 2) je bila zatna koncentracija ocetne kisline 62 mg/l, propkensisline 40 mg/I

in maslene kisline 12 mg/l (Slika 15). Koncentracicetne kisline je na&etrti dan bila
priblizno na isti ravni kot na Zatku poskusa, na 12. dan se je zmanjSala na 22imdd
konca poskusa dvignila na 65 mg/l. V vzorcu odpapevarske vode z 1,85 % kvasa
(substrat 3) je bilo na 2atku poskusa ocetne kisline 54 mg/l, propionskkndas34 mg/l in
maslene kisline 9 mg/l (Slika 16). Koncentracijaeime kisline je nadetrti dan bila
priblizno enaka kot na 2atku poskusa, do 12. dneva se je zmanjSala na 44nmmp tej
ravni ostala do konca poskusa. V odpadni pivovarekli s 3,7 % kvasa (substrat 4) je na
zatetku testa koncentracija ocetne kisline znaSaleng/t, propionske kisline 28 mg/l in
maslene kisline 6 mg/l (Slika 17). Koncentracijeetoe kisline je bila najuga nacetrti

dan (55 mg/l), do konca poskusa je upadla na vi&drio

Propionska in maslena kislina sta pri vseh Stidhssratin poskusa BMP1 detrtega dne

popolnoma porabili, vendar smo pri substratih 3 ina koncu poskusa ugotovili majhne
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vrednosti propionske kisline (3 — 4 mg/l). V celetm casu poskusa BMP 1 drugih
kratkoveriznih ma&obnih kislin pri vseh Stirih substratih nismo ugolio
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Slika 14: Koncentracije kratkoveriznih nga®nih Slika 15: Koncentracije kratkoveriznih néabnih
kislin v substratu 1 med poskusom BMP 1 kislin v substratu 2 med poskusom BMP 1
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Slika 16: Koncentracije kratkoveriznih nga®nih Slika 17: Koncentracije kratkoveriznih nga®nih
kislin v substratu 3 med poskusom BMP 1 kislin v substratu 4 med poskusom BMP 1

V poskusu BMP 2 smo v vzorcu odpadne pivovarskeevi@ibstrat 1) ugotovili precej
ocetne kisline (91 mg/l), propionske kisline (39/lgn maslene kisline (18 mg/l),
(Slika 18). Koncentracija ocetne kisline se jecdtrtega dne povevala, dosegla vrednost
171 mg/l, nato zmanjSevala in ob koncu testa padlasrednost @i Koli¢cina maslene

kisline se je zelo enakomerno porabljala do konaskpsa, ko je Wenismo zaznali. V

odpadni pivovarski vodi z 0,74 % kvasa (substrafje2ha zaetku testa koncentracija
ocetne kisline znaSala 74 mg/l, propionske kislg&mg/l in maslene kisline 14 mg/l
(Slika 19). Koncentracija ocetne kisline je bilgvedja nacetrti dan (179 mg/l). Na koncu
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testa ocetne kisline nismo&eaznali. 12. dan maslene kisline v substratu tibi®. V
vzorcu odpadne pivovarske vode z 1,85 % kvasa (@ili3) smo zaznali naj¢eocetne
kisline (57 mg/l) in propionske kisline (34 mg/glika 20). Natetrti dan vzo¥enja je bilo
ocetne kisline 158 mg/l, propionske kisline pa IgflmPo temcasu se je koncentracija
ocetna kislina zmanjSevala in je na koncu poskésanismo zaznali. V vzorcu odpadne
pivovarske vode s 3,7 % kvasa (substrat 4) je béigetna koncentracija ocetne kisline
41 mgl/l, propionske kisline pa 34 mg/l (Slika 2Koncentracija ocetne kisline je do
Cetrtega dne narédla do 146 mg/l, nadalje se je do konca poskusanpgenala do
vrednosti nt. Propionske kisline pri vseh Stirih substratih gsami dan testa nismo ¥e
ugotovili. Koncentracije drugih kratkoveriznih nda®nih kislin v poskusu BMP 2 so bile
pri vseh Stirih substratih nizje od 10 mg/I.
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Slika 18: Koncentracije kratkoveriznih nga®nih Slika 19: Koncentracije kratkoveriznih nga®nih
kislin v substratu 1 med poskusom BMP 2 kislin v substratu 2 med poskusom BMP 2
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Slika 20: Koncentracije kratkoveriznih néa®nih Slika 21: Koncentracije kratkoveriznih ngabnih

kislin v substratu 3 med poskusom BMP 2 kislin v substratu 4 med poskusom BMP 2
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4.8 CELOKUPNA PRODUKCIJA METANA, BIOPLINSKI POTENCIAL,
PRODUKCIJA METANA NA 1g DODANEGA KPK IN IZPLEN METANA V
TESTIH BMP 1 IN BMP 2

Vsi parametri so v poskusu BMP 2 doseglicjeevrednosti kot v poskusu BMP 1
(Preglednica 6). Vse vrednosti parametrov, so higveje pri substratu 3 pri
obremenitvi biomase (BMP 2), najmanjSe pa pri gabst2 pri manjSi obremenitvi
biomase (BMP 1). Najuga celokupna produkcija metana je bila dosezenaybstratu 3
pri vetji obremenitvi biomase (BMP 2) in sicer 70,64 majmanjSa pa pri substratu 2, pri
manjSi obremenitvi biomase (BMP 1) (31,75 ml). Rawako smo najug bioplinski
potencial (0,52 kg KPK) in produkcijo metana na 1g dodanega KPK
(384,77 ml/g KPK) ugotovili pri substratu 3 iz posla BMP 2. Substrat 2 iz poskusa
BMP 1 je imel najmanjsi bioplinski potencial, ki gmasal 0,21 fitkg KPK in najmanj$o
produkcijo metana na 1 g dodanega KPK, ki je d@segkdnost 159,31 ml/g KPK.
Najvesji izplen metana, ki je znaSal 109,54 %, smo dabiBubstrata 3 v poskusu BMP 2.

Izplen metana (45,52 %) je bil najmanjSi pri sudsirl v poskusu BMP 1.

V poskusu BMP 1 so vsi parametri (celokupna progakeetana, bioplinski potencial,
produkcija metana na 1 g dodanega KPK in izplenanmet najvéji pri substratu 4 in

najmanjsi pri substratu 2.

V poskusu BMP 2 so celokupna produkcija metana 6@ fl), bioplinski potencial
(0,52 ni/kg KPK), produkcija metana na 1 g dodanega KPK4(88 ml/g KPK) in izplen
metana (109,54 %) naj8je pri substratu 3. NajmanjSe vrednosti vseh patamnev
poskusu BMP 2 so bile pri substratu 1 in substéatiNajmanjSa celokupna produkcija
metana (56,69 ml) in izplen metana (87,15 %) sta pri substratu 2 medtem, ko je
vrednost bioplinskega potenciala (0,4T/kg KPK) pri substratu1 in 2 bila enaka.
Produkcija metana na 1 g dodanega KPK (305,03 KiA§) je bila najmanjSa pri
substratu 1, vendar je bil rezultat pri substrane® podoben (306,28 ml/g KPK).
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Preglednica 6: Celokupna produkcija metana, bisglipotencial, produkcija metana na 1 g dodanegkl KP

in izplen metana v testu BMP 1 in BMP 2

Substrat 1 Substrat 2 Substrat 3 Substrat 4

BMP 1/BMP 2| BMP 1/BMP 2| BMP 1/BMP 2 BMP 1/BMP 2
Celokupna produkcija metana (ml) - o¢ 16/ 5750 | 31.75/56.60  42,74/7064 49,22/ 65,41
Bioplinski potencial (rfYkg KPK) 0,22/ 0,41 0,21/ 0,41 0,27/ 0,52 0,32/ 0,47
Produkcija metana na 1 g dodanega
KPK (mi/g KPK) 179,14/305,03 159,31/ 306,48 213,40/ 384,77 2434382

0,

Izplen metana (%) 5118/8715 | 4552/87,51 59,28/10954  70,69/08.8

BMP 1 — prvi poskus biometanskega potenciala; BMPd2ugi poskus biometanskega potenciala, Sulistrat
— odpadna pivovarska voda, Substrat 2 — odpadravaniska voda z 0,74 % kvasa, Substrat 3 — odpadna
pivovarska voda z 1,85 % kvasa, Substrat 4 — odppdmvarska voda s 3,7 % kvasa
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

V raziskavi smo uporabili mikrobno biomaso iz UA®SBreaktorja Pivovarne Lasko in

odpadno pivovarsko vodo ter odpadni nehidroliziggimovarski kvas iz Pivovarne Lasko.

V predhodni raziskavi na laboratorijski ravni Madipeic (2009) ugotavlja, da dodatek z
0,37 % delezem odpadnega nehidroliziranega pivikeges kvasa v odpadni pivovarski
vodi povea produkcijo bioplina in metana, medtem ko doddtiekoliziranega kvasa ni
prispeval k povéanju parametrov bioplinske produkcije. V omenjeatiskavi je bila

mikrobna biomasa obremenjena z 0,2 g KPK/g OS rbikediomase.

s g s

vodo, odpadno pivovarsko vodo z 0,74 % kvasa, agpgivovarsko vodo z 1,85 % kvasa
in odpadno pivovarsko vodo s 3,7 % kvasa. V prvemrugem poskusu smo imeli razli
obremenitvi mikrobne biomase (Preglednica 1). Vepnvposkusu (BMP 1) je bila
obremenitev mikrobne biomase pri vseh substratipovpre&ju 185 mg KPK/g OS
mikrobne biomase, medtem ko smo v drugem poskubiP(B) obremenitev povali na
344 mg KPK/g OS mikrobne biomase.

V poskusu z manjSo obremenitvijo mikrobne biomaBMRP 1) smo ugotovili, da se s
poveevanjem koncentracije kvasa (do 3,7 %) v odpadvovarski vodi poveéujejo tudi
vsi parametri testa biometanskega potenciala (oplwk produkcija metana, bioplinski
potencial, produkcija metana na 1 g dodanega KPHzmpien metana). Vsi omenjeni
kazalci bioplinske produkcije v prvem poskusu (Redgica 6) so bili najugodnejsi za
odpadno pivovarsko vodo z dodanim 3,7 % delezens&vAanimivo je da so parametri
vzorca odpadne pivovarske vode bili nekoliko vigpt pri vzorcu odpadne pivovarske
vode z 0,74 % kvasa. Pri slednjem so vse vredpasametrov v poskusu BMP 1 bile
najnizje, hkrati pa dokaj blizu vrednostim vzorcdpadne pivovarske vode. Rezultati
nasSega poskusa BMP 1 kazejo, da dodatek kvasa eektvaciji 0,74 % ni poval
produkcije metana, v drugih dveh koncentracijalspae vrednosti parametrov poake.
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Zaradi majhnega Stevila vzorcev in ponovitev poakgsatisitna analiza ni bila izvedena,
vendar je iz rezultatov viden trend proizvodnjeptiica. Ce bi hoteli rezultate natano

ovrednaotiti, bi bilo potrebno narediti &je Stevilo neodvisnih ponovitev poskusa.

V prvem poskusu (BMP 1) je bila vrednost pH n&etlu in na koncu testa v mejah
optimuma (Slika 6), ki je za kombinirano anaeroladouzbo mikroorganizmov od 6,8 do
7,4 (Khanal, 2008d).

Rezultati sestave bioplina kazejo, da je v poskusizjo obremenitvijo mikrobne biomase
(BMP 1) bil delez metana pri substratih z dodaniradom nizji, kot pri odpadni
pivovarski vodi (Slika 12). Morda to lahko pojasmira povéanjem deleza COna r&un
fermentativnega metabolizma kvasovk vsaj veraih delih testa. Najnizji delez metana
(77 %) je bil pri vzorcu odpadne pivovarske vod®,Z4 % kvasa. Opravljene analize
kratkoveriznih ma&bnih kislin istega vzorca kazejo, da se je kormegija ocetne kisline
do 12. dne zmanjSevala, nato pa do konca testaslaana 65 mg/l (Slika 16). Taka
koncentracija ocetne kisline ni inhibitorna (Deublm Steinhauser, 2008). 1z teh podatkov
lahko sklepamo, da sta hidroliza in acidogenezakadt nekoliko prehitro, delez metana v
bioplinu se je zmanjSal, koncentracija kisline grasla, vrednost pH se je rahlo znizala,
vendar je zaradi vsebnosti pufra v substratu ostatgtimalnih mejah. To pomeni, da
razgradnja med fazami ni bila najbolje uravnotezen&zrok tega so mozne

eksperimentalne napake (vdor kisika) in nenatast testa.

Iz poskusa z nizjo obremenitvijo mikrobne bioma&MP 1) lahko ugotovimo, da
dodajanje odpadnega pivovarskega kvasa k odpadwoivagriski vodi do koncentracije
3,7 % ne ovira bioplinske produkcije, temivie pospesuje. Pri tem se trditev nanasa na
laboratorijsko raven testiranja pri obremenitvi riblizno 185 mg KPK/g OS biomase.
Laboratorijski ravni testiranja mora slediti Setit@sje na pilotni ravni, preden rezultate

prenesemo v prakso.

V drugem poskusu (BMP 2) smo obremenitev mikrobrmambse pové&ali za skoraj
dvakrat. Najvéjo celokupno produkcijo metana (70,64 ml), biogtinpotencial (0,52
m*kg KPK), produkcijo metana na 1 g dodanega KPK4(38 ml/g KPK) in izplen
metana (109,54 %) v poskusu BMP 2 smo ugotovilzergu odpadne pivovarske vode z

1,85 % kvasa (Preglednica 6). Vrednosti paramedroigega poskusa so bili pri odpadni
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pivovarski vodi in odpadni pivovarski vodi z 0,74asa skoraj enake. Rezultati drugega
poskusa tudi kazejo, da dodatek kvasa v koncejti@di4 %, ne pow&a bioplinske
produkcije. Pri odpadni pivovarski vodi s 3,7 % &masmo opazili Wge vrednosti
parametrov, kot pri odpadni pivovarski vodi in odpapivovarski vodi z 0,74 % kvasa.
Pri odpadni pivovarski vodi z 1,85 % kvasa so bitednosti parametrov ¥g kot pri
odpadni pivovarski vodi s 3,7 % kvasa.

Vitez (1976) je poréal o visoki vsebnosti beljakovin v odpadnem pivskénasu.
Deublein in Steinhauser (2008) navajata da razgmatheljakovin lahko privede do
inhibicije metanogeneze zaradi amoniaka. Predvitevala je pri odpadni pivovarski vodi
s 3,7 % kvasa, priSlo do rahle inhibicije metan@genzaradi powane kolEéine amoniaka,
ki je posledica anaerobne razgradnje beljakovin.d Mesemi mikroorganizmi so
metanogene arheje najboljdibljive na inhibicijo z amoniakom (Al Seadi in sp@010).
Med raziskavo vsebnosti amoniaka nismo analizizalip ne moremo primerjati rezultatov

s trditvami iz literature.

Glede na naSe rezultate ni bojazni zmanjSanja jp@ubioplina, ker je za bioreaktor
Pivovarne LaSko najwga realno prtakovana koncentracija odpadnega kvasa v odpadni

pivovarski vodi priblizno 1% (Klemein¢, 2010).

Vrednost pH je bila v drugem poskusu (BMP 2) na&etleu testa pri vseh substratih v
zgornjih optimalnih mejah (Slika 7). Na koncu tese&je vrednost pH dvignila, Se vedno
bila v optimalnih mejah (6,8-7,4). Rahel dvig vredti pH pri vzorcu odpadne pivovarske
vode in vzorcih odpadne pivovarske vode z talikoncentracijo dodanega kvasa lahko
pojasnimo z razgradnjo kvasa. Medtem, ko se je kaagradil, se je povala kolcina
amoniaka, ki je povz«al rahel dvig vrednosti pH.

Na podlagi analiz kratkoveriznin mabnih kislin iz drugega poskusa (BMP 2)
ugotovimo, da je koncentracija ocetne kisline [@elv substratih déetrtega dne narédla,
kar je posledica vge obremenitve mikrobne biomase. Zaradi teh razlggopri drugem
poskusu prislo tudi do ¥ge produkcije bioplina in metana. Analize so pokezéda so bile
vse kratkoverizne madbne kisline do konca testa povsem porabljenevdat vzorcih so
kisline bile prisotne Ze na &etku testa. To pomeni, da je Ze sam substrat veélaline

0z. so te nastaledasu skladi®&nja substratov.
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Glede na rezultate drugega poskusa lahko ugotowdage pri obremenitvi 344 mg KPK/g

OS mikrobne biomase pri vzorcu odpadne pivovarsk@evz 1,85 % kvasa, produkcija

bioplina in metana naj¢g.

5.2 SKLEPI

Glede na rezultate naSega poskusa lahko ugotodano,

>

dodatek nehidroliziranega kvasa k odpadni pivovarshli v koncentraciji 0,74 %,
1,85 % in 3,7 % pri obremenitvi mikrobne biomageriblizno 185 mg KPK/g OS

mikrobne biomase ne inhibira anaerobne razgradnje,

pri obremenitvi s priblizno 185 mg KPK/g OS mikra@bbiomase poteka anaerobna
razgradnja najbolj dinkovito pri 3,7 % koncentraciji nehidroliziranega

pivovarskega kvasa v odpadni pivovarski vodi,

pri obremenitvi 344 mg KPK/g OS mikrobne biomasedpadno pivovarsko vodo
in nehidroliziranim pivovarskim kvasom v konceniad,85 % in 3,7 % je
produkcija bioplina vga, kot pri manjSi koncentraciji kvasa (0,74 %) sami

odpadni pivovarski vodi

pri obremenitvi s priblizno 344 mg KPK/g OS mikr@rbiomase poteka
produkcija bioplina najbolj ¢inkovito pri 1,85 % koncentraciji nehidroliziranega

pivovarskega kvasa v odpadni pivovarski vodi,

pri visji obremenitvi (344 mg KPK/g OS mikrobne hiase) dodatek s 3,7 %
delezem odpadnega pivovarskega kvasa v odpadnvarski vodi najverjetneje

ustvari rahlo inhibicijo metanogeneze.

pri obeh raziinih obremenitvah mikrobne biomase dodatek nehiirahega
pivovarskega kvasa v koncentraciji 0,74% ne dopenle veji produkciji metana

in bioplina.
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6 POVZETEK

V svetu in v Sloveniji se zadngase vse bolj uveljavljajo obnovljivi viri energijeped
katere spada tudi proizvodnja bioplina. Tovrsterewiergije je izredno pomemben z vidika

oskrbe energije, varovanja okolja in nenazadnjegkdnoménosti.

Bioplin nastaja v procesu anaerobne razgradnjenskgja snovi. Glavna sestavina bioplina
je metan. Anaerobna razgradnja poteka v Stirihifag@enovanih hidroliza, acidogeneza,

acetogeneza in metanogeneza, pod vplivomérahlianaerobnih mikroorganizmov.

V industriji proizvodnje piva nastaja veliko org&onsrazgradljivih snovi, med katere
spadata odpadna pivovarske voda in odpadni pivkiv&rsas, ki sta dobro izkoristljiva
substrata za proizvodnjo bioplina. PosuSen odpauvovarski kvas lahko koristno

uporabimo za prehrano Zivali, v farmacevtski indjish zivilski industriji.

Zaradi suSenja odpadnega pivskega kvasa se v piuékiaindustriji porablja veliko
energije, kar je bil tudi povod za naSe raziskovalelo. Uporaba odpadnega pivovarskega
kvasa v Pivovarni Lasko za proizvodnjo bioplina KkahzmanjSa stroske proizvodnje
(suSenje kvasa), zmanjSa emisijo toplogrednih plimo zmanjSa stroSke energije v
proizvodnem procesu nacumn uporabe lastne energije iz obnovljivega viraPVovarni
Lasko v UASB bioreaktorju ze sedaj uporabljajo atipapivovarsko vodo za proizvodnjo
bioplina, medtem ko odpadni pivovarski kvas posusijprodajo na trg.

V nasi raziskavi smo na laboratorijski ravni zef@leizkusiti vpliv razléne koncentracije
nehidroliziranega odpadnega pivovarskega kvasa padm pivovarski vodi, pri dveh
razlicnin obremenitvah. lzvedli smo dva poskusa, v khtesmo imeli Stiri razline
substrate: odpadno pivovarsko vodo, odpadno pisdwavodo z 0,74 % kvasa, odpadno
pivovarsko vodo z 1,85 % kvasa in odpadno pivovarsddo s 3,7 % kvasa. Najprej smo
ugotovili vsebnost suhe snovi (SS) in organske s(@$) mikrobne biomase ter opravili
analizo KPK substratov. Pripravili smo si rénk testne meSanice, ki so vsebovale
mikrobno biomaso, enega od substratov, fosfatnempurf vodo. Pri prvem poskusu smo
mikrobno biomaso vseh substratov v po¢preobremenili s 185 mg KPK/g OS mikrobne
biomase, medtem ko smo v drugem poskusu mikrobomdso vseh Stirih substratov v

povpre&ju obremenili s 344 mg KPK/g OS mikrobne biomasetegtu biometanskega
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potenciala (BMP) smo testne meSanice inkubirald@i. pri mezofilnih razmerah. Testne
meSanice smo imeli v plinotesnin OxiTop® steklehic¥ casu testa smo spremljali
proizvodnjo tlaka v testnih steklenicah, ugotosgistavo bioplina, izmerili vrednost pH in
opravili analizo kratkoveriznih masbnih kislin. Iz pridobljenih podatkov smo za vs$ei S

substrate ugotovili produkcijo metana in bioplina.

Nasi rezultati kazejo, da pri obremenitvi 185 mgKd® OS mikrobne biomase poteka
produkcija metana in bioplina najbolgiokovito pri odpadni pivovarski vodi s 3,7 %
nehidroliziranega odpadnega kvasa. Pri tem subsjeatznaSala celokupna produkcija
metana 49,22 ml, bioplinski potencial je bil 0,33/kg KPK, produkcija metana na 1 g
dodanega KPK je znaSala 247,42 ml/g KPK, izplerameepa je bil 70,69 %.

Glede na naSe rezultate drugega poskusa lahkowgntoda pri obremenitvi s priblizno
344 mg KPK/g OS mikrobne biomase poteka produkaoietana in bioplina najbolj
ucinkovito pri 1,85 % koncentraciji nehidroliziranegavovarskega kvasa v odpadni
pivovarski vodi. Tako je ta substrat dosegel nggwevrednost celokupne produkcije
metana (70,64 ml), bioplinskega potenciala (0,5&xgKPK), produkcije metana na 1 g
dodanega KPK (384,77 ml/g KPK) in izplena metan@ (&4 %). Iz rezultatov drugega
poskusa, s povptao obremenitvijo substratov 344 mg KPK/g OS mikmednomase
predpostavljamo, da 3,7 % koncentracija nehidna@iega odpadnega pivovarskega kvasa
v odpadni pivovarski vodi inhibira proizvodnjo megain bioplina.

Ugotavljamo, da na laboratorijski ravni pri mangg&remenitvi (manj kot 200 mg KPK/g
OS mikrobne biomase) lahko¢inkovito presnovimo 3,7 % dodatek odpadnega
nehidroliziranega pivovarskega kvasa v odpadni yavski vodi. Za dinkovito
proizvodnjo bioplina pri v@i obremenitvi ez 300 mg KPK/g OS mikrobne biomase)
lahko uporabimo 1,85 % koncentracijo odpadnegadneliziranega pivovarskega kvasa v
odpadni pivovarski vodi. Predvidevamo, da se p§jiwoncentraciji (3,7 %) odpadnega
nehidroliziranega kvasa v odpadni pivovarski vgdi,obremenitvicez 300 mg KPK/g OS
mikrobne biomase zae rahla inhibicija anaerobne razgradnje organskavi.

Pred prehodom na industrijsko raven proizvodnjeploi@ z dodanim nehidroliziranim

pivovarskim kvasom je potrebno opraviti Se pilotestiranje.
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