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1 UvOD

Bioplinska tehnologija, s katero hkrati razgrajujemo organske odpadke in proizvajamo
obnovljivo energijo, danes postaja vse bolj aktualna in pomembna. Okolje, v katerem
zivimo, je zelo nasi¢eno z organskimi odpadki, ki jih moramo ustrezno odstraniti.
Bioplinska tehnologija je na tem podrocju ustrezna izbira z ve¢ vidikov: prvic¢ zaradi
koristnega pridobivanja energije in drugi¢ z ekoloskega vidika, saj prispeva k
zmanjSevanju emisij toplogrednih plinov, onesnazenja voda, smradu in degradacije tal. Na
agrozivilskem podro¢ju imamo veliko odpadnih organskih substratov - virov za
proizvodnjo bioplina. Za njihovo vkljucitev v bioreaktorje je nujno predhodno testiranje na
laboratorijskem nivoju, saj lahko ob nepravilnem doziranju pride do inhibicije anaerobne
razgradnje in v najslabSem primeru celo do zaustavitve bioreaktorja, kar ima negativne
okoljske in ekonomske posledice. Predhodno je treba preveriti ustreznost in primernost
posameznega substrata oziroma kombinacijo razlicnih substratov za bioreaktorsko

mikrobno zdruzbo, proizvajalko bioplina.

Pivovarna Lasko izlo¢i v biotehnoloSkem procesu proizvodnje piva veliko odpadne
pivovarske vode, ki se kot dober organski substrat ze uporablja za proizvodnjo bioplina v
industrijskem bioreaktorju UASB. Proces zelijo kvalitativno posodobiti in povecati
produkcijo bioplina v bioreaktorju z dodajanjem novega substrata - odpadnih pivovarskih
kvasovk k odpadni vodi v bioreaktorju UASB. Kvasovke, stranski proizvod pivovarne,
morajo pred prodajo na trg trenutno dehidrirati (tako zahteva okoljevarstvena zakonodaja),
kar ima za posledico precej$njo porabo energije. Zato bi se temu energetskemu stroSku radi

izognili 0z. na racun tega raje pridelali e ve¢ bioplina.
1.1 CILJ DIPLOMSKE NALOGE

V raziskavi smo zeleli ugotoviti ali se bo mezofilni bioreaktor z muljno posteljico (UASB),
namenjen zgolj presnovi odpadnih pivovarskih vod, pozitivno (povecal produkcijo

bioplina) ali negativno odzval na dodatek novega substrata.
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE
1. Predvidevali smo, da je test BMP ustrezen in dovolj obcutljiv za ugotavljanje
pozitivnih ali negativnih u¢inkov dodanih odpadnih pivovarskih kvasovk v reaktor
UASB, ki je bil do sedaj namenjen le produkciji bioplina iz odpadnih pivovarskih
vod.
2. Predvidevali smo, da ustrezna koli¢ina dodanih odpadnih pivovarskih kvasovk v

reaktor UASB poveca metanski potencial (proizvodnjo bioplina).
2 PREGLED VIROV

2.1 OBNOVLIJIVI VIRI ENERGIJE

Globalno gledano danes vecino energije pridobimo s sezigom fosilnih goriv. Zelo malo
energije pridobimo iz jedrskih elektrarn, prispevek energije iz obnovljivih virov je skoraj
zanemarljiv. V prihodnosti se bo to spremenilo z nara$€¢ajo¢imi cenami nafte. Med
primarne vire energije spadajo fosilna goriva (Crni premog, rjavi premog, nafta, zemeljski
plin), obnovljivi viri energije (hidro- , son¢na, vetrna, geotermalna energija in biomasa) in
jedrska goriva. Pretvorbo primarnih virov energije v visoko kakovostne izdelke dosezemo
s postopki, kot so rafiniranje, fermentacija, mehanska obdelava ali izgorevanje v
elektrarnah. Nastali produkti se imenujejo sekundarni viri energije, kjer se kot eden izmed

produktov pojavlja tudi bioplin, ki nastane z anaerobno fermentacijo iz biomase (DIS 3,

2002, cit. po Deublein in Steinhauser, 2008).
2.2 BIOPLIN

Bioplin je zmes plinov, ki nastaja z anaerobnim vrenjem (brez prisotnosti kisika) ali
gnitjem organskih snovi v enostavnejSe sestavine. To omogocajo naravno prisotni
mikroorganizmi oziroma njihova metaboli¢na aktivnost (Deublein in Steinhauser, 2008,
Kelleher in sod., 2000). Anaerobni mikroorganizmi razgradijo ogljikovodike na molekule
metana (CHy) (50-75 %), ogljikovega dioksida (CO;) (10-40 %) ter vodik (H,), Zveplov
dioksid (H;S), dusik (N,), amoniak (NH3) itd. (MurSec in Vindi§, 2007). Anaerobna
razgradnja ponuja mnoge pomembne prednosti, kot so nizka produkcija odpadkov, nizka

porabaenergije in obnova oziroma produkcija energije (Ghostin Pohland, 1974 cit. po
Chen in sod., 2008).
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2.2.1 Zgodovina proizvodnje in uporabe bioplina

Zelo stari viri prikazujejo, da je bila uporaba odpadnih voda oziroma obnovljivih virov
energije poznana ze pred nasim Stetjem. Okoli leta 3000 p. n. §. so Sumerci prakticirali

VW W

anaerobno ¢is¢enje odpadkov (Deublein in Steinhauser, 2008).

Sredi 10. stoletja p. n. §. so Asirci ogrevali vodo za kopanje z uporabo bioplina, za enak
namen pa so ga uporabljali tudi v 16. stoletju v Perziji. O povezavi med razpadajo¢imi
odpadki in gorljivimi oziroma vnetljivimi plini je govoril Jan Baptist Van Helmont v 17.
stoletju, medtem ko je Alessandro Volta leta 1776 dokazal povezavo med koli¢ino
organskega materiala in koli¢ino proizvedenega plina (Karni¢nik, 2009). Njegova odkritja
dokazujejo, da je nastajanje plina odvisno od fermentacijskih procesov in da je plin lahko
ob kontaktu z zrakom eksploziven (Deublein in Stainhauser, 2008). Nadaljevanje razvoja
pelje v Anglijo v 19. stoletje, kjer so zaceli za napajanje javne razsvetljave uporabljati

bioplin, pridelan iz komunalnih odpadkov (Karni¢nik, 2009).

2.2.2 Prvi poskusi uporabe bioplina v Evropi

V Nemciji je bil metan prvi¢ pridelan leta 1923. V naslednjih letih je uporaba bioplina

narascala zelo hitro vse do 2. svetovne vojne (Deublein in Steinhauser, 2008).

Leta 1945 je od vseh evropskih drzav samo Nemcija zacela uporabljati kmetijske
proizvode za proizvodnjo bioplina. Prva majhna bioplinarna s horizontalno cilindri¢no
posodo za fermentacijo je bila razvita leta 1950. Nekaj let zatem, leta 1955, se je
povpraSevanje po bioplinu obcutno zmanjsalo, saj le-ta ni bil ve¢ donosen zaradi presezka
fosilnih goriv in njihove nizje cene na trgu. Drugi poskus uporabe bioplina se za¢ne v
obdobju prve naftne krize leta 1970, ko se je povprasevanje po bioplinu ponovno povecalo.
Po letu 1990 so v Evropi zgradili veliko obratov, ki so izvajali mehansko-biolosko
obdelavo odpadkov. Tretji obsSirnejSi poskus uporabe bioplina v Evropi pa se pojavi z
zakonom o obnovljivih virih energije, ki je postal veljaven leta 2000, oziroma z drugo
naftno krizo. Bioplinsko proizvodnjo je pospesilo subvencioniranje energije, pridobljene iz
bioplinskih objektov. V zadnjih nekaj letih je Stevilo obratov za pridobivanje bioplina

nenehno raslo, predvsem zaradi visjih subvencij (Deublein in Steinhauser, 2008).
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2.3 PROIZVODNIJA BIOPLINA
2.3.1 Obnovljivi viri energije v Evropi

Evropska skupnost je med prioritetami svojega delovanja izpostavila podro¢je trajnostnega
energetskega razvoja, in sicer zagotavljanje ucinkovite rabe in trajnostne oskrbe z energijo.
Bioplin je bil v preteklosti zapostavljen energetski vir, zato se je evropski parlament leta
2008 zavzel za spremembo evropske zakonodaje. Le-ta naj bi jasno dolocila cilje in ukrepe
za izkoriScanje bioplina ter tako bolj spodbujala uporabo tega obnovljivega vira energije. V
letu 2009 je rusko-ukrajinski spor o dobavi in distribuciji zemeljskega plina jasno pokazal,
da je Evropa energetsko zelo ranljiva in kljub temu, da bioplin ne bo resil energetske krize,

lahko predstavlja pomemben del resitve (Krajnc, 2009).

V EU danes obstaja priblizno 4000 obratov za pridobivanje bioplina. Proizvodnja je

najbolj razvita v Nem¢iji, Avstriji, na Svedskem in na Danskem (Krajnc, 2009).

V EU-27 je leta 2006 raba obnovljivih virov predstavljala 7,1 % skupne rabe energije.
Glede na leto 2000 je raba porasla za 30 %. Raba obnovljivih virov v EU-27 je po drzavah
zelo razli¢na, saj je odvisna od naravnih danosti. V EU-27 prevladuje raba lesne biomase

(52 %) in hidroenergije (21 %) (Obnovljivi viri energije, 2008).
2.3.2 Obnovljivi viri energije v Sloveniji

Na podrocju pridobivanja in energetske izrabe bioplina se je po vstopu Slovenije v EU
veliko spremenilo. Vse bolj se kaze velik porast vrst in obsega substratov za proces
anaerobnega gnitja (digestija). Tako je, ker po eni strani EU uvaja omejitve pri proizvodnji
hrane in posledi¢no preusmeritev kmetijske proizvodnje v proizvodnjo energetskih rastlin,
po drugi strani pa zaradi novejsih predpisov o ravnanju z biolosko razgradljivimi odpadki

(Mursec in Vindis, 2007).

Slovenija pokriva okrog 90 % vseh energetskih potreb s fosilnimi gorivi (premoga, nafte in
zemeljskega plina) skupaj z jedrsko elektrarno Krsko. Okrog 10 % energije je zagotovljene
iz lesne biomase in hidroelektrarn, manj kot 1 % energije pa prispevajo ostali obnovljivi
viri energije, kot so son¢na, vetrna, geotermalna energija ter biogoriva, ki so do danes Se

vedno marginalnega pomena (Sumenjak Sabol, 2007).
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Slika 1: DeleZz posameznih obnovljivih virov v skupni rabi za Slovenijo (Obnovljivi viri energije, 2008)

Pomemben vir primarne energije v Sloveniji je lesna in druga biomasa. Cilj in prioriteta
energetske in okoljske politike drzave sta njeno povecevanje (organski odpadki, kmetijske,
zivilske in komunalne dejavnosti) (Tepez, 2009a). Med pomembnejSe obnovljive vire,
glede na statisticne podatke, v Sloveniji spadajo: deponijski plin, plin iz €istilnih naprav ter
drugi bioplini, geotermalna energija, solarna energija ter biogoriva. V obdobju od
2000-2007 se je raba bioplina povecala za 299 %, predvsem na racun energetske izrabe
deponijskega plina ter zaradi 800% povecanja proizvodnje bioplina v kmetijstvu v letu

2007 (Tepez, 2009a).



Medjedovi¢ A. Vpliv razli¢nih ... odpadkov na proizvodnjo bioplina ... iz UASB bioreaktorja. 6
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2009

50

O 2000 - 2007
40 O 2006 - 2007

30

20

10

LETMNE STOPNJE RASTI (%)

e - L
-10 L L L |

BIOPLIN LES INDRUGA  HIDROEMERGIJA SKUPAI
TROKA BIOMASA

Slika 2: Prikaz povpreéne letne stopnje rasti rabe obnovljivih virov za Slovenijo (Obnovljivi viri energije,

2008)

Slovenija se je morala v okviru Evropske unije politicno zavezati, da bomo do leta 2020

dosegli 20% delez obnovljivih virov energije (Sumenjak Sabol, 2007).

24  POMEN BIOPLINA

Proizvodnja »zelene energije« iz bioplina pomeni obetaven in za okolje manj Skodljiv
nacin pridobivanja energije, saj zmanjSuje emisije toplogrednih plinov v okolje in tudi
energetsko odvisnost od uvozenih virov energije. Poleg pridobivanja elektricne energije in
toplote se s proizvodnjo bioplina v ruralnem okolju reSuje problem zivalskih odpadkov in

pridobi tudi odli¢no gnojilo, ki ga predstavlja presnovljeni substrat (Tepez, 2009a, b).

Bioplin ne more v celoti zamenjati fosilnih goriv, je pa pomembno, da zmanjSamo
odvisnost od fosilnih goriv, stroske energije, predvsem pa Skodljive emisije vsaj za nekaj

odstotkov (Tepez, 2009b).
2.5  VIRI ORGANSKIH SNOVI ZA ANAEROBNO RAZGRADNJO

Mnogi kmetijski in industrijski odpadki so idealni za anaerobno razgradnjo, saj vsebujejo

visoke stopnje biolosko lahko razgradljivih snovi (Chen in sod., 2008).
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2.5.1 Zivalski odpadki

Hills in Roberts (1981) ter Hashimoto (1983) navajajo, da pri socasni razgradnji
rastlinskega materiala in gnoja, gnoj zagotavlja pufersko kapaciteto ter Siroko paleto
hranilnih snovi. Rastlinska snov vsebuje visoko stopnjo ogljika, uravnava razmerje med
ogljikom in dusikom v substratu (C / N), s ¢imer se zmanjSuje tveganje za inhibicijo z
amoniakom. Zivalski odpadki imajo pogosto visoko koncentracijo skupnega amonijskega
dusika, zaradiprisotnosti amoniaka kot tudi beljakovin in seCnine, ki zlahka sproscajo

amoniak med anaerobno razgradnjo (Hansen in sod., 1998; Kayhanian, 1994).

Bioplin lahko proizvajamo iz skoraj vseh vrst organskih substratov. Najvecji del
predstavlja zivalski gnoj in gnojevka iz govedoreje terpraSiCereje, kot tudi iz
perutninarstva. V EU-27 je vsako leto proizvedeno ve¢ kot 1500 milijonov ton zivalskega
gnoja. Evropsko kmetijstvo rokuje z ve¢ kot 65% gnoja Zivine v obliki gnojevke.
Gnojevka je tekoCa meSanica urina, blata, vode in stelje (Holm-Nielsen in sod., 2009). Ti
odpadki znatno prispevajo k netockovnim virom onesnazevanja in lahko vplivajo na
mocvirske habitate ter kontaminirajo vire pitne vode (Hansen in sod., 1998; Kayhanian,
iz beljakovinsko bogate prehrane. Inhibiciji, povzroceni z amoniakom in sulfidom, vplivata

druga na drugo (Hansen in sod., 1999).
2.5.2 Energetske rastline in ostanki pridelkov

Poleg Zivalskih odpadkov se kot kmetijski substrat za proizvodnjo bioplina uporabljajo
tudi energetske rastline, med njimi najbolj pogosto Zita in trave. Koruzna silaza sodi med
najbolj obetajoce energetske rastline, primerne za produkcijo bioplina (Holm-Nielsen in

sod., 2009).

Rastlinska snov vsebuje veliko nestrukturnih ogljikovih hidratov, ki se lahko razgradijo v
optimalnih pogojih skladiScenja. SkladiS¢enje lahko Stejemo kot predhodno obdelavo, ki
spodbuja proizvodnjo metana iz rastlinskih snovi. Med skladiS¢enjem potece postopek
siliranja. Siliranje je mikrobni proces, ki ga Ze stoletja uporabljamo za ohranitev krme za

zivino (Egg in sod., 1993).
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Biomaso poljs¢in v glavnem sestavljajo celuloza, hemiceluloza in lignin, tako imenovana
lignoceluloza. Lignin je v anaerobnih pogojih slabo razgradljiv zaradiintenzivnega

navzkriZznega povezovanja celuloze s hemicelulozo in ligninom (Noike in sod., 1985).

Hidroliza kompleksnih polimerov je stopnja, ki omejuje hitrost anaerobne razgradnje

trdnih substratov, kot so energetske rastline in ostanki pridelkov (Mata-Alvarez in sod.,

2000).

Amon in sod. (2006) ter Clemens in sod. (2006) so mnenja, da lahko energetske rastline ter
ostanke pridelkov razgradimo bodisi same ali skupaj z drugimi substrati v mokrih ali suhih
procesih. Ena od moznih reSitev je razgradnjaskupaj z zivalskim gnojem, ki je

najobseznejsi kmetijski odpadek.

2.6 BIOKEMIJSKI PROCESI PRI ANAEROBNI RAZGRADNIJI ORGANSKIH
SNOVI

Razgradnja polimernih organskih spojin (v odpadni vodi) do CO,, metana in vode
(zazeleni razgradni produkti) ter dolocenih metabolitov poteka po shemi, prikazani na sliki

3.

Metanska fermentacija je kompleksen proces, ki ga oblikujejo najmanj Stiri faze
razgradnje: hidroliza, acidogeneza, acetogeneza in metanogeneza, ki so tesno povezane ena
z drugo. Ce npr. hidroliza pote¢e prehitro, potem delez CO, v konénem bioplinu naraste,
koncentracija kislinnaraste in pH vrednost pade pod 7,0. To potem vpliva na nadaljnje
faze razgradnje. Ce pa acidogena faza potee prehitro, je produkcija metana inhibirana

(Deublein in Steinhauser, 2008).

Mikroorganizmi, ki proizvajajo metan, so metanogene arheje, proces mikrobne

proizvodnje metana pa se imenuje metanogeneza (Madigan in sod., 2000).

Odkrita je bila velika raznolikost morfoloskih tipov metanogenih arhej, ki spadajo med
prokariontske organizme. FizioloSko gre za anaerobne organizme. V primerih
laboratorijskega gojenja metanogenih arhej moramo striktno uporabljatiposebne

anaerobne gojitvene tehnike (Madigan in sod., 2000).
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BELJAKQVINE OGLJIKOVI HIDRATI MASCOBE
Hidroliza
v v v
AMINOKISLINE, SLADKORJI MASCOBNE KISLINE, ALKOHOLI

- VMESNI PRODUKTI
Fermentacua\\ / Anaerobna

(propionat, butirat, itd.) Riiasly
Acetat Vodik, CO,
. Homoacetogeneza
,f'.\.g.:@'tatf"ea Reduktivha
metanogeneza Metan, CO, metanogeneza

Slika 3: Shema mikrobioloskih procesov pri metanogenezi (Burns, 2007)

2.6.1 Hidroliza

V prvi stopnji anaerobne razgradnje poteka razgradnja polimerov (celuloze, drugih
polisaharidov, beljakovin, masS¢ob) na manjSe monomere (topne molekule) z

ekstracelularnimi encimi, ki jih izlo¢ajo fakultativne ali obligatorne hidrolitske anaerobne
bakterije. Cas trajanja hidrolize je odvisen od vrste organske snovi. Oglijikovi hidrati se
razgradijo v roku nekajur, medtem ko hidroliza proteinov in mascob traja nekajdni.
Hidroliza substratov z visokim deleZzem lignina in celuloze poteka pocasi in nepopolno.
Fakultativni anaerobni mikroorganizmi porabljajo v vodi raztopljen kisik in tako
omogocijo nizek redox potencial, potreben za optimalno rast striktnoanaerobnih

mikroorganizmov (Deublein in Steinhauser, 2008).
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2.6.2 Acidogena faza

Produkte, nastale pri hidrolizi (monosaharidi, aminokisline, mas¢obne kisline), uporabljajo
kot substrat razli¢ne fakultativne in striktno anaerobne bakterije, ki v acidogeni fazi
razgradijo monomere na krajSe, nizje organske kisline od C1 do C5 molekul (ocetna
kislina, propionska kislina, maslena kislina), alkohole, CO; in H, (Anderson in sod., 1982).
Ocetna kislina igra pomembno vlogo pri anaerobni razgradnji organskih snovi. Vecina
hidrolizirane organske snovi se pretvori v ocetno kislino in posledi¢no v metan ter ogljikov
dioksid (Poulsen, 2003). Koncentracija nastalega vodika vpliva na vrsto produktov
fermentacije. Vecji kot je parcialni tlak vodika, manj nastane reduciranih snovi npr. acetat

(Deublein in Steinhauser, 2008).
2.6.3 Acetogena faza

Acetogeno fazo izvajajo mikroorganizmi, ki za substrat uporabljajo produkte, nastale v
predhodni acidogeni fazi in jih pretvorijo v acetat. Acetogeni mikroorganizmi so vezni Clen

med acidogeno in metanogeno fazo (Deublein in Steinhauser, 2008).

Reakcije acetogenih mikroorganizmov so sledece: (Deublein in Steinhauser, 2008)

e Propanojska kislina (propionska kislina)

CH; CH, COOH + 2H,0O [0 CH5COOH + CO;, 3H,

¢ Butanojska kislina (maslena kislina)

CH3(CH;),COOH + 2H,0 [ 2CH3;COO" + H + 2H,

e n - pentanojska kislina (valerianska kislina)

CH3(CH;);COOH + 2H,0 [1 CH3COO™ + CH3CH2COOH+H++2H2

e Izopentanojska kislina (izovalerianska kislina)

(CH3),CHCH,;COOH + HCO3 + H,O [1 3CH3COO" + H; + H

o Heksanojskakislina

CH;3(CH,)4COOH + 4H,0 [ 3CH3;COO" + H'+ 5H,

e 2 —hidroksipropanojska (mle¢na kislina)
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CH;CHOHCOOH + 2H,0 [1 CH3;COO + HCO; + H" + 2H,

e FEtanol

CH;CH,OH + H,O [0 CH3COO™ + H + 2H,
e Ogljikov dioksid in vodik

2CO, +4H, 1 CH;COO +H" + 2H,0
e Glicerin (1,2,3 — propantriol)

C,Hg05 + H,O [0 CH3COOH + 3H, + CO,

Acetat kot substrat za metanogenezo lahko nastane na ve¢ nacinov. Prvi nacin je
neposredno s fermentacijo (npr. bakterije rodov Clostridium, Bifidobacterium), drugi nacin
nastanka acetata je s procesom acetogeneze, kjer je acetat koncni produkt homoacetogenih
bakterij, ki ga naredijo iz vodika in CO; (npr. bakterije rodu Acetobacterium), tretji pa s
sekundarno fermentacijo hlapnih mascobnih kislin (propionat, butirat, sukcinat) in
alkoholov (npr. bakterije rodu Syntrophomonas). Pri procesih nastanka acetata je eden
izmed produktov tudi vodik, ki je nujno potreben za metanogenezo, hkrati pa je poraba
vodika nujna za ustrezen potek fermentacije hlapnih mascobnih kislin (sintrofizem)

(Madigan in sod., 2000).

Acetogene bakterije so obvezne proizvajalke vodika (H;). Nastanek acetata z oksidacijo
dolgoveriznih mascobnih kislin je termodinamsko mozen le ob zelo nizkem parcialnem
tlaku vodika. To pomeni, da lahko dobijo acetogene bakterije energijo za prezivetje in rast
samo pri nizki koncentraciji H,, medtem ko metanogene arheje prezivijo zgolj ob ustrezni
dostopnosti vodika, zato je nujno simbionsko (sintrofizem) razmerje med acetogenimi in

metanogenimi mikoroorganizmi (Deublein in Steinhauser, 2008).
2.6.4 Metanogeneza

Metanogeno fazo (nastajanje metana) vr$ijo metanogene arheje, ki so striktno anaerobne
(Deublein in Steinhauser, 2008). Ne morejo pa razgraditi vseh substratov, npr. glukoze,
organskih ali mascobnih kislin (razen acetata). Razgradijo lahko zgolj za metanogenezo

sprejemljive oblike substratov. Le-te razdelimo v tri skupine (Madigan in sod., 2000):
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V prvo skupino sodijo CO; substrati (ogljikov dioksid, CO;), format (HCOO) in ogljikov
monoksid, CO). Metanogene arheje CO, z H; reducirajo v metan:

e CO;,+4H; [J CH4+ 2H,0;00G= -131 kJ/kmol (Madigan in sod., 2000).

Druga skupina substratov temelji na metilni skupini (metanol (CH3OH), metilamin,
dimetilamin, trimetilamin, metilmerkaptin, dimetilsulfid). Taki substrati, npr. metanol, se
razgradijo do metana po dveh moZznih poteh. Pri prvi gre za redukcijo z vodikovimi ioni, v
primeru njihove odsotnosti pa se nekaj molekul CH3OH oksidira do CO,, kar sprosti
elektrone, potrebne za redukcijo preostalih molekul metanola v metan. (Madigan in sod.,
2000):

1. CH30H +H; [1 CH4 + HyO; [1G°=-113 kJ/kmol

2. 4CH;OH [0 3CH4 + CO; + 2H,0; [G°= -319 kJ/kmol

Tretjo skupino substratov predstavlja acetat (CH3COOH)

e CH3COOH [ CH4+CO»;[1G’=-31 kJ/kmol (Madigan in sod., 2000)

Pri zgoraj opisanih reakcijah lahko vidimo, da se pri redukciji CO, z vodikom sprosti
bistveno vec energije kot pri razgradnji ocetne kisline (Deublein in Steinhauser, 2008). V
procesu metanogeneze 30 % metana proizvede hidrogenotrofna skupina arhej (rodova
Methanococcus, Methanobacterium) z redukcijo CO,, medtem ko 70 % metana nastane iz

acetata z acetotrofnimi metanogenimi arhejami (rodova Methanosarcina, Methanothrix)

(Madigan in sod., 2000).

Razlog za tako razmerje je omejena ponudba vodika. V nasprotnem primeru bi visoka
koncentracija vodika povzrocila inhibicijo metanogeneze. Sinteza metana iz vodika in
ogljikovega dioksida je tako odvisna od akumulirane koncentracije vodika, nastalega v

acetogeni fazi.

27 PARAMETRI, KI VPLIVAJO NA ANAEROBNOMETANOGENO
RAZGRADNJO ORGANSKIH SNOVI

Procesi mikrobnega metabolizma so odvisni od Stevilnih parametrov. Za optimalen proces

fermentacije je treba te parametre dobro nadzorovati (Deublein in Steinhauser, 2008).
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2.7.1 Vpliv visokega parcialnega tlaka vodika

Ozko specifi¢na simbioza je nujna za nemoteno funkcioniranje vodikovih producentov
(acetogene bakterije) in vodikovih porabnikov (metanogene arheje). Da lahko bioloska
reakcija potece, mora biti eksotermna, kar pomeni, da mora biti prosta energija reakcije
negativna. Vodikova koncentracija mora biti dobro uravnoteZena: na eni strani metanogeni
mikroorganizmi potrebuje dovolj vodika za produkcijo metana, po drugi strani pa mora biti
parcialni tlak vodika dovolj nizek, da ne inhibira acetogenih bakterij. Maksimalno
sprejemljiv parcialni tlak vodika je odvisen od vrst bakterij in arhej in tudi od dostopnih

substratov (Deublein in Steinhauser, 2008).

Za anaerobno pretvorbo propionata preko ocetne kisline in Hy/CO, do metana je
energetsko okno zelo ozko (Deublein in Steinhauser, 2008). Srafirano podro&je na sliki 4
predstavlja »termodinamsko okno« razgradnje propionske kisline. Razgradnja propionske
kisline poteka do 10™ bara parcialnega tlaka vodika. Do inhibicije razgradnje etanola pride
komaj pri enem baru parcialnega tlaka vodika (Harper in Pohland, 1986). Razgradnja
propionske kisline je lahko pokazatelj produktivnosti bioreaktorja, saj je ta razgradnja

pogosto limitirajo¢i faktor pri produkciji bioplina (Deublein in Steinhauser, 2008).
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Slika 4: Odvisnost spros¢ene energije od parcialnega tlaka vodika (Grepmeier, 2002)



Medjedovi¢ A. Vpliv razli¢nih ... odpadkov na proizvodnjo bioplina ... iz UASB bioreaktorja. 14
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2009

2.7.2 Koncentracija mikroorganizmov

Metanogeni mikroorganizmi imajo v sploSnem dolge podvojevalne ¢ase. Da se prepreci
izpiranje in zagotovi ucinkovito zaCetno delovanje bioreaktorja, morajo biti
mikroorganizmi v mirujo¢em reaktorju prisotnivsaj 10-15 dni. Acidogene inacetogene
bakterije rastejo hitreje, zato pri njih dejansko ni moznosti izpiranja. Nizka stopnja rasti
metanogenih mikroorganizmov pomeni, da je za bioplinske reaktorje potrebna relativno

dolga zagonska doba, tudi do treh mesecev (Deublein in Steinhauser, 2008).
2.7.3 Vrstasubstrata

Izplen fermentacije oziroma razgradnja substratov je odvisna predvsem od njihove sestave.
Skoraj iz vseh organskih materialov, ki vsebujejo zadosten delez ogljika, lahko
pridobivamo bioplin. Mascobe, ogljikovi hidrati in proteini se dobro razgrajujejo, medtem
ko se vlaknine (oleseneli ali starejSi deli rastlin) pocCasneje (Energetska izraba bioplina,
2009). Glede na strukturo substratov vmesni produkti razgradnje lahko tudi omejijo ali
zavirajo proces razgradnje. Na primer razgradnja maScob lahko nakopi¢i mascobne kisline,
kar zavira nadaljnjo razgradnjo. Z razgradnjo proteinov nastajata amoniak in zveplov

dioksid, ki v preveliki koli€ini zavirata metanogenezo (Deublein in Steinhauser, 2008).
2.7.4 Specificna povrsina delcev substrata

Za uspesnost biokemijskih reakcij je nujna ¢im vecja povrSina substrata, ki se mora
razgraditi. Ta se spreminja proporcionalno s kvadratom velikosti delcev. Zapovecanja
povrsine substrata je v mnogih primerih priporocljivo drobljenje biomase na ¢im manjSe

delce pred fermentacijo (Deublein in Steinhauser, 2008).
2.7.5 Temperatura

Glede na temperaturni optimum lahko anaerobne mikroorganizme razdelimo v tri skupine
(Bouallagui in sod., 2004):

e psihrofilni (15-25 °C)

e mezofilni (35-37 °C)

e termofilni (50-60 °C)
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Slika 5: Vpliv temperature na ¢as fermentacije (Deublein in Steinhauser, 2008)

Metanogeni mikroorganizmi so obcutljivi na hitre spremembe temperature. Vecina
metanogenih mikroorganizmov pripada mezofilnemu temperaturnemu obmocju. V
splosnem velja, da je energetska bilanca boljsa v mezofilnem kot v termofilnem obsegu
(Deublein in Steinhauser, 2008). Prednost mezofilnega obratovanja je visoka procesna
stabilnost, tudi pri temperaturnem nihanju, v primerjavi s termofilnimi procesi (Zupancic
in Ros, 2003), kjer majhno odstopanje od optimalne temperature povzroci precej$njo
motnjo procesa. Temperatura ne sme odstopati za vec kot za 2 °C navzgor ali navzdol od

temperaturnega optimuma (Deublein in Steinhauser, 2008).

V zadnjih letih postajajo vse bolj aktualni termofilni metanogeni procesi, medtem ko se
psihrofilni procesi izvajajo le v redkih bioplinskih reaktorjih (Poulsen, 2003). Prednosti
termofilnega procesa v primerjavi s procesi, ki potekajo pri niZji temperaturi, so krajsi
zadrzevalni Cas v reaktorju, zaradi hitrejSe razgradnje organskih snovi (slika 5), boljSe
unic¢enje patogenih mikroorganizmov, boljSa razgradnja dolgoveriznih mas¢obnih kislin,
manj biomase, potrebne v primerjavi s koli¢ino produciranega metana. Na drugi strani je
slabost termofilnega procesa vecja poraba energije, ki je potrebna za segrevanje reaktorjev,

in vecja nevarnost zaviranja procesa z amoniakom (Poulsen, 2003; Zupanc¢ic¢ in Ros, 2003).
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2.7.6 Vrednost pH

V literaturi najpogosteje navajajo povezanost vrednosti pH s koncentracijo amonija. Pri
visjem pH se namre¢ veé raztopljenega amonijevega iona (NH;") pretvori v amoniak
(NH3), ki je toksicen za mikroorganizme. Z visanjem pH tako lahko povecamo toksi¢nost
za mikroorganizme (Borja in sod., 1996). Optimalni pH za delovanje metanogenih
mikroorganizmov je med 6,7 in 7,5 (Deublein in Steinhauser, 2008). Pod vrednostjo 6,6
pride do oc€itnega padca aktivnosti metanogenih mikroorganizmov. Znano je, da lahko pri

pH = 5 prezivijo dva meseca (Anderson in sod., 1982).
2.7.7 Razmerje med organskim ogljikom in dusikom (C/N)

Pomemben vpliv na metanski potencial ima razmerje med ogljikom in dusikom (C/N) v
substratu. Ogljik je vir energije pri anaerobnem dihanju. Optimalno razmerje C/N za
produkcijo bioplina je 30 : 1 (Bardiya in Gaur, 1997), najmanjSe Se ugodno razmerje pa je
16 : 1. Substrati z nizkim razmerjem C/N privedejo do narascanja koncentracije amoniaka
ter zmanjSanja produkcije metana, previsoka razmerja pa povzro€¢ijo pomanjkanje dusika,

kar negativno vpliva na rast mikroorganizmov (Deublein in Steinhauser, 2008).
2.7.8 Inhibitorji

Pri anaerobni razgradnji se mikroorganizmi, ki tvorijo kisline in tisti mikroorganizmi, ki
tvorijo metan, zelo razlikujejo v smislu fiziologije, prehranskih potreb, kinetike rasti in
obcutljivosti na okoljske dejavnike. Primarni vzrok reaktorske nestabilnosti so motnje
ravnotezja med njimi (Demirel in Yenigun, 2002). Prisotnost inhibitornih snovi je pogosto
glavni vzrok za motnje delovanja anaerobnih reaktorjev. Inhibicija se obicajno pokaze kot
zmanjSanje proizvodnje bioplina in kopic¢enjem hlapnih organskih kislin (Kroeker in sod.,

1979).
2.7.8.1 Organske kisline (mas¢obne kisline in amino kisline)

Ponavadi so organske kisline do doloc¢enih koncentracij Ze prisotne v substratu. Razgradijo
se med metanogenezo. Delno obstajajo v nedisociirani obliki in delno v disociirani obliki.
Se posebej nedisociirane kisline imajo zaradi lipofilne narave zaviralni u¢inek, saj prodrejo

v celice, kjer denaturirajo celicne proteine. Reaktorji se obi¢ajno zakisajo, ¢e jih
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preobremenimo z lahko razgradljivim organskim substratom ali pa je razgradnja kislin
zavrta. To pomeni, da je mogoce organsko obremenitev metanskega reaktorja povecevati

le postopoma in pocasi (Deublein in Steinhauser, 2008).

Na zmanjsanje udinkovitosti bioreaktorja dodatno vpliva padanje pH vrednosti. Ce je pH
vrednost manjSa od 7, se zaviralni uc¢inek zacne pri pragu koncentracije 1000 mg/locetne
kisline. Pri izomasleni kislini ali izovalerianski kislini je prag zaviralnega ucinka pri
koncentraciji 50 mg/l nedisociirane mascobne kisline brez adaptacije, medtem ko ima
propionska kislina mocan zaviralni ucinek ze pri koncentraciji 5 mg/l (Deublein in

Steinhauser, 2008).
2.7.8.2  Amonijevion (NH4") in amoniak (NHj3)

Amoniak (NH3) in amonijev ion (NH4") nastaneta pri anaerobni bioloki razgradnji
dusikovih snovi, ve¢inoma iz proteinov in uree (Kayhanian, 1999). Na razmerje amoniaka
in amonijevega iona vpliva pH vrednost. Amoniak ima zaviralni ucinek in je v vecjih
koli¢inah lahko strupen, medtem ko so amonijevi ioni povsem neproblemati¢ni (Deublein

in Steinhauser, 2008).

Med Sstirimi funkcionalnimi skupinami anaerobnih mikroorganizmov so metanogeni
najmanj tolerantni na amoniak (Kayhanian, 1994). Ko je koncentracija amoniaka narasla v
obmocje 4051-5734 mg NH3-N/l, je bila acidogena populacija v granuliranem odpadku
komaj prizadeta, medtem ko je metanogena populacija izgubila 56,5 % svoje aktivnosti
(Koster in Lettinga, 1988). Prosti amoniak (NH3) so prepoznali kot glavni vzrok za
zaviranje anaerobnega procesa, ker prosto prehaja skozi membrane (Kroeker in sod.,

1979).

VzdrZevanje pH vrednosti znotraj optimalne rasti mikroorganizmov tako lahko zniza
toksi¢nost amoniaka. Narascanje pHvrednosti vodi v povecano toksi¢nost, zaradi
povecanega razmerja med amoniakom in amonijevimi ioni (Bhattacharya in Parkin, 1989).
Liu in Sung (2002) na sploSno menita, da je koncentracije amonija okoli 200 mg/l v korist
anaerobnemu procesu, saj je duSik, esencialno hranilo tako na voljoanaerobnim
mikroorganizmom. Koncentracija skupnega amonijskega dusika v razponu od 1,7 do

14 g/1, povzro€i 50 % redukcijo proizvodnje metana (Hansen in sod., 1998). Znatne razlike
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v koncentraciji zaviralnega amoniaka je mogoce pripisati razlikam v substratu, inokulumu,
okoljskim dejavnikom (temperatura, pH) in prilagoditvenem obdobju (Angelidakiin
Ahring, 1994). Med obdelavo odpadkov, ki vsebujejo veliko koncentracijo amonijskega

nitrata, pH vpliva na rast mikroorganizmov (Hansen in sod., 1999).

Proces nestabilnosti zaradi amoniaka pogosto vodi v kopicenje hlapnih maS€obnih kislin,
kar spet vodi v znizanje pH vrednosti in s tem upad koncentracije prostega amoniaka
(NH3). Interakcija med prostim amoniakom, nizjim mas¢obnim kislinam in pH vrednostjo
verjetno vodi do »inhibiranega dinami¢nega ravnovesja«, pogoja, kjer proces tece stabilno,

a z manjSo metansko produkcijo (Angelidaki in Ahring, 1993).

Anaerobna fermentacija odpadkov z visoko koncentracijo amoniaka je lazje inhibirana in

manj stabilna v termofilnem kot v mezofilnem obmocju (Braun in sod., 1981).
2.7.8.3 Sulfat

Zveplo je potrebno hranilo za metanogene mikroorganizme, saj se je izkazalo, da je
vsebnost Zvepla v metanogenih mikroorganizmih vi§ja, kot pri drugih skupinah
mikroorganizmov v anaerobnih okoljih. Sulfat je skupna sestavina Stevilnih industrijskih
odpadnih voda (O'Flaherty in sod., 1998). V anaerobnih reaktorjih sulfatne reducirajoce
bakterije reducirajo sulfat v sulfid (Koster in Lettinga, 1988). V zvezi z naravo sulfidne
toksi¢nosti in u¢inkov razli¢nih sulfidov na mikroorganizme obstaja v literaturi precejsSnja
zmeda (Chen in sod., 2008). McCartney in Oleszkiewicz (1991) sta opazila, da toksi¢nost

sulfida naraS¢a z naras¢anjem pH vrednosti.

Zaviralne koncentracije sulfida, o katerih so porocali v literaturi, so bile med 100 in
800 mg/l raztopljenega sulfida ali priblizno 50-400 mg/l neraztopljenega H,S (Parkin in
sod., 1990).

2.7.8.4 Alkalijske kovine in njihove soli (Na, K, Mg, Ca, Al)

Na, K, Mg, Ca, Al so lahke kovine, ki vplivajo na anaerobno razgradnjo. Sprostijo se lahko
z razgradnjo organske snovi (npr. biomasa) ali pa so dodane kot kemikalije za korekcijo
pH vrednosti. Zadostne koliCine stimulirajo mikrobno rast, presezene koli¢ine pa

upocasnijo rast in povzrocijo Stevilne inhibicije in toksi¢nost (Soto in sod., 1993).
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Informacije o vplivu aluminija na anaerobno razgradnjo so v literaturi minimalne. Dodatek
Al(OH)3 je inhibiral tako acetogene kot tudi metanogene mikroorganizme. Po izpostavitvi

1000 mg/1 AI(OH)3 za 59 dni se je aktivnost metanogenih in acetogenih mikroorganizmov
zmanjSala (Cabirol in sod., 2003).

Kugelman in McCarty (1964) sta porocala, da je optimalna koncentracija Ca za
metanogenezo iz ocetne kisline 200 mg/l. Meja inhibicije metanogene aktivnosti s kalcijem
je pri koncentraciji 2500-4000 mg/l, mocna inhibicija pa se pojavi pri koncentraciji

8000 mg/l.

Optimalna koncentracija Mg za anaerobne bakterije je 720 mg/l (Ahring in sod., 1991).
Opazili so, da je nizka koncentracija kalija vzrok za izboljSanje ucinkovitosti v
termofilnem in mezofilnem razponu, medtem ko je pri vi§ji koncentraciji zaviralni u€inek

izrazitejsi v termofilnem obmocju (Kugelman in McCarty, 1964).
2.8 TEHNOLOGIJE

Danes obstajajo razlicne tehnologije bioplinske proizvodnje. Prevladujejo kontinuirni
postopki, ki se locijo v tri skupine, glede na razlike v zadrzevalnih ¢asih. V prvo skupino
razvrS¢amo postopke, kjer so vsi trije zadrzevalni Casi enaki, to sta reaktor s popolnim
premesanjem (CSTR — Completely Stirred Tank Reactor) in cevni reaktor. V drugi skupini
sta zadrzevalna Casa mikroorganizmov in substrata daljSa od zadrzevalnega Casa tekoCine;
tu najdemo kontaktni reaktor in reaktor z muljno posteljico (UASB). Za tretjo skupino je
znacilen daljsi zadrZevalni ¢as mikroorganizmov od zadrzevalnih Casov substrata, ta pa je
zopet daljSi od zadrZevalnega Casa tekocine. Sem uvr§€amo anaerobne filtre in bioreaktorje
z raz§irjeno plastjo. Od omenjenih tipov bioplinskih reaktorjev pa so najboljucinkoviti

bioreaktorji UASB (Deublein in Steinhauser, 2008).

Tehnologija UASB (upflow anaerobic sludge blanket) je bila razvita v sedemdesetih letih
prejSnjegastoletja in je sedaj postala najbolj uporabljan postopek za anaerobno
predobdelavo organsko in visokoobremenjenih odpadnih voda iz pivovarn kot tudi iz

ostale zivilske industrije (Klemencic¢ in Vojvodic, 2009).

Osnovna in najpomembnejSa lastnost postopka UASB je granulirana ali peletirana

mikrobna biomasa z dobrimi usedalnimi lastnostmi in visoko specifi¢no aktivnostjo. Ta
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biomasa oblikuje dinami¢no muljno plast, ki lebdi v spodnji tretjini bioreaktorske posode.
Njena prostornina se lahko povecuje ali zmanjsSuje na ra¢un gibanja granul. Gibanje granul
navzgor v stolpu tekocine povzroc¢ajo nanje pripeti mehurcki bioplina. Zaradi delovanja
striznih sil ter diferenciranja hidrostatskega in plinskega tlaka v plinskih mehurckih pri
potovanju granul navzgor pride do razplinjevanja, to jedo razdvajanja granul in
mehurckov, ter padanja granul nazaj v muljno posteljico. Dodatno meSanje v takem
reaktorju najveckrat ni potrebno. Konstrukcija samega bioreaktorja je dokaj enostavna.
Svezo odplako ¢rpamo pri dnu skozi poseben razdelilni sistem. Odplaka se potem dviguje
navzgor in se razgrajuje do metana in CO;. Plinski mehurcki se loc¢ijo od biomase na poti
skozi tla¢ni gradient, najkasneje pa na povrsini zvonasto oblikovanih razplinjevalcev v

zgornjem delu bioreaktorja (MarinSek Logar, 1992).

. l_-‘hiuplin

iztok

® mulj- granule

= hioplin

Slika 6: Shema bioreaktorja BIOBED — UASB (Klemenci¢ in Vojvodi¢, 2009)

3 MATERIALI IN METODE
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3.1 MATERIAL

V poskusu smo uporabljali sveze substrate iz pivovarne LaSko. Nasi substrati so bili
odpadna pivovarska voda, hidroliziran kvas in nehidroliziran kvas. Med substrati je imel
najvecji KPK nehidroliziran kvas, 293 g/l (preglednica 1). Odpadna pivovarska voda je
imela KPK le 3,03 g/l. Hidroliziran kvas je imel v primerjavi z nehidroliziranim vecje
vrednosti KPK, suhe snovi in organske snovi. Kemijske lastnosti kvasine so konstantne
tudi ve¢ mesecev, medtem ko vrednosti pri odpadni pivovarski vodi nihajo, zato je treba
vsaki¢ znova preveriti kemijske lastnosti substrata. Kvas hidrolizirajo pri visoki

temperaturi brez dodatkov kemikalij (termi¢na hidroliza).

Preglednica 1: Kemijske lastnosti substratov

Substrat KPK (g/) BPK (g/l)  SS (g/) OS (g/) Dusik (g/l TKN)
Hidroliziran kvas 277,00 193,90 188 177 11-12
Nehidrolizirankvas 293,00 193,38 152 142 11-12
Odpadna pivovarska voda 3,03 2,42

KPK — kemijska potreba po kisiku, BPK — bioloska potreba po kisiku, SS — suha snov, OS — organska snov,
TKN — organski dusik, Kjeldahlov dusik

Granulirano biomaso, vir mikroorganizmov, smo prav tako kot substrate pridobili iz

pivovarne Lasko, natan¢neje iz njihovega bioreaktorja UASB.
32 METODE

Metode, ki smo jih uporabljali za predpripravo testa in med testom biometanskega
potenciala, so standardne metode za vrednotenje anaerobne biorazgradljivosti (ISO 11734)
inpostopki za dolocanje anaerobne biorazgradljivosti po Youngu (1996), postopki
dolocitve kemijske potrebe po kisiku in metode za dolocitev suhe in organske snovi (Eaton

in sod., 1995).
3.2.1 Opis testa biometanskega potenciala (BMP)

Kot osnovni testni postopek smo uporabili test biometanskega potenciala (test BMP) po
Owenu in sod. (1979). Je u€inkovita in cenovno ugodna metoda za spremljanje obsega in

hitrosti pretvorbe organske snovi v metan v anaerobnih razmerah.
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V testu BMP smo merili produkcijo metana, ki nastane pri anaerobni razgradnjitestnih
vzorcev: odpadne pivovarske vode, odpadne pivovarske vode z dodanim hidroliziranim

kvasom in odpadne pivovarske vode z dodanim nehidroliziranim kvasom (slika 7).

Za ustrezno izvedbo testa BMP smo najprej analizirali suho in organsko snov biomase.
Potem smo izmerili Se kemijsko potrebo po kisiku (KPK) za posamezne substrate (odpadna
pivovarska voda, odpadna pivovarska voda z dodanim hidroliziranim kvasom in odpadna
pivovarska voda z dodanim nehidroliziranim kvasom). Iz teh podatkov smo za testne

mesanice izracunali razmerje biomase in substrata (Sulfita in sod., 1996; Young, 1996).

V testnih steklenicah smo plinotesno inkubirali biomaso kot vir mikroorganizmov, ki pri
anaerobnih pogojih razgrajujejo testne vzorce. Med testom je v steklenicah narascal tlak, ki
je kazalec obsega in hitrosti produkcije bioplina. Merilne glave na steklenicah so v nasem
poskusu belezile pritisk v hPa. Vzporedno s testnimi substrati pa smo testirali tudi
produkcijo metana same biomase (negativna kontrola), kjer v testne steklenice nismo
dodali substrata. Pozitivno kontrolo poskusa pa so predstavljali vzorci, ki imajo poleg
biomase dodano znano, lahko razgradljivo organsko snov. V nasem primeru jebila to

glukoza. Pozitivna kontrola je potrebna za interno kontrolo poteka poskusa.
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Slika 7: Potek poskusov

substrat 1 — odpadna pivovarska voda, substrat 2 — odpadna pivovarska voda s hidroliziranim kvasom,

substrat 3 — odpadna pivovarska voda z nehidroliziranim kvasom
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3.2.2 Predpriprava za test BMP
3.2.2.1 Termostatiranje inokuluma

Inokulum, ki je vir anaerobnih fermentativnih in metanogenih arhej, s termostatiranjem
stabiliziramo tako, da mikroorganizme vsaj pet dni pred izvedbo testa BMP termostatiramo
pri temperaturi 37°C. S stabilizacijo doseZemo porabo preostale prisotne organske snovi v
inokulumu, ki bi sicer pri izrac¢unavanju vplivala na produkcijo metana v vzorcih (SIST EN

ISO 11734).

3.2.2.2 Dolocanje suhe snovi (SS) in organske snovi (OS) mikrobne biomase

SS in OS smo dolocali s standardno metodo (Eaton in sod., 1995). ZasuSenje smo
uporabili zarilne lon¢ke, ki smo jihpredhodno oc¢istili in prezarili (24 h, 105 °C) ter
ohladili v eksikatorju. Lonc¢ke smo stehtali in vvse odpipetirali 10 ml vzorca terjih
ponovno stehtali. Vzorce smo 24 ur pustili pri 105 °C. Po kon¢anem suSenju smo loncke
previdno prenesli v eksikator, jih ohladili in stehtali. Vzorce smo dalje Zarili v zarilni peci
24 ur pri 550 °C. Po koncanem Zarjenju smo nato loncke prenesli v eksikator, jih ohladili
in stehtali. Sledil je izracun SS in OS po enacbah 1 in 2 za vse vzorce. SS in OS smo

dolocali v treh ponovitvah in izracunali povprecne vrednosti.

SS (g/1) = ((Mpos — mlon )/Vyz)*1000 ..(1)
0S (g/1) = ((Mpos — Mpoz )/ Vyz)*1000 .(2)
Myos - masa loncka z vzorcem po susenju (g)
Myon - masa praznega loncka (g)
Vv; - volumen vzorca pred suSenjem (10 ml)
M5 - masa lonc¢ka z vzorcem po zarjenju (g)

3.2.2.3 Izracun volumna mikrobne biomase v testni steklenici

Mikrobno biomaso (inokulum) moramo obremeniti s primerno koli¢ino substrata, ¢e
zelimo testizvesti v merljivem obmocju. Obremenitev mikrobne biomase podajamo kot
kvocient vrednosti KPK dodanega substrata na organsko snov inokuluma (mg KPK/g OS

inokuluma). Koncentracija OS biomase je v standardni izvedbi testa BMP 2 g OS/I testne
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mesSanice. Glede na predhodno dolo¢eno vrednost OS v biomasi, preracunamo volumen
biomase, ki jo moramo dodati testni meSanici. Volumen testne meSanice v nasih poskusih

je bil 0,5 1, zato smo dodajali 1 g OS biomase.
3.2.2.4  Priprava substratov in analiza KPK substratov

Vrednost KPK substratov potrebujemo za izraCun ustreznih obremenitev mikrobne
biomase, kajti v nasprotnem primeru lahko visoka obremenitev biomase vodi do
previsokega tlaka bioplina v steklenici OxiTop®. Previsokega tlaka (izven merilnega

obmocja sistema OxiTop®) ne moremo izmeriti.

Za substrate 1, 2 in 3 smo izmerili KPK vrednosti
e Substrat 1: 11 odpadne pivovarske vode
e Substrat 2: 1 | odpadne pivovarske vode + 3,7 ml hidroliziranega kvasa

e Substrat 3: 1 | odpadne pivovarske vode + 3,7 ml nehidroliziranega kvasa

V vec paralelkah smo odpipetirali 500 pl vsakega substrata in ga dodali reagentom za KPK
iz testnega seta LCK 014 v merilnem obmocju 1000 — 10000 mg KPK/ 102 (Hach Lange
GMBH). Testne meSanice smo segrevali 2 h pri 148 °C v grelni komori tipa LT 200 (Hach
Lange GMBH). Nato smo jih prestavili v spektrofotometer DR 2800 (Hach Lange
GMBH), ki je izmerila vrednosti KPK posameznih vzorcev. Vrednosti KPK substrata 1, 2

in 3 so povprecja dveh paralelnih ponovitev.
3.2.2.5 Izracun obremenitve mikrobne biomase v testu BMP

Na liter testne meSanice dodamo 2 g OS mikrobne biomase (ISO 11734: 1995). Nas
poskus smo izvedli z0,5 1 testne meSanice na steklenico, kar pomeni v posamezni
steklenici 1 g OS biomase. Obremenitev biomase s substratom je bila 0,2 g KPK/g OS.
Dodali smo 0,2 g KPK substratov. Glede na izmerjen KPK smo izracunali volumne testnih
substratov 1, 2 in 3, ki jih je bilo potrebno dodati v razli¢ne testne meSanice pri predvideni

obremenitvi biomase.
3.2.2.6 Obremenitev biomase z glukozo v testnih steklenicah za pozitivno kontrolo

Enem gramu glukoze ustreza 1070 mg KPK. Iz tega sledi, da pri obremenitvi 200 mg
KPK/1 g OS v steklenice s pozitivnimi kontrolami dodamo 0,187 g glukoze.
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3.2.3 Izvedba testa BMP
3.2.3.1 Priprava anaerobne vode (prepihovanje z duSikom)

Pred izvedbo testa BMP smo pripravili vodo, iz katere smo izrinili kisik, da smo zagotovili
anaerobne pogoje. Vodo smo segrevali do vretja in dodatnih pet minut prepihovali s kisika

prostim dusikovim plinom in nato plinotesno zaprli.
3.2.3.2 Priprava fosfatnega pufra

Fosfatni pufer vsebuje meSanico dveh raztopin. Raztopino 1 pripravimo tako, da 22,53 g
KH;PO4 raztopimo v 500 ml vode. Raztopino 2 pa pripravimo tako, da 48,77 g Na,HPO x
2H,0 raztopimo v 500 mldeionizirane vode. Raztopino 1 in raztopino 2 zmeSamo in do

uporabe shranimo v hladilniku.
3.2.3.3 Sestava testnih meSanic

Volumen celotne testne meSanice v testu BMP je znasal 500 ml na testno steklenico. 1z
vrednosti SS, OS biomase ter KPK substrata smo izracunali volumne biomase in volumne
testnih substratov v testnih meSanicah. Volumen dodanega fosfatnega pufra na testno
steklenico je bil konstanten, in sicer 20 ml. Do kon¢nega volumna testne meSanice
(500 ml) pa smo dodali anaerobno vodo. Merili smo metanski potencial v treh testnih
meSanicah. Na enak nacin smo socasno z vzorciv testu BMP pripravili tudi negativno
kontrolo (brez dodanega substrata) in pozitivno kontrolo z dodano glukozo pri enaki

obremenitvi.
3.2.3.4 Polnjenje testnih steklenic

Steklenice smo v digestoriju polnili z ustrezno koli¢ino mikrobne biomase, substrata,
puferske raztopine in vode ob prepihavanju z duSikovim plinom. Nato smo na steklenico
namestili merilno glavo in zatesnili en stranski vrat, medtem ko smo na drugem stranskem
vratu steklenico $e naprej prepihovali z dusikovim plinom, da smo zagotovili anaerobne
pogoje. Po petnajst minutnem prepihovanju smo zatesnili Se drugi stranski vrat, vsebino
steklenic dobro premesali in iz vsake steklenice odlili po 50 ml v oznacene serumske
steklenicke ter jih shranili pri 4°C v hladilniku. Vsebino serumskih stekleni¢k smo

uporabili za meritev pH, KPK meSanic in etrsko ekstrakcijo hlapnih mas¢obnih kislin na
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zacetku poskusa. Vse steklenice smo potem istoasno prenesli na magnetna meSala v
termostatirno komoro pri temperaturi 37°C. Poskus je trajal21 dni. NaraS¢anje tlaka

bioplina smo odcitali in spremljali s kontrolnim modulom OC 110.
3.2.4 Potek poskusa BMP
Test biometanskega potenciala (test BMP) smo izvedli na dva nacina:
* test BMP 1
* test BMP 2

V testu BMP 1 smo testirali 35 vzorcev testnihmeSanic v sedmih paralelkah za vsak
vzorec. Testno meSanico smo med poskusom vzor¢ili Sest krat. Shemo vzorcenja prikazuje
slika 8. Na dan vzorCenja smo izbrali pet testnih steklenic iz vsake paralelke, izmerili
sestavo bioplina in opravili preostale analize. Vrsto opravljenih analiz na odvzetih vzorcih

prikazuje preglednica 2.
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Slika 8: Shema vzoréenja v prvem poskusu

Vo — prvi dan vzoréenja, V1-V4 — tretji, Sesti, deseti, Stirinajsti dan vzoréenja, V5 — enaindvajseti dan
vzorcenja, KPK — kemijska potreba po kisiku, GC-FID — plinski kromatograf s plamensko ionizacijskim
detektorjem, GC — TCD — plinski kromatograf z detektorjem na toplotno prevodnost
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Preglednica 2: Opravljene analize na dan vzor¢enja zaposkus BMP 1

Vo Vi-Vy4 Vs
KPK KPK
Hlapne mascobne kisline (GC- Hlapne mascobne kisline (GC- Hlapne mascobne kisline (GC-
FID) FID) FID)
Sestava bioplina (GC-TCD) Sestava bioplina (GC-TCD) Sestava bioplina (GC-TCD)
Ph pH pH

Vo — prvi dan vzoréenja, V1-V4 — tretji, Sesti, deseti, §tirinajsti dan vzorcenja, V5— enaindvajseti dan
vzorcenja, KPK — kemijska potreba po kisiku, GC-FID — plinski kromatograf s plamensko ionizacijskim
detektorjem, GC — TCD — plinski kromatograf z detektorjem na toplotno prevodnost

Pri drugem nacinu izvedbe poskusa (BMP 2) smo testirali 25 vzorcev testnih meSanic v
petih paralelkah za vsak vzorec. Testno meSanico smo vzorc€ili tri-krat. S hemo vzorcenja
prikazuje slika 9. Na dan vzorcenja smo izbrali pet testnih steklenic iz vsake paralelke,
izmerili sestavo bioplina in opravili preostale analize. Vrsto opravljenih analiz pri odvzetih
vzorcih prikazuje preglednica 3. Poleg tega smo ob prvem vzorcenju izbrali pet vzorcev z
najvi§jim tlakom iz vsake paralelke in med celotnim poskusom spremljali Se natan¢neje

narascanje tlaka bioplina in njegovo sestavo.

I:I i i i i i I i i i i i i i i I i i i

01 23 45678 2 1011213141516 171819 20 21
Cas [dne)

Slika 9: Shema vzor€enja v drugem poskusu

Vi — vzorenje na sedmi dan, V2 — vzorcenje na S$tirinajsti dan, V3 — vzorcenje na enaindvajseti dan, KPK —
kemijska potreba po kisiku, GC-FID — plinski kromatograf s plamensko ionizacijskim detektorjem, GC —
TCD - plinski kromatograf z detektorjem na toplotno prevodnost
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Preglednica 3: Opravljene analize na dan vzoréenja zaposkus BMP 2

Vi V2 Vs
KPK KPK
Hlapne mascobne kisline (GC- Hlapne mascobne kisline (GC- Hlapne mascobne kisline (GC-
FID) FID) FID)
Sestava bioplina (GC-TCD) Sestava bioplina (GC-TCD) Sestava bioplina (GC-TCD)
pH pH pH

V| — vzorcenje na sedmi dan, V2 — vzorcenje na Stirinajsti dan, V3 — vzorcenje na enaindvajseti dan, KPK —
kemijska potreba po kisiku, GC-FID — plinski kromatograf s plamensko ionizacijskim detektorjem, GC —
TCD — plinski kromatograf z detektorjem na toplotno prevodnost

3.2.5 Spremljanje poskusnih parametrov v testih BMP 1 in BMP 2
3.2.5.1 Spremljanje naraS¢anja tlaka bioplina in izracun koliCine proizvedenega bioplina

V testu BMP smo spremljali naraS¢anje tlaka bioplina v testnih steklenicah. Privite glave
OxiTop (System OxiTop) so v urnem intervalu merile tlak v testnih steklenicah. Po
kon€anem poskusu smo s kontrolnim modulom prenesli podatke v program Excel.
Volumen bioplina pri normalnih pogojih smo izracunali po splo$ni plinski enacbi (3). Z
odstevanjem volumna bioplina pri negativni kontroli vzorca od volumna bioplina pri

testnih steklenicah, smo dobili volumen bioplina, ki je nastal zaradi dodanega substrata.

BV BT )
T T
P, - tlak pri normalnih pogojih (101,3 kPa)
Vo - volumen plina pri normalnih pogojih
T - temperatura pri normalnih pogojih (273 K)
P, - najvisji dosezeni tlak iz testa BMP (v hPa), ki mu je vrednost tlaka bioplina

negativne kontrole Ze odSteta
V, - volumen praznega prostora v steklenici, kjer od celotnega volumna
steklenice ml odstejemo 450 ml tekocine in dobimo, da je Vx enak 750 ml

T, - temperatura inkubacije (310 K)
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3.2.5.2 pH reakcijskih meSanic

Na zacetku in na koncu testa BMP smo merili pH vrednost testnih meSanic s pH — metrom

Orion 520 A.
3.2.5.3 Analiza sestave proizvedenega bioplina

Med testom BMP smo spremljali spreminjanje sestave plinov v reakcijskih steklenicah:
odstotni delez (%) metana, dusika in ogljikovega dioksida v skupnem plinu smo analizirali
s plinsko kromatografijo na plinskem kromatografu Shimadzu, GC-14A, opremljenim z

detektorjem na toplotno prevodnost (TCD) (MarinSek Logar, 1992).

Na dan vzorCenja smo testnim meSanicam s plinsko kromatografijo doloc¢ili odstotno
sestavo plinov in nato izraCunali volumen posameznih plinov v bioplinu. Zanimal nas je

predvsem volumen CHy in COs,.

Pline smo loc¢evali na 4 m dolgi jekleni koloni z notranjim premerom % ince, polnjeni s
polnilom PORAPAK Q. Kot mobilno fazo (nosilni plin) smo uporabljali helij.
Temperatura injektorja in kolone je bila 30°C ter detektorja 80°C. Kalibracijska plinska
mesanica je vsebovala: 15,3 % vodika (H3), 19,9 % dusika (N»), 20,3 % metana (CHy4) in
44,5 % ogljikovega dioksida (CO3). V injektor smo injicirali 50 pl vzorca. Kromatografske
signale smo vrednotili z integratorjem Chromatopack CR-4A (Shimadzu) z metodo

absolutne kalibracije (MarinSek Logar, 1992).

3.2.5.4 Etrska ekstrakcija hlapnih mascobnih kislin (HMK)

Za analizo koncentracij HMK smo pri vsakem vzorcenju odvzeli 3 ml testne meSanice.
Vzorcem smo znizali pH vrednost na pH =2 s 50% H,SO4. V epruvete HACH smo dodali
0,4 g suSenegaNaCl in 1 mlvzorca. V vsako epruveto smo dodali 100 ul internega
standarda (krotonska kislina) in 200 pl 50 % H>SO4. Dodali smo 1 ml etra in epruvete 20-
krat stresali gor — dol. Sledilo je centrifugiranje meSanic, dokler centrifuga ni dosegla 2000
obratov. Potem smo zgornjo etrsko fazo ekstrakta prenesli s Pasterjevo pipeto v druge
HACH epruvete. K preostali vodni fazi smo ponovno dodali po 1 ml etra in 20-krat stresali
gor — dol, ponovno centrifugirali in s Pasterjevo pipeto odvzeli zgornjo etrsko fazo in jo

zdruzili s prvo. Dodali smo Se 2 mali spatuli CaCl in dobro zatesnili epruvete (Holdeman
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in sod., 1977). Istocasno smo ekstrahirali tudi standardno meSanico HMK za kvalitativno

in kvantitativno umeritev plinskega kromatografa.
3.2.5.5 Analiza hlapnih mascobnih kislin (HMK)

Koncentracije hlapnih mascobnih kislin smo dolo¢ili na plinskem kromatografu Hewlett
Packard 5890 A, s plamenskoionizacijskim detektorjem. Temperatura detektorja je bila
290°C. Kapilarno kolono NUKOL, 30 m X 0,25 mm X 0,25 pm, Supelco, smo ogrevali po
temperaturnem programu: T,asema = 75°C, zadrzevalni ¢as = 3,5 min, Tyonena = 160°C,
kon¢ni zadrzevalni ¢as = 3 min in hitrost dogorevanja = 14 C/min. Nosilni plin je bil argon
s pretokom 2 ml/min, detekcijska plina pa vodik (30 ml/min) in zrak (300 ml/min).
Vbrizgali smo 1 pl etrskega izvlecka v split postopku 30:1. Uporabili smo tehniko
internega standarda. Kot interni standard smo uporabili krotonsko kislino. Kalibracijska
raztopina HMK je vsebovala: 0,581 g/l ocetne kisline, 0,515 g/l propionske kisline, 0,478
g/l izo-maslene, 0,480 g/l n-maslene, 0,457 g/l izo-valerjanske, 0,458 g/l n - valerjanske,
0,462 g/l n-kapronske in 1 g/l krotonske kisline.

3.2.5.6 Celokupna produkcija metana

Celokupna produkcija metana je koncni volumen nastalega metana na koncu testa BMP, v
nasem primeru na 21. dan poskusa. Izracunamo ga kot kon¢ni volumen bioplina pri

normalnih pogojih iz splosne plinske enacbe (3).
3.2.5.7 Bioplinski potencial

Bioplinski potencial smo izracunali kot kvocient volumna nastalega bioplina in KPK
dodanega substrata (m’/kg KPK substrata). Pri tem smo upostevali konéni volumen

produciranega plina pri normalnih pogojih.

3.2.5.8 Izplen metana

Izplen metana smo izraCunali kot razmerje med pri¢akovano izra¢unano produkcijo metana
iz 1 kg razgrajenega KPK in dejansko izmerjeno produkcijo metana iz 1 kg KPK v testu
BMP. Izra¢unana vrednostpredpostavlja, da je iz 1 kgpopolnomarazgrajenega KPK
mogoce pridobiti 0,35 m® metana pri standardnih plinskih pogojih (STP) (Michaud in sod.,
2002),
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4 REZULTATI
4.1 REZULTATI PREDPRIPRAVE POSKUSA
4.1.1 KPK substratov

V obeh primerih (BMP 1 in BMP 2) je dodatek kvasa (hidroliziranega al
nehidroliziranega) povecal vrednost KPK odpadne pivovarske vode. KPK vrednosti

testiranih substratnih mesanic so prikazane v preglednici 4.

Preglednica 4: KPK substratov v poskusih BMP 1 in BMP 2

Substrat BMP 1 (mg KPK/lgupstrata) BMP 2 (mg KPK/lgupstrata)
Substrat 1 3062,00 2973,30
Substrat 2 4095,33 4016,00
Substrat 3 3172,17 4226,67

BMP 1 — kemijska potreba po kisiku v prvem poskusu, BMP 2 — kemijska potreba po kisiku v drugem
poskusu, substrat 1-— odpadna pivovarska voda, substrat 2 — odpadna pivovarska voda s hidroliziranim
kvasom, substrat 3 — odpadna pivovarska voda z nehidroliziranim kvasom

4.1.2 Suha (SS) in organska snov (OS) mikrobne biomase

Suho in organsko snov biomase smo pri obeh poskusih (BMP 1, BMP 2) izracunali z

enacbo 1 in enacbo 2. Njihove povprecne koncentracije so prikazane v preglednici 5.

Preglednica 5: Povpre¢ne vrednosti suhe in organske snovi biomase v poskusih BMP1 in BMP 2

Suha snov (SS) (g/1) Organskasnov (OS) (g/1)
BMP 1 30,03 23,07
BMP 2 43,70 21,13
4.1.3 Sestava testnih meSanic

Vsi vzorci v prvem poskusu so vsebovali 40 ml biomase, v drugem poskusu pa47 ml
biomase. Koli¢ina fosfatnega pufra je bila konstantno 20 ml za vse vzorce priobeh
poskusih. Volumne dodanih substratov in celotno sestavo testnih meSanic za BMP 1

prikazuje preglednica 6, za BMP 2 pa preglednica 7.
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Preglednica 6: Sestava testnih meSanic za BMP 1

Negativna
kontrola

Biomasa (ml) 40
Glukoza (mg) 0
Substrat] (ml)
Substrat2 (ml)
Substrat3 (ml)
Fosfatni pufer (ml) 20
Voda (ml) do 500
Skupaj (ml) 500

Pozitivna
kontrola

40

187

20
do 500
500

Preglednica 7: Sestava testnih meSanic za BMP2

Negativna
kontrola

Biomasa(ml) 47
Glukoza (mg) 0
Substratl (ml)
Substrat2 (ml)
Substrat3 (ml)
Fosfatni pufer (ml) 20
Voda (ml) do 500
Skupaj (ml) 500

4.2  REZULTATITESTOV BMP 1 IN BMP 2

Pozitivna
kontrola

47

180

20
do 500
500

4.2.1 Vrednost pH testnih meSanic

Zacetne in koncne pH vrednosti za poskusa BMP 1 in BMP 2 so prikazane na slikah 10 in
11. Zacetna vrednost pH vzorcev je bila v obeh testih izenacena, razen pri pozitivni
kontroli v prvem poskusu, kjer meritve odstopajo zaradi mozne analitske napake. Zaetna
povprecna vrednost pH testnih meSanic je bila v prvem testu 7,1 in v drugem testu 7,2.

Med inkubacijo so se vse vrednosti pH znizale, in sicer za 0,2 v prvem testu in 0,1 v

drugem testu.

Substrat 1

40

65

20

do 500

500

Substrat 1

47

65

20
do 500
500

Substrat 2

40

50

20

do 500
500

Substrat 2

47

50

20
do 500
500

Substrat 3

40

62

20

do 500
500

Substrat 3

47

50

20

do 500
500
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7.3 1
L OZacetek M@Konec
7.2 F
7.1 F
7.0 |

6,9 r

pH vrednost

6,8 r

6,7 r

6,6

Negativna Pozitivha Substrat1  Substrat2  Substrat 3
kontrola kontrola

Slika 10: pH na zacéetku in na koncu inkubacije prvega poskusa

7.3 1
OZacetek M@Konec

7,20 -

71 ¢

70

pH vrednost

6,9 r

6,8

Negativna Pozitivha Substrat1  Substrat2  Substrat 3
kontrola kontrola

Slika 11: pH na zacetku in na koncu inkubacije drugega poskusa

Vse vrednosti pH vzorcev prvega in drugega poskusa so v zgornji polovici pH optimuma

za metanogeni proces (pH nad 7), (Deublein in Steinhauser, 2008).
4.2.2 Proizvodnja bioplina med testom BMP 1 in BMP 2

Med testom BMP 1 je volumen bioplina nara$¢al pri vseh vzorcih (slika 12). Najvec
bioplina je nastalo iz substrata z dodanim nehidroliziranim kvasom (substrat 3), najmanj pa
pri pozitivni kontroli. Volumen bioplina pri vzorcu odpadne vode z dodanim
nehidroliziranim kvasom Ze po prvem dnevu doseZe 54 % celotnega volumna bioplina.

Celokupna produkecija bioplina za vzorec z dodanim nehidroliziranim kvasom znasa 80 ml.
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Nara$¢anje volumna nastalega bioplina ima podobno dinamiko pri vzorcu pivovarske
odpadne vode (substrat 1) in pri vzorcu pivovarske odpadne vode, ki ji je dodan
hidroliziran kvas (substrat 2). Kon¢na (celokupna) produkcija bioplina iz vzorca odpadne

vode je 68 ml in 62 ml pri vzorcu z dodanim hidroliziranim kvasom.

80

&
o o
T T

Volumen (ml)

(o8]
o
T

ro
o
T

—i— Pogzitivha kontrola —a— Substrat 1

-
o

—o— Substrat 2 —+— Substrat 3

o

01 23 45678 91011121314 151617 18 19 20 21

Cas (dnevi)
Slika 12: Proizvodnja bioplina v odvisnosti od ¢asa za posamezni vzorec med testom BMP1

V poskusu BMP 2 je bioplinska produkcija narascala pri vseh vzorcih (slika 13), le da je
bil trend naras¢anja pocasnejsi kot v poskusu BMP 1. Prav tako kot v poskusu BMP 1 smo
tudi tu najvecjo celokupno produkcijo bioplina zabelezili pri vzorcu odpadne pivovarske
vode, ki ji je bil dodannehidroliziran kvas (substrat 3), in sicer 62 ml. Kumulativni

produkciji bioplina pri substratu 1 in 2 sta izenaceni (54 ml).
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70 r

(=]
o
T

(5}
o
T

Volumen (ml)

—&— Pozitivha kontrola
—&— Substrat 1
—&— Substrat 2
—+—Su blstralt 3

0

1

2 3 4 5 6 7 8 910111213 14 1516 17 18 19 20 21
Cas (dnevi)

Slika 13: Proizvodnja bioplina v odvisnosti od ¢asa za posamezni vzorec med testom BMP 2

4.2.3 Proizvodnja bioplina in metana iz posameznih substratov

4.2.3.1

Proizvodnja bioplina in metana iz odpadne pivovarske vode (substrat 1)

V poskusu BMP 1 smo po metanogeni razgradnji odpadne pivovarske vode pridobili 68 ml

bioplina, od tega je bilo 53 ml metana, kar pomeni 77 % metana v skupnem bioplinu. V

poskusu BMP 2 pa je proizvodnja bioplina in s tem tudi metana narasc¢ala poCasneje,

dosegla je manjse kon¢ne vrednosti : 54 ml bioplina, 42 ml metana, kar je 76 %.

70,00
60,00
50,00
40,00
30,00

Volumen (ml)

20,00
10,00
0,00

—— Bioplin —=—NMetan

0

1 23 4567 8 91011121314151617 18 1920 21
Cas (dni)

Slika 14: Proizvodnja bioplina in metana v odvisnosti od ¢asa za odpadno pivovarsko vodo v poskusu BMP 1
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Volumen (ml)

60 r

50 r

30 -

20 ¢

——Bioplin ——NMetan

0

1

23 4567 8 91011121314151617 1819 20 21

Cas (dni)
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Slika 15: Proizvodnja bioplina in metana v odvisnosti od ¢asa za odpadno pivovarsko vodo v poskusu BMP 2

4.2.3.2 Proizvodnja bioplina in metana iz odpadne pivovarske vode z dodanim

hidroliziranim kvasom (substrat 2)

V poskusu BMP 1 smo po metanogeni razgradnji odpadne pivovarske vode z dodanim

hidroliziranim kvasom pridobili 61 ml bioplina, od tega je bilo 47 ml metana, kar pomeni

77 % metana v skupnem bioplinu. V poskusu BMP 2 pa je proizvodnja bioplina in s tem

tudi metana narasc¢ala pocasneje in je dosegla manjSe kon¢ne vrednosti : 53 mlbioplina,

40 ml metana, kar je 76 %.

Volumen (ml)

Slika 16: Proizvodnja bioplina in metana v odvisnosti od ¢asa za odpadno pivovarsko vodo z dodanim

70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

—— Bioplin —=—NMetan

0

1 23 456 7 8 91011121314151617 18 1920 21
Cas (dni)

hidroliziranim kvasom v poskusu BMP 1
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60

50

30

Volumen (ml)

20

10 ——Bioplin —=—Metan

01 2 3 456 7 8 91011121314 151617 18 19 20 21
Cas (dni)

Slika 17: Proizvodnja bioplina in metana v odvisnosti od ¢asa za odpadno pivovarsko vodo z dodanim

hidroliziranim kvasom v poskusu BMP 2

4.2.3.3 Proizvodnja bioplina in metana iz odpadne pivovarske vode z dodanim

nehidroliziranim kvasom (substrat 3)

V poskusu BMP 1 smo po metanogeni razgradnji odpadne pivovarske vode z dodanim
nehidroliziranim kvasom pridobili najvec¢je vrednosti bioplina v primerjavi z vzorci
odpadne pivovarske vode (substrat 1) in vzorci odpadne pivovarske vode z dodanim
hidroliziranim kvasom (substrat 2), in sicer 80 ml bioplina, od tega je bilo 63 ml metana,
kar pomeni 79 % metana v skupnem bioplinu. V poskusu BMP 2 pa je proizvodnja
bioplina in s tem tudi metana narascala pocasneje ter je dosegla manjSe kon¢ne vrednosti:

63 ml bioplina, 47 ml metana, kar je 75 %.
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Slika 18: Proizvodnja bioplina in metana v odvisnosti od ¢asa za odpadno pivovarsko vodo z dodanim

Volumen (ml)

Slika 19: Proizvodnja bioplina in metana v odvisnosti od ¢asa za odpadno pivovarsko vodo z dodanim

Volumen (ml)

70
60
50
40
30
20
10

80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00 = ' ' ' ' ' ' '

01234567 8 91011121314151617 181920 21

—a&— Bioplin

—4&—Metan

Cas (dni)

nehidroliziranim kvasom v poskusu BMP 1

: ——Bioplin —=—NMNetan

01 2 3 456 7 8 910111213 14151617 18 19 20 21
Cas (dni)

nehidroliziranim kvasom v poskusu BMP 2

4.2.4 Delez metana v bioplinu med poskus BMP 1 in BMP 2

39

DeleZz metana v bioplinu je narascal pri vseh testiranih vzorcih v poskusih BMP 1 in

BMP 2 (slika 20, slika 21). Najve€jo proizvodnjo metana v testu BMP 1 smo ugotovili v

vzorcih odpadne pivovarske vode z dodanim nehidroliziranim kvasom (substrat 3), in sicer

79 % ali 63 ml, najmanjSo proizvodnjo metana pa vvzorcih pozitivne kontrole, in sicer

74 % ali 33 ml. Delez metana v vzorcih odpadne pivovarske vode z dodanim
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hidroliziranim kvasom (substrat 2) in vvzorcih odpadne pivovarske vode (substrat 1) je

znasal: 77 % ali 47 ml in 77 % ali 36 ml.

Najvecjo proizvodnjo metana v bioplinu testa BMP 2 smo ugotovili v vzorcih odpadne
pivovarske vode (substrat 1), in sicer 77 % ali 42 ml, sledita deleza metana v vzorcih
odpadne pivovarske vode z dodanim nehidroliziranim kvasom (substrat 3) in
hidroliziranim kvasom (substrat 2). NajmanjSo proizvodnjo metana pa so zagotovili vzorci

pozitivne kontrole, in sicer 73 % ali 35 ml.

85 r
80
)
— 75 =
12}
=}
5
@ 70
N
% 65
o —=— Pozitivha kontrola —a— Substrat 1
60 —ea— Substrat 2 —#— Substrat 3
55 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 20 21
Cas (dni)

Slika 20: Delez metana v odvisnosti od ¢asa za posamezni vzorec v poskusu BMP 1
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©
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A 60 —— Pozitivha kontrola  —a&— Substrat 1
Substrat 2 —¥— Substrat 3
55

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Cas (dni)

Slika 21: Delez metana v odvisnosti od ¢asa za posamezni vzorec v poskusu BMP 2



Medjedovi¢ A. Vpliv razli¢nih ... odpadkov na proizvodnjo bioplina ... iz UASB bioreaktorja. 41
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2009

4.2.5 Koncentracije hlapnih masc¢obnih kislin (HMK) v testnih meSanicah poskusov
BMP 1 in BMP 2

4.2.5.1 Pozitivna kontrola

V testu BMP 1 je koncentracija ocetne kisline dosegla pri vzorcih pozitivne kontrole po
treh dneh inkubacije maksimum (slika 22), in sicer 16 mg/1(0,27 mM). Potem je zacela
upadati, a se do konca poskusa koncentracija ni zmanjSala pod 4 mg/l. Koncentracija

ostalih kislin jebila med celotnim testom BMP majhna in ni presegla 0,64 mg/l za

posamezno kislino.

20 —e— ocetna k.

Koncentracija (mg/l)

01 2 3 4 5 6 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21
Cas (dni)

Slika 22 : Koncentracija ocetne kisline v testni meSanici med poskusom BMP 1 v pozitivni kontroli

V testu BMP 2 je koncentracija ocetne kisline pri pozitivni kontroli dosegla maksimum po
sedmih dneh inkubacije (slika 23), in sicer 240 mg/l. Potem je zacela upadati, a se do
konca poskusa koncentracija ni zmanjsala pod 46 mg/l. Koncentracija propionske kisline je

upadla od 7. dne dalje (47 mg/l) in se je popolnoma porabila do 14. dne.
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Slika 23: Koncentracija ocetne in propionske kisline v testni mesanici med poskusom BMP 2 v pozitivni

kontroli

4.2.5.2 Odpadna pivovarska voda (substrat 1)

Na zacetku inkubacije so bile v odpadni vodi prisotne razli¢ne hlapne mascobne kisline
(slika 24). Najvi§jo vrednost je dosegla ocetna kislina, in sicer 70 mg/l1 (1,17 mM), nato
propionska in maslena kislina s koncentracijo okoli 25 mg/l (0,42 mM). Najmanj je bilo
valerianske (16 mg/l) in kapronske kisline (14 mg/l). Po treh dneh inkubacije smo zaznali
upadanje koncentracije kislin razen ocetne kisline, ki se je ponovno akumulirala do 21 mg/1
(0,35 mM) inse pretezno porabila do 14. dne. Do konca testa BMP se je koncentracija

vseh kislin zmanjSala pod 10 mg/1.
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Slika 24: Koncentracija hlapnih ma$¢obnih kislin v testni mesanici odpadne pivovarske vode med poskusom

BMP 1

V poskusu BMP 2 je koncentracija ocetne kisline nara$¢ala do 14. dne inkubacije, do

konca testa pa upadla pod 11 mg/l. Propionske kisline je bilo malo (pod 15 mg/l) in se je

popolnoma porabila do 14. dne.

Slika 25:

—e—ocetnak.
80

—a— propionskak.

Koncentracija (mafl)

D 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L L o
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Cas (dni)

Koncentracija ocetne in propionske kisline v testni meSanici odpadne pivovarske vode med

poskusom BMP 2
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4.2.5.3 Odpadna pivovarska voda z dodanim hidroliziranim kvasom (substrat 2)

V testu BMP 1 so bile ob zacetku inkubacije prisotne razli¢ne hlapne mas¢obne kisline
(slika26). Najvi§jo vrednost sta dosegli ocetna kislina, in sicer 80 mg/1(1,33 mM) ter
propionska kislina s koncentracijo 20 mg/1 (0,33 mM). Po treh dneh inkubacije, ob drugem
vzoréenjukislin, smo zaznali upadanje kocentracije kislin razen ocetne kisline, ki se je
ponovno akumulirala do 20 mg/1 (0,33 mM) in se pretezno porabila do 14. dne. Do konca

testa BMP 1 sej je koncentracija vseh kislin zmanjSala pod 10 mg/1.

80 ocetnak. —— propionskak. maslenak.
70 valerianska k. ——kapronska k.
= 60
£ 50 |
g 40 |
530 |
& 20
10 \\¥
0 L+ =
012345678 91011121314151617 1819 20 21

Cas (dni)

Slika 26: Koncentracija hlapnih masScobnih kislin v testni meSanici odpadne pivovarske vode z dodanim

hidroliziranim kvasom med poskusom BMP 1

V poskusu BMP 2 se je koncentracija ocetne kisline zmanjsala od 7. dne (140 mg/l) in do
konca testa upadla pod 11 mg/l. Propionska kislina je narascala do 14. dne inkubacije in se

popolnoma porabila do konca testa (slika 27).
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——ocetnak. —=— propionskak.
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Slika 27: Koncentracija ocetne in propionske kisline v testni meSanici odpadne pivovarske vode z dodanim

hidroliziranim kvasom med poskusom BMP 2
4.2.5.4 Odpadna pivovarska voda z dodanim nehidroliziranim kvasom

V testu BMP 1 sobile na zacetku inkubacije prisotne razli¢ne hlapne mascobne kisline
(slika 28). Najvisjo vrednost je dosegla ocetna kislina, in sicer okoli 90 mg/l, sledijo ji
propionska kislina, maslena, valerianska in kapronska v nizji koncentraciji (med 15 in
35 mg/l). Do konca testa se je koncentracija zmanjsala, in sicer ocetne kisline pod 25 mg/l,

druge kisline pa so se popolnoma porabile.

——ocetnak. —=— propionskak. maslenak.
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Slika 28: Koncentracija hlapnih mas¢obnih kislin v testni meSanici odpadne pivovarske vode z dodanim

nehidroliziranim kvasom med poskusom BMP 1
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V poskusu BMP 2 se je koncentracija ocetne kisline zmanjSevala od 7. dne inkubacije in
do konca testa upadla pod 25 mg/l. Propionske kisline je bilo manj (pod 29 mg/l) in se je v

vecini porabila do 14. dne.

200 < —+—ocetnak.
—&— propionskak.
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Slika 29: Koncentracija ocetne in propionske kisline v testni meSanici odpadne pivovarske vode z dodanim

nehidroliziranim kvasom med poskusom BMP 2

4.2.6 Celokupna produkcija metana, bioplinski potencial, produkcija metana na

1 g dodanega KPK in dejanski izplen metana v testu BMP 1 in BMP 2

Izmerjeni parametri testa BMP ( celokupna produkcija metana, bioplinski potencial,
produkcija metana na 1 g dodanega KPK in dejanski izplen metana) so bili v testu BMP 1

vecji kot v BMP 2. Vrednosti izmerjenih parametrov so prikazane v preglednici 8.

Najvecjo celokupno produkcijo metana v obeh testih so zagotovili vzorci odpadne
pivovarske vode z dodanim nehidroliziranim kvasom (substrat 3), in sicer 63 ml v BMP 1.
Najmanj$o celokupno produkcijo metana v obeh poskusih pa smo dosegli iz vzorcev z

dodanim hidroliziranim kvasom (substrat 2), in sicer 47,1 ml v BMP 1.

Najvecji bioplinski potencial v obeh testih je dosegel vzorec odpadne pivovarske vode z
dodanim nehidroliziranim kvasom (substrat 3), in sicer 0,41 m’/kg KPK v BMP 1.
Najnizjo vrednost bioplinskega potenciala je dosegla odpadna pivovarska voda zdodanim

hidroliziranim kvasom (substrat 2).
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Najvecjo produkcijo metana iz 1 g dodanega KPK substrata smo dosegli pri vzorcih
odpadne pivovarske vode z dodanim nehidroliziranim kvasom, in sicer 320,33 mg/g KPK
v BMP 1. Najnizja vrednost produkcije metana je bila pri vzorcu odpadne pivovarske vode

z dodanim hidroliziranim kvasom (substrat 2)

dodanimnehidroliziranim kvasom (substrat 3), in sicer 91,52% pri prvem poskusu.
Najnizji izplen smo dobili pri vzorcih odpadne pivovarske vode z dodanim hidroliziranim

kvasom (substrat 2).

Preglednica 8: Celokupna produkcija metana, bioplinski potencial, produkcija metana na 1 g dodanega KPK

in dejanski izplen metana v testu BMP 1 in BMP 2

Substrat 1 Substrat 2 Substrat 3
BMP 1/BMP 2 BMP 1/BMP 2 BMP 1/BMP 2
Celokupna produkcija metana (ml)
52,62/ 41,76 47,10/ 40,05 63,00/ 47,08
Bioplinski potencial (m3/kg KPK)
0,34/ 0,28 0,30/ 0,27 0,41/ 0,30
Produkcija metana na 1 g dodanega
KPK (ml/g KPK) 264,42/ 216,06 230,01/ 199,47 320,33/ 222,78
Dejanski izplen metana (%)
75,55/ 61,73 65,72/ 56,99 91,52/ 63,65

BMP 1 — prvi test biometanskega potenciala; BMP 2 — drugi test biometanskega potenciala, substrat 1 —
odpadna pivovarska voda, substrat 2 — odpadna pivovarska voda z dodanim hidroliziranim kvasom, substrat
3 — odpadna pivovarska voda z dodanim nehidroliziranim kvasom
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Preucevalismo anaerobno metanogeno razgradnjo treh substratov iz pivovarniSke
industrije, in sicer odpadno pivovarsko vodo, pivovarski vodi dodan hidroliziran kvas in
pivovarski vodi dodan nehidroliziran kvas. Kot proizvodno mikrobno biomaso smo
uporabili biomaso iz bioreaktorja UASB. S testom BMP smo ugotavljali produkcijo
skupnegabioplina in metana in iz tega izracunali biometanski potencial (test BMP)
odpadne pivovarske vode, odpadne pivovarske vode z dodanim hidroliziranim kvasom pri
enih in zdodanim nehidroliziranim kvasom pri drugih vzorcih. Osnovno vpraSanje je
namre¢ bilo, kako dodajanje dveh oblik odpadnega pivovarskega kvasa odpadni pivovarski

vodi vpliva na proizvodnjo bioplina in izplen metana.

Zaradi vse vecjega spektra razlicnih odpadnih organskih substratov in njihovih meSanic na
agrozivilskem in komunalnem podrocju, obstaja interes proizvajalcev bioplina po ¢im bolj
razgradljivih in izkoristljivih substratih, primernih za njihovo doziranje v anaerobne
fermentorje. Pomen testa BMP je zato kljucen za preizkusanje anaerobne biorazgradljivosti
razli¢nih substratov in razlicnih mesanic substratov na laboratorijskem nivoju. Rezultati, ki
smo jih pridobili s testom BMP, so nujno potrebni za nadaljevanje raziskav na pilotnem

nivoju in za realizacijo v kon¢nih industrijskih procesih proizvodnje bioplina.

Pred zacetkom testa BMP smo najprej analizirali osnovne kemijske in fizikalne lastnosti
substratov in biomase. Podatki o KPK substratov in OS mikrobne biomase so potrebni za
primerno obremenitev mikrobne biomase z razli¢nimi substrati. Prevelika obremenitev
biomase vodi do nastanka previsokega tlaka bioplina vsteklenici Oxitop s substratom.
Nastali tlak ni ve¢ v merljivem obmocju, zato merilne glave ne morejo ustrezno meriti.
Nasprotno, nizka obremenitev biomase pomeni premajhno razliko v tlakunastalega
bioplina med negativno kontrolo vzorca in testno meSanico s substratom. V obeh nasih
poskusih (BMP1 in BMP2) smo uspeli zagotoviti ustrezno obremenitev. Testna meSanica
je bila ustrezna (0,2 g KPKgypstrata/g OS biomase (ISO 11734)), saj smo v vseh primerih

lahko ustrezno merili naras¢anje tlaka ob proizvodnji bioplina v testnih steklenicah.
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Sestava testnih meSanic (preglednica 6, preglednica 7) ni bila popolnoma enaka pri obeh
poskusih BMP kljub temu, da smo uporabili enake substrate, enako biomaso in
obremenitve v razmaku $§tirih tednov (hranjeno pri 4°C v hladilniku). V prvem poskusu so
imele testne meSanice 40 ml biomase v drugem pa 47 mlbiomase, zato ker je biomasa v
testu BMP 1 vsebovala ve¢ organskih snovi kot v testu BMP 2. Metanogenih arhejskih
agregatov in konglomeratov granularne oblike, veCinoma sestavljenih iz Ciste biomase
nismo smeli homogenizirati, saj bi s tem unicili specificno strukturo mikrobne zdruzbe,
zato je bilo tezko ponovljivo alikvotirati v obeh poskusih s pipetiranjem. Obremenitev s
substratom 1 in substratom 2 je bila enaka v obeh poskusih (BMP 1, BMP 2), saj so si bile

vrednosti KPK substratov zelo podobne (preglednica 4).

Ugotovili smo, da je vrednost pH vzorcev v prvem in drugem poskusu rahlo upadla od
zacetka do konca inkubacije, vendar se ni pomaknila v vrednosti pod 6,7, kar kaZe na to, da

je razgradnja organskih substratov potekala v optimalnih pogojih glede na pH.

Test BMP je v obeh poskusih pokazal najvisjo celokupno produkcijo metana iz odpadne
pivovarske vode, ki ji je bil dodan nehidroliziran kvas (preglednica 8). V prvem poskusu
smo dobili po 21. dnevni inkubaciji 63 ml metana, v drugem pa 47,08 ml metana. Vzorci z
nehidroliziranim kvasom so se izkazali kot najbolj produktivni. Tudi pri izracunu
bioplinskega potenciala (preglednica 8) se je kot najboljsi dodatek izkazal nehidroliziran
kvas. Najvecjo produkcijo metana iz 1 g dodanega KPK substrata smo dosegli v obeh
poskusih pri vzorcih z nehidroliziranim kvasom, najmanjSo pa pri vzorcih s hidroliziranim
kvasom (preglednica 8). Dejanski izplen metana pa je prav tako pripadal vzorcu z dodanim

nehidroliziranim kvasom (preglednica 8).

Iz rezultatov je razvidno, da je dodatek nehidroliziranega kvasa dosegel najvis§je vrednosti
pri kumulativni produkcijimetana, bioplinskem potencialu, produkciji metana na 1g
dodanega KPK in dejanskemizplenu metana. Dodatek hidroliziraninegakvasa pa je
dosegel najnizje vrednosti, vendar so bile le-te blizu vrednostim same odpadne vode, ki jo
trenutno v pivovarni presnavljajo v reaktorju UASB. Iz tega lahko sklepamo, da dodatek
hidroliziranega kvasa ne zavira anaerobnegaprocesa, ne doprinese pa tudi k visji

produkciji metana.



Medjedovi¢ A. Vpliv razli¢nih ... odpadkov na proizvodnjo bioplina ... iz UASB bioreaktorja. 50
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2009

Pred zacetkom poskusa BMP smo predvidevali, da bo dodatek hidroliziranega kvasabolj
ucinkovit v produkciji bioplina od dodatka nehidroliziranega kvasa, saj je hidroliziran kvas
delno Ze razgrajen. Rezultati so pokazali nasprotno. Vzrok za manjSo ucinkovitost
hidroliziranega kvasa v primerjavi z nehidroliziranim kvasom je lahko visja koncentracija
amoniaka v raztopini, saj se hidroliziran kvas zaradi predhodne obdelave na zacetku
inkubacije hitro razgradi in nastane ve¢ amoniaka, kot ga mikroorganizmi potrebujejo in
porabljajo za rast. Posledica je njegovo kopicenje in posledi¢no inhibitorni ucinek na
produkecijo bioplina. Ob zaklju¢ku poskusa smo zato naredili analizo vsebnosti amoniaka v
raztopini za vzorec z dodanim hidroliziranim kvasomin z dodanim nehidroliziranim
kvasom. Analiza ni pokazala vecje koncentracije amoniaka pri vzorcu z dodanim
hidroliziranimkvasom. Liu in Sung (2002) na splosno menita, da je koncentracija
amoniaka pod 200 mg/1 v korist anaerobnemu procesu. Pri nasi analizi je bila koncentracija
na koncu poskusa pod to vrednostjo. V povprecju je bilo amoniaka pri vzorcu z dodanim
hidroliziranim kvasom 0,12 g/l in 0,13 g/l pri vzorcu z dodanim nehidroliziranim kvasom.
Vrednost dusika je bila 0,19 g/l pri dodanem hidroliziranem kvasu in 0,42 g/l pridodanem
nehidroliziranem kvasu. Ne vemo pa, kakSna je bila koncentracija amoniaka med samim

poskusom.

Test BMP smo izvedli na dva nacina. Razlika je bila le v pogostosti merjenja hlapnih
mascobnih kislin in sestave plina s plinskim kromatografom. Menimo, da med inkubacijo
ni treba vzorciti ve¢ kot tri-krat, ¢e imamo v meSanici prisoten hitro razgradljiv substrat.
Morali bi tudi razmisliti o krajsi inkubacijski dobi. Ker so naSi substrati hitro razgradljivi,
se kljucni procesi zgodijo v prvem in drugem tednu. Tretji teden je stabilen in morda

nepotreben.

ZadolocCanje biorazgradljivosti substrata v anaerobnih pogojih je bilo trebaopravljati
analize pred in po poteku poskusa BMP. Vrednosti KPK na zacetku in na koncu poskusa
ter % biorazgradljivosti nismo vkljucili med rezultate, saj izmerjenirezultati niso bili
smiselni (npr. biorazgradljivost vec¢jo od 100% in na koncu poskusa imamo ve¢ snovi kot
na zacetku). KPK mesanic je bil pri vseh vzorcih na koncu poskusa vecji kot na zacetku.
Vzrok temu so lahko suspendirani delci v vzorcu, ki motijo spektrofotometer med
meritvijo absorbance pri testu KPK, zato smo na zacetku in na koncu poskusa meSanice

centrifugirali in izmerili poleg KPK meSanic tudi KPK supernatanta. Vrednost KPK
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supernatanta je bila manjSa v primerjavi s KPK meSanic, vendar Se vedno vecjaod
vrednostt KPK na zacetku poskusa. Mozna je tudi sledeca interpretacija: na zacetku
poskusa merimo skupaj KPK substrata in KPK biomase. Med inkubacijo mikroorganizmi
razgrajujejo substrat in s tem manjS$ajo vrednost KPK substrata, isto¢asno pa se mikrobna
masa povecuje zaradi razmnozevanja mikroorganizmov, kar prispeva k povecanju KPK

mesanice.

Razen tega obcutljivost testa HACH Lange ni najboljsa. HACH Lange test se sicer
rutinsko uporablja v Cistilnih napravah, vendar predvsem za testiranje vzorcev, ki nimajo
veliko suspendiranih snovi. V naSem poskusu pa smo imeli veliko suspendiranih delcev
(biomasa), ki motijo meritve, zato test HACH Lange ni primeren. Ce bi hoteli izvesti
povsem natancno testiranje KPK z visoko obcutljivostjo, bi morali uporabiti standardni

postopek po Eatonu in sod. (1995).

Opravljene analize hlapnih maS€obnih kislin med testoma BMP so pokazale visoke zacetne
vrednosti ocetne kisline, v primerjavi s krivuljo pozitivne kontrole, ki prikazuje dejanski
proces akumuliranja in porabljanja ocetne kisline (slika 22). Glede na to, da je glukoza
lahko razgradljiv substrat, je bila koncentracija ocetne kisline na zacetku poskusa 5 mg/l,
zato substrati 1, 2 in 3 ne bi smeli prekoraciti te zacetne vrednosti. To dokazuje, da je
proces anaerobne razgradnje in s tem tvorba ocetne kisline potekal pri omenjenih substratih
ze pred samim poskusom. Odpadno pivovarsko vodo smo namre¢ nekaj dni pred izvedbo
testa hranili v hladilniku. Ocetno kislino so metanogene arheje postopoma porabile do
konca testa, razen pri odpadni pivovarski vodi in pri odpadni pivovarski vodi z dodanim
hidroliziranim kvasom, kjer smo opazili ponovno akumuliranje ocetne kisline po treh dneh
poskusa, vendar vrednost 21 mg/l (0,35 mM) ni inhibirala produkcije metana. To je v
skladu z ugotovitvami Deubleina in Steinhauserja(2008), ki navajata, da se zaviralni
ucinek ocetne kisline za¢ne Sele od 1000 mg/I dalje. Ugotavljamo torej, da v testu BMP

ocetna kislina ni zavirala procesa anaerobne razgradnje in s tem produkcije metana.

Podatkov o anaerobni metanogeni presnovi kvasa v bioplin $e ni v tuji literaturi. Industrija
se za presnavljanje kvasa v bioplin doslej ni odlo¢ala zaradi bojazni, da bi utegnil dodatek
kvasa v reaktor inhibirati proizvodnjo bioplina, poleg tega pa tudi ni bilo te potrebe, saj se
suseni kvas odli¢no prodaja kot surovina za krmo zivali in humano prehrano. Kvas je bogat

vir vitaminov B skupine (vitamini B1, B2, B6, niacin, pantotenska kislina, folna kislina,
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biotin) in beljakovin. Za vitamine B skupine je znacilno, da se v organizmu Zzivali ne
morejo naloziti v obliki telesnih rezerv, zato je z njimi potrebna stalna in redna oskrba
(Oresnik in Kermauner, 2009). Kod dodatek v humani prehrani pa pivski kvas §¢iti pred
Stevilnimi boleznimi in med drugimi koristnimi uc¢inki povecuje tudi vitalnost organizma z

ugodnim delovanjem na mozganske in Zivéne celice (Suhi pivski kvas, 2009).

Vendar pa velja opozoriti, da je procespredelave kvasa (susenje) relativno energetsko
zahteven in tako iz ekonomskega vidika problematiCen za industrijo. Poleg tega nova
okoljska zakonodaja uvaja in zahteva strogo kontrolo procesa suSenja kvasa, ki pivovarne

obremenjuje Se z dodatnimi finan¢nimi stroski (meritve izpustov CO; ekvivalentov).

Rezultati testa BMP so pokazali, da je dodatek kvasa zelo u¢inkovit v proizvodnji bioplina,

zato ga kaze v prihodnosti pospeSeno uporabljati v pivovarski industriji.
5.2 SKLEPI
Nase rezultate lahko strnemo v naslednje sklepe:

e Dodatek hidroliziranega in nehidroliziranega kvasa k odpadni pivovarski vodi
ne inhibira anaerobne produkcije bioplina.

e Ustrezna koli¢ina dodanih nehidroliziranih odpadnih pivovarskih kvasovk k

odpadni pivovarski vodi poveca metanski potencial.

e Dodatek hidroliziranega kvasa ne doprinese k visji proizvodnji metana.
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6 POVZETEK

Na agrozivilskem podro¢ju imamo veliko odpadnih organskih substratov - virov za
proizvodnjo bioplina. Za njihovo vkljucitev v bioreaktorje je nujno predhodno testiranje na
laboratorijskem nivoju, saj lahko ob nepravilnem doziranju pride do inhibicije anaerobne
razgradnje in v najslabSem primeru celo do zaustavitve bioreaktorja, kar ima negativne

okoljske in ekonomske posledice.

Pivovarna Lasko izloCi v biotehnoloSkem procesu proizvodnje piva velikoodpadne
pivovarske vode, ki je dobro presnovljiv substrat za proizvodnjo bioplina v bioreaktorju
UASB. Proces zelijo kvalitativno posodobiti in povecati produkcijo bioplina v bioreaktorju
z dodajanjem novega substrata - odpadnih pivovarskih kvasovk k odpadni vodi v UASB
bioreaktorju. Kvasovke, stranski proizvod pivovarne, morajo pred prodajo na trg trenutno
dehidrirati (tako zahteva okoljevarstvena zakonodaja), kar ima za posledico precejSnjo
porabo energije. Zato bi se temu energetskemu stroSku radi izognili oz. na racun tega raje
pridelali Se ve¢ bioplina. Cilj naloge je bil ugotoviti ali se bo mezofilni bioreaktor z muljno
posteljico (UASB), do sedaj namenjen zgolj presnovi odpadnih pivovarskih vod, pozitivno
(povecal produkcijo bioplina) ali negativno odzval na dodatek novega substrata. S testom
biometanskega potenciala (BMP) smo izmerili produkcijo metana, ki nastane pri anaerobni
razgradnjinaslednjih substratov: odpadne pivovarske vode, odpadne pivovarske vode z
dodanim hidroliziranim kvasom in odpadne pivovarske vode z dodanim nehidroliziranim
kvasom. Testne meSanice s substrati in enako mikrobno biomaso smo inkubirali 21 dni v
plinotesnih steklenicah OxiTop®. Predhodno smo opravili analize suhe (SS) in organske
(OS) snovi mikrobne biomase in KPK substratov. Med inkubacijo smo spremljali
naraSc¢anje tlaka v testnih steklenicah, vrednost pH, hlapne maScobne kisline in sestavo

bioplina.

Iz rezultatov je razvidno, da je dodatek nehidroliziranega kvasa dosegel najvisjo vrednost
kumulativne produkcije metana (63 ml), bioplinskega potenciala (0,41 m*/1 kg KPK),
produkcije metana na 1g dodanega KPK (230 ml/1 g KPK) in izplena metana (91%).
Dodatek hidroliziraninega kvasa pa je dosegel najnizjo vrednost kumulativne produkcije
metana (47 ml), bioplinskega potenciala (0,3 m*/1 kg KPK), produkcije metana na 1g
dodanega KPK (320 ml/1 g KPK) in izplena metana (66%), vendar je bila le-tablizu
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vrednosti odpadne vode, ki jo trenutno v pivovarni uporabljajo. 1z tega lahko sklepamo, da
dodatek hidroliziranega kvasa ne zavira anaerobnega procesa, ne doprinese pa tudi k vecji

produkciji metana. Pivovarna lahko varno presnovi nehidroliziran odpadni kvas v bioplin v

reaktorju UASB.
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