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Cistilne naprave ob svojem delovanju proizvajajo velike koli¢ine odveénega primarnega in
aktivnega blata, ki skupaj tvorita surovo blato. To se pogosto uporabi za proizvodnjo
bioplina, iz katerega nato pridobivajo elektricno energijo. Z namenom povecanja
ucinkovitosti tega procesa konstantno iS¢ejo in uvajajo nove resitve. Tudi ta naloga je bila
opravljena s tem namenom. Z dvema pilotnima reaktorjema (en kontrolni in en
eksperimentalni) smo na Centralni Gistilni napravi (CCN) Domzale-Kamnik preverjali
smotrnost uporabe dveh razli¢nih postopkov za izboljsanje izplena bioplina in dveh novih
substratov za njegovo proizvodnjo. Najveéje izbolj$anje (do 40 %) produkcije bioplina smo
dosegli z vracanjem dehidriranega blata v bioplinski reaktor. Uporaba meSanice
hidroliticnih encimov in mikroorganizmov se ni izkazala kot uporabna, saj je veCinoma
vodila le do manj kot 2 % izbolj$anja produkcije bioplina. Preverjali smo tudi primernost
dveh odpadnih fermentacijskih brozg iz farmacevtske industrije za anaerobno razgradnjo.
Najboljse rezultate smo dobili z brozgo T, ki je izkazovala zelo podobno razgradljivost kot
surovo blato. Potencial za produkcijo bioplina iz brozge V je bil sicer nekoliko man;jsi kot
pri surovem blatu, vendar kljub temu tudi ta brozga izkazuje veliko potenciala za
razgradnjo v bioplinskem reaktorju. Obe odpadni farmacevtski brozgi je mozno direktno
vkljuciti kot kosubstrat v proizvodnjo bioplina, s ¢imer se Cistilna naprava lahko izogne
tezavam v aerobnem delu ¢is€enja. Tehnoloske parametre proizvodnje bioplina smo
spremljali z analizo mikrobne zdruzbe z metodo TRFLP, kar raziskavi daje dodano
vrednost.
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Waste water treatment plants produce large quantities of primary and activated sludge
(combined in the form of raw sewage sludge) during their operation. This is often
anaerobically digested to produce biogas, which is a useful energy source. In order to
increase the profitability of this process, wastewater treatment plants constantly search for
and implement improvements that lead to increased energy production. This thesis was a
part of that process. We used two pilot-scale reactors (one as the experimental and the other
as the control reactor) to evaluate two different methods for biogas yield improvement and
two new substrates for biogas production at the Central wastewater treatment plant
Domzale-Kamnik. The biggest improvement was achieved by recycling dehydrated
anaerobic sludge back into the biogas reactor, which led up to a 40 % increase in biogas
production. Adding a mixture of hydrolytic enzymes and bacteria into the reactor did not
have a profound effect as it mostly led to less than a 2 % increase in biogas production. We
also tested the usefulness of two waste pharmaceutical fermentation sludges as substrates.
The best results were obtained with sludge T, which had similar degradation properties as
sewage sludge. Sludge V had a somewhat lower biogas production potential than sewage
sludge, but still showed good potential to be used in anaerobic digestion. Both sludges are
suitable for direct use as cosubstrates in biogas production at wastewater treatment plants,
which allows them to avoid problems in the aerobic part of wastewater treatment. We
monitored technological parameters of biogas production by detecting changes in microbial
community composition, using TRFLP analyses. This gives added value to this work.
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Priloga A

Priloga B

Priloga C

Priloga D

Priloga E

Priloga F

KAZALO PRILOG

Vpliv dodane encimsko mikrobne meSanice B120 (Bio-Systems) na
proizvodnjo bioplina in sestavo mikrobne zdruzbe v bioreaktorju

Vpliv vrac¢anja dehidriranega blata na proizvodnjo bioplina in sestavo
mikrobne zdruzbe

Proizvodnja bioplina iz odpadne fermentacijske brozge V iz farmacevtske
industrije in njen vpliv na sestavo mikrobne zdruzbe v bioreaktorju

Proizvodnja bioplina iz meSanice brozge V in surovega blata ter njen vpliv
na sestavo mikrobne zdruzbe

Produkcija bioplina iz brozge V in surovega blata v primerjavi s surovim
blatom glede na koli¢ino dodanega KPK v 24 urah po zadnjem dodajanju
substrata v reaktor

Proizvodnja bioplina iz meSanice brozge T in surovega blata ter njen vpliv
na sestavo mikrobne zdruzbe
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
Brozga V Odpadna fermentacijska brozga iz farmacevtske industrije V
Brozga T Odpadna fermentacijska brozga iz farmacevtske industrije T
CCN Centralna cistilna naprava
CSTR Continuous stirred-tank reactor - reaktor s popolnim premesanjem
KMK Kratkoverizne mascobne kisline
KPK Kemijska potreba po kisiku
PCR Verizna reakcija s polimerazo
PE Populacijski ekvivalent — organsko, biolosko razgradljivo breme, ki ima

petdnevno biokemijsko porabo kisika (BPK5) 60g kisika na dan (Direktiva
sveta..., 1991)

TRFLP Terminal restriction fragment lenght polymorphism — molekularno bioloska
tehnika profiliranja mikrobnih zdruzb na podlagi spremljanja velikosti
terminalnih restrikcijskih fragmentov
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X1

Odvecno
anaerobno blato

Primarno blato
Sekundarno

(aktivno) blato
Surovo blato

SLOVARCEK

Presnovljeni material, ki predstavlja stranski produkt pri
proizvodnji  bioplina in vsebuje anaerobno biomaso ter
nerazgrajene ostanke substrata

Blato, oziroma usedlina, ki se usede na dno bazenov primarne
stopnje ¢iscenja odpadne vode

Blato, oziroma posedena biomasa iz sekundarne (bioloske) stopnje
¢iS¢enja odpadne vode

Zdruzeno odve¢no primarno in sekundarno (aktivno) blato iz
aerobnega Cis¢enja odpadnih voda
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1 UVvOD

Danes pridobivamo energijo v veliki meri iz fosilnih goriv, med katerimi je najve¢ taksnih,
ki temeljijo na nafti. Le majhen delez doprinosa energije predstavljajo nuklearne
elektrarne, koli¢ina energije, ki jo pridobimo iz obnovljivih virov je pa skoraj zanemarljiva
(Deublein in Steinhauser, 2008).

V tem delu smo se osredotocili na proizvodnjo bioplina kot obnovljivega vira energije. Gre
za plin, ki ga proizvaja zdruzba mikroorganizmov v anaerobnih razmerah. V naravi bioplin
nastaja predvsem v sedimentih mocvirij ter v prebavnem traktu prezvekovalcev in
termitov. Ljudje so ze pred tisocletji opazili ta proces in ga poskusali koristno uporabiti.

Bioplin je v glavnem sestavljen iz metana (55-70 %), ogljikovega dioksida (30-45 %) ter
raznih drugih plinov in necisto¢ v sledovih. Med te spadajo H,S, NHs, vodna para, N,
siloksani in prasni delci, manj$i od Spum. Tocna razmerja med temi snovmi so specificna
posamezni bioplinarni in posameznemu substratu (Deublein in Steinhauser, 2008). V
primeru bioplinskih reaktorjev na bioloskih ¢istilnih napravah to pomeni, da je sestava
bioplina, ki ga proizvedejo iz odve¢nega blata, odvisna od vira in sestave odpadne vode ter
od nacina njenega cisCenja.

Bioloske cistilne naprave so objekti, namenjeni odstranjevanju predvsem organskega
onesnazenja iz odpadnih vod. Del tega onesnazenja (okoli 50 %) se pretvori v surovo blato,
ki predstavlja stranski produkt fizikalnih, kemijskih in bioloskih procesov, ki se izvajajo na
Cistilnih napravah (Bodik in sod., 2011; Jenicek in sod., 2012). Nastaja na dveh stopnjah
¢is¢enja odpadnih voda — v primarnih usedalnikih, kjer se usedajo predvsem organski
delci, ve¢ji od 1 mm ter v sekundarni stopnji, kjer nastaja aktivno blato, katerega najvecji
delez predstavljajo mikroorganizmi, ki sodelujejo pri ciS€enju odpadnih voda
(Tchobanoglous in sod., 2003). Surovo blato nastane po tem, ko se obe omenjeni blati
postrgata z dna primarnih in sekundarnih usedalnikov ter se zmesata skupaj.

Povpre¢no se v Evropski uniji tega materiala dnevno proizvede 60-90 g suhe snovi na
populacijski ekvivalent (PE), kar na letni ravni znese okoli 10 milijonov ton suhe snovi
surovega blata (Bodik in sod., 2011). Ker gre za organski material, je mogoce iz njega
pridelati bioplin in sicer od okoli 6 do 14 m® na osebo, ki prispeva odpadne vode v
komunalno ¢iS¢enje v enem letu. Iz vidika potenciala za proizvodnjo elektri¢ne energije to
pomeni od 15 do skoraj 37 kWh na osebo v enem letu (Jenicek in sod., 2012). Na ta nacin
lahko Cistilna naprava prihrani precej stroskov, saj del svojih potreb po elektriki krije sama.
Taks$na obdelava odvecnega blata je posledi¢no tudi najpogostejSa v svetu (Athanasoulia in
sod., 2012). Proizvodnja bioplina ima lahko razlicne aplikacije: produkcija toplote,
oziroma pare; proizvodnja ali kogeneracija elektrike; uporaba bioplina kot gorivo za vozila
ter potencialno tudi proizvodnja kemikalij (Bodik in sod., 2011). Cistilna naprava ima
korist od fermentiranja odveCnega surovega blata tudi z vidika zmanjSanja njegovega
volumna z zmanjSanjem njegove vsebnosti suhe snovi, zmanjSanja smradu odvecnega
blata, izboljSanja stopnje dehidracije, zmanjSanje vsebnosti patogenih mikroorganizmov ter
posledi¢nega povecanja varnosti tega materiala za njegovo odstranjevanje. Odvecno
anaerobno blato se na koncu postopka odstrani iz bioplinskega reaktorja in centrifugira.
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Tako pripravljeno dehidrirano blato se nato lahko uporabi v nekaterih primerih kot gnojilo,
ali pa se poslje na sezig (Deublein in Steinhauser, 2008).

Energija, ki nam jo nudi anaerobna razgradnja surovega blata pa se ni vedno koristila v
tak$ni meri kot danes. Pred koncem sedemdesetih let prejSnjega stoletja se je namrec
velikokrat bioplin spuscal v okolje, saj se je smatral kot stranski produkt pri anaerobni
fermentaciji z namenom stabilizacije surovega blata. Zadnje Case zaradi tezenj po vecji
neodvisnosti od fosilnih goriv in preprecevanju ucinka tople grede, vse vec drzav s
spremembami zakonodaje in razli¢nimi subvencijami, spodbuja izrabo obnovljivih virov
energije, med katere spada tudi bioplin (Bodik in sod., 2011). Proizvodnja bioplina lahko
poteka pri mezofilnih (30-40 °C) ali pri termofilnih (50-55 °C) razmerah (Athanasoulia in
sod., 2012).

Na Centralni &istilni napravi (CCN) Domzale-Kamnik uporabljajo proizvedeni bioplin za
kogeneracijo elektrike in toplote. Na ta na¢in pokrijejo do 30 % svojih potreb po elektri¢ni
energiji, obenem pa proizvedejo dovolj toplote (2,2 mio KWh na leto) za ogrevanje
anaerobnih bioreaktorjev in objektov na Cistilni napravi. Odvecno dehidrirano blato
odvazajo iz Cistilne naprave na sezig.

Sicer je CCN Domzale-Kamnik trenutno najvedja istilna naprava v Sloveniji, kapacitete
do 200 000 PE, ki poleg odpadnih vod iz gospodinjstev sprejema tudi industrijske odpadne
vode. Za fermentacijo odvecnega surovega blata ima dva bioplinska CSTR (continuous
stirred-tank reactor - reaktor s popolnim premesanjem) reaktorja, skupnega volumna
7200 m®, ki obratujeta v mezofilnem temperaturnem obmo&ju — okoli 40 °C. Poleg
surovega blata CCN Domzale-Kamnik se kot substrat dodajajo tudi vsebine praznjenih
individualnih greznic in odve¢nega blata iz majhnih ¢istilnih naprav.

Cistilnim napravam je kot ostalim podjetjem v interesu poslovati &im bolj ekonomiéno.
Zaradi tega ves Cas razvijajo in uvajajo izboljSave v celotnem procesu Cis¢enja odpadnih
vod. Ena izmed pomembnih toc¢k v tem procesu, ki omogoca veliko koristnih izboljsav, je
ravno anaerobna stopnja obdelave surovega blata. Zaradi tega smo se v tej nalogi

osredotocili na izboljSave te stopnje.
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1.1 NAMEN MAGISTRSKEGA DELA

Namen tega magistrskega dela je bilo iskanje najprimernejSih naéinov izboljSanja
ucinkovitosti anaerobnega bioreaktorja, Ki reducira organsko snov primarnega in
sekundarnega blata komunalne Cistilne naprave in jo pretvarja v bioplin. Cilj je bil poiskati
tak postopek, ki bi ga bilo mogoc¢e vkljuciti v obstojeco infrastrukturo komunalne Cistilne
naprave, hkrati pa bi bil cenovno dovolj ugoden. Izboljsanje produkcije bioplina je moralo
biti dovolj veliko, da se dolgorocno takSna investicija izplaca. V ta namen smo
eksperimentalno preizkusili:

- Vpliv dodane encimsko mikrobne mesanice B120 (Bio-Systems) na proizvodnjo
bioplina in sestavo mikrobne zdruzbe v bioreaktorju

- Vpliv vracanja dehidriranega blata na proizvodnjo bioplina in sestavo mikrobne
zdruZbe v bioreaktorju

- Moznost proizvodnje bioplina iz odpadnih fermentacijskih brozg farmacevtske
industrije

1.2 HIPOTEZE

- Dodajanje encimsko mikrobne meSanice B120, proizvajalca Bio-Systems v
bioplinski reaktor izboljsa stopnjo hidrolize in s tem celotno proizvodnjo bioplina

- Vracanje dehidriranega blata v bioplinski reaktor poveca produkcijo bioplina

- Odpadne fermentacijske brozge iz farmacevtske industrije so primerni substrati za
anaerobno razgradnjo v bioplinskem reaktorju
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2 PREGLED OBJAV

2.1 CISCENJE KOMUNALNIH ODPADNIH VODA

Odpadno vodo, ki jo pridelajo gospodinjstva in industrija je na koncu potrebno vedno
vrniti v naravo. Da bi lahko to naredili brez ve¢jega obremenjevanja okolja, jo je potrebno
pred tem predistiti. Za to skrbijo komunalne biologke &istilne naprave kot je npr. tudi CCN
Domzale-Kamnik. Proces ¢is¢enja vode je vecstopenjski in vkljucuje fizikalno-kemijske in
bioloske postopke (Slika 1). Sama zasnova je lahko med razli¢nimi Cistilnimi napravami
nekoliko razli¢na. V nadaljnjem tekstu je predstavljena shema ¢iS¢enja, ki se uporablja na
CCN Domzale-Kamnik.

Postopek se zane z mehanskim ¢iS¢enjem, kjer se na samem zacetku, na grobih in finih
grabljah odstranijo vecji tujki, ki jih mikroorganizmi ne morejo ucinkovito razgraditi in bi
lahko v nadaljevanju poskodovali nekatere elemente (Cistilne naprave, o0ziroma
kontaminirali re¢no strugo, v katero se pre¢is¢ena voda sicer izliva (Tchobanoglous in sod.
2003). Na grobih grabljah se tako odstranijo vsi predmeti, ki so vecji od 15 mm, na finih pa
Se tisti, ki so ve¢ji od 3 mm. Temu sledita mascobnik in peskolov, kjer se na dno posedejo
pesceni delci, ki se od tam odstranijo s polznimi ¢rpalkami. Hkrati na povrsino splavajo
mascobe, katere se odstranijo s strgalom. Z vpihovanjem zraka se zagotovi spiralni tok
vode, ki zmanjSa usedanje suspendiranih organskih delcev, obenem pa Se vedno omogoca
usedanje pescenih delcev. Ta stopnja je pomembna za zas¢ito mehanskih delov Cistilne
naprave pred prekomerno obrabo, hkrati pa tudi prepreci nalaganje teh tezkih usedlin v
ceveh in kanalih (Tchobanoglous in sod., 2003).

A

Preostala voda nadaljuje svojo pot v primarni usedalnik, kjer se izvede primarno ¢i$¢enje
odpadne vode, oziroma usedanje trdnih organskih delcev, ki so ve¢ji od 1 mm. S tem se
zmanjSa vsebnost suspendiranih organskih delcev v odpadni vodi za 50 % do 70 %
(Tchobanoglous in sod., 2003). Usedlina, ki jo imenujemo primarno blato, se s strgali, ki
so pritrjena na pomi¢ni most primarnega usedalnika, postrgajo z dna do lijakov, ki delujejo
kot zgoScevalci blata.

Voda te¢e dalje do aeracijskega bazena sekundarne (bioloske) stopnje, kjer pride do
bioloskega ¢is¢enja. Tukaj dovajajo zrak v bazen in s tem zagotovijo mesanje in zadostno
vsebnost kisika v vodi, ki je pomembna za metabolno aktivnost aerobnih
mikroorganizmov. Namen te stopnje je mikrobna oksidacija organskih snovi, ki so
raztopljene ali suspendirane v odpadni vodi do sprejemljivih preprostejsih konénih
produktov. Poleg tega se na tej stopnji suspendirani in neusedljivi koloidni delci ulovijo in
vkljucijo v skupke ali flokule, ki jih tvorijo prisotni mikroorganizmi. Taksni skupki se lazje
posedejo in tvorijo tako imenovano aktivno blato. Ta stopnja ciscenja je poleg
odstranjevanja ogljikovih spojin do neke mere pomembna tudi za biolosko odstranjevanje
dusika in fosforja. Mikroorganizmi z oksidacijo organskih molekul v odpadni vodi
pridobijo energijo in metabolne intermediate, ki jih potrebujejo za rast. Konéni produkti
tega procesa so tako v glavnem ogljikov dioksid, voda in mikrobna biomasa. Ker se
mikroorganizmi zdruzujejo v skupke, se lazje posedajo in se po koncu procesa tudi
relativno enostavno lo¢ijo od preciScene vode. Zaradi tega aeracijskemu bazenu sledi
usedalnik, v katerem se aktivno blato usede na dno, od koder strgala na pomi¢nem mostu
postrgajo, nato pa se deloma preCrpa nazaj v aeracijski bazen. ViSek se zmeSa z

odstranjenim primarnim blatom in tako tvori tako imenovano surovo blato. Precis¢ena
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voda iz usedalnika teCe naprej in se izliva v vodotok (Tchobanoglous in sod., 2003). Na
CCN Domzale-Kamnik je biolosko ¢is¢enje razdeljeno na dva dela. Najprej je prva
bioloska stopnja, ki je visoko obremenjena, sledi ji pa druga, manj obremenjena bioloska
stopnja. Vsako od njiju sestavljajo aeracijski bazeni, katerim sledijo usedalniki. Princip
¢isCenja je v obeh delih enak.

Surovo blato se v bioplinskih reaktorjih presnovi do bioplina. Ta se uporabi za proizvodnjo
elektricne energije in toplote kot stranskega produkta, odvecno anaerobno blato
bioplinskega reaktorja pa se centrifugira. Tako pridobijo dehidrirano blato, ki ga posljejo v
sezig. Odvecna tekoCina, ki ostane po tem procesu se vrne nazaj v aerobni del Cistilne
naprave.

( Mehanska stop nj}\l
Grobe grablje J_. Fine grablje J_. Peskolov/masobnik
Odpadki
"
D ija — Primarni nsn:hlmk_/

/r Bioloéka stopnja HMEH -\\
Primarno blato
|— Seloundarni vsedalnik |4— Aeracijski bazen j-—

Aktivno blato
Aktivno blato
- Selundarni usedalnik Jq— Aeradjski bazen J-—
Aktivno blato
Surovo blato
Bioplinskd reaktor Jl Motor z notranjim i1zgorevanjem J

Slika 1: Shema CCN Domzale-Kamnik. Smer toka odpadne vode prikazujejo modre puscice, smer transporta
blata pa rjave puscice.
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2.2 PROIZVODNJA BIOPLINA Z MIKROBIOLOSKEGA VIDIKA

Proces proizvodnje bioplina je ve¢stopenjski (Slika 2). Prva stopnja razgradnje substratov,
ki vstopajo v bioplinski proces, je hidroliza. Pri tem sodelujejo fakultativno in obligatno
anaerobne bakterije, med katerimi po aktivnosti prevladujejo rodovi Bacteroides,
Lactobacillus, Propioni-bacterium, Sphingomonas, Sporobacterium, Megasphaera in
Bifidobacterium. Ti mikroorganizmi s svojimi eksoencimi cepijo kovalentne vezi v
polimerih, pri ¢emer pride do kemijske reakcije z vodo, od koder tudi izvira ime za to
stopnjo. Zelo so pomembni za celoten bioplinski proces, saj z razgradnjo netopnih
polimerov (kot so celuloza, proteini in mascobe) do topnih monomerov, povecajo
dostopnost hranil za mikroorganizme v naslednjih stopnjah procesa. Poleg tega fakultativni
anaerobi odstranijo kisik, ki je raztopljen v mediju ter tako znizajo redoks potencial, s
¢imer vzpostavijo ustrezne razmere za rast obligatnih anaerobov, ki so pomembni
predvsem v poznejSih fazah. Razli¢ni polimeri so razli¢no tezko razgradljivi. Tako so na
primer ogljikovi hidrati v sploSnem najlazje razgradljivi, proteini in mascobe nekoliko
tezje, lignoceluloza in lignin pa se razgrajujeta zelo pocasi in neucinkovito (Deublein in
Steinhauser, 2008). Hidroliza velja za omejujoco stopnjo pri proizvodnji bioplina iz
surovega blata (Athanasoulia in sod., 2012; Coelho in sod., 2011).

Hidrolizi sledi acidogeneza, v kateri sodeluje zdruzba fakultativno in obligatno anaerobnih
bakterij od katerih jih ve¢ina prav tako sodeluje pri hidrolizi. Najbolj aktivni so
predstavniki ~ rodov  Clostridium,  Paenibacillus, = Ruminococcus, Cytophaga,
Flavobacterium in Bacteroides. Ti mikroorganizmi kot substrat koristijo produkte hidrolize
in iz njih s fermentacijo tvorijo razli¢ne kratkoverizne (C1-C5) mascobne kisline, med
katerimi prevladujejo ocetna, propionska in maslena. Na tej stopnji se proizvedejo tudi
razli¢ni alkoholi, vodik in ogljikov dioksid (Deublein in Steinhauser, 2008).

Naslednja stopnja je acetogeneza, v kateri so najbolj aktivni predstavniki rodov
Desulfovibrio, Aminobacterium in Acidaminococcus. Omenjenje acetogene bakterije
izrabljajo produkte acidogene faze in jih oksidirajo do acetata. Gre za endergone reakcije,
ki lahko tecejo le ob nizkem parcialnem tlaku vodika. Acetogene bakterije so obligatni
producenti vodika, metanogene arheje pa ga izrabljajo kot substrat. Zaradi tega ti dve
skupini mikroorganizmov Zzivita v sozitju — metanogene arheje konstantno odstranjujejo
produkte metabolizma acetogenih bakterij, s ¢imer zagotavljajo ustrezne pogoje za
delovanje acetogenega metabolizma. Ob nizkem parcialnem tlaku vodika acetogene
bakterije tvorijo predvsem vodik, ogljikov dioksid in acetat, ki so vsi uporabni kot substrati
za metanogene mikroorganizme. Pri vi§jem parcialnem tlaku vodika tvorijo predvsem
masleno, kapronsko, propionsko in valerensko kislino ter etanol, ki so neuporabni kot
direktni substrati za metanogene mikroorganizme. Ta simbioza je celo tako intenzivna, da
prihaja do tako imenovanega medvrstnega prenosa vodika, pri katerem se vodik prenese
direktno iz acetogene bakterije v metanogeno arhejo, ne da bi se vmes raztapljal v mediju
(Deublein in Steinhauser, 2008).

Konc¢na faza procesa je metanogeneza, ki lahko poteka le v striktno anaerobnih pogojih.
Razlog za to je velika obcutljivost metanogenih arhej, ki sodelujejo na tej stopnji, na Kisik.
Te mikroorganizme uvrs¢amo v deblo Euryarchaeota, njihova posebnost pa je kofaktor
F420, ki sodeluje s hidrogenazo kot prenasalec vodika (Deublein in Steinhauser, 2008;
Garcia in sod., 2000). Ker fluorescira, lahko metanogene arheje enostavno zaznamo v
mediju z mikroskopom pri osvetlitvi s svetlobo valovne dolzine 420 nm. Tako po
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morfologiji kot tudi po razmerah, v katerih zivijo, so zelo raznolika skupina. Tako so celice
lahko palicaste oblike, koki, nepravilnih plos¢atih oblik ali spirili. So striktni anaerobi, ki
lahko za svojo rast izrabljajo format, acetat, metanol, metilamine, dimetilne sulfide ali
kombinacije metanola in vodika, ogljikovega dioksida in vodika, ogljikovega monoksida in
vodika. Nekatere vrste izrabljajo tudi primarne ali sekundarne alkohole kot donorje
elektronov (Deublein in Steinhauser, 2008). Glavni predstavniki metanogenih arhej v
bioplinskih reaktorjih so obi¢ajno Methanospirillum hungatii ter predstavniki rodov
Methanobacterium in Methanosarcina. Ob znizanih koncentracijah acetata, lahko
filamentozni predstavniki Methanosaeta uspesno konkurirajo rodu Methanosarcina, saj
imajo vis§jo afiniteto do substrata. Poleg tega so predstavniki rodu Methanosaeta tudi
sposobni rasti na hidrofobnih povrSinah (imobilizacija), zaradi ¢esar se lazje obdrzijo v
preto¢nih sistemih, kjer druge vrste hitreje odplavi iz reaktorja (Deublein in Steinhauser,
2008). Metanogeneza lahko ste¢e po dveh poteh in sicer po acetotrofni (v okoli 70 %
delezu), kjer se kot substrat izrablja acetat in hidrogenotrofni, kjer prihaja do redukcije
CO, z vodikom (okoli 27-30 %). Dokler metanogeneza poteka nemoteno, je brez tezav tudi
acetogena stopnja procesa. Ko pa pride do inhibicije metanogeneze, lahko pride do
zakisanja zaradi vse veCjega kopiCenja kratkoveriznih maséobnih kislin in vodika
(Deublein in Steinhauser, 2008).

Organski polimeri Monomeri (sladkoriji,
(ogljikovi hidrati, aminokisline,
proteini, lipidi) peptidi,...)
b Acidogeneza
v
Mascobne kisline
(propionska,

maslena,...)

» v
CO, +H, Acetogeneza Acetat

Metanogeneza

CO2 + CH4

Slika 2: Prikaz glavnih stopenj pretvorbe substrata do bioplina (Deublein in Steinhauser, 2008)

V CCN Domzale-Kamnik so leta 2009 preverjali nihanje sestave mikrobne zdruzbe v
bioplinskem reaktorju z metodo TRFLP (Terminal restriction fragment length
polymorphism). Opazili so, da se mikrobna zdruzba v zimskem casu bistveno razlikuje
(vec kot 35 % razlika) od zdruzbe v poletnem casu. Kljub temu, da se mikrobna zdruzba na
ta nacin pod vplivom zunanjih drazljajev konstantno spreminja, pa to ne vpliva bistveno na
proizvodnjo bioplina. Tako torej sprememba v sestavi zdruZzbe ne pomeni spremembe v
delovanju reaktorja, saj so se bakterije in arheje ocitno sposobne primerno prilagoditi. Za
razliko od taksnih sezonskih nihanj, pa lahko dodatek toksi¢ne substance, kot je na primer
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cianid, vpliva tako na sestavo mikrobne zdruzbe reaktorja, kot tudi na njegovo delovanje
(Strazar, 2009).

2.3 NACINI IZBOLJSANJA PRODUKCIJE BIOPLINA

Proizvodnjo bioplina v anaerobnih bioreaktorjih je mogoce izboljsati na razli¢ne nacine.
Pri tem je cilj vedno isti — poveCanje stopnje razgradnje substrata in s tem koli¢ine
proizvedenega bioplina na ¢im bolj ekonomi¢en nacin.

2.3.1 Dezintegracija surovega blata

Ce kot osnovni substrat za proizvodnjo bioplina uporabljamo surovo blato, je ena izmed
bolj ucinkovitih metod izboljSanja izkoristka pri proizvodnji bioplina njegova
dezintegracija. Dosezemo jo lahko z razli¢nimi naéini obdelave substrata, med katere med
drugim sodijo toplotna, ultrazvocna, kemijska, termokemijska, alkalna, mehanska obdelava
ter obdelava z mikrovalovi, ozonom ali bioloska (z encimi in/ali mikroorganizmi) obdelava
(Athanasoulia in sod., 2012; Chenxi, 2012). Gre torej za uporabo razli¢nih metod razbitja
mikrobnih celic, s ¢imer postanejo hranila, ki so bila v njih, bolj dostopna za anaerobne
mikroorganizme v bioplinskem reaktorju. Prednosti tega postopka sta tudi izboljsanje
stopnje razgradnje in zmanjSanje volumna surovega blata (Deublein in Steinhauser, 2008).
Nasteto je pomembno predvsem pri sekundarnem, oziroma aktivnem blatu, ki za razliko od
primarnega vsebuje velike koli¢ine tezko razgradljivih mikrobnih celic (Carrere in sod.,
2010). V splosnem se z dezintegracijo zmanjSa tudi viskoznost substrata, s ¢imer se
izbolj8a prenos toplote in u€inkovitost meSanja. OpaZeno je zmanjSano pritrjanje surovega
blata na grelne povrSine in izboljSanje njegovega usedanja ter zmanjSana verjetnost
penjenja v bioreaktorju, kar je problemati¢no posebej takrat, ko so prisotni filamentozni
mikroorganizmi (Deublein in Steinhauser, 2008; Dhar in sod., 2011). Poleg obdelave
surovega blata ali njegovih sestavin lahko izvedemo tudi dezintegracijo odveénega
anaerobnega blata bioplinskega reaktorja, ki je stranski produkt proizvodnje bioplina. V
njem se poleg aktivne anaerobne biomase nahaja $e organski material, katerega biomasa ni
uspela razgraditi. Z dezintegracijo ta material naredimo bolj dostopen mikrobni biomasi v
bioplinskem reaktorju, potem ko tako obdelanega znova vrnemo v reaktor skupaj s
surovim blatom (Carrere in sod., 2011). Dezintegracija ima seveda tudi pomanjkljivosti,
med katere na primer sodi otezena dehidracija po kon¢anem postopku, ki se zgodi zaradi
povecane vsebnosti tezko razgradljivih polisaharidov v mediju in razbitja flokul. V
odpadni vodi, ki zapuSca reaktor je kot posledica razbitja celic prisotnih tudi ve¢ tezkih
kovin, fosfatov, dusikovih in ogljikovih spojin. To ¢istilno napravo bolj obremenjuje, kot
¢e dezintegracije ne bi izvajali. Dezintegracija vodi tudi v povecano porabo energije, zaradi
Cesar se poleg vecjega izplena bioplina povecajo tudi stroski obratovanja Cistilne naprave
(Deublein in Steinhauser, 2008). V nadaljevanju je predstavljenin nekaj primerov
dezintegracije.
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2.3.1.1 Mehanska dezintegracija

Pri tej vrsti dezintegracije gre za mehansko razbijanje delcev, oziroma celic, s ¢imer se
poveca dostopna povrsina substrata za mikroorganizme in njihove encime. To se je ze
izkazalo za zelo uporabno na bioplinarnah, ki razgrajujejo lignocelulozne substrate (Bruni
in sod., 2010; Chenxi, 2012; Taherzadeg in Karimi, 2008). Ta vrsta dezintegracije je lahko
zelo koristna tudi kot na¢in obdelave surovega blata na Cistilnih napravah. Ce namre¢ iz
tega substrata pridobivamo bioplin, ne da bi ga pred tem obdelali, lahko po koncu
anaerobne digestije ostane tudi do 50 % neizkoris¢enega bioplinskega potenciala v obliki
intaktnih mikrobnih celic (Onyeche, 2007).

Jenicek in sodelavci (2012) so na CN v Pragi z mehansko dezintegracijo aktivnega blata za
23 % izboljsali izplen bioplina. Dhar in sodelavci (2011) poro¢ajo o 8-10 % izbolj$anju
produkcije bioplina, hkrati pa tudi o okoli 20 % zmanjS$anju povpre¢ne dnevne vsebnosti
H,S v bioplinu kot posledica mehanske dezintegracije aktivnega blata. V ZDA so
Stephenson in sodelavci (2007) s procesom MicroSludge dosegli do 20 % izboljSanje po
obdelavi aktivnega blata pred umesanjem v surovo blato. Ta proces vkljuc¢uje kombinacijo
kemijske in mehanske obdelave aktivnega blata.

Primerjava mehanske dezintegracije s kemijskimi in bioloSkimi metodami obdelave
substrata nakazuje, da gre tukaj za ugodno metodo z velikim potencialom, ki pa je odvisen
predvsem od sestave substrata (Hartmann in sod., 2000). Prednost mehanske dezintegracije
je med drugim tudi v tem, da jo lahko enostavno izvajamo in da je nadgradnja ze
obstojecih reaktorjev s temi sistemi dokaj enostavna in ugodna (Chenxi, 2012). Poleg tega
pomaga pri izboljSanju tako kvalitete bioplina kot anaerobnega blata bioreaktorja (Dhar in
sod., 2011). Ima pa seveda tudi slabosti, med katerimi najbolj izstopa potencialno visoka
poraba energije nekaterih metod mehanske dezintegracije (Dhar in sod., 2011).

2.3.1.2 Dezintegracija z ultrazvokom

Ultrazvok uvrs¢amo med mehanske metode obdelave substrata. Na ta na¢in se razbijejo
tako flokule kot tudi stene mikrobnih celic. Uporabijo se lahko nizke ali visoke frekvence,
od katerih so za obdelavo surovega blata u¢inkovitejSe nizke (20-40 kHz) (Carrere in sod.,
2010). Pri tem postopku pride do dveh pojavov. Prvi je nastanek mikroskopskih
mehurckov v substratu, ki rastejo vse dokler ne dosezejo nestabilne velikosti in se sesedejo
(kavitacija) ter tako sprostijo veliko koli¢ino energije (5000 °C in 500 atmosfer) na
majhnem prostoru in za zelo kratek ¢as (Pilli in sod., 2011). Drugi je tvorba razli¢nih
radikalov (OH-, HO,., H-), ki reagirajo z molekulami v substratu in tako pospesijo njihovo
razgradnjo. Prvi pojav je znacilen predvsem za nizje, drugi pa za visje frekvence (Carrere
in sod., 2010). Pri obdelavi aktivnega blata se tako zaradi ekstremnih lokalnih temperatur
in visokega tlaka, razbijejo celicne stene in ekstracelularni polisaharidi, kar vodi v
povecanje vrednosti topnega KPK. To pa seveda pomeni ve¢ dostopnih hranil za
mikroorganizme v bioplinskem reaktorju in posledi¢no vecji izplen bioplina kot iz iste
koli¢ine neobdelanega substrata (Apul in Sanin, 2010).

Apul in Sanin (2010) sta preucevala vpliv obdelave odvecnega aktivnega blata z
ultrazvokom. Opazila sta povecanje vrednosti topnega KPK (do 49 krat), ki so se
povecevale prvih 15 minut obdelave, nato pa so zacele nihati in se rahlo zmanjsevati. To
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razlagata s kompleksnimi reakcijami, ki se zacnejo v substratu pojavljati po tem ¢asu in so
predvsem posledica toplotnih u¢inkov. Opazila sta tudi povisanje temperature raztopine od
20 °C do 70 °C v 15 minutah. S tem je bila povezana tudi produkcija bioplina, ki je bila
najvecja po 15 minutni obdelavi substrata. Na koncu sta tako dosegla do 55 % povecanje
produkcije bioplina v primerjavi z neobdelanim substratom. Ta razlika je bila najve¢ja pri
krajSih zadrzevalnih Casih in nizjih obremenitvah reaktorjev. Ocenjujeta, da bi s tak$no
obdelavo lahko za polovico manjsi reaktor predelal enako koli¢ino aktivnega blata s skoraj
enako ucinkovitostjo. Obdelava substrata z ultrazvokom sicer porabi veliko energije in
investicija za njegovo implementacijo je precej visoka. Kljub temu je povecanje produkcije
bioplina dovolj veliko, da se ¢ez Cas ti stroski povrnejo. Braguglia in sodelavci (2011) so
tudi preverjali ucinke obdelave aktivnega blata z ultrazvokom na njegovo anaerobno
razgradnjo. Tudi oni so opazili povecanje produkcije bioplina v primeru, ko so v reaktor
dovajali z ultrazvokom obdelan substrat. Ta je bila do 30 % vec¢ja kot v kontrolnem
reaktorju. Pozitivno energetsko bilanco jim je uspelo doseci le v primeru, ko so kot substrat
uporabljali s centrifugo zgoS€eno aktivno blato. Pri tem poudarjajo, da bi ta sistem Vv
velikem merilu porabil precej manj energije za obdelavo ene enote substrata kot njihov
sistem na laboratorijski ravni.

Kot negativno lastnost tega nacina obdelave substrata lahko izpostavimo relativno veliko
porabo energije (Carrere in sod., 2010) in veliko zacetno investicijo, vendar se vsi ti stroski
Cez Cas povrnejo zaradi pozitivne energetske bilance tega nacina obdelave substrata. Na
nekaj Cistilnih napravah je bil tak sistem postavljen ze v velikem merilu in je izboljsal
produkcijo bioplina ter vsebnost metana, zmanjSal vsebnost organske snovi Vv iztoku ter
izboljsal dehidracijo in zmanjsal volumen anaerobnega blata bioreaktorja (Pilli in sod.,
2011). Po drugi strani nekateri avtorji navajajo negativen ucinek te vrste obdelave na
dehidracijo iztoka bioplinskega reaktorja (Carrere in sod., 2010). Sicer lahko 1 kW vlozene
energije za obdelavo, dobimo 7 kW elektricne energije po upostevanju vseh izgub. Po
taks$ni obdelavi substrata, lahko zmanjSamo volumen reaktorjev in skrajsamo zadrzevalni
Cas ter tako Se dodatno znizamo stroske (Pilli in sod., 2011). Poleg ze opisanih je Se
dodatna prednost zmanj$ana nevarnost penjenja v reaktorju (Carrere in sod., 2010).

2.3.1.3 Kemijska dezintegracija

Kemijska dezintegracija je nacin obdelave substrata, kjer ga za dolocen €as izpostavimo
kemijski spojini, ki razgradi material. Najpogostejsa kemijska dezintegracija je
dezintegracija z ozonom. Ustrezna doza ozona izboljSa razgradnjo surovega blata in
posledi¢no tudi izplen bioplina. Previsoka doza lahko povzro¢i oksidacijo nekaterih
sestavin substrata, kar ima lahko negativen uc¢inek na produkcijo bioplina. Drugi pogosto
uporabljena oksidacijska snov je vodikov peroksid. Omenjeni spojini dezintegrirata
material s svojimi oksidacijskimi sposobnostmi. Uporabimo lahko tudi alkalne spojine, ki
si po ucinkovitosti delovanja sledijo tako: NaOH, KOH, Mg(OH),, Ca(OH),. Tudi pri
uporabi teh je potrebno biti pazljiv, saj lahko prevelike koncentracije natrijevih ali
kalijevih kationov inhibirajo anaerobno razgradnjo. Alkalno lizo obic¢ajno izvajamo skupaj
s toplotno obdelavo — torej izvajamo termo-kemijsko obdelavo (Carrere in sod., 2010).

Weemaes in sodelavci (2000) so poskusali izboljsati produkcijo bioplina iz surovega blata
s predhodno obdelavo z ozonom. Pri svojem eksperimentu so uporabili razlicne doze
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ozona in primerjali njihov vpliv na lastnosti substrata in produkcijo bioplina. Opazili so
izboljsanje razgradljivosti substrata ter zmanj$anje vsebnosti organske snovi, razbitje
flokulov v njem in mo¢no zniZanje pH vrednosti substrata (do 4,9), zaradi Cesar je bilo le-
tega potrebno pred dovajanjem v reaktor zvisati z dodatkom NaOH. Produkcija bioplina je
kot posledica te obdelave narastla za do 80 % pri dozi ozona 0,1 gOs/g KPK, s tem da se je
z vecanjem doze preko te meje zacel pozitiven u¢inek manjSati . Ocenjujejo, da bi bila
tak$na obdelava substrata tudi ekonomsko dovolj ugodna.

Kim in sodelavci (2003) so preverjali vpliv razli¢nih na¢inov obdelave aktivnega blata na
produkcijo bioplina, med drugim tudi kemijsko, oziroma bolj natan¢no alkalno obdelavo.
Potekala je pri pH=12 z razli¢cnimi snovmi (NaOH, KOH, Mg(OH),, Ca(OH),). Najboljse
rezultate so dobili z NaOH, zato so preverili vpliv razlicnih koncentracij te spojine na
uspesnost razgradnje substrata. Vsebnost topnega KPK, ki dejansko predstavlja koli¢ino za
mikroorganizme dostopnih hranil, v substratu je nara$¢ala z nara$¢ajoCo koncentracijo
NaOH vse do 7 g/l, nato pa se je zacela spet zmanjSevati. Pove€anje vsebnosti topnega
KPK v substratu kot posledica uporabe te metode obdelave je bilo v primerjavi s kontrolo
sicer bistveno boljSe, vendar Se vedno za skoraj polovico slabse kot pri termo-kemijski
obdelavi (opisano v poglavju 2.2.1.6). Kemijska in termo-kemijska obdelava substrata sta
najbolj povecali vsebnost topnih proteinov v njem, zaradi ¢esar bi pri¢akovali Se dodaten
pozitiven vpliv na produkcijo bioplina. Ta je bila pri kemijski obdelavi za 13,4 % boljsa
kot pri kontroli, kar je najslabsi rezultat od vseh preizkusenih metod.

Opisane raziskave kazejo, da kemijska obdelava substrata sama po sebi sicer omogoca
izboljsanje izplena bioplina iz aktivnega blata, vendar se veliko bolje izkaze v kombinaciji
z drugimi metodami. Kot slabo lastnost moramo izpostaviti stroske nabave potrebnih
kemikalij za obdelavo in pripravo substrata na anaerobno razgradnjo (v primeru alkalne
obdelave, moramo na koncu dodati Se kislino, pri obdelavi z ozonom pa bazo, da
uravnamo pH), zaradi Cesar postane ta nacin nekoliko manj privlacen, vendar $e vedno
ugoden (Kim in sod., 2003; Weemaes in sod., 2000). Alkalna obdelava substrata se je sicer
ze vecCkrat izkazala pri izboljSanju razgradnje lignoceluloznih substratov in substratov, Ki
so bogati z lipidi ali fenolnimi spojinami (Taharzadeh in Karimi, 2008), vendar Zal ocitno
na celiéne stene mikroorganizmov aktivnega blata ne deluje tako uéinkovito. Se najved
potenciala tako kaze obdelava z ozonom (Weemaes in sod., 2000; Carrere in sod., 2010).

2.3.1.4 Toplotna dezintegracija

To metodo so zaceli najprej uporabljati kot nacin za izboljSanje dehidracije surovega blata,
saj povzro¢a sproS¢anje vode, ki je vezana vanj. Poleg tega pride tudi do njegove delne
razgradnje, kar vodi v izboljSanje produkcije bioplina. Pri tem je potrebno biti pazljiv, da
temperature niso previsoke (ne visje od 170-190 °C), saj lahko v tem primeru pride do tako
imenovanih Mailardovih reakcij, pri katerih ogljikovi hidrati in amino kisline reagirajo do
melanoidinov, ki so zelo tezko razgradljivi (Carrere in sod., 2010).

Kim in sodelavci (2003) so primerjali toplotno dezintegracijo z drugimi metodami
obdelave aktivnega blata. Toplotno obdelavo so izvajali pri 121 °C za 30 minut, pri cemer
so opazili ve¢ kot dvakratno povecanje vsebnosti topnega KPK v substratu v primerjavi s
kontrolo. Prislo je tudi do pomembnega zmanjsanja velikosti netopnih delcev v substratu,

11



Safari¢ L. Izboljdanje delovanja bioplinskega reaktorja na komunalni éisvtilni napravi.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2013

kar je poleg toplotne, dosegla le Se termo-kemijska dezintegracija. Produkcija bioplina se
je kot posledica toplotne obdelave substrata povecala za okoli 32 %, kar je med metodami
dezintegracije, ki so jih preverjali, drugi najboljsi rezultat, takoj za termo-kemijsko
dezintegracijo. Kuglarz in sodelavci (2013) so primerjali toplotno dezintegracijo in
dezintegracijo z mikrovalovi. Substrat je bilo aktivno blato, v obeh primerih pa so
preverjali vpliv razli¢nih temperatur med 20 °C in 100 °C. V obeh primerih so zaznali
izboljSanje razgradnje aktivnega blata in povecanje topnosti proteinov, s tem da so bili pri
tem mikrovalovi precej bolj ucinkoviti pri isti temperaturi kot toplotna obdelava. Nad
70 °C so zaznali rahlo zmanjSevanje vsebnosti proteinov, kar pripisujejo Maillardovim
reakcijam. Opazili so tudi korelacijo med visanjem temperature obdelave in produkcijo
bioplina, vendar le do okoli 70 °C pri mikrovalovih in 40 °C pri toplotni obdelavi, pri
vi§jih temperaturah od tega pa vecanje produkcije ni bilo ve¢ opazno. Na koncu je toplotna
dezintegracija sicer izboljsala izplen bioplina, vendar je ta bil $e vedno 50 % manjsi kot pri
obdelavi z mikrovalovi. Poleg tega je toplotna obdelava porabila skoraj dvakrat veé
energije za doseganje iste temperature kot obdelava z mikrovalovi. V laboratorijskem
poskusu je bila dodatno pridobljena energija s povecano produkcijo bioplina manjsa kot
energija, ki so jo porabili za obdelavo. Ko so upostevali, da lahko tudi temperaturo
substrata po obdelavi koristimo kot energijo, so ugotovili, da je energetska bilanca pri
obdelavi z mikrovalovi lahko pozitivna, toplotna obdelava se pa $e vedno ne izplaca.

Ucinek toplotne dezintegracije je odvisen od sestave substrata in je najbolj u¢inkovit pri
tezko razgradljivih substratih. Boljse ucinke kot pri primarnem, opazimo pri aktivnem
blatu. Poleg izboljSane razgradnje so prednosti te metode Se uni¢enje patogenov v surovem
blatu, zmanj$anje njegove viskoznosti, zaradi Cesar je delo z njim lazje ter pozitivna
energetska bilanca — energija pridobljena iz dodatno spros¢enega bioplina je vecja Kot
energija, ki jo potrebujemo za toplotno obdelavo surovega blata (Carrere in sod., 2010).
Kljub temu je poraba energije velika in je zato proces potrebno dobro optimizirati, da
dosezemo pozitivno energetsko bilanco (Kuglarz in sod., 2013). Bolje kot sama po sebi se
toplotna obdelava izkaze v kombinaciji s kemijskimi snovmi v obliki termo-kemijske
dezintegracije (Kim in sod., 2003).

2.3.1.5 Dezintegracija z mikrovalovi

Dezintegracijo substratov lahko izvajamo tudi z mikrovalovi. Ti segrejejo substrat in
razbijejo celice v njem (Chenxi, 2012). Mikrovalovi so oblika elektromagnetnega sevanja,
Ki poveca kineti¢no energijo vodnih dipolov, zaradi ¢esar pride do segrevanja raztopine.
Glavne organske spojine v surovem blatu so ogljikovi hidrati, proteini in lipidi. Obdelava z
mikrovalovi pri vsaki od teh skupin vodi do hidrolize, katere produkti so preprostejse
spojine z manjSimi molekulami, ki so lazje razgradljive (Elagroudy in El-Gohary, 2013).
Poleg Ze omenjenega segrevanja substrata, lahko do te hidrolize vodijo tudi netoplotni
efekti mikrovalov, ki so posledica usmeritve polariziranih stranskih verig, oziroma delov
makromolekul s skladu z elektricnim poljem, zaradi ¢esar se lahko trgajo vodikove vezi
(Park in Ahn, 2011; Toreci in sod., 2009; Tyagi in Lo, 2013).

Park in Ahn (2011) sta primerjala vpliva toplotne in mikrovalovne obdelave surovega blata
na produkcijo bioplina. Obdelava z mikrovalovi je izboljSala razmerje med topnim in
skupnim KPK surovega blata za 3,2 krat v primerjavi z neobdelanim. To je bilo boljSe tudi
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v primerjavi s toplotno obdelavo, kjer je bilo to izboljsanje 2,7 kratno. V obeh primerih so
opazili tudi mo¢nejSo redukcijo KPK in vec¢jo produkcijo bioplina. Ta se je povecala za
53 % po obdelavi z mikrovalovi in 33 % po toplotni obdelavi. Rezultati nakazujejo, da je
obdelava z mikrovalovi u¢inkovitejsa od toplotne obdelave in da so za to razliko odgovorni
predvsem netoplotni ucinki obdelave z mikrovalovi. Toreci in sodelavci (2009) so tudi
preverjali vpliv mikrovalov na produkcijo bioplina in ugotovili, da lahko na ta nacin
dosezejo do 83 % izboljsanje dnevne produkcije v primerjavi s kontrolo, ¢e v obeh
primerih uporabljajo enostopenjski sistem bioplinskih reaktorjev. Hkrati so preverjali tudi
ali je boljSe tako obdelan substrat predelati v sistemu z enim ali z dvema zaporednima
bioplinskima reaktorjema. Pri tem so ugotovili, da je sistem dveh reaktorjev pri
neobdelanem substratu sicer uéinkovitej$i kot, ¢e imamo le en reaktor, pri obdelanem
substratu z mikrovalovi pa te prednosti ve¢ ni, tako da je bolje bioplin proizvajati le v
enem reaktorju. Hkrati so dosegli tudi skrajSanje zadrZevalnih ¢asov. Chi in sodelavci
(2011) so tudi preverjali kako bi izboljsali u¢inkovitost termofilnega procesa pridobivanja
bioplina. Poskusili so s kombinacijo mikrovalov in alkalne obdelave z NaOH, za substrat
pa so uporabili zgos¢eno aktivno blato iz aerobne stopnje ¢iS¢enja. V najboljSem primeru
so dosegli do 27 % izboljsanje kumulativne produkcije bioplina, hkrati pa so opazili tudi
zmanjs$anje mase odveénega dehidriranega blata. Pri nekaterih kombinacijah koncentracij
NaOH in temperature ob obdelavi z mikrovalovi, so opazili rahlo podalj$anje lag faze pri
metanogenezi, kar nakazuje, da so bile tam prisotne spojine, ki so povzrocile blago
inhibicijo. Kljub temu si je biomasa potem opomogla in je bila kon¢na kumulativna
produkcija bioplina boljsa kot pri kontroli. Kot potencialno slabost izpostavljajo slabso
dehidracijo in povecanje topnega KPK (za 51 %) v iztoku bioreaktorja, kar lahko vodi v
dodatno obremenjevanje aerobnega dela Cistilne naprave.

Glavna prednost obdelave surovega blata z mikrovalovi je torej izboljSanje izplena
bioplina, ki je posledica u¢inkovitej$e razgradnje organskih snovi v obdelanem substratu.
Poleg tega lahko ta nacin obdelave substrata pripomore tudi h krajsSim zadrzevalnim casom
v reaktorju (Park in sod., 2004; Toreci in sod., 2009). V primerjavi s toplotno obdelavo je
produkcija bioplina po obdelavi z mikrovalovi vecja, hkrati pa je tudi energetsko
uc¢inkovitejsa (Toreci in sod., 2009; Park in Ahn, 2011). Izbolj$ano je unicenje patogenov
in dehidracija anaerobnega blata (Toreci in sod., 2009; Coelho in sod., 2011). Kot slabost
lahko izpostavimo povecano porabo energije kot posledico obdelave substrata, ki pa se
lahko nekoliko zniZa s hkratno obdelavo s kemijskimi snovmi (Tyagi in Lo, 2013). Pri tem
moramo biti pazljivi, saj lahko to (vsaj v primeru uporabe NaOH in tudi pri drugih
kemijskih spojinah) vodi v slabSo dehidracijo anaerobnega blata (Chi in sod., 2011). Zaradi
vsega tega se vgradnja takSnega sistema splaca predvsem, ¢e ima Cistilna naprava teZave,
ki jih lahko resi dezintegracija. Taks$ni primeri so preobremenjenost bioreaktorjev in/ali
slaba razgradljivost surovega blata. Na koncu lahko zaklju¢imo, da obdelava z mikrovalovi
predstavlja hitro in ekonomi¢no metodo obdelave substrata (Park in sod., 2004).

2.3.1.6 Termo-kemijska dezintegracija

Pri tem nacinu obdelave substrata gre za obdelavo s kombinacijo kemijskih in toplotnih
metod. Pri tem se uporabljajo kisle ali alkalne kemijske spojine (Chenxy, 2012; Rani in
sod., 2012). Prednost take obdelave pred toplotno je v tem, da lahko zaradi dodatnega
delovanja dodanih kemijskih spojin uporabljamo nizje temperature in s tem zmanjSamo
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nevarnost tvorbe inhibitornih spojin, ki se lahko pojavljajo kot posledica visokih
temperatur. Hkrati v tem procesu porabimo tudi manj energije (Rani in sod., 2012).

Kim in sodelavci (2003) so primerjalno testirali, katera metoda obdelave substrata je
najboljsa. Preizkusali so toplotno, kemijsko, ultrazvoéno in termo-kemijsko obdelavo. Kot
substrat jim je sluzilo aktivno blato iz sekundarne stopnje aerobnega ciS¢enja odpadne
vode. Pri termo-kemijski obdelavi so substrat izpostavili NaOH in temperaturi 121 °C za
30 minut. Vse metode so vodile v zmanjSanje velikosti delcev v substratu, e najbolje pa
sta se pri tem odrezali toplotna in termo-kemijska obdelava. Enako se je pokazalo tudi pri
izboljsanju produkcije bioplina, kjer je termo-kemijska obdelava vodila do ve¢ kot 34,3 %
povecanja produkcije bioplina. Park in sodelavci (2005) so primerjali vplive termo-
kemijske in bioloske dezintegracije aktivnega blata. Oba postopka sta zmanjSala velikost
organskih delcev v substratu, povecala vsebnost topnih proteinov ter izplen in vsebnost
metana v bioplinu, pri ¢emer je bila termo-kemijska obdelava pri obeh pokazateljih bolj
ucinkovita. Zakljucili so, da termo-kemijska obdelava omogoca boljSo ucinkovitost ob
krajSem Casu obdelave kot bioloska obdelava substrata. Hkrati jo je pa tezje prenesti V
veliko merilo, saj je iz vidika stroskov manj ugodna. Glavna izdatka sta posledica
povecane porabe energije za vzdrzevanje relativno visokih temperatur in kemijske spojine,
ki se pri tem postopku porabljajo. 1z tega vidika se v primeru, ko zelimo obdelati vecjo
koli¢ino substrata, bolje izkaze bioloska obdelava. Rani in sodelavci (2012) so preverjali
vpliv nizko temperaturne termo-kemijske obdelave aktivnega blata na produkcijo bioplina.
Ta obdelava je potekala med 50 in 80 °C od 6 do 48 ur in z dodatkom NaOH do pH=10, 11
in 12. Po taksni obdelavi so opazili povecanje vsebnosti topnega KPK v substratu. Najprej
so pri vseh parametrih poiskali najbolj optimalne in tako dobili sledeCo kombinacijo
parametrov: pH=12 pri 60 °C za 24 ur. S testom bio-metanskega potenciala so tako dosegli
51 % izboljSanje produkcije bioplina v primerjavi z neobdelanim substratom, s kasnejSim
testiranjem enako obdelanega substrata v 4 litrskih pol-kontinuirnih laboratorijskih
bioreaktorjih pa so dosegli 103 % povecanje produkcije bioplina.

Iz pregledanih raziskav lahko zaklju¢imo, da je termo-kemijska dezintegracija ucinkovit
nacin obdelave substrata. V primerjavi z ostalimi obdelavami se v vecini pogledov izkaZe
bolje (Kim in sod., 2003; Park in sod., 2005). Iz vidika stroSkov je ta metoda — predvsem v
primerjavi z biolosko dezintegracijo - manj ugodna (Park in sod., 2005).

2.3.1.7 Bioloska dezintegracija

Gre za dezintegracijo substrata z encimskimi meSanicami, z mikroorganizmi ali
mesSanicami obojega. Pri tem lahko gre za dodatno aerobno ali anaerobno stopnjo pred
bioplinskim reaktorjem, katere namen je izboljSanje prve stopnje anaerobne razgradnje
organskih snovi, torej hidrolize (Carrere in sod., 2010). Za ta namen se najpogosteje
uporabljajo lipaze, proteinaze, celulaze in hidrolaze. O tem katere uporabiti, se odlo¢amo
na podlagi sestave izbranega substrata(Chenxi, 2012). Se najbolj pomembna je encimska
obdelava lignoceluloznih substratov, saj ti vsebujejo velike koli¢ine teZko razgradljivih
polimerov, med Kkaterimi je predvsem problemati¢en lignin (Vitéz in sod., 2011; Bruni in
sod., 2010a). Na tem podrocju je bilo opravljenih Ze precejsnje Stevilo Studij z razlicnimi
encimi in substrati.
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Razli¢ni avtorji navajajo razlicne stopnje izboljSanja produkcije bioplina iz razli¢nih
substratov. Tako so na primer Vitéz in sodelavci (2011) dosegli do 15 % izboljSanje z
uporabo komercialne encimsko-mikrobne mesanice APD Biogas (Baktoma, s.r.o., Ceska),
pri ¢emer jim je kot substrat sluzila meSanica koruzne silaze in svinjske gnojevke. Zhong
in sodelavci (2011) so preverjali moznost obdelave koruzne slame s posebno mikrobno
mesanico, ki je vsebovala kvasovke (Saccharomyces cerevisiae sp., Coccidioides immitis
sp., Hansenula anomala sp.), celuloliticne bakterije (Bacillus licheniformis sp.,
Pseudomonas sp., Bacillus subtilis sp., Pleurotus florida sp.) ter mle¢nokislinske bakterije
(Lactobacillus deiliehii sp.). Na ta nacin so uspeli povecati produkcijo bioplina pri tem
substratu za okoli 33 %. Mshandete in sodelavci (2005) so preverjali ali bi bilo mozno
izboljSati anaerobno razgradnjo vlaken sisala z aerobno inkubacijo z aktivnim blatom. Na
ta nacin so dosegli 26 % izboljSanje produkcije bioplina kot brez obdelave. Pri tem so
opazili, da je potrebno biti pazljiv pri ¢asu obdelave, saj lahko zaénemo ob predolgi
inkubaciji izgubljati substrat za metanogenezo preko aerobne oksidacije. Damasceno in
sodelavci (2012) so testirali so¢asno uporabo surfaktanta (ramnolipida), ki ga proizvaja
Pseudomonas aeruginosa in mesanico encimov (lipaz in proteaz), katere so pridobili z
gojenjem Penicillium simplicissimum na pogaci, ki sicer ostane po iztiskanju olja iz semen
palme babassu. Kot substrat jim je sluzila odpadna voda iz perutninsko-predelovalne
industrije, ki je bila bogata z mas¢obo. Opazili so povecano proizvodnjo bioplina. Masse in
sodelavci (2003) so dodajali komercialno dostopno lipazo iz trebusne slinavke za
izboljSanje hidrolize odpadne vode iz klavnice, ki je vsebovala delce svinjske maScobe.
Opazili so le majhno povecanje produkcije bioplina (4 % izboljsanje pretvorbe skupnega
KPK v bioplin). Hkrati niso zaznali pomembnejsega vpliva na vsebnost metana v bioplinu.
Podobno so Gomes in sodelavci (2011) preverjali vpliv encimske obdelave odpadnih voda
mle¢ne industrije na produkcijo bioplina. S pregledom literature in lastnih rezultatov so
ugotovili, da encimska obdelava substratov, ki vsebujejo vecje koli€ine mascobe sicer res
izbolj$a njihovo hidrolizo, vendar s tem ne izboljSamo nujno tudi izplena bioplina. Sklepali
so, da razlog ti¢i v povecanih koncentracijah dolgoveriznih mascobnih kislin, ki se pojavijo
v substratu po hidrolizi mascob. Te spojine ali pa izpostavljenost biomase samim encimom
potem delujejo inhibitorno na metanogenezo in tako povzrocajo tezave v procesu, Ki se
kaZzejo v padcu ucinkovitosti in stabilnosti. Zaznali so 38 % padec ucinkovitosti
odstranjevanja organske snovi (merjeno kot skupni KPK) v primerjavi z enako
obremenjenim bioreaktorjem brez encimske obdelave substrata. Na koncu so zakljugili
tudi, da enkratna izpostavitev biomase lipazi ali z njo obdelanemu substratu nima
inhibitornega vpliva nanjo ter da Sele daljsa izpostavitev vodi k negativnim u¢inkom. Bruni
in sodelavci (2010a) so preverjali vpliv kombinacije encimske obdelave in obdelave s paro
in NaOH ter tako dosegli 34 % povecanje produkcije bioplina iz gnojevke. Encim je bil
komercialno dostopna lakaza. Preverjali so tudi ali bi u¢inek lahko dosegli samo z encimi
in opazili, da tak postopek ni omogocil pomembnejSega izboljsanja produkcije bioplina,
kar nakazuje, da intaktna lignoceluloza ni dobro dostopna za encime, zaradi Cesar je le-te
potrebno uporabljati v kombinaciji z drugimi metodami obdelave. Pri tem so preverjali
uéinkovitost ve¢ razlicnih encimov. Hkrati z omenjenima poskusoma, so Bruni in
sodelavci (2010a) preverjali tudi ali lahko dosezejo izboljSanje izplena bioplina iz istega
substrata, tako da ga prej obdelajo z aerobnimi mikroorganizmi, ki bi lahko zaceli
razgradnjo lignoceluloznega materiala in jo tako olajsali za anaerobno mikrobno zdruzbo.
Pri tem so pazili, da obdelava ni bila predolga, saj bi sicer lahko priS§lo do aerobne
razgradnje holoceluloze. Vir mikroorganizmov je bil kompost iz vrtnih odpadkov in glive,

15



Safari¢ L. Izboljdanje delovanja bioplinskega reaktorja na komunalni éisvtilni napravi.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2013

pridobljene iz silaze. Poskus ni omogocil pomembnejSega izboljSanja produkcije bioplina.
Angelidaki in Ahring (2000) sta uspeli dosec¢i do 30 % izboljsanje produkcije bioplina iz
goveje gnojevke z uporabo bakterij B4, ki razkrajajo hemicelulozo. Omenjena
eksponentno fazo rasti, pa so jih centrifugirali in dodali goveji gnojevki. Ocenili sta, da
tak$na obdelava nakazuje veliko potenciala v industrijskem merilu, Se posebej, ¢e bi bilo
mogoce bakterije enostavno gojiti kar v bioplinarni sami.

Park in sodelavci (2005) so primerjali termo-kemijsko in biolo§ko dezintegracijo aktivnega
blata. Biolosko dezintegracijo so izvajali z inokulacijo Cellulomonas uda KCCM 12156 in
Cellulomonas biazotea KCCM 40760 z inkubacijo pri 30 °C. Bioloska obdelava substrata
se je izkazala kot slabsa v primerjavi s termo-kemijsko v svoji sposobnosti zmanjsanja
velikosti suspendiranih organskih delcev in poveéanju topnosti proteinov. Enako se je
pokazalo pri povecanju topnosti KPK v substratu (kar so definirali kot razmerje med
topnim in skupnim KPK, pomnozeno s 100) in izplenu bioplina. Warthmann in sodelavci
(2012) so preverjali vpliv 25 razli¢nih encimskih meSanic za anaerobno razgradnjo
razli¢nih substratov, med drugim tudi surovega blata. Ugotovili so, da so encimi aktivni le
zelo kratek ¢as (30 do 120 minut), potem pa njihova aktivnost hitro upade. Tako bi jih bilo
potrebno konstantno dodajati za njihovo uéinkovito delovanje, kar pa iz ekonomskega
vidika ni sprejemljivo. Tezava pri ve€ini encimskih pripravkov lezi v tem, da ti niso bili
razviti za delovanje v bioplinskem reaktorju, ki razgrajuje surovo blato, temve¢ predvsem
za razgradnjo substratov, ki izvirajo iz energetskih rastlin. Na istih substratih so preverjali
tudi dodajanje meSanic mikroorganizmov, ki bi naj sami proizvajali encime ter tako
izboljsali izplen bioplina. Rezultati ponovno niso bili obetajoci, saj se dodani
mikroorganizmi niso dolgoroéno uspesno ohranjali v reaktorjih. Se najboljse rezultate so
dosegli z encimsko obdelavo po toplotni obdelavi, vendar se to v velikem merilu z vidika
ekonomike najbrz ne bi obneslo. Zgodba bo morda neko¢ drugac¢na, ¢e se bo proizvodnja
visoko u¢inkovitih encimskih mesanic dovolj pocenila (Warthmann in sod., 2012).

Na podlagi opisanih raziskav lahko vidimo, da lahko encime pridobimo z izolacijo ali pa
izberemo taksne, ki so komercialno dostopni. Slednji imajo to prednost, da imamo z njimi
manj dela ter da so CistejSi in vedno na voljo v istih koncentracijah. Zaradi specificnega
delovanja encimov, moramo uporabiti taksne, ki so primerni za ciljni substrat. Posledi¢no
se moramo zavedati, katere so glavne sestavine nasega substrata, da lahko izberemo
primerne encime ter ustrezno strategijo doziranja za izboljSanje hidrolize (Chenxi, 2012).
Zelo pomembna prednost bioloske dezintegracije je relativno majhna poraba energije, kar
je Se posebej izrazito, ¢e jo primerjamo s toplotno ali termo-kemijsko dezintegracijo (Park
in sod., 2005). Kot slabost tako encimov kot mikrobnih mes$anic, lahko izpostavimo
njihovo kratkotrajno delovanje zaradi slabe prilagojenosti na okolje, v katerega jih
dodajamo (Warthmann in sod., 2012). Zaenkrat se je ta nacin obdelave substrata izkazal
kot ucinkovit predvsem pri izboljSanju razgradnje substratov, ki vsebujejo majhne
celulozne delce in ne toliko pri substratih, bogatih z lipidi (Chenxi, 2012; Luste in sod.,
2011). Da se prepricamo ali je dolocena encimska ali bakterijska meSanica primerna za nas
substrat, je to potrebno eksperimentalno preveriti.
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2.3.2 Vracanje odve¢nega anaerobnega blata bioplinskega reaktorja nazaj v reaktor

Kot stranski produkt proizvodnje bioplina nam ostane odvecno anaerobno blato, ki vsebuje
mikrobne celice aktivne biomase in nerazgrajene organske in anorganske delce. Razli¢ni
avtorji so preverjali, kak$ne so prednosti vracanja tega iztoka v taksni ali drugacni obliki
nazaj v bioplinski reaktor. V glavnem izhajajo iz dveh moznih predpostavk: a) odvecno
anaerobno blato anaerobnega bioreaktorja vsebuje veliko tezje razgradljivega materiala, ki
bi se lahko razgradil, ¢e bi ga dezintegrirali in/ali podaljsali njegov zadrZevalni ¢as v
bioreaktorju (Onyeche in sod., 2007); b) odve¢no anaerobno blato anaerobnega
bioreaktorja vsebuje tezje razgradljiv material in zivo aktivho anaerobno biomaso iz
bioreaktorja, katera bo po vrnitvi vanj, tam povecala koncentracijo aktivnih
mikroorganizmov in tako poskrbela za vec¢jo ucinkovitost razgradnje ter boljse ohranjanje
pocasi rasto¢ih metanogenih arhej v ve¢jem Stevilu (Young in sod., 2013; Vanyushina in
sod., 2012).

Onyeche in sodelavci (2007) so razmisljali v skladu s prvo predpostavko in tako preverjali
vpliv dezintegracije in vracanja dehidriranega blata v reaktor na produkcijo bioplina. Kot
substrat so uporabljali surovo blato, rezultat uvedbe tega postopka v velikem merilu na
Cistilni napravi pa je bilo 23 % zmanjSanje produkcije odvecnega dehidriranega blata in
ve¢ kot 30 % povecanje produkcije bioplina. Ob tem ima celoten sistem kljub pove¢anim
potrebam po energiji (dodatne cCrpalke, homogenizator in ostali elektri¢ni sistemi)
pozitivno energetsko bilanco. To za ¢istilno napravo pomeni prihranek pri odstranjevanju
dehidriranega blata in dodaten dobicek pri proizvodnji elektricne energije.

Po drugi strani so Young in sodelavci (2013) razmisljali v skladu z drugo predpostavko in
tako spremljali delovanje pilotnega sistema vracanja anaerobnega blata anaerobnega
bioreaktorja, ki ga je razvilo podjetje Siemens water technologies. Ta vrne najmanj 85 %
iztoka anaerobnega bioreaktorja nazaj v aerobno stopnjo ¢is¢enja odpadne vode. Opazili
so, da nov sistem proizvede 1,5 do 5,5 krat ve¢ metana kot klasi¢ni sistem in da pretvori
tudi ve¢ KPK v bioplin. V splosnem ocenjujejo, da je vracanje anaerobnega blata
bioreaktorja v aerobno stopnjo ugodno za delovanje Cistilne naprave, saj vodi v zmanj$anje
volumna iztoka bioreaktorja in povecanje produkcije bioplina. Vanyushina in sodelavci
(2012) so vracali biomaso v obliki dehidriranega blata nazaj v bioplinski reaktor. S tem so
podaljsali zadrzevalni Cas za tezje razgradljive organske delce in skoncentrirali biomaso v
reaktorju. Rezultat je bila boljsa razgradnja organske snovi in do 17 % izboljSanje
produkcije bioplina v primerjavi s kontrolnim reaktorjem. Tako torej vracanje
dehidriranega blata v reaktor, povefa njegovo ucinkovitost in izbolj$a ucinkovitost
dehidracije odvecnega anaerobnega blata po koncu procesa. Ocenili so, da bi se
implementacija takSnega sistema v velikem merilu moc¢no izplacala, saj omogoca
povecanje intenzivnosti anaerobne digestije, brez potrebe po izgradnji vecjih reaktorjev ali
bistvene rekonstrukcije obstojece infrastrukture. Omogoca zmanjSanje stroSkov v povezavi
z obdelavo in odvozom odvecnega dehidriranega blata, povecanje produkcije bioplina, ki
bi kompenzirala povecano potrebo po energiji zaradi sistema vraanja dehidriranega blata
v reaktor. Hkrati je tudi man;j stroskov z dehidracijo blata, saj ima le-to ugodnejse lastnosti.

Na podlagi rezultatov opisanih $tudij lahko sklepamo, da ima vracanje anaerobnega blata
bioreaktorja nazaj v sam bioreaktor za Cistilne naprave zanimive prednosti. Na zacetku je
sicer potrebna doloCena investicija za implementacijo takSnega sistema, vendar se ta kmalu
poplaca s precejSnjim zmanjSanjem stroSkov za odstranjevanje odvecnega anaerobnega
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blata bioplinskega reaktorja in s povecano produkcijo bioplina (Onyeche in sod., 2007,
Vanyushina in sod., 2012; Young in sod., 2013).

2.3.3 Sistem ve¢ zaporednih bioplinskih reaktorjev

Obdelava surovega blata v bioplinskih reaktorjih obiCajno poteka enostopenjsko pri
mezofilnih (30-40 °C) ali termofilnih (50-55 °C) razmerah. Pri mezofilnih se na ta nain
pri zadrzevalnem ¢asu 10-20 dni, razgradi le 30-40 % organske snovi. Tezava je v tem, da
so hranila v celicah iz aktivnega blata tezko dostopna mikroorganizmom, ki sodelujejo pri
proizvodnji bioplina. Hidroliza polimernih organskih snovi je omejujoca stopnja celotnega
procesa (Athanasoulia in sod., 2012). Za izboljSanje produkcije se tako lahko uporabi
dvostopenjski sistem, Kkjer acidogeni stopnji s kratkim zadrZevalnim casom v prvem
reaktorju sledi metanogena stopnja z dolgim zadrzevalnim ¢asom Vv drugem reaktorju. Po
eni strani tak$na postavitev izboljSa ucinkovitost razgradnje, po drugi je pa pri lahko
razgradljivih substratih omenjena ucinkovitost Ze v osnovi tako velika, da je z uporabo
dodatnega reaktorja ne moremo bistveno povecati (Athanasoulia in sod., 2012).

Athanasoulia in sodelavci (2012) so primerjalno testirali tak dvostopenjski sistem in
klasi¢en sistem z enim bioreaktorjem. Kot substrat so uporabljali aktivno blato iz ¢istilne
naprave. Uporabljali so kontinuirne reaktorje s stalnim mesanjem (CSTR). Rezultati tega
dvo-reaktorskega sistema na razgradnjo surovega blata izkazujejo od 9,5 do 40,1 %
(odvisno od zadrzevalnega Casa) izboljSanje produkcije bioplina in izboljsano kvaliteto
iztoka, kar se ti¢e vsebnosti kratkoveriznih ma$¢obnih kislin (KMK). Park in sodelavci
(2005) so razvili tristopenjski sistem za proizvodnjo metana iz aktivnega blata. Prva
stopnja je bila bodisi bioloska, bodisi termo-kemijska dezintegracija substrata, naslednja je
bila acidogena stopnja, tretja pa je bila metanogena. Svoj sistem so primerjali z dvema
drugima tristopenjskima, Stirimi dvostopenjskim in enim enostopenjskim sistemom. Pri
tem so Ze samo dezintegracijo substrata tudi pri drugih avtorjih smatrali kot posebno
stopnjo. Izkaze se, da je kar se redukcije KPK in organske snovi ter izplena bioplina tice,
enostopenjski sistem precej slabsi od vecstopenjskih. Med vecstopenjskimi se v splo§nem
bolje izkazZejo tristopenjski, s tem da obstajajo tudi izjeme. Coelho in sodelavci (2011) so
poleg vpliva obdelave substrata z mikrovalovi, preverjali tudi vpliv razli¢énih kombinacij
dvostopenjskih reaktorjev. Te so bile termofilno-mezofilni sistem in termofilno-termofilni
sistem. Prvi torej izvaja acidogenezo v termofilnem, metanogenezo pa v mezofilnem
reaktorju, pri drugem pa obe stopnji potekata pri termofilnih razmerah. Oba sistema so
primerjali med seboj in z enostopenjskimi termofilnimi ali mezofilnimi reaktorji pri
uporabi z mikrovalovi obdelanega in neobdelanega aktivnega blata. Kot najbolj uc¢inkovit
se je izkazal dvostopenjski termofilno-termofilni sistem, ki je kot substrat Kkoristil z
mikrovalovi obdelano aktivno blato. V' primerjavi s kontrolo (enostopenjski mezofilni
reaktor, obremenjen z neobdelanim aktivnim blatom) je ta kombinacija omogocila do
106 % povecanje produkcije bioplina. Uvedba dvostopenjskega sistema je omogocila tudi
mocno skrajSanje zadrZevalnega Casa, ne da bi s tem bistveno zmanjSali u€inkovitost
procesa.

Rezultati razli¢nih avtorjev nakazujejo, da ima sistem dveh ali ve¢ zaporednih reaktorjev
veliko potenciala za izboljSanje izplena bioplina iz tezko razgradljivih substratov. Po drugi
strani je uvedba tega sistema na ze obstojecih Cistilnih napravah lahko nekoliko tezavna,
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oziroma finan¢no neugodna, saj je potrebno izgraditi nove reaktorje. Hkrati ta sistem tudi
ni primeren za vse vrste substratov, saj pri razgradnji lahko razgradljivih ni bistveno boljsi
od enostopenjske produkcije metana (Athanasoulia in sod., 2012).

2.4 PROBLEM ODPADNIH FERMENTACISKIH BROZG 1Z FARMACEVTSKE
INDUSTRIJE NA KOMUNALNIH CISTILNIH NAPRAVAH

Odpadne brozge in odpadne vode farmacevtske industrije, ki pritekajo na komunalne
Cistilne naprave (med drugim tudi na CCN Domzale-Kamnik), lahko povzrogijo slabse
delovanje procesa aerobnega ciscenja odpadnih vod. Ostanki antibiotikov in njihovih
presnovnih produktov v surovem blatu lahko potencialno negativno vplivajo tudi na
mikroorganizme v bioplinskem reaktorju (Heidari in sod., 2012). Koncentracije razli¢nih
farmacevtskih spojin v surovem blatu so razli¢ne tako med samimi spojinami kot tudi med
razliénimi Cistilnimi napravami. Do tega pride zaradi razlik v fizikalno kemijskih lastnostih
posameznih spojin in razliénimi stopnjami njihove uporabe na obmodju dolo¢ene CN

(Stasinakis, 2012).

V anaerobnih bioreaktorjih poteka biodegradacija po razlicnih poteh, zaradi Cesar
kratkotrajna inhibicija dolo¢ene skupine mikroorganizmov, ki so tam prisotni, ne more
povzrociti vecjega zmanj$anja produkcije bioplina. Po drugi strani lahko daljsa
izpostavitev protimikrobnim spojinam kljub temu povzroca tezave, ki so lahko posledica
kopicenja stranskih produktov ali sprememb v mikrobni populaciji. Vse to se na koncu
lahko pokaze v zmanjSani koli¢ini in kvaliteti proizvedenega bioplina (Heidari in sod.,
2012). Razli¢ni antibiotiki in njihovi presnovni produkti imajo lahko na mikrobno zdruzbo
v reaktorju razli¢ne ucinke. Nekateri Ze v svoji primarni obliki delujejo inhibitorno na
dolo¢ene skupine mikroorganizmov, drugi na njih nimajo posebnega vpliva, ga pa imajo
zato njihovi presnovni produkti, katere na primer z blatom izlo¢ijo zivali, ki so dobile
antibiotik. Tretji sploh ne delujejo inhibitorno na izbrane mikroorganizme. Pri teh vplivih
je seveda vedno pomembna tudi koncentracija prisotnega antibiotika ali drugega inhibitorja
(Heidari in sod., 2012). V bioplinski reaktor na Cistilni napravi pogosto pridejo antibiotiki
ali njihovi presnovni produkti kar s surovim blatom, kamor se lahko vezejo, ko so prisotni
v odpadni vodi. Tam nekatere mikrobna zdruzba popolnoma odstrani, druge le deloma,
tretjih pa sploh ne (Chenxi in sod., 2008). Zaradi tega je potrebno za vsako spojino posebej
preveriti, kaksni so njeni uéinki na mikrobno biomaso in do kakSne mere jih je biomasa
sposobna razgraditi.

TeZavnost biodegradacije se med spojinami torej razlikuje. Na njo lahko vplivajo razli¢ni
parametri anaerobnega procesa, kot sta na primer zadrzevalni Cas in temperatura
obratovanja. Pomembna je lahko tudi sestava mikrobne zdruzbe, saj pri marsikateri
toksi¢ni spojini Cez Cas pride do prilagoditve zdruzbe in njene uspesnejsSe razgradnje. Na to
v veliki meri vplivajo tudi lastnosti same spojine, med katerimi je posebej pomembna
dostopnost spojine mikroorganizmom. Tako se na koncu lahko nekatere toksi¢ne snovi v
bioplinskem reaktorju uspe$no presnovijo, druge tam povzrocajo teZzave v proizvodnji
bioplina, tretje pa reaktor v ve€ji meri zapuS$fajo nerazgrajene in tako Se naprej
predstavljajo nevarnost za okolje (Stasinakis, 2012). Dodatno tezavo predstavlja tudi
dejstvo, da se rutinske analize za prisotnost tak$nih razli¢nih za okolje Skodljivih organskih
spojin ne izvajajo. Tako Se posebej v primeru uporabe dehidriranega blata kot gnojila, te
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snovi pridejo nazaj v okolje in na koncu tudi lahko vstopajo v kopenske prehranske verige
ali pitno vodo. Problemati¢no je tudi, da je tak$nih nevarnih spojin veliko in da pri mnogih
njihov ucinek na delovanje bioplinskega reaktorja $e ni znan (Carballa in sod., 2007).
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3 MATERIALI IN METODE

Na podlagi informacij, pridobljenih s pregledom objav in na podlagi realnih mozZnosti na
CCN Domzale-Kamnik, smo se odloéili, da testiramo nekatere od opisanih metod
izboljsanja produkcije bioplina. Prednost so imele tiste metode, ki bi jih bilo na CCN
Domzale-Kamnik najlazje uvesti. Tako smo opravili poskuse z biolosko dezintegracijo
(dodajanje mesanice encimov in mikroorganizmov) in vracanjem dehidriranega blata nazaj
v bioplinski reaktor (opisano v poglavjih 2.3.1.7 in 2.3.2). Poleg tega smo preverili tudi
uspesnost anaerobne razgradnje odpadnih fermentacijskih brozg iz farmacevtske industrije
(poglavje 3.3), saj bi v primeru, da je to mogoce, lahko preprecili potencialne negativne
vplive (kot so opisani v poglavju 2.4) omenjenih brozg na aerobno stopnjo ¢iS¢enja
odpadne vode tako, da bi jih direktno uvajali v anaerobno stopnjo ¢is¢enja.

Da bi poiskali resitev problema, smo oblikovali razli¢ne poskuse (Slika 3).
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Slika 3: Shema poskusov, ki smo jih izvajali. Pus¢ice nakazujejo katere sestavine smo dali v posamezni
reaktor (zgornji del sheme) in katere analize smo izvajali (spodnji del sheme). Razli¢ne barve puscic
oznacujejo zasnovo posameznih poskusov (Crna — uporabljeno v vseh poskusih; modra — uporabljeno v
poskusih preverjanja vpliva dodane encimsko mikrobne me$anice; oranzna — uporabljeno v poskusih
preverjanja vpliva vra¢anja dehidriranega blata v reaktor; zelena — uporabljeno v poskusih proizvodnje
bioplina iz brozge V; rde¢a — uporabljeno v poskusih proizvodnje bioplina iz brozge T). Crtkana ¢rta
oznacuje, da je bila sestavina pri eni vrsti poskusa uporabljena, pri drugi pa ne (pri proizvodnji bioplina iz
Ciste brozge V ni bilo surovega blata v eksperimentalnem bioreaktorju, pri proizvodnji iz meSanice brozge V
in surovega blata pa je bilo tja dodano)

Inokulum mikroorganizmov za proizvodnjo bioplina smo pridobili preko cevi direktno iz
industrijskih CSTR bioreaktorjev na Centralni &istilni napravi Domzale-Kamnik (CCN).
Kot substrat smo vecinoma uporabljali surovo blato. Ta substrat se tudi sicer dovaja v
industrijske bioplinske reaktorje na CCN. Sestavljen je iz zivih mikroorganizmov,
pomesSanih z razli¢nimi organskimi delci. Odpadna voda, ki prihaja na €istilno napravo se
spreminja z letnimi €asi, iz dneva v dan in celo iz ure v uro. Posledi¢no prihaja tudi do
ve¢jih sprememb v sestavi surovega blata, ki se kazejo tudi v spremembah v kemijski
potrebi po kisiku (KPK) in vsebnosti kratkoveriznih mascobnih kislin (KMK). Zaradi tega
je bilo potrebno pred zagonom vsakega poskusa izracunati, koliko substrata je potrebno
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dodati glede na organsko snov inokuluma, da je bila obremenitev reaktorjev vedno enaka.
Izracun smo pripravili z ena¢bo 1:

%4
Vs = —ppe— (1)

1+6br+05

Vs=volumen substrata; Vr=volumen reaktorja; KPK =kemijska potreba substrata po kisiku; Obr=zelena
obremenitev reaktorja, OS= organska snov inokuluma

S tem smo poskusali ¢im bolj zmanjsati razlike med posameznimi poskusi in ponovitvami
znotraj njih. Kljub temu popolne ponovljivosti vseh poskusov ni bilo mogoce zagotoviti.
Da bi kar se da zmanjsali vpliv variabilnosti substratov in morebitnih napak na rezultate,
smo vsak poskus ponovili trikrat. Pri vseh poskusih smo uporabili pilotno napravo podjetja
Talisman d.o.0., Ki jo sestavljata 2 Sarzna bioreaktorja, z delovnim volumnom 196,8 litrov
ter skupnim volumnom 226,5 litrov (Slika 4). Eden je vedno sluzil kot negativna kontrola
in je poleg inokuluma vseboval le $e surovo blato kot substrat. Drugi je bil eksperimentalni
in je poleg ali namesto surovega blata vseboval Se druge snovi. Vsak reaktor ima na vrhu
lijak za dodajanje substratov in biomase in pritrjen elektromotor, ki poganja mesalo v
notranjosti. MeSanje je bilo pri vseh poskusih nastavljeno enako — po dve minuti mesanja
in ena minuta premora (hitrost mesanja: 141 obratov na minuto). Dno reaktorjev je koni¢no
oblikovano in ima v sredini cev, ki vodi do ventila za praznjenje reaktorja. Za tem
ventilom je na cevi §e en manjsi, namenjen vzorcenju. Ob straneh ima vsak reaktor mesto
za pH elektrodo, ki smo jo kasneje nadomestili z ventilom za vzorCenje, ki nam je
omogocal natan¢nejSe vzorcenje z manjSim vplivom na meritve sproSc¢enega bioplina.
Nivo tekocine v reaktorju regulira prelivni ventil, ki je ob polnjenju naprave odprt, da
omogoci iztok odvecne vsebine, nato pa se zapre in ostane cel poskus zaprt. Nad gladino
tekocine iz reaktorja izhajajo cevi za meritve plina — tako tiste za meritev produkcije kot
tiste za vzorcenje. Te imajo namescene Se ventile, cevi za meritev produkcije pa se koncajo
v merilni napravi, proizvajalca Wet tip gas meter (ZDA), ki deluje po principu
izpodrivanja vode z nastalim plinom. Ko se merilna posodica napolni s 100 ml plina, se
prevrne, kar naprava zazna in zabeleZi izmerjen volumen. Oba reaktorja sta toplotno
izolirana in tekocinsko ogrevana na Zeleno temperaturo. Vsi nasi poskusi so potekali pri
39 °C.
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Slika 4: Shema pilotnih bioreaktorjev, ki smo jih uporabljali. Prikazan je prerez enega izmed obeh reaktorjev.
Na shemi niso prikazani toplotna izolacija bioreaktorja in sistem za vzdrzevanje konstantne temperature ter
sistem za programiranje delovanja reaktorja .

3.1 POSKUSI POVECANJA PROIZVODNJE BIOPLINA Z DODAJANJEM
ENCIMSKO MIKROBNE MESANICE

Pri teh poskusih smo v oba reaktorja dali enako koli¢ino surovega blata, le da smo polega
tega v eksperimentalni reaktor dodali e encimsko mikrobno mesanico B120, proizvajalca
Bio-Systems (Slika 3, modra barva). Volumen surovega blata smo izracunali z enacbo 1,
pri kateri smo kot Zeleno obremenitev vnesli vrednost 0,2 g KPK/g OS inokuluma
biomase. Taksno obremenitev smo izbrali, ker so tako obremenjeni industrijski CSTR
bioreaktorji na CCN. Izbrana encimsko mikrobna mesanica vsebuje amilaze in lipaze ter
hidrolitiéne fakultativno anaerobne mikroorganizme. Po trditvah proizvajalca preparat
izboljsa prvo stopnjo bioplinske produkcije — torej hidrolizo. Posledi¢no bi naj prislo tudi
do zmanjSanja koli¢ine mascobnih oblog v reaktorjih ter povecanja izplena bioplina.

S temi poskusi smo preverjali hipotezo, da bi naj zaradi slabe hidrolize priSlo do ohranjanja
suspendiranih organskih delcev v iztoku bioplinskega reaktorja, kar bi lahko bil vzrok za
obcasno povecano vsebnost organske snovi, ki se odraza v povecani vrednosti KPK. Hkrati
bi izboljSanje stopnje hidrolize moralo povecati tudi produkcijo bioplina. Encimsko
mikrobno mesanico smo dozirali ob zagonu in po treh prete¢enih dnevih, vsaki¢ po 5 g na
celoten volumen reaktorja. Te vrednosti so bile izracunane po navodilih proizvajalca za
anaerobne lagune.
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3.2 POSKUSI POVECANJA PROIZVODNJE BIOPLINA Z VRACANJEM
DEHIDRIRANEGA BLATA

Pri tej seriji poskusov smo kot substrat v obeh reaktorjih uporabili surovo blato. V
eksperimentalni reaktor smo poleg tega dodali se dehidrirano blato, ki je centrifugirano
odve¢no anaerobna blato iz industrijskih bioplinskih bioreaktorjev (Slika 3, oranzna
barva). Ta material vsebuje predvsem koncentrirane mikrobne celice in nerazgrajene
organske delce iz bioplinskega reaktorja (Young in sod., 2013; Vanyushina in sod., 2012).
Pridobili smo ga takoj po centrifugiranju, ko gre obic¢ajno na deponijo in kasnejse uni¢enje
s sezigom. Zbrali smo ga ustrezno koli¢ino in to potem dodali v reaktor, skupaj s
substratom. Z dodajanjem tega materiala smo povecali koncentracijo mikroorganizmov, ki
sodelujejo pri procesu metanogene anaerobne presnove. Z vra¢anjem dehidriranega blata
smo zeleli zmanjsati vpliv izpiranja delovnih mikroorganizmov iz bioreaktorja oziroma
povecali njihovo koncentracijo v reaktorju, kar bi lahko izboljSalo razgradnjo organskih
spojin. V pilotnih reaktorjih do izpiranja seveda ne pride, je pa zato $e vedno lahko opazen
pozitiven ucinek na hitrost razgradnje substrata. Zaradi povefanih koncentracij
mikroorganizmov smo za enako obremenitev eksperimentalnega in kontrolnega reaktorja v
eksperimentalnega morali dodati ve¢ji volumen substrata, da je bila obremenitev enaka kot
pri vseh ostalih poskusih. Izracun doziranja substrata v reaktor z dodanim dehidriranim
blatom je potekal po enac¢bi 2. Pri tem smo ciljali na obremenitev reaktorjev 0,2 g KPK/g
OS inokuluma biomase:
vr+vdb«(2e-1)
Vs = T KPK (2
Obr+0S

Vs=volumen substrata; Vr=volumen reaktorja; VVdb=volumen dehidriranega blata; OSdb=organska snov
dehidriranega blata; KPK =kemijska potreba substrata po kisiku; Obr=Zelena obremenitev reaktorja, OS=
organska snov inokuluma

3.3 POSKUSI PROIZVODNJE BIOPLINA 1Z ODPADNIH FERMENTACISKIH
BROZG IZ FARMACEVTSKE INDUSTRIE

Odpadne fermentacijske brozge iz farmacevtske industrije nastajajo pri proizvodnji
aktivnih farmacevtskih uéinkovin s fermentacijo. Ustrezne proizvodne mikroorganizme
veepijo v gojisce, kjer s fermentacijo proizvedejo sekundarne metabolite, ki so ciljne
aktivne ucinkovine. Te izolirajo iz fermentacijskega medija in obdelujejo dalje, ostanki
mikrobnih celic in gojis¢a pa se zavrzejo. Preverjali smo uspesnost proizvodnje bioplina iz
dveh razlicnih brozg: odpadne fermentacijske brozge V (v nadaljevanju brozga V) in
odpadne fermentacijske brozge T (v nadaljevanju brozga T). Ta odpadni material ima
relativno veliko vrednost KPK (okoli 484 g/l pri brozgi V in 78,2 g/l pri brozgi T), kar
nakazuje potencial za anaerobno razgradnjo do bioplina. Do sedaj sta brozgi do Cistilne
naprave prihajali po kanalu skupaj z ostalo odpadno vodo. Fermentacijski brozgi v aerobni
delovanju distilne naprave. Te se lahko kazejo med drugim tudi v porastu koli¢ine
filamentoznih mikroorganizmov, ki povzrocajo penjenje v aeracijskih bazenih in slabse
usedanje aktivnega blata. Ker je le-to tudi substrat za proizvodnjo bioplina, bi lahko tako
prislo tudi do vpliva na delovanje bioplinskega reaktorja (Deublein in Steinhauser, 2008).
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Zaradi tega je Cistilni napravi v interesu preveriti ali bi se takSen, za proces ¢iS¢enja vode
neugoden material, morda dalo predelati direktno z anaerobno pretvorbo v bioplin.

Kontrolni reaktor smo pripravili enako kot v prvih dveh serijah poskusov (poglavji 3.1 in
3.2), v eksperimentalnega pa smo namesto surovega blata kot substrat dodali eno od dveh
odpadnih fermentacijskih brozg iz bioreaktorjev farmacevtske industrije (Slika 3, zelena in
rdeca barva). Brozge smo dobili v plasticnih sodih, ki so bili pripeljani direktno iz
farmacevtskega podjetja. Z nekajdnevnimi zaporednimi meritvami KPK smo opazili, da se
vrednost KPK v brozgah ¢ez ¢as spreminja. Poleg tega smo opazili tudi spros¢anje plinov,
katerih tlak je po zaprtju soda narastel. Vse to je nakazovalo, da je prisotna intenzivno
metabolno aktivna mikrobna populacija. Da bi ohranili primerljivost med ponovitvami
poskusov smo zato brozgi prelili v dvolitrska vedra, jih zaprli s pokrovom in jih zamrznili.
Kot KPK za izraCun obremenitve smo upoStevali zadnjega izmerjenega (na dan
zamrzovanja) in ga kasneje $e obCasno preverili na odmrznjenih vzorcih.

S tema brozgama smo izvedli do tri vrste poskusov — eno serijo z uporabo le brozge kot
substrata, drugo z uporabo meSanice brozge in surovega blata v razmerju 1:1 glede na
obremenitev ter tretjo vrsto poskusa, Ki je bil dejansko enak drugi, le da je trajal 30 dni
namesto 5 in so bili reaktorji po prvih petih dneh dohranjevani vsakodnevno z enako
obremenitvijo kot ob zagonu. Zadnje $tiri dni poskusa, smo preverjali stabilnost sistema pri
vi§jih obremenitvah in smo zato v reaktorja dodajali po dvakrat ve¢ substrata. Pri tem
poskusu je hidravli¢ni zadrzevalni ¢as znasal povprecno dobrih 17 dni za kontrolni reaktor
in skoraj 30,5 dni za reaktor z meSanico farmacevtske brozge in surovega blata (zadnje Stiri
dni potem ti dve vrednosti padeta na 8 dni za kontrolni in 14 dni za reaktor z meSanico
farmacevtske brozge in surovega blata). Za brozgo V smo opravili vse tri vrste poskusov,
za brozgo T pa le drugo vrsto. Izracun obremenitve reaktorja s kombinacijo surovega blata
in brozge je bil opravljen z enacbo 3, pri ¢emer smo kot Zeleno obremenitev reaktorja
vnesli vrednost 0,2 g KPK/g OS inokuluma biomase (izjema so zadnji $tirje dnevi 30-
dnevnega poskusa, ko je obremenitev znasala 0,4 g KPK/g OS inokuluma biomase):

% Vr
"~0s+0br/2, 0S*0bT/2

— KPK1 ~ KPK?2
Vsl = KPRT_ ..(3)

KPK?2

Vsl=volumen prvega substrata; Vr=volumen reaktorja; Obr=Zelena obremenitev reaktorja, OS= organska
snov inokuluma; KPK1=kemijska potreba prvega substrata po kisiku; KPK2=kemijska potreba drugega
substrata po kisiku. Za izra¢un volumna drugega substrata obrnemo ulomek v spodnjem ¢lenu enacbe, tako
da je potem KPK2 v stevcu in KPK1 v imenovalcu.

S petdnevnimi poskusi smo tako preverjali, kaksen je vpliv teh brozg na proces in
mikroorganizme, ki pri njem sodelujejo. S podaljSanim poskusom (30 dni) smo preverili ali
ima uporabljena fermentacijska brozga morda dolgorocne u€inke na proces in mikrobno
zdruzbo.

3.4 ANALIZE VZORCEV

Pri poskusih anaerobne razgradnje navedenih substratov smo vzor¢ili tako vsebino
reaktorjev, kot tudi nastali bioplin. Vzor¢ili smo preko temu namenjenih ventilov na pilotni
napravi. Vzorce vsebine smo odvzeli v steklene ¢aSe, pri cemer smo prvi nato¢en volumen
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zavrgli. Na ta na¢in smo zmanjsali verjetnost, da bi na rezultate vplivali ostanki vsebine od
prej$njega vzoréenja v ceveh ali ventilih. Case smo prenesli v laboratorij in vzorce prelili v
plasticne epruvete Falcon. Te smo ustrezno oznaCili in jih shranili do analize v
zamrzovalniku ali hladilniku (odvisno od tega, koliko ¢asa je bilo predvideno, da bo
preteklo do analize). Za analizo kratkoveriznih mascobnih kislin (KMK) smo shranili okoli
10 ml, za analize mikrobne zdruzbe pa vsaj 25 ml vsebine. Vsebino smo analizirali za
vsebnost KMK s plinsko kromatografijo in sestavo mikrobne zdruzbe z metodo TRFLP.
Merili smo tudi vrednost pH. Pri plinu smo poleg kumulativne produkcije, ki smo jo
spremljali avtomatsko na pilotnih reaktorjih, analizirali tudi odstotno sestavo plina s
plinsko kromatografijo. Vzorce plina smo odvzeli v temu namenjene vzor¢ne vrecke
Tedlar sampling bag, volumna 1 | (SKC, ZDA, kataloSka Stevilka: 232-01). Zacetni tok
plina smo spustili mimo vrecke, da smo izpihali zrak iz cevi, ki je pritrjena na ventil za
vzorenje, nato pa smo vrecke napolnili z manjSo koli¢ino plina. Ker je v reaktorjih
relativno majhen volumen plina z dokaj nizkim nadtlakom, smo poskusali z vzorci odvzeti
¢im man;j plina in tako ¢im manj vplivati na meritve kumulativne produkcije. Za analize
smo potrebovali najmanj 200 pl bioplina. Vrecke smo ustrezno oznacili in jih shranili do
analize pri sobni temperaturi.

3.4.1 Vsebnost kratkoveriznih mas¢obnih Kkislin (KMK)

Vsebnost KMK smo preverjali v vzorcih vsebin reaktorjev s plinsko kromatografijo. Pred
tem je bilo potrebno KMK iz vzorcev ekstrahirati z etrsko ekstrakcijo. To smo izvajali po
postopku, ki ga je opisal Holdemann s sodelavci (1977). Da bi zmanjsali vpliv napak, smo
za vsak vzorec ekstrakcijo izvedli v dveh paralelkah.

Po ekstrakciji smo izvedli analizo s plinskim kromatografom Shimadzu GC 14-A
(Japonska) s plamensko-ionizacijskim detektorjem (Flame ionization detector - FID) in
split-splitless injektorjem. Kisline so se locile ob potovanju skozi kolono (fused silica
capillary column DB-WAX), dolzine 30 m in premera 0,326 mm. Temperatura injektorja
je znaSala 160 °C, temperatura detektorja pa 210 °C. Temperaturni program je bil takSen,
da je bila zaetna temperatura kolone 90 °C in je takSna ostala 4 minute, nato pa se je
zacela zviSevati s 15 °C na minuto do koncne temperature 160 °C, katero je ohranila za 2
minuti. Pred analizo smo kromatograf kalibrirali z vbrizgom 1ul kalibracijske raztopine, ki
je vsebovala 0,105 g/l ocetne, 0,099 g/l propionske, 0,095 g/l izo-maslene, 0,096 ¢/l
maslene, 0,093 g/l izo-valerenske, 0,094 g/l valerenske in 0,093 g/l kapronske kisline.
Rezultate smo vpisali v racunalnik, nato pa za vsak vzorec izraunali povprecno vrednost
in standardni odklon. Na koncu smo na podlagi rezultatov za vsak poskus izrisali grafikon,
ki prikazuje dinamiko koncentracij KMK. Pri tem smo upostevali le ocetno, propionsko in
masleno kislino, saj so se ostale pojavljale v zelo nizkih koncentracijah, ki so bile blizu
meje detekcije. Zaradi tega so podatki pri ostalih kislinah manj zanesljivi kot pri omenjenih
treh. Postopek plinsko-kromatografske analize KMK je povzet po Marinsek-Logar (1992).
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3.4.2 Analiza sestave anaerobne mikrobne zdruzbe

V opisanih poskusih nas je zanimalo, kako lahko razli¢ni substrati in dodatki vplivajo na
sestavo mikrobne zdruzbe v bioplinskem reaktorju.

Sestavo mikrobne zdruzbe (bakterijske in arhejske) smo preverjali v vsebini kontrolnega in
poskusnega bioreaktorja na zacetku in na koncu vsakega poskusa. Pri podaljSanem poskusu
z brozgo V, smo vzorce za sestavo mikrobne zdruzbe jemali vsak drugi dan in se potem na
podlagi rezultatov ostalih analiziranih parametrov na koncu odlocili, v katerih ¢asovnih
tockah bomo vzorce mikrobne biomase analizirali z metodo TRFLP.

Gre za metodo lo¢evanja med razlicnimi mikrobnimi zdruzbami na podlagi terminalno
oznacenih koncev DNK, ki jih ob pomnoZevanju z metodo PCR, na 5' koncu oznac¢imo s
fluorokromom 6-FAM (6-karboksifluorescein). Pomnozevali in analizirali sSmo gene za
16S rRNA. Analiza se je zacela s pripravo vzorcev, Ki smo jih najprej centrifugirali pri
10000 x g za 10 minut. Supernatant smo previdno odlili, usedlino pa smo preko noci susili
v odprtih epruvetah Falkon v suSilniku pri 45 °C. Posusene vzorce smo nato zamrznili do
izolacije DNK. Sledila je izolacija DNK s kompletom UltraClean Soil DNA Isolation Kit
(Mo Bio, ZDA, katalo$ka $tevilka: 12800-50) po navodilih proizvajalca. Za izolacijo smo
uporabili po 0,5 g posusenega vzorca vsebine reaktorja. Njeno uspes$nost smo preverili z
elektroforezo (oprema proizvajalca Bio-Rad, ZDA), tako da smo izolirano DNK nanesli na
0,8 % agarozni gel (SeaKem® LE agaroza, Lonza, ZDA, kataloSka Stevilka: 50005). Nato
smo pri vsakem vzorcu posebej optimizirali njegovo koncentracijo v reakcijski mesanici za
PCR. To smo naredili tako, da smo izolirano DNK pri vsakem vzorcu red¢ili 10 in 100 X
(v€asih tudi 5 X), nato pa izvedli PCR z uporabo teh redCitev in nered¢ene DNK. Za to
smo uporabili PCR napravi MyCycler (Bio-Rad, ZDA) in Super Cycler Trinity (Kyratec,
Avstralija). Pri tem smo za pomnoZevanje bakterijske DNK uporabljali zacetna
oligonukleotida FD1-FAM (Lane, 1991) in 926R (Watanabe et al.,, 2001), za
pomnozevanje arhejske DNK pa 109F-FAM (5-ACNGCTCAGTAACRCGYR-3')
(modificirano po GroBkopf in sod., 1998) in 915R (DeLong, 1992). Polimeraza je bila
obicajno Taq polimeraza-(Fermentas, Thermo Fischer Scientific, ZDA), nekajkrat pa smo
poskusili pomnoziti DNK tudi z DreamTaq polimerazo (Fermentas, Thermo Fischer
Scientific, ZDA). Program za pomnozevanje bakterijske DNK se je zael s 5 minutami
denaturacije pri 95 °C, nato pa je sledilo obic¢ajno 25 ciklov (pri vzorcih, ki so se slabo
pomnozevali tudi ve€), ki so zajemali 30 sekund pri 95 °C, 30 sekund pri 55 °C in 1
minuto pri 72 °C, temu je pa sledil $e zadnji korak podaljSevanja verige — 10 minut pri
72 °C. Za arhejsko DNK je bil potreben nekoliko drugacen program: 5 minut pri 95 °C,
nato pa 30 ciklov (pri vzorcih, ki so se slabo pomnoZevali tudi vec), ki so zajemali 30
sekund pri 95 °C, 45 sekund pri 52 °C in 1 minuta 30 sekund pri 72 °C, ¢emur je sledila Se
zadnja stopnja, ki je trajala 10 minut pri temperaturi 72 °C. Rezultate smo preverili z
nanaSanjem po 4 ul pomnozkov na 1 % agarozni gel (SeaKem® LE agaroza, Lonza, ZDA,
kataloska Stevilka: 50005) in elektroforezo. Pri tem smo preverjali, ali je sploh prislo do
pomnozkov in ali so ti primerne velikosti.

Redcitev, pri kateri je bilo pomnoZevanje najuspeSnejSe, smo uporabili pri nadaljnjih PCR
reakcijah. Tako smo vsak vzorec pomnozili $e vsaj 4 X, nato pa vsebine vseh
mikrocentrifugirk posameznega vzorca zdruzili in ocistili s kompletom High Pure PCR
Product purification kit (Roche, Svica, katalogka $tevilka: 11732676001). Pri tem smo
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upostevali navodila proizvajalca, ki smo jih za zagotovitev visje koncentracije DNK
priredili tako, da v zadnji fazi namesto 50 pul, odpipetiramo 30 ul elucijskega pufra.

Po ¢iscenju je bilo potrebno izvesti Se eno elektroforezo na 1 % agaroznem gelu, pri kateri
smo nanesli po 3 ul vzorcev in lestvice. Koncentracijo pomnozene DNK  za restrikcijske
mesanice smo dolocili s programom Gene Tools (Syngene, Velika Britanija). Program
delez pomnozka v posami¢nih pasovih prera¢una na osnovi primerjave intenzitete sevanja
pomnozkov na sliki gelske elektroforeze s standardom znane koncentracije DNK (1 kb
DNK lestvica) (Fermentas, Thermo Fischer Scientific, ZDA).

Pomnozke smo cepili z restrikcijsko endonukleazo BsuRI, (prepoznavno zaporedje 5'
GG|CC 3') (Fermentas, Thermo Fischer Scientific, ZDA). Restrikcijsko endonukleazo smo
izbrali na podlagi predhodnih izkuSenj. Pred pripravo reakcijske meSanice, smo pomnozke
vsakega vzorca primerno red¢ili (izra¢unano na podlagi prej omenjene kvantifikacije), tako
da smo restrikcijo vedno izvedli na okoli 200 ng pomnozka. S tem smo zagotovili, da ni
prislo do pojava premocnega signala na detektorju med kapilarno elektroforezo. Restrikcija
je potekala prekono¢no pri 37 °C, nato pa smo encime deaktivirali z izpostavitvijo 80 °C
za 20 minut. Cepljene odseke smo ponovno ocistiti s kompletom High Pure PCR Product
purification kit (Roche, Svica, kataloska $tevilka: 11732676001).

Za analizo TRFLP smo v mikrotitrsko plos¢o odpipetirali po 5 pl tako obdelanih
pomnozkov skupaj z reakcijsko mesanico, ki je vsebovala 9 ul formamida in 0,5 pl
oznalevalca velikosti GeneScan'™ -500 ROX™ (Life Technologies, ZDA). Oznadevalec
velikosti smo uporabili kot interni standard za natan¢no primerjavo variabilnosti dolZine
fragmentov. Pred analizo smo vzorce denaturirali pri 95 °C za 5 minut in jih nato ohladili
na ledu za 5 minut. Alikvote vzorcev smo analizirali s kapilarno elektroforezo 3130 xI
Genetic Analyzer (Applied Biosystems Inc., ZDA).

Rezultate smo obdelali s programom Bio Numerics 5.1 (Applied Maths, Belgija). VVzorce
fragmentov smo med seboj poravnali in na podlagi pridobljenih rezultatov izrisali
dendrograme, ki izkazujejo podobnosti v mikrobnih zdruzbah med vzorci. V nekaterih
primerih je prevelika ali premajhna koli¢ina pomnoZzka onemogoc¢ala natan¢no analizo,
zato smo kapilarno elektroforezo ponovili z ustrezno koli¢ino pomnoZzka.

3.4.3 Sestava bioplina

S plinsko kromatografijo smo spremljali tudi odstotno sestavo proizvedenega bioplina po
metodi, ki jo je opisala Marinsek-Logar (1992). Vzorce smo jemali ob koncu vsakega
poskusa; pri eni od treh ponovitev pa smo jih jemali tudi vsak drugi dan. Vzor¢ili smo v
plinotesne vrecke Tedlar sampling bag, volumna 1 1 (SKC, ZDA, kataloska stevilka: 232-
01), preko ventila za vzorcenje plina na pilotni napravi.

Tako pripravljene vzorce smo analizirali s plinskim kromatografom Shimadzu GC-14A
(Japonska) z detektorjem toplotne prevodnosti (TCD). Kot nosilni plin nam je sluzil helij,
plini so se pa locili s prehajanjem skozi 4 m dolgo jekleno kolono, premera 6 mm, ki je
vsebovala Porapak Q. Temperatura injektorja je znasala 50°C, temperatura kolone 30 °C,
temperatura detektorja pa 80 °C. Analiza je potekala izotermalno. Pred samo analizo je
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bilo potrebno kromatograf kalibrirati s kalibracijsko plinsko mesanico, ki je vsebovala
znane koncentracije vodika (15,3 %), dusika (19,9 %), metana (20,3 %) in ogljikovega
dioksida (44,5 %). Rezultate smo vnesli v ra¢unalnik in na podlagi njih izrisali grafikone.
Dejansko smo spremljali le razmerje med metanom in ogljikovim dioksidom, vsebnost
ostalih sestavin pa smo zanemarili. Te se sicer v bioplinu pojavljajo v zelo majhnih delezih
(do 0,5 % H,S; do 0,5 % NHs;, do 5 % vodne pare in do 5 % Ny), saj vecji del volumna
sestavljata prav metan in ogljikov dioksid) (Deublein in Steinhauser, 2008). Meritev smo
izvajali tako, da smo vsak vzorec plina vbrizgali po dvakrat, s ¢imer smo zagotovili vecjo
zanesljivost rezultatov z zmanjSanjem vplivov posameznega vbrizgavanja na njih. Po
pridobitvi rezultatov smo na podlagi njih izrisali grafikone sestave bioplina.

3.4.4 Merjenje kemijske potrebe po kisiku (KPK) v substratu

Preden lahko izraCunamo koliko substrata potrebujemo za doloceno obremenitev
anaerobnega bioreaktorja (enacbe 1, 2 in 3), je potrebno pridobiti podatek o kemijski
potrebi po kisiku (KPK) substrata. To smo izmerili z metodo, ki temelji na
spektrofotometriénem merjenju spremembe barve reagenta (kalijev dikromat), ki se zgodi
ob oksidaciji vzorca. Uporabljali smo kivetni test LCK 114 (Hach Lange, Nemcija) in
spektrofotometer DR 3900 (Hach Lange, Nemcija). Analizo smo izvedli po navodilih
proizvajalca.

3.4.5 Merjenje organske snovi

Pri izraCunu potrebne koli¢ine dodanega substrata za doseganje Zelene obremenitve
reaktorja potrebujemo tudi podatek o vsebnosti organske snovi inokuluma (enacbe 1, 2 in
3). Do njega smo prisli tako, da smo najprej izmerili koli¢ino suhe snovi, za tem pa Se
anorganske snovi inokuluma. Postopek njune pridobitve temelji na segrevanju vzorca pri
razliénih temperaturah. Najprej smo odvzeli vzorec inokuluma iz industrijskega CSTR
reaktorja na CCN in ga odpipetirali v keramiéni Zarilni lonéek. Nato smo ga dali v susilnik
SP-45 C (Kambic¢, Slovenija) ter nastavili temperaturo susenja na 105 °C. Po 500 minutah,
smo vzorec stehtali in tako dobili maso suhe snovi. Zarilni lonéek z vzorcem smo nato
prestavili v zarilno pe¢ B180 (Nabertherm, Nemcija) in zarili 3 ure pri 600 °C. Ob tem so
se organske snovi oksidirale do ogljikovega dioksida in vode, v loncku pa je ostala le
anorganska snov, oziroma pepel, katerega smo ponovno stehtali. Organsko snov smo
izracunali iz razlike v masi suhe in anorganske snovi (Standard methods. .., 2005).

3.4.6 Meritve pH

Eden izmed parametrov, ki smo ga spremljali tekom vsakega poskusa je bil tudi pH v
reaktorju. Ta se je meril ob zagonu in koncu vsakega poskusa, pri podaljSanem poskusu pa
vsak drugi dan. Meritve smo izvajali z gelsko elektrodo SensoLyt SE in pH metrom
inoLab pH 730 (WTW, Nemcija). Merilno elektrodo smo pomocili v vzorec vsebine
reaktorja in pocakali, da se vrednost ustali.
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4 REZULTATI

4.1 VPLIV DODANE ENCIMSKO MIKROBNE MESANICE B120 (BIO-SYSTEMS)
NA PROIZVODNJO BIOPLINA IN SESTAVO MIKROBNE ZDRUZBE V
BIOREAKTORJU

V tej seriji poskusov imamo 3 taksne, ki so bili do konca pravilno izpeljani.

4.1.1 Vpliv dodane encimsko mikrobne meSanice na kumulativno produkcijo
bioplina

Dodana encimsko mikrobna mesanica je za minimalno 1 % in maksimalno 17 % povecala
kumulativno produkcijo bioplina (Slika 5 in Prilogi A1, A2). Le ena ponovitev poskusa je
dala relativno visoko stopnjo izboljsanja (17 %), ostali dve pa obe manj kot 2 %.
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Slika 5: Kumulativna produkcija bioplina iz surovega blata brez in z dodano encimsko mikrobno mesanico
Prikazani so rezultati najbolj reprezentativnega poskusa (1. ponovitev), rezultati ostalih ponovitev so
prikazani v Prilogi A.

412 Vpliv dodane encimsko mikrobne meSanice na vsebnost kratkoveriZnih
mascobnih Kislin v bioreaktorju

Dinamika spreminjanja vsebnosti KMK je bila v poskusnem reaktorju drugac¢na kot v
kontrolnem (Slika 6, Prilogi A3, A4). V primeru, ko smo v reaktorje dodajali encimsko
mikrobno mesanico, je skupna koncentracija KMK narastla po dveh ali treh dneh od
zaCetka poskusa in za tem v enem dnevu zelo hitro upadla. V kontrolnem reaktorju, kamor
nismo dodali encimsko mikrobne mesanice, so bile koncentracije KMK najvisje ob zaéetku
poskusa, potem pa so hitro upadle do precej nizkih vrednosti. Zaradi tega je tako po dveh
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ali treh dneh poskusa priSlo do zelo velikih razlik (tudi do 100 x visje koncentracije v
reaktorju z dodano encimsko mikrobno mesanico) v koncentracijah KMK v reaktorjih.
Koncentracije KMK so se sicer med ponovitvami poskusov razlikovale tako med reaktorji
z dodano encimsko mikrobno mesanico, kot med kontrolnimi reaktorji. Se najbolj je
izstopala prva ponovitev poskusa, kjer so bile koncentracije KMK ob zagonu priblizno za
polovico nizje kot pri ostalih dveh ponovitvah, naras¢anje koncentracij v kasnejSih dneh v
reaktorju z dodano encimsko mikrobno mesanico pa tudi ni bilo tako izrazito kot v ostalih
dveh primerih, vendar je bil trend vedno isti.

Koncentracija KMK (g/L)

€as (dnevi)

B Brez encimsko mikrobne mesanice

Z encimsko mikrobno mesanico

Slika 6: Koncentracije KMK v bioplinskem reaktorju pri proizvodnji bioplina iz surovega blata brez in z
dodano encimsko mikrobno mesanico. Prikazani so rezultati najbolj reprezentativnega poskusa (2.
ponovitev), rezultati ostalih ponovitev so prikazani v Prilogi A.

4.1.3 Vpliv dodane encimsko mikrobne mesanice na sestavo bioplina

Dodatek encimsko mikrobne mesanice ni imel vpliva na sestavo bioplina (Slika 7).
Vsebnost metana se je v obeh reaktorjih na koncu poskusov gibala med 64,5 % in 67 %, s
tem da so si bile vrednosti med reaktorjema znotraj posamezne ponovitve poskusa blizje
kot vrednosti med razli¢énimi ponovitvami.
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Slika 7: Odstotni delez metana v bioplinu, proizvedenem iz surovega blata brez in z dodano encimsko
mikrobno mesanico. Prikazano je povpreéje vseh rezultatov. Stevilke v stolpcih so zaokrozene povpreéne
vrednosti.

4.1.4 Vpliv dodane encimsko mikrobne meSanice na sestavo mikrobne zdruzbe

Primerjava sestave bakterijske zdruzbe:

V bioplinskem reaktorju, v katerega smo dodali encimsko mikrobno mesanico, se je
bakterijska zdruzba po profilu TRFLP med poskusom spremenila za 32+15 % (Slika 8 in
Prilogi A5, A6). To je podobna sprememba kot tista, do katere je v tem casu prislo v
kontrolnem reaktorju (ta je znasala v povprecju okoli 20+13 %). Povpre¢na koncna razlika
med reaktorjem v katerega smo in tistim v katerega nismo dodali encimsko mikrobne
meSanice je znasala okoli 12+9 %, zacetna razlika pa je znaSala 612 %. Rezultati metode
TRFLP kazejo na to, da se bakterijska zdruzba v bioplinskem reaktorju pod vplivom
encimsko mikrobne meSanice ni statisticno znalilno spremenila, je pa nakazan trend
man;jsih sprememb v sestavi bakterijske zdruzbe, ki ga je povzrocil dodatek encimov in
mikroorganizmov.

Kontrola konec

Encimi konec
T3

Kontrola zacetek

Encimi zatetek

Slika 8: Dendrogram profilov tipizacije bakterijske zdruzbe v poskusu z dodajanjem encimsko mikrobne
meSanice. Za prikaz je bil izbran rezultat najbolj reprezentativnega poskusa (2. ponovitev), dendrogrami
ostalih ponovitev so v Prilogi A. Oznaka »Encimi« oznacuje reaktor, v katerega je bila dodana encimsko
mikrobna mesanica, oznaka »Kontrola« pa kontrolni reaktor, v katerega encimsko mikrobna me$anica ni bila
dodana. »Zadetek« oznacuje vzorce iz zadetka, »konec« pa vzorce iz konca poskusa — po petih preteenih

.....

33



Safari¢ L. Izboljdanje delovanja bioplinskega reaktorja na komunalni éisvtilni napravi.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2013

Primerjava sestave arhejske zdruzbe:

V reaktorju, v katerega smo dodali encimsko mikrobno mesanico, se je arhejska zdruzba
tekom poskusa spremenila za 29+7 %, kar je podobno kot v kontrolnem reaktorju
(23£12 %) (Slika 9 in Prilogi A7, A8). Na koncu poskusov je povpre¢na razlika med
reaktorjem z dodano encimsko mikrobno mesanico in kontrolnim reaktorjem, znasala okoli
13+£3 %, razlika med reaktorjema na zacetku poskusov pa je znasala 11+4 %. Kon¢ni
rezultati analize TRFLP kazejo, da se tudi arhejska mikrobna zdruzba pod vplivom
encimsko mikrobne mes$anice ni statisti¢no znacilno spremenila.

Kontrola konec

| Encimi konec

Kontrola zacetek

| Encimi zacetek

Slika 9: Dendrogram profilov tipizacije arhejske zdruzbe v poskusu z dodajanjem encimsko mikrobne
mesanice. Za prikaz je bil izbran rezultat najbolj reprezentativnega poskusa (1. ponovitev), dendrogrami
ostalih ponovitev so prikazani v Prilogi A. Oznaka »Encimi« oznacuje reaktor, v katerega je bila dodana

encimsko mikrobna me$anica, oznaka »Kontrola« pa kontrolni reaktor, v katerega encimsko mikrobna

mesanica ni bila dodana. »Zacéetek« oznacuje vzorce iz zacetka, »konec« pa vzorce iz konca poskusa — po
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42 VPLIV VRACANJA DEHIDRIRANEGA BLATA NA PROIZVODNJO
BIOPLINA IN NA SESTAVO MIKROBNE ZDRUZBE V BIOREAKTORJU

V tej skupini poskusov smo uspeli pravilno do konca izpeljati le 2 ponovitvi poskusov.

4.2.1 Vpliv vracanja dehidriranega blata na kumulativno produkcijo bioplina

Vracanje dehidriranega blata v bioplinski reaktor je povzro¢ilo od 35 % do 40 % povecanje
produkcije bioplina (Slika 10 in Priloga B1). Zacetnih nekaj ur sta bili produkciji v obeh
reaktorjih priblizno enaki, kasneje pa so se razlike povecale. Opazimo lahko tudi, da je
linearna stopnja produkcije bioplina, ki se dogaja v logaritemski fazi rasti
mikroorganizmov, v reaktorju z dodanim dehidriranim blatom, trajala dlje kot v
kontrolnem reaktorju.
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Slika 10: Kumulativna produkcija bioplina iz surovega blata brez in z dodanim dehidriranim blatom.
Prikazani so rezultati najbolj reprezentativnega poskusa (2. ponovitev), rezultati druge ponovitve so prikazani
v Prilogi B.

4.2.2 Vpliv vracanja dehidriranega blata na vsebnost kratkoveriZnih masc¢obnih
kislin v bioreaktorju

Vsebnost KMK v obeh primerih se zmanjSuje od zacetka proti koncu poskusa (Slika 11 in
Priloga B2). Najvecje zmanjsanje je opazeno do konca drugega dne poskusa. Na zacetku
poskusa so bile koncentracije KMK v reaktorju z dodanim dehidriranim blatom skoraj
dvakrat vi§je kot v kontrolnem reaktorju, po dveh dneh skoraj Stiri krat vi§je, Sele po treh
dneh pa oboje padejo na podobne vrednosti. Tudi tukaj so se vrednosti izenacile po treh
dneh obratovanja. V vseh primerih so bile izmerjene koncentracije KMK v obicajnih
mejah za normalno delovanje bioplinskega procesa in v nobenem primeru niso presegle
vrednosti 0,25 g/l.
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Slika 11: Koncentracije KMK v bioplinskem reaktorju pri proizvodnji bioplina iz surovega blata brez in z
dodanim dehidriranim blatom (2. ponovitev). Prikazani so rezultati najbolj reprezentativnega poskusa,
rezultati druge ponovitve so prikazani v Prilogi B.

4.2.3 Vpliv vracanja dehidriranega blata na sestavo bioplina

Dodatek dehidriranega blata ni vplival na vsebnost metana v bioplinu (Slika 12). Odstotni
delez metana se je v vseh primerih gibal med 65 % in 67 %.
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Slika 12: Odstotni delez metana v bioplinu, proizvedenem iz surovega blata brez in z dodanim dehidriranim
blatom. Prikazano je povprecje vseh rezultatov. Stevilke v stolpcih so zaokroZene povpreéne vrednosti.
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4.2.4 Vpliv vracanja dehidriranega blata na sestavo mikrobne zdruzbe

Primerjava sestave bakterijske zdruzbe:

V mikrobni biomasi bioplinskega reaktorja, v katerega smo dodali dehidrirano blato, smo
med zacetnim in kon¢nim stanjem z metodo TRFLP dokazali v povprecju 36+7 % razlik v
sestavi bakterijske zdruzbe, kar je nekoliko ve¢ja sprememba kot pri kontrolnem reaktorju,
v katerem je ta razlika znasala 21+7 % (Slika 13 in Priloga B3). Kljub temu kon¢na razlika
med reaktorjema v povpre¢ju ni bila vecja kot 3+0 % in ni statisti¢no znacilna. Na zac¢etku
je bila razlika med reaktorjema precej vecja, saj je znasala 26+5 %.

. Kontrola zacetek
Dehidrirano blato zacetek

gm'— Kontrola konec
L Dehidrirano blato konec

T2

Slika 13: Dendrogram profilov tipizacije bakterijske zdruzbe v poskusu z vracanjem dehidriranega blata v
bioplinski reaktor. Za prikaz je bil izbran rezultat najbolj reprezentativnega poskusa (2. ponovitev),
dendrogrami ostalih ponovitev so prikazani v Prilogi B. Oznaka »dehidrirano blato« oznacuje reaktor, v
katerega je bilo to dodano, oznaka »kontrola« pa kontrolni reaktor, v katerega dehidrirano blato ni bilo
dodano. »Zacetek« oznacuje vzorce iz zacetka, »konec« pa vzorce iz konca poskusa — po petih pretecenih

.....

Primerjava sestave arhejske zdruzbe:

V bioplinskem reaktorju z dodanim dehidriranim blatom, se je arhejska zdruzba med
poskusom v povpreCju spremenila za 21+3 %, v kontrolnem reaktorju, kamor
dehidriranega blata nismo dodali, pa je znasala 15+6 % (Slika 14 in Priloga B4). Konéna
razlika med reaktorjem, v katerega smo dodajali dehidrirano blato in kontrolnim, v
katerega tega nismo dodajali, je v povprecju znasala le okoli 2+1 %, med tem ko je na
zacCetku znasala 10+4 %. S TRFLP analizo nismo dokazali, da bi dodano dehidrirano blato
statisticno znacilno vplivalo na spremembo sestave arhejske zdruzbe.

24 85 26 87 28 83 20 ™ 92 93 94 95 26 a7 98 o3 100

973
535 L Dehidrirano blato zacetek

515 Kontrola zacetek

Kontrola konec

Dehidrirano blato konec

Slika 14: Dendrogram profilov tipizacije arhejske zdruzbe v poskusu z vradanjem dehidriranega blata v
bioplinski reaktor. Za prikaz je bil izbran rezultat najbolj reprezentativnega poskusa (2. ponovitev),
dendrogrami ostalih ponovitev so prikazani v Prilogi B. Oznaka »dehidrirano blato« oznaduje reaktor, v
katerega je bilo to dodano, oznaka »kontrola« pa kontrolni reaktor, v katerega dehidrirano blato ni bilo
dodano. »Zacetek« oznacuje vzorce iz zacetka, »konec« pa vzorce iz konca poskusa — po petih pretecenih

.....
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4.3 PROIZVODNJA BIOPLINA 1Z ODPADNIH FERMENTACHISKIH BROZG 1Z
FARMACEVTSKE INDUSTRIJE

4.3.1 Proizvodnja bioplina iz odpadne fermentacijske brozge V iz farmacevtske
industrije in njen vpliv na sestavo mikrobne zdruzbe v bioreaktorju

Z brozgo V smo opravili vec¢ razli¢nih poskusov. Najprej smo preverjali, kakSen vpliv ima
na mikrobno biomaso sama brozga kot substrat. VV tem primeru smo izvedli tri popolne
ponovitve poskusa

4.3.1.1 Kumulativna produkcija bioplina iz brozge V v primerjavi s surovim blatom

Ko smo kot substrat za produkcijo bioplina uporabljali brozgo V , je bila kumulativna
produkcija bioplina pri enakih obremenitvah s KPK od 18 % do 43 % manjsa kot v
reaktorju, kjer smo kot substrat uporabili surovo blato (Slika 15 in Prilogi C1, C2).
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Slika 15: Kumulativna produkcija bioplina iz brozge V v primerjavi s surovim blatom. Prikazani so rezultati
najbolj reprezentativnega poskusa (3. ponovitev), rezultati ostalih ponovitev so prikazani v Prilogi C.

4.3.1.2 Vsebnost kratkoveriznih mascobnih kislin pri anaerobni razgradnji brozge V v
primerjavi s surovim blatom

Pri anaerobni razgradnji brozge V in surovega blata je bila najvis§ja koncentracija KMK na
zaCetku poskusov in je nato hitro upadla — najbolj v prvih dveh dnevih (Slika 16 in Prilogi
C3, C4). Med ponovitvami poskusa se je vsebnost KMK razlikovala predvsem v reaktorjih
s surovim blatom, pri brozgi V pa je ostajala dokaj konstantna. Vse izmerjene skupne
koncentracije KMK so bile majhne in niso presegle vrednosti 0,2 g/L, kar je znotraj meja
za normalno delovanje bioplinskih reaktorjev.
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Slika 16: Koncentracije KMK v bioplinskem reaktorju pri proizvodnji bioplina iz brozge V v primerjavi s
surovim blatom. Prikazani so rezultati najbolj reprezentativnega poskusa (1. ponovitev), rezultati ostalih
ponovitev so prikazani v Prilogi C.

4.3.1.3 Odstotna sestava bioplina, proizvedenega iz brozge V in iz surovega blata

Uporaba brozge V ni imela vpliva na sestavo proizvedenega bioplina (Slika 17). Vsebnost
metana v reaktorjih se je pri tej seriji poskusov gibala med 73 % in 82 %, pri ¢emer so bile
razlike med reaktorjema znotraj posamezne ponovitve poskusa precej manjSe od razlik
med razli¢nimi ponovitvami.
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Slika 17: Odstotni deleZ metana v bioplinu, proizvedenem iz brozge V v primerjavi s surovim blatom.
Prikazano je povpre¢je vseh rezultatov. Stevilke v stolpcih so zaokrozene povpreéne vrednosti.
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4.3.1.4 Vpliv brozge V na sestavo mikrobne zdruzbe v primerjavi s surovim blatom

Primerjava sestave bakterijske zdruzbe:

V reaktorju, kjer smo kot substrat uporabili brozgo V, se je sestava bakterijske zdruzbe na
koncu poskusa razlikovala od zacetnega stanja za 12+6 % (Slika 18 in Prilogi C5, C6). Ta
razlika je podobna tisti, ki se je zgodila v kontrolnem reaktorju, ki je kot substrat vseboval
surovo blato (9+3 %). Zanimivo je, da je bila med obema reaktorjema ob zagonih poskusa
relativno velika razlika v sestavi bakterijske zdruzbe, saj je znaSala 24+3 %, proti koncu
poskusa pa se je zmanjSala na 10+6 %. Analiza TRFLP je pokazala, da brozga V ni
povzrocila statisticno znacilnih sprememb v sestavi bakterijske zdruzbe.

Kontrola Konec

335
Eir Brozga V Konec

787 Kontrola zatetek

Brozga V zaletek

Slika 18: Dendrogram profilov tipizacije bakterijske zdruzbe v poskusu proizvodnje bioplina iz brozge V. Za
prikaz je bil izbran rezultat najbolj reprezentativnega poskusa (3. ponovitev), dendrogrami ostalih ponovitev
so prikazani v Prilogi C. Oznaka »Brozga V« oznacuje reaktor, v katerem ta sluzila kot substrat, 0znaka
»Kontrola« pa kontrolni reaktor, v katerem je bil substrat surovo blato. »Zacetek« oznacuje vzorce iz zacetka,

.....

podobnosti.

Primerjava sestave arhejske zdruzbe:

V reaktorju, kjer smo kot substrat uporabili brozgo V, se je sestava arhejske zdruzbe na
koncu poskusa razlikovala od zacetnega stanja za 27+15 % (Slika 19 in Prilogi C7, C8). V
istem obdobju je v kontrolnem reaktorju prislo do 15+£10 % razlike. Na koncu poskusa je
razlika med tem reaktorjem in kontrolnim, ki je kot substrat vseboval surovo blato, znasala
20+16 %, na zacetku pa 10+7 %. Analiza TRFLP je pokazala trend vpliva brozge V na
sestavo arhejske zdruzbe v bioreaktorju, vendar zaradi prevelikih standardnih odklonov
rezultatov, ne moremo z gotovostjo trditi, da je do vecjih sprememb zares prislo.

@5 Kontrola zaCetek
251 Brozga V zacetek

73 Kontrola konec

Brozga V Konec

Slika 19: Dendrogram profilov tipizacije arhejske zdruzbe v poskusu proizvodnje bioplina iz brozge V. Za
prikaz je bil izbran rezultat najbolj reprezentativnega poskusa (3. ponovitev), dendrogrami ostalih ponovitev
so prikazani v Prilogi C. Oznaka »Brozga V « oznacuje reaktor, v katerem je ta sluzila kot substrat, oznaka
»Kontrola« pa kontrolni reaktor, v katerem je bil substrat surovo blato. »Zacetek« oznacuje vzorce iz zacetka,

podobnosti.
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4.3.2 Proizvodnja bioplina iz meSanice brozge V in surovega blata ter njen vpliv na
sestavo mikrobne zdruzbe

V tej seriji poskusov smo kot substrat kombinirali brozgo V in surovo blato v razmerju
KPK obremenitve 1:1. Pri tem poskusu sta bili uspesno izpeljani dve ponovitvi.

4.3.2.1 Kumulativna produkcija bioplina iz meSanice brozge v in surovega blata v
primerjavi z le surovim blatom

Na koncu poskusa je bila v eksperimentalnem reaktorju, Kjer je bila kot substrat prisotna
kombinacija brozge V in surovega blata, od 14 % do 16 % manjsa produkcija bioplina v
primerjavi s kontrolnim reaktorjem, ki je vseboval le surovo blato (Slika 20 in Prilogi D1,
D2).
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Slika 20: Kumulativna produkcija bioplina iz kombinacije brozge V s surovim blatom v primerjavi s surovim
blatom. Prikazani so rezultati najbolj reprezentativnega eksperimenta (1. ponovitev), rezultati ostalih
ponovitev so prikazani v Prilogi D.

4.3.2.2 Vpliv mesanice brozge V in surovega blata na vsebnost kratkoveriznih masc¢obnih
kislin

Dinamika spreminjanja koncentracij KMK je bila v obeh reaktorjih priblizno enaka (Slika
21 in Priloga D3). Opazili smo klasi¢ni potek spreminjanja koncentracij KMK, pri
katerem, v vzorcu, odvzetem ob zagonu opazimo najvisje vrednosti KMK, Ze po dveh dneh
pa te precej padejo in ostanejo nizke do konca poskusa. Sicer je bila skupna koncentracija
KMK v kontrolnem reaktorju na zacetku poskusa do 20 % visja kot v reaktorju, ki je kot
substrat vseboval kombinacijo surovega blata in brozge V. Koncentracije KMK v nobenem
primeru niso presegle 0,35 g/l.
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Slika 21: Koncentracije KMK v bioplinskem reaktorju pri proizvodnji bioplina iz kombinacije brozge V s
surovim blatom v primerjavi s surovim blatom. Prikazani so rezultati najbolj reprezentativnega poskusa (1.
ponovitev), rezultati ostalih ponovitev so prikazani v Prilogi D.

4.3.2.3 Odstotna sestava bioplina pri njegovi proizvodnji iz meSanice brozge V in
surovega blata v primerjavi s surovim blatom

Brozga V v kombinaciji s surovim blatom kot substrat ni pomembneje vplivala na vsebnost
metana v bioplinu (Slika 22). Ta se je pri tej seriji poskusov gibala med 67 % in 71 %, pri

¢emer je med ponovitvami poskusa prihajalo do vecjih razlik kot med reaktorjema znotraj
posamezne ponovitve.
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Slika 22: Odstotni deleZ metana v bioplinu, proizvedenem iz kombinacije brozge V s surovim blatom v
primerjavi s surovim blatom. Prikazano je povprecje vseh rezultatov. Stevilke v stolpcih so zaokroZene
povprecne vrednosti.
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4.3.2.4 Vpliv mesanice brozge V in surovega blata na sestavo mikrobne zdruzbe

Primerjava sestave bakterijske zdruzbe:

V reaktorju, kjer smo kot substrat uporabili kombinacijo brozge V in surovega blata, se je
sestava bakterijske zdruzbe na koncu poskusa razlikovala od zafetnega stanja za 58+5 %
(Slika 23 in Prilogi D4, D5). Ta sprememba je le rahlo vecja od tiste, ki se je zgodila v
kontrolnem reaktorju (substrat je le surovo blato) in je znasala 38+2 %. Na koncu poskusa,
po preteCenih 5 dneh, je bila razlika v sestavi bakterijske zdruzbe med reaktorjema
relativno majhna, saj je v povprecju znasala le okoli 11£2 %. Ta vrednost se ne razlikuje
bistveno od povprecja razlik v bakterijski zdruzbi ob zacetku poskusov, ki je znaSala
11+5 %. Analiza TRFLP je dokazala, da dodatek brozge V k surovemu blatu v razmerju
1:1 ni povzrodil statisticno znacilnih sprememb v sestavi bakterijske zdruzbe.

P — Kontrola konec
e Brozga V + sur. blato konec

w Kontrola zacetek
L BrozgaV+ sur. blato zadetek

503

Slika 23: Dendrogram profilov tipizacije bakterijske zdruzbe v poskusu proizvodnje bioplina iz kombinacije

brozge V s surovim blatom. Za prikaz je bil izbran rezultat najbolj reprezentativnega poskusa (3. ponovitev),

dendrogrami ostalih ponovitev so prikazani v Prilogi D. Oznaka »Brozga V + sur. blato« oznac¢uje reaktor, v
katerem sta nam kot substrat sluzila brozga V in surovo blato, oznaka »Kontrola« pa kontrolni reaktor, v
katerem je bil substrat le surovo blato. »Zacetek« ozna¢uje vzorce iz zaCetka, »konec« pa vzorce iz konca

.....

Primerjava sestave arhejske zdruzbe:

Rezultati analiz arhejske DNK z metodo TFLP so se izkazali za zelo variabilne med
razli¢nimi ponovitvami poskusov (Slika 24 in Prilogi D6, D7). Vpliv uporabljene
kombinacije surovega blata in brozge V se je tako pokazal kot povprec¢na razlika 29+16 %
v sestavi arhejske zdruzbe med zacetkom in koncem poskusa. Podobne vrednosti smo
zaznali tudi v kontrolnem reaktorju, kjer je ta razlika v povprecju znasala 62+21 %. Na
koncu poskusov je bila razlika med reaktorjema v povprecju 40+17 %. Zacetna razlika
med reaktorjema je znaSala povprecno 17+21 %. Ponovno je analiza TRFLP pokazala
trend vpliva brozge V na sestavo arhejske zdruzbe v bioreaktorju, vendar zaradi prevelikih
standardnih odklonov rezultatov, ne moremo z gotovostjo trditi, da je do ve¢jih sprememb
zares prislo.
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Slika 24: Dendrogram profilov tipizacije arhejske zdruzbe v poskusu proizvodnje bioplina iz kombinacije
brozge V s surovim blatom. Za prikaz je bil izbran rezultat najbolj reprezentativnega poskusa (1. ponovitev),
dendrogrami ostalih ponovitev so prikazani v Prilogi D. Oznaka »Brozga V + sur. blato« oznacuje reaktor, v

katerem nam je kot substrat sluzila me$anica brozge V in surovega blata, oznaka »Kontrola« pa kontrolni
reaktor, v katerem je bil substrat le surovo blato. »Zaéetek« oznacuje vzorce iz zadetka, »konec« pa vzorce iz

.....

4.3.3 Dalj casa trajajo¢a proizvodnja bioplina iz meSanice brozge V in surovega
blata ter njen vpliv na sestavo mikrobne zdruzbe v reaktorju

Ta poskus smo izvedli le enkrat, njegov namen pa je bil preveriti, kaksen vpliv ima
dolgoro¢na uporaba brozge V kot dodatnega substrata v bioplinskem reaktorju na proces
proizvodnje bioplina in na sestavo mikrobne zdruzbe. Poskus je trajal 30 dni, kot substrat
pa smo ponovno uporabili kombinacijo brozge V in surovega blata v razmerju KPK 1:1.

4.3.3.1 Kumulativna produkcija bioplina pri njegovi dalj Casa trajajoCi proizvodnji iz
mesanice brozge V in surovega blata v primerjavi s surovim blatom

Pri tem poskusu se je v eksperimentalnem reaktorju, kjer smo kot substrat uporabljali
kombinacijo surovega blata in brozge V, proizvedlo okoli 6 % manj bioplina kot v
kontrolnem reaktorju, kjer je kot substrat sluzilo le surovo blato (Slika 25). Krivulji
kumulativne proizvodnje bioplina imata podoben trend in zelo podoben naklon. Petnajsti
dan po zagonu poskusa smo zaznali padec pH v obeh reaktorjih iz pH=7,0-7,2 na pH=6,8-
6,9.

44



Safari¢ L. Izboljsanje delovanja bioplinskega reaktorja na komunalni cistilni napravi.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2013

45

6000

5000

(L)

Ina
iy
o
o
o

1

3000 -

2000 -

1000 -

i volumen proizvedenega pli

Skupn

o
1
I

0 5 10 15 20 25 30
€as (dnevi)

e Syrovo blato Brozga V + surovo blato

Slika 25: Kumulativna produkcija bioplina iz kombinacije brozge V in surovega blata v primerjavi s surovim
blatom pri dalj$em obratovanju bioplinskega reaktorja. Rdece ¢rte oznacujejo dneve vzorcenja vsebine za
analize mikrobne zdruzbe z metodo TRFLP (Z — zacetek poskusa, 1 — obdobje linearne produkcije bioplina,
2 — obdobje po ponovni vzpostavitvi normalnega pH, K — konec poskusa). Prikazani so rezultati edine
ponovitve poskusa.

4.3.3.2 Vpliv daljse proizvodnje bioplina iz meSanice brozge V in surovega blata na
vsebnost kratkoveriznih mascobnih kislin

Koncentracije KMK so bile tekom tega poskusa v obeh reaktorjih vecino Casa precej
majhne (Slika 26). Zaznali pa smo velik porast koncentracije KMK v 19. in 21. dnevu,
kasneje pa so KMK spet upadle. V tem obdobju smo zaznali tudi padec pH iz 7,2, kolikor
je obicajno znasal v obeh reaktorjih, na 6,8 v kontrolnem in 6,9 v reaktorju, ki je vseboval
kombinacijo surovega blata in brozge V.
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Slika 26: Koncentracije KMK v bioplinskem reaktorju pri proizvodnji bioplina iz kombinacije brozge V s
surovim blatom v primerjavi s surovim blatom pri daljSem obratovanju bioplinskega reaktorja. Prikazani so
rezultati edine ponovitve poskusa.

4.3.3.3 Odstotna sestava bioplina pri njegovi dalj €asa trajajoci proizvodnji iz meSanice
brozge V in surovega blata v primerjavi s surovim blatom

Proizvedeni bioplin smo zaceli vzor¢iti peti dan poskusa (Slika 27). Vsebnost metana je v
bioplinu nihala skozi ¢as. Vecino Casa so bile vrednosti v obeh reaktorjih priblizno enake.
Najvecja razlika se pojavi 21. dan poskusa, ko vsebnost metana v kontrolnem reaktorju
(64,9 %), kjer se je kot substrat uporabljalo le surovo blato, pade precej niZje od vsebnosti
metana v eksperimentalnem reaktorju (81,3 %), kjer smo kot substrat uporabili
kombinacijo surovega blata in brozge V. Opazne razlike se pojavijo tudi med 11. in 13.
dnem ter od 29. dne dalje, ko je bilo v bioplinu kontrolnega reaktorja za do 5 % manj
metana kot v reaktorju z brozgo V in surovim blatom.
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Slika 27: Odstotni delez metana v bioplinu, proizvedenem iz kombinacije brozge V s surovim blatom v
primerjavi s surovim blatom pri daljSem obratovanju bioplinskega reaktorja. Prikazani so rezultati edine
ponovitve poskusa.
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4.3.3.4 Vpliv dalj Casa trajajoCe proizvodnje bioplina iz meSanice brozge V in surovega
blata na sestavo mikrobne zdruzbe

Primerjava sestave bakterijske zdruzbe:

Rezultati TRFLP analize so pokazali, da se je sestava bakterijske zdruzbe v bioplinskem
reaktorju, kjer smo k surovemu blatu dodajali brozgo V, spremenila za okoli 65% od
zacetka do konca poskusa (Slika 28). V kontrolnem reaktorju, kjer smo kot substrat
uporabljali le surovo blato je bila ta sprememba le 36 %. Na koncu poskusa je bila med
reaktorjema skoraj 60 % razlika v sestavi bakterijske zdruzbe, med tem ko je na zacetku
znaSala 44 %. Zanimivo je, da si v obdobju linearne produkcije (tocka 1, deveti dan
poskusa) postaneta zdruzbi med reaktorjema nekoliko bolj podobni, saj se razlikujeta le Se
za 24 %, na to¢ki 2 (takoj po izbolj$anju pH — enaindvajseti dan poskusa) pa se ta razlika
mocno poveca vse do 69 %. Rezultati TRFLP analize so pokazali, da dolgorocno dodajanje
brozge V v bioplinski reaktor statisti¢no znacilno vpliva na sestavo bakterijske zdruzbe.

Kontrola (2)
712 Kontrola konec

a1 Brozga V + sur. blato zafetek
—M: Kontrola zacetek
= Kontrola (1)

Brozga V + sur_blato (1)

| Brozga V + sur. blato konec

Brozga V + sur. blato (2)

Slika 28: Dendrogram profilov tipizacije bakterijske zdruzbe v poskusu proizvodnje bioplina iz kombinacije
brozge V s surovim blatom pri daljSem obratovanju bioplinskega reaktorja. Prikazani so rezultati edine
ponovitve poskusa. Oznaka »Brozga V + sur. blato« oznacuje reaktor, v katerem nam je kot substrat sluzila
mesanica brozge V in surovega blata, oznaka »Kontrola« pa kontrolni reaktor, v katerem je bil substrat le
surovo blato. »Zacetek« oznacuje vzorce iz zacetka, »konec« pa vzorce iz konca poskusa — po 30 prete¢enih
dneh. Oznaka »(1)« oznacuje vzorce iz vmesne tocke 1, ki je postavljena v obdobje linearne produkcije,
preden je v obeh reaktorjih padel pH, oznaka »(2)« pa vzorce iz vmesne tocke 2, ki so bili odvzeti takoj po
izbolj$anju stanja pH v reaktorjih (za bolj$o predstavo so te to¢ke oznacene tudi na sliki 25). VVrednosti na osi

Primerjava sestave arhejske zdruzbe:

Rezultati TRFLP analize so pokazali, da se je sestava arhejske zdruzbe v bioplinskem
reaktorju, kjer smo k surovemu blatu dodajali brozgo V, spremenila za okoli 29 % od
zaCetka do konca poskusa (Slika 29). Sprememba v sestavi arhejske zdruzbe je bila
podobna, ko smo uporabili le surovo blato za substrat, saj je takrat prislo do okoli 24 %
razlike. Po koncu poskusa se je arhejska zdruzba med obema reaktorjema razlikovala za
okoli 28 %, med tem ko se je na zacetku razlikovala za 15 %. Tudi tukaj je opazna
podobna dinamika sprememb kot pri bakterijski zdruzbi. Na tocki 1 je razlika v arhejski
zdruzbi med reaktorjema padla na okoli 9 %, na toc¢ki 2 pa so razlike bistveno visje, saj
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zna$ajo ze 37 %. TRFLP analiza je pokazala majhen vpliv dodane brozge V na sestavo
arhejske zdruzbe v bioplinskem reaktorju.

100

55 (] 7141 T0 75 g0 g5 80 35
| T T S SR [N TR TR TR TN [T SN SO SO SN AN TN TN SR TN [N AT ST SN SN A SN T TR N [N TN SN S SN AN SN TR TR T AN T SO N S |
s Kontrola (1)
883 Brozga V + sur.blato (1)
553 Kontrola zagetek
02 Brozga V + sur. blato zaletek
~ B Kontrola (2)

L Kontrola konec

Brozga V + sur. blato konec

Brozga V + sur.blato (2)

Slika 29: Dendrogram profilov tipizacije bakterijske zdruzbe v poskusu proizvodnje bioplina iz kombinacije
brozge V s surovim blatom pri daljSem obratovanju bioplinskega reaktorja. Prikazani so rezultati edine
ponovitve poskusa. Oznaka »Brozga V + sur. blato« oznacuje reaktor, v katerem nam je kot substrat sluzila
mesanica brozge V in surovega blata, oznaka »Kontrola« pa kontrolni reaktor, v katerem je bil substrat le
surovo blato. »Zacetek« oznaduje vzorce iz zadetka, »konec« pa vzorce iz konca poskusa — po 30 prete¢enih
dneh. Oznaka »(1)« oznaCuje vzorce iz vimesne tocke 1, ki je postavljena v obdobje linearne produkcije,
preden je v obeh reaktorjih padel pH, oznaka »(2)« pa vzorce iz vmesne tocke 2, ki so bili odvzeti takoj po
izbolj$anju stanja pH v reaktorjih (za bolj$o predstavo so te to¢ke oznacene tudi na sliki 25). VVrednosti na osi

.....

4.3.4 Proizvodnja bioplina iz meSanice brozge T in surovega blata ter njen vpliv na
sestavo mikrobne zdruzbe

Pri tej seriji poskusov smo preverjali vplive druge odpadne fermentacijske brozge iz
farmacevtske industrije, brozge T. Tudi to brozgo smo uporabljali kot substrat v
kombinaciji s surovim blatom v razmerju KPK 1:1. Poskus je bil izveden v dveh
ponovitvah.

4.3.4.1 Kumulativna produkcija bioplina iz meSanice brozge T in surovega blata v
primerjavi s surovim blatom

Iz meSanice brozge T in surovega blata kot substrata, se je proizvedlo od 0-8 %, v
povprecju pa okoli 4 % manj bioplina kot iz samega surovega blata (Slika 30 in Priloga
F1). Krivulji kumulativne produkcije bioplina v obeh reaktorjih si precej tesno sledita.
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Slika 30: Kumulativna produkcija bioplina iz kombinacije brozge T s surovim blatom v primerjavi s surovim
blatom. Prikazani so rezultati najbolj reprezentativnega eksperimenta (1. ponovitev), ostali rezultati pa so
predstavljeni v Prilogi F.

4.3.4.2 Vpliv mesanice brozge T in surovega blata na vsebnost kratkoveriznih masc¢obnih
Kislin

Uporaba mesanice brozge T in surovega blata ni imela ve¢jega vpliva na vsebnost KMK v

reaktorju (Slika 31 in Priloga F2) v primerjavi s surovim blatom kot edinim substratom.

Opazimo lahko obi¢ajno spreminjanje koncentracij med potekom poskusa, koncentracije v

obeh reaktorjih so bile v razli¢nih ¢asovnih to¢kah precej podobne in niso nikoli presegle
0,25 g/l.
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Slika 31: Koncentracije KMK v bioplinskem reaktorju pri proizvodnji bioplina iz kombinacije brozge T s
surovim blatom v primerjavi s surovim blatom. Prikazani so rezultati najbolj reprezentativnega poskusa (2.
ponovitev), rezultati ostalih ponovitev so prikazani v Prilogi F. Tokrat je bil poskus zaklju¢en 7 dni po
zagonu, hkrati so pa bili takrat odvzeti tudi vzorci.

4.3.4.3 Odstotna sestava bioplina pri njegovi proizvodnji iz meSanice brozge T in
surovega blata v primerjavi s surovim blatom

Brozga T v kombinaciji s surovim blatom ni imela vpliva na vsebnost metana v bioplinu
(Slika 32). Vrednosti so se gibale okoli 77 %, pri ¢emer smo med ponovitvami poskusov
opazili vecje razlike kot med reaktorjema znotraj posamezne ponovitve.
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Slika 32: Odstotni deleZ metana v bioplinu, proizvedenem iz kombinacije brozge T s surovim blatom v
primerjavi s surovim blatom. Prikazano je povprecje vseh rezultatov. Stevilke v stolpcih so zaokrozene
povprecne vrednosti.
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4.3.4.4 Vpliv mesanice brozge T in surovega blata na sestavo mikrobne zdruzbe

Primerjava sestave bakterijske zdruzbe:

Rezultati TRFLP analize so pokazali, da se je sestava bakterijske zdruzbe v bioplinskem
reaktorju, kjer smo k surovemu blatu dodajali brozgo T, spremenila za 22+18 % od zacetka
do konca poskusa (Slika 33 in Priloga F3). V kontrolnem reaktorju, ki je vseboval le
surovo blato kot substrat, se je bakterijska zdruzba v istem casu spremenila za 2016 %.
Po koncanih ponovitvah poskusa so bile razlike v bakterijski zdruzbi med obema
reaktorjema precej majhne, saj so znasale v povprecju le 7+2 %, kar je podobno kot
povpreéne razlike med reaktorjema na zacetku poskusa, ki so znasale 4+3 %. Kot je
razvidno tudi iz slike 11, je imel ¢as precej vecji vpliv na spremembe v sestavi bakterijske
zdruzbe kot uporabljeni substrat.
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Slika 33: Dendrogram profilov tipizacije bakterijske zdruzbe v poskusu proizvodnje bioplina iz kombinacije
brozge T s surovim blatom. Za prikaz je bil izbran rezultat najbolj reprezentativnega poskusa (2. ponovitev),
dendrogrami ostalih ponovitev so prikazani v Prilogi F. Oznaka »Brozga T + sur. blato« oznacéuje reaktor, v
katerem nam je kot substrat sluzila me$anica brozge T in surovega blata, oznaka »Kontrola« pa kontrolni
reaktor, v katerem je bil substrat le surovo blato. »Zacetek« oznacuje vzorce iz zacetka, »konec« pa vzorce iz

Primerjava sestave arhejske zdruzbe:

Brozga T v kombinaciji s surovim blatom je v povpre¢ju povzrocila 3+1 % razliko v
arhejski zdruzbi na zacetku in 4+1 % razliko na koncu poskusa. Tako je imel tudi pri
sestavi arhejske zdruzbe Cas precej vecji vpliv kot uporaba izbranega substrata (Slika 34 in
Priloga F4). Analiza TRFLP je pokazala, da brozga T nima statisti¢no znacilnega vpliva na
sestavo arhejske zdruzbe v bioplinskem reaktorju.

Kontrola konec

Kontrola zaCetek

]
—
L Brozga T + sur. blato konec
—
L

Brozga T + sur. blato zacetek

Slika 34: Dendrogram profilov tipizacije arhejske zdruzbe v poskusu proizvodnje bioplina iz kombinacije
brozge T s surovim blatom. Za prikaz je bil izbran rezultat najbolj reprezentativnega poskusa (1. ponovitev),
dendrogrami ostalih ponovitev so prikazani v Prilogi F. Oznaka »Brozga T + sur. blato« oznaduje reaktor, v

katerem nam je kot substrat sluzila meSanica brozge T in surovega blata, oznaka »Kontrola« pa kontrolni
reaktor, v katerem je bil substrat le surovo blato. »Zacetek« oznacuje vzorce iz zacetka, »konec« pa vzorce iz
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5 RAZPRAVA

Kot je predstavljeno v poglavju 2.3, obstaja mnogo razlicnih nacinov izboljSanja
produkcije bioplina iz odve¢nega blata Cistilnih naprav. Odlo¢itev za to, kateri je najboljsi,
je lahko drugacna za vsako Cistilno napravo posebej, saj je odvisna od mnogih razli¢nih
parametrov. Zato je potrebno preizkusiti ve¢ razli¢nih postopkov in na koncu poleg
pridobljenih rezultatov upostevati tudi finan¢ne stroske, ki bi jih zahtevala morebitna
nadgradnja Cistilne naprave z izbrano metodo.

Na CCN Domzale — Kamnik smo se v prvi vrsti odlo¢ili za testiranje dveh metod, ki bi ju
bilo relativno lahko in cenovno ugodno vkljuciti v obstojeco infrastrukturo. To sta bila
dodajanje hidroliticne encimsko mikrobne meSanice v bioplinski reaktor in vraCanje
dehidriranega blata nazaj v bioplinski reaktor.

Poleg iskanja postopkov izboljsanja produkcije bioplina iz surovega blata, pa smo se zaradi
moznega vpliva odpadnih fermentacijskih brozg iz farmacevtske industrije na proces
¢iS€enja odpadne vode (poglavje 2.4), odlocili preveriti tudi ali bi bilo mozno iz nekaterih
takinih brozg, ki pritekajo na CCN skupaj z ostalo odpadno vodo, proizvajati bioplin in jih
tako izlo¢iti iz aerobnega dela komunalnega ¢is¢enja. Po dogovoru s farmacevtskim
podjetjem smo pridobili dve taks$ni brozgi za svoje eksperimente — imenovali smo jih
brozga V in brozga T.

5.1 VPLIV DODANE ENCIMSKO MIKROBNE MESANICE NA PROIZVODNJO
BIOPLINA IN SESTAVO MIKROBNE ZDRUZBE V BIOREAKTORJU

Dodajanje meSanice encimov in mikroorganizmov spada med bioloSke nacine
dezintegracije substrata (poglavje 2.3.1.7). Ta nacin izbolj$anja produkcije bioplina je
preverjalo Ze veC avtorjev. Problema so se lotevali z uporabo razlicnih encimov in
mikroorganizmov ter s kombiniranjem bioloske dezintegracije z drugimi metodami
obdelave substrata. Vecini raziskav je bilo skupno to, da so dezintegracijo z encimi in/ali
mikrobi izvajali kot na¢in predobdelave substrata — torej pred njegovim dovajanjem v
reaktor. CCN je za poskuse pospesitve proizvodnje bioplina iz surovega blata izbrala
encimsko mikrobno mesanico B120, proizvajalca Bio-Systems, ki smo jo testirali v tem
magistrskem delu. Po navodilih proizvajalca smo to meSanico dodajali direktno v
bioplinski reaktor. Prednost tega je v tem, da pri prenosu te metode na veliko raven, ni
potrebna izgradnja posebnega rezervoarja, oziroma reaktorja za predobdelavo substrata.

Z dodajanjem encimsko mikrobne mesSanice B120 (Bio-Systems) v bioplinski pilotni
reaktor nam je v najboljSem primeru uspelo povecati proizvodnjo bioplina za priblizno
17 % (Slika 5). Taksno izboljSanje je uspelo le pri eni ponovitvi poskusa, pri ostalih dveh
(prilogi Al in A2) pa je dodatek encimsko mikrobne mesSanice imel manj kot 2 % ucinek,
kar je lahko tudi posledica neustreznih eksperimentalnih pogojev. Razlog za slabo
ponovljivost verjetno lezi v razliénih sestavah surovega blata pri razli¢nih ponovitvah
poskusa. Temu se je tezko izogniti, ker se sestava surovega blata na CCN lahko dnevno
spreminja. Sicer je bila pri prvi ponovitvi poskusa skupna koli¢ina proizvedenega bioplina
v obeh reaktorjih manjsa (priblizno 30 %). V prvi ponovitvi poskusa smo dosegli boljsi, v
drugih dveh ponovitvah pa slabsi rezultat kot Warthmann in sod. (2012), ki so z uporabo
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razli¢nih encimskih in encimsko mikrobnih mesanic dosegli med 5 % in 10 % izbolj$anje v
produkciji bioplina iz surovega blata.

Spreminjanje koncentracij KMK med poskusom z dodano encimsko mikrobno mes$anico je
bilo pri vsaki ponovitvi druga¢no, vendar je bil trend pri vseh ponovitvah enak. V drugem
ali tretjem dnevu po zacetku poskusa opazimo povecanje vsebnosti KMK v reaktorju z
dodano encimsko mikrobno meSanico (Slika 6, Prilogi A3 in A4), med katerimi sta
prevladovali predvsem ocetna in propionska kislina. To dokazuje, da so encimi pospesili
hidrolizo polimernih snovi, kar je hitreje sprostilo monomere, iz teh pa so nastajale KMK,
ki so se dalje v procesu dovolj hitro porabljale, to pa se je odrazilo v nekoliko povecani
produkciji bioplina. Zanimivo je, da je bila skupna vsebnost KMK ob zagonu poskusa v
obeh reaktorjih pri prvi ponovitvi, kjer smo opazili najvecje izboljSanje produkcije, precej
manjsa (okoli 0,08 g/L) (Priloga A3) kot pri ostalih dveh ponovitvah (okoli 0,19 g/L)
(Slika 6 in Priloga A4). Prav tako je bilo prej omenjeno zvecanje koncentracij KMK v
drugem ali tretjem dnevu po zagonu precej manjse (0,02 g/L) kot pri ostalih dveh
ponovitvah (0,38 g/L in 0,44 g/L). Ta rezultat $e dodatno potrjuje hipotezo, da je bil
substrat ob prvi ponovitvi poskusa tezje razgradljiv kot pri ostalih dveh.

Dodajanje encimsko mikrobne meSanice v pilotni bioplinski reaktor ni povecalo deleza
metana v bioplinu (Slika 7). Vsebnost metana se je gibala med 64,5 % in 67 %.

Do sedaj v znanstvenih porocilih nismo zasledili analize vplivov encimskih in encimsko
mikrobnih meSanic na sestavo bakterijske in arhejske zdruzbe v bioplinskih reaktorjih. V
nasih pilotnih poskusih smo pri¢akovali, da bo dodatek encimsko mikrobne mesSanice imel
vpliv na sestavo mikrobne zdruzbe v bioreaktorju zaradi sledecih razlogov: povecana je
bila koncentracija substrata za vse predstavnike mikrobne zdruzbe po stopnji hidrolize,
skupaj z encimi so bili dodani tudi hidroliti¢ni mikroorganizmi (razlike je pricakovati le v
primeru, da so ti drugaéni od tistih, ki so v reaktorju obiCajno prisotni). Teh
mikroorganizmov smo Vv bioreaktor dodali zelo malo glede na njegov celotni volumen (5 g
meSanice v 196,8 litrih) in ne vemo, v kaksni meri tam dejansko tudi prezivijo. Rezultati
analiz TRFLP so pokazali, da dodatek encimsko mikrobne mesanice B120 ne vpliva,
oziroma ima zelo blag vpliv na sestavo tako bakterijske kot arhejske mikrobne zdruzbe v
bioreaktorju. Iz rezultatov ob zacetku ponovitev poskusa lahko vidimo, da sam dodatek
encimsko mikrobne mesanice ne vpliva bistveno na sestavo tako bakterijske kot arhejske
zdruzbe v bioplinskem reaktorju. Ta namreC znasa le 642 % za bakterijsko in 11+4 % za
arhejsko zdruzbo. To pomeni, da z dodatkom meSanice v bioreaktor res ne dovedemo
vecje koli¢ine mikroorganizmov, ki bi bili druga¢ni od Ze prisotnih. Po drugi strani lahko s
pregledom rezultatov s koncev ponovitev poskusa, ugotovimo ali ima delovanje dodane
encimsko mikrobne meSanice v bioreaktorju morda uc¢inek na njegovo mikrobno zdruzbo.
Izkaze se, da statisticno znacilnega ucinka na sestavo njegove bakterijske ali arhejske
zdruzbe ni, saj so razlike v primerjavi z reaktorji brez dodane encimsko mikrobne
mesanice znasale le 12+9 % za bakterijsko in 13+3 % za arhejsko zdruzbo.

Glede na to, da encimsko mikrobna mesanica B120 (Bio-Systems) vsebuje amilaze in
lipaze, bi lahko sklepali, da je surovo blato, ki smo ga uporabljali za prvo ponovitev
poskusa, ko smo dosegli 17 % izboljsanje produkcije, v primerjavi s tistim pri ostalih
ponovitvah, vsebovalo vecji delez $kroba in/ali lipidov, ki S0 jih encimi uspes$no razgradili
in tako povecali produkcijo bioplina. Med tem, ko samo zvecanje produkcije bioplina
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glede na kontrolni reaktor to hipotezo potrjuje, nam rezultati analiz vsebnosti KMK dajejo
temu nasprotujoce dokaze (Priloga A3). Tukaj namre¢ vidimo, da encimi niso uspeli tako
bistveno povecati koncentracije KMK kot v drugih ponovitvah tega poskusa, kjer se je po
dveh ali treh dneh obratovanja ta povecala za okoli dvakrat glede na zacetne vrednosti.
Mozno je, da je surovo blato v prvi ponovitvi poskusa vsebovalo dolo¢ene kemijske
spojine, ki so inhibirale anaerobno razgradnjo.

Nasi rezultati se skladajo z ugotovitvami Warthmann-a in sodelavcev (2012), ki so
preverjali u¢inek za 25 razli¢nih encimskih meSanic in prisli do ugotovitve, da z njimi ni
mogoce dosec¢i dovolj velikega izboljSanja produkcije bioplina iz surovega blata, da bi to
bilo ekonomsko upravi¢eno. Glavna tezava je, da je aktivnost dodanih encimov v reaktorju
zelo kratka (le 30-120 minut), kar zniZzuje njihovo uporabnost, saj bi jih bilo za u¢inkovito
delovanje potrebno konstantno dovajati, kar je pa iz ekonomskega vidika nesprejemljivo
(Warthmann in sod., 2012). Omenjena raziskovalna skupina je preverjala tudi vpliv
dodatka hidroliticnih mikroorganizmov v reaktor, vendar se tudi ti tam niso dolgoro¢no
ohranili (Warthmann in sod., 2012). Podobno lahko sklepamo tudi v nasem primeru, ko
nam rezultati TRFLP analiz nakazujejo, da med reaktorjema na koncu ni bilo statisti¢éno
znaCilne razlike v sestavi mikrobne zdruzbe. To lahko pomeni, da se mikroorganizmi niso
tam uspeli ohraniti, in/ali pa so bili dodani mikroorganizmi enaki Ze prisotnim.

Na podlagi rezultatov tako lahko zaklju¢imo, da v naSem primeru produkcije bioplina ne
moremo pomembno izboljSati z dodajanjem encimsko mikrobne mesanice B120,
proizvajalca Bio-Systems. Sicer smo v enem primeru res imeli 17 % izboljSanje izplena,
vendar tega rezultata nismo uspeli ponoviti, kar nakazuje, da je ta encimsko mikrobna
mesSanica premalo zanesljiva za izbolj$anje produkcije bioplina z uporabo surovega blata
na CCN Domzale-Kamnik. Glede na naSe rezultate in tiste v pregledani literaturi,
sklepamo da uporaba encimskih ali encimsko mikrobnih meSanic za izboljSanje produkcije
bioplina na cistilnih napravah, ne izkazuje zadostne uporabnosti za uvedbo v velikem
merilu. V prihodnjih raziskavah bi bilo bolje preveriti u€inkovitost katere od drugih metod
obdelave surovega blata, npr. termo-kemijske postopke dezintegracije.

52 VPLIV VRACANJA DEHIDRIRANEGA BLATA NA PROIZVODNIO
BIOPLINA IN NA SESTAVO MIKROBNE ZDRUZBE V BIOREAKTORJU

Drug nacin izboljSanja produkcije bioplina, ki smo ga testirali, je bilo vracanje
dehidriranega blata nazaj v bioplinski reaktor. Vracanja dehidriranega blata ali pa kar
anaerobnega blata bioplinskega reaktorja nazaj vanj so se razli¢ni avtorji lotili razli¢no
(poglavje 2.3.2). Najprimernej$a moznost za CCN bi bila uvedba podobnega sistema kot so
ga testirali Vanyushina in sodelavci (2012), ki so z vraanjem dehidriranega blata nazaj v
bioplinski reaktor dosegli do 17 % izboljSanje produkcije bioplina. Zaradi tega smo poskus
tako tudi zastavili.

Ugotovili smo, da lahko vracanje dehidriranega blata v bioplinski reaktor za do 40 %
izboljsa produkcijo bioplina (Slika 10, priloga B1l). Med reaktorjema so opazene tudi
manjSe razlike v vsebnosti KMK, ki nakazujejo, da je bila ob zacetku ponovitev poskusa v
bioreaktorju z dodanim dehidriranim blatom nekoliko vecja koncentracija KMK kot v
kontrolnem reaktorju (Slika 11, priloga B2). Tak rezultat je tudi pricakovan, saj je imel
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bioplinski reaktor z dodanim dehidriranim blatom, dodanega ve¢ tudi surovega blata. Tako
je bilo kljub enaki obremenitvi v obeh reaktorjih, v tistem z dodanim dehidriranim blatom
vecja koli¢ina surovega blata in posledi¢no tudi vecja vsebnost KMK v celotnem reaktorju.
Vecja koli¢ina substrata in anaerobne biomase pa se na koncu kaze v vecji skupni
produkciji bioplina v enako velikem bioreaktorju in v istem Casu, kot ¢e ne bi vracali
dehidriranega blata. Kot smo opisali v poglavju 2.3.2, so bili nekateri avtorji uspesni tudi
pri uporabi dehidriranega blata, oziroma kar anaerobnega blata bioplinskega reaktorja kot
dodatnega substrata za proizvodnjo bioplina. Predpostavili so namre¢, da ta poleg aktivne
mikrobne biomase vsebuje $e nerazgrajene organske delce, ki bi se laZje razgradili, ¢e jih
vrnemo Vv bioplinski reaktor ter jim tako podaljsamo zadrzevalni ¢as v njem. Povecana
koncentracija mikrobne biomase bi pa tudi ze sama po sebi ugodno vplivala na delovanje
bioplinskega reaktorja (Young in sod., 2013, Vanyushina in sod., 2012). Na podlagi
njihovih rezultatov bi bilo tudi v naSem primeru priakovati, da bi se zaradi tezje
razgradljivih komponent dehidriranega blata, Se dodatno povecala produkcija bioplina.
Izracun koli¢ine proizvedenega plina glede na koli¢ino dodanega KPK (Priloga B5, zadnji
stolpec) (pri ¢emer smo upostevali le KPK surovega blata) pokaze, da temu ni tako, saj
med reaktorjem z dodanim dehidriranim blatom in kontrolnim reaktorjem ni bistvene
razlike v tej udinkovitosti pretvorbe. Ce bi imeli tezko razgradljivi delci v dehidriranem
blatu pomemben doprinos k skupnemu volumnu proizvedenega bioplina, bi se to namre¢
kazalo kot navidezno vecja koli¢ina proizvedenega bioplina glede na dodan KPK v obliki
surovega blata.

Kar se tie vsebnosti metana in ogljikovega dioksida v nastalem bioplinu, vracanje
dehidriranega blata ni povzrocilo pomembnejsih razlik, saj so te znasale le do okoli 1,6 %
v prid kontrolnega reaktorja. To je bilo tudi pricakovati, saj bi naj na sestavo bioplina
vplival predvsem substrat, ki pa je bil pri teh poskusih vedno enak v obeh reaktorjih —
surovo blato. Vsebnost metana v bioplinu je bila vedno okoli 66 %.

Statisticno znacilnih vplivov na sestavo mikrobne zdruzbe v tem primeru nismo
pricakovali, saj sta oba reaktorja vsebovala enak substrat in podobno mikrobno biomaso, le
da je bila v eksperimentalnem reaktorju njena koncentracija nekoliko vecja. Analize
sestave zdruzbe z metodo TRFLP so pokazale, da se povecano doziranje biomase in
substrata v eksperimentalni reaktor na zafetku poskusa, lahko kaZe kot razlika v sestavi
bakterijske, ne pa tudi arhejske zdruzbe. Ta je namre¢ ob zacetkih poskusov znaSala
26+5 % za bakterije in 10+4 % za arheje. Glede na natan¢nost uporabljene metode TRFLP
lahko trdimo, da je ta razlika pri bakterijah dokaj opazna, pri arhejah je pa zelo majhna in
skoraj zanemarljiva. Razlog za te razlike na zacetkih poskusov bi lahko morda tical v
postopku dehidracije anaerobnega blata bioplinskega reaktorja. Mogoce pride ob tem do
sprememb v mikrobni zdruZzbi, ki se kaZejo predvsem na nivoju bakterij. Do tega bi lahko
priSlo z unienjem bolj obcutljivih vrst ob centrifugiranju, ali pa z izplavljanjem slabse
usedajocih se celic skupaj z odtocno vodo po centrifugiranju. Druga moznost je, da so te
razlike posledice eksperimentalnih napak ob zagonu poskusov, ko bi lahko med razli¢nimi
ponovitvami prislo do manjsih razlik v razmerjih surovega blata in inokuluma. Za boljso
predstavo o realnem stanju bi bilo dobro poskus Se ve¢ krat ponoviti. Omenjene razlike v
zdruzbah se tekom poskusa med reaktorjema ocitno zmanj$ajo, saj so na koncu znasale le
se okoli 3 % za bakterijsko in 2 % za arhejsko zdruzbo, kar so zanemarljivo nizke
vrednosti. Precej vecje razlike v obeh reaktorjih opazimo med zacetkom in koncem
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poskusov, kar pomeni, da ima Cas precej veéji vpliv na sestavo mikrobne zdruzbe reaktorja
kot dodatek dehidriranega blata.

Na podlagi rezultatov lahko zakljuc¢imo, da je vraanje dehidriranega blata v proces
proizvodnje bioplina, ugodno za povecanje produkcije bioplina. Nasi rezultati se tako
ujemajo z rezultati, ki so jih pridobili Vanyushina in sod. (2012) in Young in sod. (2013).
Ocitno vracanje dehidriranega blata poveca ucinkovitost procesa proizvodnje bioplina v
reaktorju. Glavni razlog za to je povecanje koncentracije delovnih mikroorganizmov, Ki
nam omogoc¢i anaerobno razgradnjo vecje koli¢ine substrata v istem ¢asu. Nekateri avtorji
kot posledico taksnega recikliranja dehidriranega blata navajajo tudi zmanjSanje volumna
odve¢nega dehidriranega blata, kar pomeni zmanjSanje stroSkov Ccistilne naprave za
njegovo nadaljnjo obdelavo (Young in sod., 2013; Vanyushina in sod., 2012). Tega uc¢inka
v nasem delu sicer nismo preverjali, bi ga pa bilo zanimivo v prihodnje Se preuciti. Sicer bi
tak sistem bilo smiselno uvesti tudi na CCN Domzale-Kamnik, vendar tu trenutno ni na
razpolago dovolj surovega blata, da bi lahko reaktorjem zagotavljali dovolj substrata za
isto obremenitev kot jo imajo sedaj. CCN bodo v bliznji prihodnosti poveéali, takrat pa bo
ta reSitev dobrodosla.

5.3 PROIZVODNJA BIOPLINA 1Z ODPADNIH FERMENTACIJSKIH BROZG 1Z
FARMACEVTSKE INDUSTRIJE

Drugi del te naloge obsega poskuse, s katerimi smo preverjali primernost dveh
farmacevtskih brozg (brozga V in brozga T) za proizvodnjo bioplina.

5.3.1 BrozgaV

Brozga V se je za proizvodnjo bioplina izkazala kot slabsi substrat v primerjavi s surovim
blatom, saj iz nje proizvedemo do 43 % manj bioplina kot iz enake koli¢ine (glede na
KPK) surovega blata (Slika 15, Prilogi C1 in C2). Sicer je res, da je omenjena vrednost
najbolj ekstremen rezultat, ki smo ga dobili, vendar se je pri vseh poskusih, v katerih smo
za proizvodnjo bioplina uporabljali bodisi €isto, bodisi meSano brozgo V s surovim blatom,
kazal enak trend zmanjSanja koli¢ine proizvedenega bioplina v primerjavi s surovim
blatom (Slike 15, 20 in 25, Priloge C1, C2 in D1, D2). Pri tem je pa bila po drugi strani
vsebnost metana v bioplinu enaka ne glede na uporabljen substrat. Enak pojav kot pri
kumulativni produkciji bioplina, smo zaznali z analizami vsebnosti KMK, kjer je bilo teh v
reaktorju z brozgo V vedno nekoliko manj kot v kontrolnem reaktorju (Slike 16, 21 in 26,
priloge C3, C4 in D3, D4). Glavni razlog za variacije v razlikah v koli¢ini proizvedenega
bioplina in med obema reaktorjema pri razli¢nih ponovitvah poskusa, so razlike v sestavi
surovega blata. Do te ugotovitve smo prisli, ker sta bila volumen proizvedenega bioplina in
produkcija glede na koli¢ino dodanega KPK pri proizvodnji iz brozge V precej konstantni,
pri surovem blatu pa ne. To je bilo tudi pri¢akovati, saj smo brozgo V imeli shranjeno v
zamrzovalniku in so zato njene lastnosti med ponovitvami poskusa ostajale konstantne,
med tem ko pa to ne velja za surovo blato, ki je bilo vedno izbrano sveze. Do zmanjsane
produkcije bioplina pri uporabi brozge V kot substrata bi lahko pri§lo zaradi razli¢nih
razlogov. Prva moznost je, da brozga V deluje inhibitorno na mikrobno zdruZbo
bioplinskega reaktorja, druga pa, da ne izkazuje inhibitornega delovanja, temvec je kljub
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svojim visokim vrednostim KPK, teZko razgradljiva za prisotno mikrobno zdruzbo. Mozna
je tudi kombinacija obeh ucinkov. Brozga V je sicer res stranski produkt pri proizvodnji
farmacevtskih ucinkovin, vendar te praktiéno v celoti odstranijo v postopku njihove
izolacije. Zaradi tega je koncentracija teh spojin v brozgi premajhna, da bi lahko negativno
vplivale na mikrobno zdruzbo bioreaktorja. Kljub temu pa s tem ne ovrzemo popolnoma
prve zgoraj opisane moznosti, saj bi lahko inhibicijo povzrocile tudi kakSne druge spojine,
kot so na primer nekateri presnovni produkti, ki so v brozgi V morda ostali po produkciji
farmacevtskih u¢inkovin. O tem za katero moznost gre v resnici, smo se prepricali z
mesanjem brozge V s surovim blatom (Poglavji 4.3.2 in 4.3.3). Glede na koli¢ino
proizvedenega bioplina in vsebnost KMK pri teh poskusih, lahko vidimo, da je brozga V v
zaCetnih dneh dokaj slabo razgradljiva in prihaja do produkcije bioplina najverjetneje
najprej predvsem iz surovega blata in le deloma tudi iz brozge V. V primeru inhibitornih
ucinkov na mikrobno zdruzbo bi bilo pricakovati vecje razlike med reaktorjema v koli€ini
proizvedenega bioplina, kot so bile opazene (Slikah 20 in 25 ter Prilogah D1 in D2).

Zanimiv vpogled v posledice daljSe uporabe brozge V kot kosubstrata za proizvodnjo
bioplina, nam daje podalj$an poskus z njeno uporabo (Slika 25). Tukaj smo lahko opazili
ucinke, Ki se v petih dneh, kolikor so trajali obicajni poskusi, niso mogli izraziti. V tem
poskusu se je namre¢ po priblizno 10 dneh hitrost produkcije bioplina v obeh reaktorjih
precej izenacila, kar se je kazalo v enakem naklonu krivulj produkcije in v grafikonu, ki
prikazuje rezultate izraCuna proizvedene koli¢ine bioplina glede na dodani KPK (Priloga
E). Izkaze se torej, da se mikrobna zdruzba bioplinskega reaktorja po priblizno 10 dneh
prilagodi na nov substrat in ga razgrajuje enako udinkovito kot surovo blato. Zal tako
ucinkovitega delovanja reaktorja nismo mogli dolgo spremljati, saj je 18 dni po zagonu
poskusa priSlo do zmanjSanja vrednosti pH v obeh reaktorjih, kar je mo¢no vplivalo na
ucéinkovitost pretvorbe KPK substrata v bioplin. To se je kazalo tako v proizvedenem
volumnu bioplina (Slika 25), kot v vsebnosti metana v njem (Slika 27). Ker se je
sprememba v pH zgodila tako sunkovito v obeh reaktorjih kot posledica povecanih
koncentracij KMK (Slika 26) in ker je bil ucinek vecji v kontrolnem reaktorju, ki je
vseboval ve¢ surovega blata, smo zakljucili, da je za opazene anomalije krivo ravno surovo
blato v teh dneh. Po ponovni vzpostavitvi ustreznih vrednosti pH, je produkcija bioplina
tekla dalje, vendar z nekoliko manjSo uc¢inkovitostjo kot do 18. dne. Proti koncu poskusa je
ucinkovitost znova narascala, kar spet nakazuje na postopno prilagoditev mikrobne
zdruzbe. V zadnjih $tirth dneh smo preizkusili delovanje reaktorja ob dva krat vecji
obremenitvi kot sicer. lzkazalo se je ,da bi reaktorji z uporabljenimi substrati delovali tudi
pri tak$nih obremenitvah, saj je priSlo le do blagega povecanja koncentracij KMK (Slika
26), ki pa so se v glavnem uspele $e vedno pretvoriti v bioplin.

Ko smo preverjali kakSen vpliv ima uporaba brozge V v bioplinskem reaktorju na sestavo
njegove zdruzbe, smo dobili rezultate, ki se ujemajo z vsem do sedaj opisanim. Predvsem
bakterijske zdruzbe se ob zagonih poskusov dokaj razlikujejo (Slika 18, 23 in 28, Priloge
C5, C6 in D4, D5), kar namiguje na to, da je brozga V vsebovala svojo zdruzbo bakterij, ki
smo jo skupaj z njo dodali v reaktor. To se tudi sklada z nasimi opaZanji, da je v brozgi V
prisotna intenzivno metabolno aktivna mikrobna zdruzba, saj se je iz nje preden smo jo
zamrznili, izloCala velika koli¢ina plina, hkrati je pa prihajalo do sprememb v KPK. Po
petih preteCenih dneh, oziroma po devetih pri podaljSanem poskusu, sta si bakterijski
zdruzbi med reaktorjema postali precej bolj podobni, iz ¢esar lahko sklepamo, da dodana
zdruZba ni dolgo prezivela v anaerobnih razmerah bioplinskega reaktorja. Pri podaljSanem
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poskusu je, kot smo Ze zgoraj opisali, v tem Casu priSlo tudi do postopnega izboljSanja
ucinkovitosti razgradnje KPK do bioplina. Ponovno na nase rezultate moc¢no vpliva padec
pH v podaljSanem poskusu, saj to zelo mo¢no spremeni tako bakterijsko kot arhejsko
mikrobno zdruzbo v reaktorju (Sliki 28 in 29). Razlike med reaktorjema so takrat znaSala
69 % za bakterijsko in 37 % za arhejsko zdruzbo. V obeh primerih je proti koncu poskusa
ponovno zacelo prihajati do manjSanja razlik med reaktorjema v zdruzbah obeh skupin
mikroorganizmov, kar je bilo ponovno v korelaciji z ve¢anjem ucinkovitosti pretvorbe
KPK v bioplin. V splosnem pri rezultatih teh poskusov tezje interpretiramo kaj se je
dogajalo z arhejsko zdruzbo kot z bakterijsko, saj so bili rezultati pri arhejah precej bolj
variabilni, kar se kaze v velikih standardnih odklonih. Kljub temu se da opaziti trend
povecanja razlik v arhejski zdruzbi med reaktorjema tekom poskusa. Na koncu ponovitev
poskusa so bile obi¢ajno te vrednosti namre¢ vecje kot na zacetkih, kar ponovno potrjuje,
da brozga V verjetno ni vsebovala bistvene koli¢ine arhejskih celic, da pa je tekom
poskusa imela zaznaven vpliv na arhejsko zdruzbo bioplinskega reaktorja.

Na podlagi rezultatov vseh poskusov, kjer smo kot substrat ali del njega uporabljali brozgo
V, lahko zaklju¢imo, da ta sama po sebi nima ve¢jih negativnih uéinkov na proces
proizvodnje bioplina. Je nekoliko tezje razgradljiva kot surovo blato, vendar jo je e vedno
ugodneje dovajati v bioplinski reaktor, kot pa jo spuscati v aerobni del Cistilne naprave,
kjer lahko potencialno povzrofa tezave. Poleg tega rezultati nakazujejo na moznost
postopne prilagoditve mikrobne biomase bioplinskega reaktorja nanjo. Zaklju¢imo lahko
tudi, da ne izkazuje nikakrSnih negativnih vplivov na mikrobno zdruzbo, saj je bilo
delovanje bioreaktorja tudi po dalj$i izpostavitvi temu substratu najmanj enako ucinkovito
kot v zacetnih dneh delovanja in zelo podobno kot pri uporabi surovega blata kot substrata.
Za bolj zanesljivo oceno o vplivih dolgotrajne uporabe tega substrata za proizvodnjo
bioplina, bi bilo potrebno podaljSano obliko poskusa Se veckrat ponoviti, oziroma dlje asa
izvajati. Koncna vsebnost te brozge v mesanici s surovim blatom za industrijski bioplinski
reaktor bo precej manjsa, kar pomeni, da je njeno dodajanje v bioplinski reaktor
popolnoma varno.

53.2 BrozgaT

Druga brozga, ki smo jo testirali kot substrat za proizvodnjo bioplina, je bila brozga T, ki
se je v kombinaciji s surovim blatom izkazala kot boljsi substrat za proizvodnjo bioplina
kot brozga V. Iz mesanice brozge T in surovega blata smo proizvedli od 0 % do 8 % man;j
bioplina kot iz Cistega surovega blata (Slika 30, Priloga F1), pri ¢emer nismo zaznali
pomembnejsih razlik v kvaliteti bioplina (Slika 32). Tako velika podobnost v volumnu
proizvedenega bioplina nakazuje, da ta substrat nima negativnih uéinkov na delovanje
bioplinskega reaktorja in da je relativno lahko razgradljiv (podobno kot ¢isto surovo blato).
Prav tako ni bil zaznan ve¢ji vpliv na koncentracije KMK, saj so si bile te v primerjavi z
reaktorjem, Ki je kot substrat vseboval le surovo blato zelo podobne. Tekom poskusa so se
koncentracije KMK pri reaktorju z dodano brozgo T, zmanjSevale na enak nacin, kot to
obicajno poteka pri proizvodnji bioplina iz surovega blata.

Za konec smo z analizami sprememb v sestavi mikrobnih zdruzb obeh reaktorjev ugotovili,
da uporaba brozge T v kombinaciji s surovim blatom kot substrat nima vpliva na sestavo
tako bakterijske kot arhejske zdruzbe (Sliki 33 in 34, Prilogi F3 in F4). Na koncu se je
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bakterijska zdruzba med obema reaktorjema namreé¢ razlikovala zgolj za 7+2 %, kar je
zanemarljivo nizka vrednost. Tudi na zaCetku poskusov ta razlika ni bila velika, saj je
zna$ala le 4+3 %. 1z tega lahko sklepamo, da brozga T ne vsebuje vecje koli¢ine bakterij,
hkrati pa tudi ne vpliva na sestavo bakterijske zdruzbe bioplinskega reaktorja. Pri sestavi
arhejske zdruzbe je bila zgodba podobna, saj je na koncu poskusa med reaktorjema prislo
le do zanemarljive 4+1 % razlike v sestavi, na zacetku poskusov pa 3+1 %.

Na podlagi rezultatov lahko zaklju¢imo, da ni nobenega dokaza, da bi uporaba brozge T
predstavljala kakr$nekoli teZave v proizvodnji bioplina. Dejansko izkazuje v vseh pogledih
precej podobne lastnosti za razgradnjo kot Ze obstojeci substrat — surovo blato in jo tako
CCN brez tezav uporablja kot kosubstrat za proizvodnjo bioplina, namesto, da jo razgrajuje
v aerobnem delu naprave.
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6

SKLEPI

Iz dobljenih rezultatov lahko zaklju¢imo, da smo vsaj deloma potrdili obe zastavljeni
hipotezi v zvezi s povecanjem produkcije bioplina.

VraCanje dehidriranega blata nazaj v bioplinski reaktor se je izkazal kot boljsi
postopek za povecanje bioplinske proizvodnje v primerjavi z dodajanjem encimsko
mikrobne meSanice

Vracanje dehidriranega blata nazaj v bioreaktor povzro¢i do 40 % izboljSanje
produkcije bioplina. Verjetno bo v prihodnje to postopek izbire na CCN Domzale-
Kamnik.

Dodajanje encimsko mikrobne mesanice B120, proizvajalca Bio-Systems do neke
mere izboljSa razgradnjo surovega blata, kar pa ne vodi vedno v dovolj povecano
produkcijo bioplina. Postopek tudi zaradi cene encimsko mikrobnih meSanic ne
pride v postev na CCN Domzale-Kamnik.

Potrdili smo tudi hipotezo o ustreznosti obeh testiranih odpadnih fermentacijskih brozg iz
farmacevtske industrije kot kosubstrata za anaerobno razgradnjo v bioplinskem reaktorju.

Brozga T se je sicer izkazala kot boljSa od brozge V, saj v vseh merjenih
parametrih izkazuje vecjo podobnost surovemu blatu kot brozga V.

Zaklju¢imo lahko, da sta testirani brozgi V in T primerni za proizvodnjo bioplina,
kar bo CCN Domzale-Kamnik nudilo dve prednosti: povegano koli¢ino substrata za
proizvodnjo bioplina in posledi¢no vecjo koli¢ino proizvedene elektri¢ne energije
ter prepreCeno moznost negativnih vplivov testiranih brozg na aerobni del Cistilne
naprave.

Prisli pa smo tudi do nekaterih bolj splosnih sklepov.

Kvaliteta bioplina je precej stabilen parameter, na katerega nismo mogli vplivati
tako z dodatki encimov ali dehidriranega blata, kot tudi z uporabo novih
kosubstratov.

Spremembe v pH lahko zaradi inhibitornega delovanja na anaerobno biomaso,
negativno vplivajo na volumen in kvaliteto proizvedenega bioplina ter imajo mocan
vpliv na sestavo mikrobne zdruZzbe bioreaktorja.

Anaerobna biomasa bioplinskega reaktorja je dolgoro¢no precej stabilna, saj je
poleg sprememb v pH le brozga V imela vpliv na njeno sestavo.

Glede na uspesnost teh poskusov bi bilo v prihodnje dobro podobne poskuse izvesti Se za
druge odpadne brozge, ki sedaj iz farmacevtskega podjetja e vedno dotekajo na CCN
skupaj z ostalo odpadno vodo. Prav tako bi bilo smiselno preizkusiti $e druge nacine
izboljSanja produkcije bioplina iz surovega blata.
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7 POVZETEK

Cistilne naprave ob svojem delovanju proizvajajo velike koli¢ine odveénega primarnega in
aktivnega blata, ki skupaj tvorita surovo blato. To se pogosto uporabi za proizvodnjo
bioplina iz katerega lahko nato pridobivamo elektri¢no in toplotno energijo. Tak proces se
izvaja tudi na Centralni &istilni napravi Domzale — Kamnik (CCN). Z namenom povecanja
ucinkovitosti tega procesa konstantno i$¢ejo in uvajajo nove resitve. Tudi ta naloga je bila
opravljena s tem namenom. Izvedli smo dve skupini poskusov: v eni smo poskusali
izboljsati ucinkovitost bioplinskega reaktorja, v drugi pa smo preverjali ustreznost
odpadnih farmacevtskih fermentacijskih brozg kot substratov za proizvodnjo bioplina.

Obstaja mnogo razli¢nih nacinov izboljSanja produkcije bioplina na cistilnih napravah.
Lahko uporabimo nacine obdelave, oziroma dezintegracije surovega blata (na primer
dezintegracija z ultrazvokom ali z mikrovalovi, mehanska, toplotna, kemijska, termo-
kemijska ali bioloska dezintegracija) ali kakSne druge metode, kot je vraCanje
dehidriranega blata nazaj v bioplinski reaktor ali uporaba ve¢ anaerobnih bioreaktorjev
zapored. Vsaka metoda ima svoje prednosti in slabosti ter je lahko za nekatere substrate ali
Cistilne naprave bolj ustrezna kot za druge. Zaradi tega je najbolje za vsako Cistilno
napravo posebej preveriti in oceniti kateri nacin izboljSanja produkcije bioplina se tam
najbolj splaca uporabiti. Kot del te naloge smo se odlocili preveriti ali bi bilo dodajanje
encimsko mikrobne mesSanice B120, proizvajalca Bio-Systems koristno za izboljSanje
ucinkovitosti delovanja bioplinskega reaktorja na CCN. Prav tako smo preverjali u¢inek
vrac¢anja dehidriranega blata nazaj v bioplinski reaktor. S proizvodnjo bioplina iz odpadnih
fermentacijskih brozg iz farmacevtske industrije, bi lahko preprecili morebitne negativne
ucinke le-teh na aerobno stopnjo Cistilne naprave, kamor so do sedaj pritekale skupaj z
ostalo odpadno vodo. V splosnem je dobro vsak substrat testirati v pilotnih bioreaktorjih,
preden ga zaCnemo uporabljati v veliki meri. S takSnimi poskusi lahko namre¢ predvidimo
kak$no koli¢ino bioplina je mogoce proizvesti iz substrata ter kakSen vpliv ima le-ta na
mikrobno zdruzbo anaerobnega bioreaktorja.

Poskuse smo izvajali v dveh pilotnih bioplinskih reaktorjih, volumna 196,8 |. Pri vsakem
poskusu smo spremljali ve¢ parametrov. Pilotna reaktorja sta bila opremljena z merilnimi
napravami za kumulativno produkcijo bioplina, ostale analize pa smo izvajali na vzorcih
proizvedenega plina in tekoce vsebine bioreaktorjev. Tako smo spremljali sestavo bioplina,
pH vsebin bioreaktorjev, vsebnost kratkoveriznih mascobnih kislin (KMK) in sestavo
mikrobne zdruzbe, katero smo analizirali z metodo TRFLP. Poskuse smo izvajali tako, da
nam je en pilotni bioreaktor vedno sluzil kot kontrola in je zato vseboval le surovo blato in
inokulum — torej enak substrat in v enaki obremenitvi kot je to trenutno v industrijskih
CSTR bioplinskih reaktorjih na CCN (0,2 g KPK/g organske snovi). V drugem pilotnem
bioreaktorju smo izvajali razlicne poskuse, pri ¢emer smo pa ne glede na poskus zaradi
primerljivosti tudi ta reaktor vedno obremenili enako kot kontrolnega. Vecina poskusov je
trajala 5 dni, z dovajanjem substrata le ob zagonu. Pri enem izmed poskusov preverjanja
ustreznosti brozg za proizvodnjo bioplina, smo zeleli odkriti morebitne dolgorocne
posledice uporabe takega substrata, zaradi ¢esar smo ta poskus podaljsali na 30 dni. Tokrat
smo tudi po prvih petih dneh, oba bioplinska reaktorja dohranjevali vsakodnevno.

Najvecje izboljSanje produkcije bioplina (do 40 %) smo dosegli z vratanjem dehidriranega
blata v anaerobni bioreaktor. Ker je bila tam prisotna vec¢ja koli¢ina mikrobne zdruzbe
(dodane v obliki surovega blata), smo vanj lahko dali tudi ve¢ substrata in tako Se vedno
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dosegli enako obremenitev. Posledi¢no se je tako v enakem casovnem obdobju in v enako
velikem bioplinskem reaktorju, razgradila vecja koli¢ina substrata, zaradi ¢esar je bila tudi
koncna koli¢ina proizvedenega bioplina vecja. Uvedba taksSnega sistema v veliki meri bi
zato najbolj koristila tistim Cistilnim napravam, ki proizvedejo ve¢ surovega blata, kot so
ga sposobne same predelati. Na CCN Domzale — Kamnik temu trenutno ni tako, saj so
bioplinski reaktorji tam nizko obremenjeni. Zaradi tega izboljSanje v produkciji bioplina
morda nebi bilo tako veliko kot v naSih rezultatih, ker nebi mogli zagotoviti dovolj
substrata za ohranjanje enake obremenitve kot do sedaj. CCN bodo v bliznji prihodnosti
povecali, takrat pa bo ta reSitev dobrodosla. Uporaba mesanice hidroliticnih encimov in
mikroorganizmov se ni izkazala kot uporabna, saj je vecinoma vodila do manj kot 2 %
izboljSanja produkcije bioplina. Opazili smo tudi povecanje koncentracij KMK, ki je bilo
najbolj izrazito 2 ali 3 dni po zagonu poskusa. Neucinkovitost te metode izboljSanja
produkcije bioplina je morda posledica neustreznosti izbrane encimsko mikrobne mesanice
za na$ substrat ali pa njena aktivnost ne traja dovolj dolgo. Tezave lahko predstavlja tudi
spremenljivost sestave surovega blata na CCN. Morda bi nam lahko kaksna druga
encimsko mikrobna meSanica nudila boljSe rezultate.

Pri preverjanju primernosti dveh odpadnih fermentacijskih brozg iz farmacevtske industrije
za anaerobno razgradnjo smo najboljSe rezultate dobili pri brozgi T. Ta je namrec
izkazovala zelo podobno razgradljivost in posledi¢no podobno koli¢ino (do 8 % manj)
proizvedenega bioplina kot surovo blato. Zaradi tega proizvodnja bioplina iz te brozge nebi
smela povzrocati nikakr$nih tezav. Volumen proizvedenega bioplina iz brozge V je bil
sicer nekoliko manjsi kot iz surovega blata (do 43 % manj proizvedenega bioplina), vendar
kljub temu tudi ta brozga izkazuje veliko potenciala za razgradnjo v bioplinskem reaktorju.
Opazili smo tudi nekoliko ve¢ji vpliv na sestavo mikrobne zdruzbe bioplinskega reaktorja,
kar je bilo najverjetneje posledica postopne prilagoditve zdruzbe na nov substrat.
Ucinkovitost njegove pretvorbe v bioplin se je namre¢ pri podaljSanem poskusu s¢asoma
povecala. Na podlagi rezultatov lahko zaklju¢imo, da bi bili obe testirani brozgi uporabni
kot dodaten substrat, ki bi se v bioplinske reaktorje CCN dovajal skupaj s surovim blatom.
Volumen dodanih brozg bo v primerjavi z volumnom dodanega surovega blata precej
manj$i kot v naSih poskusih, zaradi ¢esar bo njun vpliv na produkcijo bioplina $e manjsi.
Poleg tega se bo na ta na¢in CCN izognila morebitnim negativnim vplivom na aerobno
stopnjo ¢iS¢enja, ki jih lahko imajo taksne brozge.

Nasi rezultati so precej spodbudni, saj smo potrdili uporabnost ene izmed obeh testiranih
metod izboljSanja produkcije bioplina ter smotrnost uporabe obeh testiranih odpadnih
fermentacijskih brozg za proizvodnjo bioplina. V prihodnje bi bilo dobro preveriti
ustreznost $e kaksne metode izboljsanja produkcije bioplina na CCN. Najve& potenciala
tako kazejo razlicni nacini dezintegracije surovega blata. Koristno bi bilo testirati tudi
uporabnost Se kakSne druge odpadne fermentacijske brozge kot substrat za proizvodnjo
bioplina, saj bi tako ponovno lahko povecali njegovo proizvedeno koli¢ino in hkrati

Vv W

zmanjSali verjetnost negativnih vplivov na aerobno stopnjo ¢iS¢enja odpadne vode.
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PRILOGE

Priloga A: Vpliv dodane encimsko mikrobne meSanice B120 (Bio-Systems) na
proizvodnjo bioplina in sestavo mikrobne zdruzbe v bioreaktorju
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Priloga Al: Kumulativna produkcija bioplina iz surovega blata brez in z dodano encimsko mikrobno
meSanico (2. ponovitev)
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Priloga A2: Kumulativna produkcija bioplina iz surovega blata brez in z dodano encimsko mikrobno
mesSanico (3. ponovitev)



Safari¢ L. Izboljdanje delovanja bioplinskega reaktorja na komunalni éisvtilni napravi.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2013

0,1
0,08
0,06
0,04

0,02

Koncentracija KMK (g/L)

€as (dnevi)

B Brez encimsko mikrobne mesanice

m Z encimsko mikrobno mesanico

Priloga A3: Koncentracije KMK v bioplinskem reaktorju pri proizvodnji bioplina iz surovega blata brez in z
dodano encimsko mikrobno mesanico (1. ponovitev)
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Priloga A4: Koncentracije KMK v bioplinskem reaktorju pri proizvodnji bioplina iz surovega blata brez in z
dodano encimsko mikrobno mesanico (3. ponovitev)
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Priloga A5: Dendrogram profilov tipizacije bakterijske zdruzbe v poskusu z dodajanjem encimsko mikrobne
mesanice. (1. ponovitev) Oznaka »Encimi« oznacCuje reaktor, v katerega je bila dodana encimsko mikrobna
mesanica, oznaka »Kontrola« pa kontrolni reaktor, v katerega encimsko mikrobna mesanica ni bila dodana.
»Zacetek« oznaluje vzorce iz zacetka, »konec« pa vzorce iz konca poskusa — po petih pretecenih dneh.
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Priloga A6: Dendrogram profilov tipizacije bakterijske zdruzbe v poskusu z dodajanjem encimsko mikrobne
mesanice. (3. ponovitev) Oznaka »Encimi« oznacuje reaktor, v katerega je bila dodana encimsko mikrobna
mesanica, oznaka »Kontrola« pa kontrolni reaktor, v katerega encimsko mikrobna meSanica ni bila dodana.
»Zacetek« oznacuje vzorce iz zacetka, »konec« pa vzorce iz konca poskusa — po petih pretecenih dneh.
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Priloga A7: Dendrogram profilov tipizacije arhejske zdruzbe v poskusu z dodajanjem encimsko mikrobne
mesanice (2. ponovitev). Oznaka »Encimi« oznacuje reaktor, v katerega je bila dodana encimsko mikrobna
mesanica, oznaka »Kontrola« pa kontrolni reaktor, v katerega encimsko mikrobna meSanica ni bila dodana.
»Zacetek« oznaCuje vzorce iz zaCetka, »konec« pa vzorce iz konca poskusa — po petih pretecenih dneh.
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Priloga A8: Dendrogram profilov tipizacije arhejske zdruzbe v poskusu z dodajanjem encimsko mikrobne
meSanice (3. ponovitev). Oznaka »Encimi« oznacuje reaktor, v katerega je bila dodana encimsko mikrobna
mesanica, oznaka »Kontrola« pa kontrolni reaktor, v katerega encimsko mikrobna meSanica ni bila dodana.
»Zacetek« oznaCuje vzorce iz zacetka, »konec« pa vzorce iz konca poskusa — po petih pretecenih dneh.
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Priloga B: Vpliv vrac¢anja dehidriranega blata na proizvodnjo bioplina in sestavo mikrobne
zdruzbe
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Priloga B1: Kumulativna produkcija bioplina iz surovega blata brez in z dodanim dehidriranim blatom (1.
ponovitev)
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Priloga B2: : Koncentracije KMK v bioplinskem reaktorju pri proizvodnji bioplina iz surovega blata brez in z
dodanim dehidriranim blatom (1. ponovitev)
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Priloga B3: Dendrogram profilov tipizacije bakterijske zdruzbe v poskusu z vra¢anjem dehidriranega blata v
bioplinski reaktor (1. ponovitev. Oznaka »dehidrirano blato« oznacuje reaktor, v katerega je bilo to dodano,
oznaka »kontrola« pa kontrolni reaktor, v katerega dehidrirano blato ni bilo dodano. »Zacetek« oznacuje
vzorce iz zacetka, »konec« pa vzorce iz konca poskusa — po petih pretecenih dneh. Vrednosti na osi in

.....
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Priloga B4: Dendrogram profilov tipizacije arhejske zdruzbe v poskusu z vracanjem dehidriranega blata v
bioplinski reaktor (1. ponovitev). Oznaka »dehidrirano blato« oznacuje reaktor, v katerega je bilo to
dodano, oznaka »kontrola« pa kontrolni reaktor, v katerega dehidrirano blato ni bilo dodano. »Zacetek«
oznacuje vzorce iz zacetka, »konec« pa vzorce iz konca poskusa — po petih pretecenih dneh. Vrednosti na osi

.....

Priloga B5: Dodatne analize rezultatov

Reaktor  Skupna Cas Povpreéna Produkcija Produkcija

in produkcija trajanja produkcija po 100 (100h) glede na

ponovitev (L) poskusa nauro urah dodan KPK
(h) (L/9)

Brez deh. 321,4 115,75 2,78 272,0 0,25

blata, 1.

ponovitev

Brez deh. 297,5 127,25 2,34 274,5 0,40

blata 2.

ponovitev

Deh. 436,5 115,75 3,77 4124 0,24

blato 1.

ponovitev

Deh. 413,7 127,25 3,25 386,5 0,41

blato 2.

ponovitev
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Priloga C: Proizvodnja bioplina iz odpadne fermentacijske brozge V iz farmacevtske
industrije in njen vpliv na sestavo mikrobne zdruzbe v bioreaktorju
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Priloga C1: Kumulativna produkcija bioplina iz brozge V v primerjavi s surovim blatom (4. ponovitev)
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Priloga C2: Kumulativna produkcija bioplina iz brozge V v primerjavi s surovim blatom (1. ponovitev)
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Priloga C3: Koncentracije KMK v bioplinskem reaktorju pri proizvodnji bioplina iz brozge V v primerjavi s
surovim blatom. Prikazani so rezultati najbolj reprezentativnega poskusa (2. ponovitev)
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Priloga C4: Koncentracije KMK v bioplinskem reaktorju pri proizvodnji bioplina iz brozge V v primerjavi s
surovim blatom. Prikazani so rezultati najbolj reprezentativnega poskusa (3. ponovitev)
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Priloga C5: Dendrogram profilov tipizacije bakterijske zdruzbe v poskusu proizvodnje bioplina iz brozge V
(1. ponovitev). Oznaka »Brozga V« oznacuje reaktor, v katerem ta sluzila kot substrat, oznaka »Kontrola« pa
kontrolni reaktor, v katerem je bil substrat surovo blato. »Zacetek« oznacuje vzorce iz zacetka, »konec« pa
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Priloga C6: Dendrogram profilov tipizacije bakterijske zdruzbe v poskusu proizvodnje bioplina iz brozge V
(2. ponovitev). Oznaka »Brozga V« oznacéuje reaktor, v katerem ta sluzila kot substrat, oznaka »Kontrola« pa
kontrolni reaktor, v katerem je bil substrat surovo blato. »Zacetek« oznacuje vzorce iz zaCetka, »konec« pa
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Priloga C7: Dendrogram profilov tipizacije arhejske zdruzbe v poskusu proizvodnje bioplina iz brozge V (1.
ponovitev). Oznaka »Brozga V« oznacuje reaktor, v katerem je ta sluzila kot substrat, oznaka »Kontrola« pa
kontrolni reaktor, v katerem je bil substrat surovo blato. »Zacetek« oznauje vzorce iz zacetka, »konec« pa
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Priloga C8: Dendrogram profilov tipizacije arhejske zdruzbe v poskusu proizvodnje bioplina iz brozge V (2.
ponovitev). Oznaka »Brozga V« oznacuje reaktor, v katerem je ta sluzila kot substrat, oznaka »Kontrola« pa
kontrolni reaktor, v katerem je bil substrat surovo blato. »Zacetek« oznacuje vzorce iz zacetka, »konec« pa
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Priloga D: Proizvodnja bioplina iz meSanice brozge V in surovega blata ter njen vpliv na
sestavo mikrobne zdruzbe
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Priloga D1: Kumulativna produkcija bioplina iz kombinacije brozge V s surovim blatom v primerjavi s
surovim blatom (3. ponovitev)
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Priloga D2: Kumulativna produkcija bioplina iz kombinacije brozge V s surovim blatom v primerjavi s
surovim blatom. Predstavljenih je prvih 5 dni podaljSanega poskusa s kombinacijo brozge V in surovega
blata. VV tem obdobju je zasnova poskusa enaka kot pri ostalih poskusih s kombiniranjem brozge V in
surovega blata.
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Priloga D3: Koncentracije KMK v bioplinskem reaktorju pri proizvodnji bioplina iz kombinacije brozge V s
surovim blatom v primerjavi s surovim blatom (3. ponovitev)
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Priloga D4: Dendrogram profilov tipizacije bakterijske zdruzbe v poskusu proizvodnje bioplina iz
kombinacije brozge V s surovim blatom (1. ponovitev). Oznaka »Brozga V + sur. blato« oznacuje reaktor, v
katerem sta nam kot substrat sluzila brozga V in surovo blato, oznaka »Kontrola« pa kontrolni reaktor, v
katerem je bil substrat le surovo blato. »Zacetek« oznacuje vzorce iz zacetka, »konec« pa vzorce iz konca
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Priloga D5: Dendrogram profilov tipizacije arhejske zdruzbe v poskusu proizvodnje bioplina iz kombinacije
brozge V s surovim blatom (3. ponovitev). Oznaka »Brozga V + sur. blato« oznacuje reaktor, v katerem nam
je kot substrat sluzila meSanica brozge V in surovega blata, oznaka »Kontrola« pa kontrolni reaktor, v
katerem je bil substrat le surovo blato. »Zacetek« oznaCuje vzorce iz zacetka, »konec« pa vzorce iz konca
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Priloga E: Produkcija bioplina iz brozge V in surovega blata v primerjavi s surovim blatom glede na koli¢ino
dodanega KPK v 24 urah po zadnjem dodajanju substrata v reaktor.
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Priloga F: Proizvodnja bioplina iz meSanice brozge T in surovega blata ter njen vpliv na

sestavo mikrobne zdruzbe
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Priloga F1: Kumulativna produkcija bioplina iz kombinacije brozge T s surovim blatom v primerjavi s

surovim blatom. (2. ponovitev)
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Priloga F2: Koncentracije KMK v bioplinskem reaktorju pri proizvodnji bioplina iz kombinacije brozge T s
surovim blatom v primerjavi s surovim blatom (1. ponovitev)
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Priloga F3: Dendrogram profilov tipizacije bakterijske zdruzbe v poskusu proizvodnje bioplina iz
kombinacije brozge T s surovim blatom (1. ponovitev). Oznaka »Brozga T + sur. blato« oznacéuje reaktor, v
katerem nam je kot substrat sluzila meSanica brozge T in surovega blata, oznaka »Kontrola« pa kontrolni
reaktor, v katerem je bil substrat le surovo blato. »Zacetek« oznacuje vzorce iz zacetka, »konec« pa vzorce iz
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Priloga F4: Dendrogram profilov tipizacije arhejske zdruzbe v poskusu proizvodnje bioplina iz kombinacije
brozge T s surovim blatom (2. ponovitev). Oznaka »Brozga T + sur. blato« oznacuje reaktor, v katerem nam
je kot substrat sluzila meSanica brozge T in surovega blata, oznaka »Kontrola« pa kontrolni reaktor, v
katerem je bil substrat le surovo blato. »Zacetek« oznacuje vzorce iz zaetka, »konec« pa vzorce iz konca



