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Povzetek

Omejeni viri, visoke cene in okoljski vpliv fosilnih goriv narekujejo razvoj alternativnih
virov energije, med katere spada tudi proizvodnja energije iz lignocelulozne biomase.
Lignocelulozna biomasa (LB) kmetijskih, vrtnih in gozdarskih ostankov se v veliki koli€ini
kopiCi na regionalnem zbirnem centru za ravnanje z odpadki, kjer jo uporabijo v procesu
kompostiranja. Z naso nalogo smo raziskali moznosti proizvodnje bioplina iz lokalno zbrane
LB. S tem namenom smo optimirali in nadgradili proces anaerobne fermentacije LB za
pridobitev biometana, obnovljivega vira energije. lzdelali smo pilotni sistem Sarznih
reaktorjev s strnjenim slojem in kriznim pretakanjem izcedne vode, z namenom simulacije
procesa na ustrezni velikosti glede na vstopno biomaso.

Pri izvedbi eksperimentov v reaktorjih na pilothem merilu, smo glavni poudarek namenili
Studiji vpliva pretakanja izcedne vode med reaktorji na proizvodnjo bioplina. Rezultati
tovrstnih poskusov so pokazali, da je pretakanje izcedne vode med reaktorji kljucnega
pomena za stabilnost procesa in povecano proizvodnjo bioplina.

Raziskave kaZzejo, da je proizvodnjo bioplina iz LB moZno poveCati z ucinkovito
predobdelavo. Nadgradnjo procesa anaerobne fermentacije smo izvedli z biolosko
predobdelavo LB. In sicer smo glivo P.ostreatus gojili direktno na LB, v nadaljevanju smo
za razgradnjo LB uporabili le encime glive. V laboratorijskem sistemu AMPTS smo doloCili
biometanski potencial LB in LB preraSceni z glivo. Postopek predobdelave LB, pri katerem
smo glivo gojili direktno na vzorcih LB, se je izkazal za neuCinkovitega, saj je bil
biometanski potencial vzorcev prerascenih z glivo mnogo nizji od biometanskega potenciala
LB, ki ni bil izpostavljen nobeni predobdelavi.

NaSe raziskave smo nato nadaljevali v smeri gojenja glive na trdnem gojiScu, sestavljenem iz
pSenicnih otrobov in lignocelulozne biomase, in nato pridobivanja hidroliticnih in
oksidativnih encimov. Iz rezultatov encimskih aktivnosti smo ugotovili, da je gliva P.
ostreatus, proizvedla celuliticne encime v manjSih koli¢inah, medtem ko so bile lakaze, Ki
spadajo med ligninoliticne encime, proizvedene v velikih koliCinah. Glede na to, da veljajo
lakaze tudi za industrijsko zanimive encime, smo z optimizacijo po Taguchi metodi
raziskovali vpliv sestave gojiSCa na produktivnost lakaz. Optimizacija gojisa s Taguchi
ortogonalno matriko L18 (2* x 3") se je izkazala za uspeno metodo, s katero smo pridobili
podatke za sestavo gojisCa na katerem izlocCi gliva P. ostreatus najvecC lakaz.

Za primerjavo ucinkovitosti razgradnje LB z encimskim ekstraktom, pridobljenim iz gojis¢
P. ostreatus, smo uporabili dva komercialna encima. Rezultati so pokazali, da je bil encimski
ekstrakt ucinkovit pri razgradnji LB, kakor tudi pri razgradnji trdnega ostanka po
fermentaciji.

Kljucne besede: lignocelulozna biomasa, anaerobna fermentacija, lignocelulozni encimi,
Pleurotus ostreatus, encimska hidroliza

UDK: [602.42:577.152.3]:630*86(043.3)
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Abstract

The limited resources, high cost and the environmental impact of fossil fuels require the
development of alternative energy sources, which include energy production from
lignocellulosic biomass (LB). LB from agricultural, garden and forestry residues has been
accumulated in large quantities at a regional collection centre for waste management, where
it is used in the composting process. In our study, we discussed the possibility of biogas
production from locally collected LB. In this purpose, we optimized and upgraded the
anaerobic digestion process of LB for biomethane production, a renewable energy source.
We have made our system of batch reactors with fluidized bed and leachate recirculating
system, and we followed the principle of cost effectiveness production of reactors system.

In carrying out the experiments in the reactors system on a pilot scale, the emphasis has been
given to the study of leachate recirculation impact between reactors on the biogas
production. The results of these experiments showed the crucial importance of leachate
recirculation between reactors on the process stability and increased biogas production.

Researchers have shown that the production of biogas from the LB can be enhanced by an
effective pre-treatment. We have upgraded our anaerobic digestion process with LB
biological pre-treatment. Biological pre-treatment has been carried out with P. ostreatus
cultivation directly on LB samples and in the continuation of pre-treatment study only the
enzymes from P. ostreatus have been used. Biomethane potential has been determined by
laboratory AMPTS system for LB and pretreated LB, respectively. Pre-treatment process
with direct fungi cultivation on LB has been proved as ineffective since the biomethane
potential of these samples has been much lower than the biomethane potential of LB, which
has not been treated with any pre-treatment.

We continued our research in the field of fungi cultivation on solid state culture medium
composed of wheat bran and LB with the aim of hydrolytic and oxidative enzymes
production. From the results of enzyme activities, we found out that P. ostreatus has been, in
our case, poor cellulolytic enzymes producer, but on the contrary lacases, known as enzymes
for lignin degradation, have been produced in large quantities. According to the possibility
of laccase application at industrial scale, we have been carried out optimization of culture
medium for laccase production with Taguchi method. Optimization of culture medium with
Taguchi orthogonal array L18 (2! x 37) has been proved as a successful method for obtaining
the data of culture medium composition, which served as medium for maximum laccase
production of P. ostreatus.

To compare the efficiency of LB degradation of enzyme extract obtained from P. ostreatus
cultivation, we have been used two commercial enzymes. The results showed an efficiency
of enzyme extract in the LB and digestate degradation, respectively.

Key words: lignocellulosic biomass, anaerobic digestion, lignocellulosic enzymes,
Pleurotus ostreatus, enzymatic hydrolysis

UDK: [602.42:577.152.3]:630*86(043.3)
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1 Uvod

Med pomembnejSe predpogoje za trajnostni razvoj sodi proizvodnja ustreznih goriv iz
biomase, ki lahko nadomestijo alternativna fosilna goriva. V mnogih drzavah se bioplin,
proizveden iz odpadnih materialov, ze uporablja za proizvodnjo toplote in elektricne
energije, kakor tudi kot gorivo za avtomobile. Bioplin se lahko proizvaja iz skoraj vseh
bioloskih materialov, vendar frakcije z nizko razgradljivostjo omejujejo koli€ino nastalega
bioplina in s tem zniZzujejo uCinkovitost procesa. Med najbolj razSirjen bioloski material
sodijo lesna biomasa (les listavcev in iglavcev), trave in industrijski, kot tudi kmetijski
ostanki. Kopicenje lignoceluloznih odpadkov v velikih koli€inah lahko povzroci ali prispeva
k mnogim okoljskim problemom. Po drugi strani pretvorba teh materialov v obnovljiva
goriva predstavlja velik potencial za postopno zniZevanje uporabe neobnovljivih fosilnih
virov (nafta, premog in zemeljski plin) [1]. Glede na kemijsko sestavo, ki vkljuCuje visoko
vsebnost sladkorjev, so lahko lignocelulozni odpadki pretvorjeni v Stevilne produkte z
dodano vrednostjo, kot so etanol, bioplin, lignin, kot tudi organske kisline in encime [2].

Anaerobna fermentacija je primerna tehnologija za obravnavanje tako trdnih odpadkov kot
tudi odpadnih vod in je obravnavana kot tehnologija predelave odpadkov v energijo.
Ocenjena je kot energetsko ucinkovita in okolju koristna tehnologija za proizvodnjo
bioenergije. Omejitve izpustov ogljikovega dioksida in drugih emisij z zakonodajo in
subvencije za proizvodnjo energije iz biomase, so prispevali k temu, da je postala
tehnologija anaerobne fermentacije privlacnejSa in konkurencnejSa tehnologija za
opravljanje z odpadki. Biogoriva predstavljajo velik potencial pri trajnostnem razvoju, saj so
lahko proizvedena iz lokalno dostopnih obnovljivih virov. Trenutno se zelo obsoja
proizvodnja t.i. biogoriv prve generacije, ki zajema proizvodnjo biogoriv iz zivilskih
pridelkov, trend se nadaljuje v smeri proizvodnje t.i. biogoriv druge generacije, ki se
proizvajajo iz kmetijskih in gozdnih ostankov ter energetskih rastlin, ki niso namenjene
prehrani [3].

Lignocelulozna biomasa (LB) obsega priblizno polovico rastlinskih virov proizvedenih s
fotosintezo. Sestavljena je iz treh vrst polimerov: celuloze, hemiceluloze in lignina, ki so
mocno prepleteni in kemijsko povezani z ne-kovalentnimi vezmi in s kovalentnimi kriznimi
povezavami [4]. Le majhna koliCina celuloze, hemiceluloze in lignina, proizvedenih kot
stranski proizvod v kmetijstvu in gozdarstvu, se uporabi, ostalo se obravnava kot odpadek.
Mnogi organizmi so sposobni razgradnje in rabe celuloze in hemiceluloze kot vir ogljika in
energije. Veliko manjsa je skupina visjih gliv, ki ima razvito sposobnost razgradnje lignina,
ki velja za najupornejso sestavino v celicnih stenah rastlin. Te glive so znane kot glive bele
trohnobe, ki imajo edinstveno sposobnost uCinkovite razgradnje lignina do ogljikovega
dioksida. Zraven lignina, so glive bele trohnobe sposobne razgradnje razlicnih obstojnih
onesnazevalcev okolja, kot so klorirane aromatske spojine, heterociklicni aromatski hidro
karbonati, razlicne barve in sinteticni polimeri. Ta sposobnost razgradnje gliv bele trohnobe
je posledica mocne oksidativne dejavnosti njihovih ligninoliticnih encimov [5].

Obstaja mnogo opisov lignoceluloznih encimov glive P. ostreatus med gojenjem na razli¢nih
lignoceluloznih substratih [6]. Lesne glive so saprofiti, kar pomeni, da rastejo na mrtvem in
razpadajoCem organskem materialu. Med rastjo glivnega micelija in razvojem dozorelih
trosnjakov se pojavijo biokemiCne spremembe, zaradi katerih se zacCnejo zunajcelicno
izloCati encimi, ki razgrajajo netopne snovi v substratih v preproste in topne molekule, ki jih
nato uporabijo znotrajcelicni encimi v gobi [7]. Glivna razgradnja se odvija zunajcelicno
zaradi netopnosti lignina, celuloze in hemiceluloze. Lesne glive imajo dva tipa zunajceli¢nih
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encimskih sistemov: hidroliticni sistem, ki proizvaja hidrolaze, ki so odgovorne za
razgradnjo polisaharidov; in edinstven oksidativni, zunajcelicni ligninoliticni sistem, Ki
razgrajuje lignin in odpira fenilne obroCe. Za glive bele trohnobe je znano, da ne morejo
uporabiti lignina kot edinega vira ogljika in energije. Predvideva se, da glive razClenijo
lignin zato, da s tem dobijo omogocCen dostop do celuloze in hemiceluloze [8].

Zaradi raznolikosti v sestavi organskih trdnih odpadkov je za vecjo uCinkovitost procesa
anaerobne fermentacije potrebna predobdelava LB. S predobdelavo zelimo vplivati na
morfoloSke in strukturne lastnosti materiala ter zmanjSati stopnjo polimerizacije. Z
odpiranjem strukture lignina se poveCuje razpolozljiva povrSina substrata, hkrati pa
postanejo snovi, ki so ujete v strukturi lignina, organizmom bolj dostopne. Predobdelava
mora izpolnjevati naslednje zahteve: izboljSanje razpolozljivosti sladkorjev ali moznost
naknadnega nastajanja sladkorjev z encimsko hidrolizo, preprecevanje razgradnje ali izgube
ogljikovih hidratov, prepreCevanje nastanka stranskih produktov, inhibitornih za nadaljnjo
hidrolizo in proces fermentacije mora biti stroSkovno ucinkovit [9].

1.1 Opredelitev problema

V centru za ravnanje z odpadki (CERO) Gajke na Ptuju se ob ostalih loCenih frakcijah
odpadkov zbirajo tudi lignocelulozni ostanki, zbrani iz lokalnega okolja. Vecji del
lignocelulozne biomase je sestavljen iz lesne biomase, ki vsebuje obreznine dreves in
grmovja, obreznin zivih mej, ostankov okrasnih rastlin, pokoSene trave, plevela in listja.
Razmerje posameznih komponent v LB ni konstantno skozi celotno leto. Mocno je odvisno
od letnega Casa. Zbrano LB na CERO kompostirajo. Ob kompostu se v procesu aerobne
razgradnje z oksidacijo substratov proizvede Se ogljikov dioksid in voda ter sprosti se
energija v obliki toplote. Alternativo aerobni razgradnji predstavlja anaerobna fermentacija,
ki predstavlja biolosko razgradnjo organskega materiala v odsotnosti Kisika. lzvaja se v
reaktorjih, ki zagotavljajo zaprt sistem, ki lahko zagotovi primerne pogoje za anaerobno
fermentacijo. V procesu se proizvede bioplin, ki je v glavnem sestavljen iz metana in
ogljikovega dioksida, na koncu procesa ostane trdni ostanek po fermentaciji. 1z okoljskega
vidika se obravnava tehnologija anaerobne fermentacije za koristnejSo v primerjavi s
kompostiranjem, saj predstavlja bioplin iz anaerobne fermentacije alternativo fosilnim
gorivom. Poleg tega uporaba LB v anaerobni fermentaciji prispeva k zmanjSevanju emisij
toplogrednih plinov, saj se pri sistemu anaerobne fermentacije proizvede manj ogljikovega
dioksida, kot v sistemu aerobne razgradnje.
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1.2 Pregled stanja znanosti

V procesih anaerobne fermentacije LB velja zaCetna faza hidrolize za stopnjo, ki omejuje
hitrost in ucinkovitost procesa nastajanja bioplina. To se zgodi zaradi kompleksne strukture
LB (celuloza, hemiceluloza, lignin), ki je mikroorganizmi brez predhodne predobdelave niso
sposobni predelati. Do danes so bile narejene mnoge Studije, ki obravnavajo predobdelave
LB, v vecini primerov se produkti razkroja uporabljajo pri fermentaciji za proizvodnjo
etanola, manj je primerov predobdelave LB za uporabo v sistemih anaerobne fermentacije.
Za predobdelavo so bile uporabljene razlicne tehnike, ki so vkljuCevale razlicne fizikalne,
kemijske in bioloSke predobdelave ali kombinacije veC predobdelav.

Encimi, ki razgrajujejo biomaso, so prisotni v reaktorjih anaerobne fermentacije, saj jih
proizvajajo mikroorganizmi, ki so prisotni v procesu anaerobne fermentacije. Za izboljSanje
razgradnje LB se lahko doda meSanica razlicnih encimov, kot so celulaze, hemicelulaze,
ligninaze in pektinaze. Encimi se lahko dodajajo na tri razlicne naCine: kot dodatek direktno
v reaktor enofaznega sistema anaerobne fermentacije; kot dodatek v reaktor dvofaznega
sistema, v katerem poteka stopnja hidrolize in acidifikacije ali v posebnem reaktorju, ki je
namenjena encimski predobdelavi. Dodatek encimov v anaerobno fermentacijo je bil
obravnavan v mnogih Studijah. Obstaja nekaj Studij, ki so pokazale, da dodatek encimov
neposredno v reaktor nima pomembnega vpliva na proizvodnjo bioplina, saj so encimi po
dodatku hitro razgrajeni [10]. Stevilne Studije izvedene v Sarznih procesih anaerobne
fermentacije so pokazale, da dodajanje encimov v prvi fazi dvostopenjskega procesa
anaerobne fermentacije vodi do nekoliko viSje topnosti substratov, kar vodi do viSjega
doprinosa bioplina. Romano. idr. [11] so preucevali vpliv dodatka celulaz, hemicelulaz in -
glukozidaz v sistemu anaerobne fermentacije pSeniCne trave. Anaerobna fermentacija je
potekala v Sarznih reaktorjih pri temperaturi 50 °C. Encimi so bili dodani v enofazni sistem
fermentacije, pSenicni travi po koncani eno fazni fermentaciji in v prvo fazi dvo faznega
sistema anaerobne fermentacije. Dodatek encimov je pokazal pozitivne ucinke, ko so bili
encimi dodani izkljucno travi, uCinka pa ni bilo zaznati, ko so bili encimi dodani v proces
anaerobne fermentacije. Nekatere Studije so pokazale, da encimska predobdelava v
posebnem reaktorju vodi do viSje razgradnje substratov ali viSjih doprinosov bioplina v
Sarznih testih anaerobne fermentacije, kot na primer predobdelava razlicnih kmetijskih
ostankov s koktajlom celuliticnih encimov [12].

Vpliv encimske predobdelave na kaSo sladkorne pese in ostanke hmelja pred procesom
anaerobne fermentacije so preiskovali Zieminski idr. [13]. Uporabili so koktajl ve€ razli¢nih
encimov. Encimska predobdelava je pokazala poveCanje donosnosti bioplina, najvecji porast
so dosegli na predobdelani kasi sladkorne pese, Kjer se je proizvodnja bioplina povecala za
88,9 % v primerjavi s proizvodnjo bioplina kaSe sladkorne pese brez predobdelave.

Mnogo Studij anaerobnih fermentacij v trdnem stanju za LB je bilo izvedenih brez
predhodne predobdelave LB. Adhikari idr. [14] so izvedli Studijo anaerobne fermentacije v
trdnem stanju s kriznim pretakanje izcedne vode za organsko frakcijo komunalnih odpadkov.
Ugotovili so, da povecanje dnevnega nivoja pretakanja izcedne vode vpliva na povisanje
donosnosti metana in skrajSanje zadrzevalnega Casa. Pod razliCnimi pogoji obratovanja so
dosegli proizvodnjo biometana od 143 do 240 L CHg/kg organske snovi (OS). Primerjavo
med anaerobno fermentacijo v trdnem in tekoCem stanju za osem razlicnih LB substratov so
izvedli Brown idr. [15]. Pri donosnosti metana niso zaznali razlik med tekoCo in trdno
anaerobno fermentacijo. Volumetri¢na produktivnost biometana je bila od dva do sedem krat
viSja pri fermentaciji v trdnem stanju v primerjavi s tekoCo fermentacijo. Biometanski
potencial (BMP) je bil vi§ji za ostanke zitaric v primerjavi z BMP za vzorce lesa. NajviSja
proizvodnja biometana je bila dosezena za pSeni¢no slamo, in sicer 123,9 L CHy/kg OS,
najnizja pa za borov les 17,0 L CH4/kg OS.
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1.3 Doktorska teza

Teza predstavljene raziskave je bila, da lahko LB, zbrano v lokalnem okolju, uspesSno
anaerobno fermentiramo v reaktorjih s strnjenim slojem. Zaradi potrebe po dodatnih
metodah obravnavanja stranskih tokov v tekoCi fermentaciji, smo se omejili na fermentacijo
v trdnem stanju v reaktorjih s strnjenim slojem s kriznim pretakanjem izcedne vode. Zaradi
kompleksnosti sestave LB smo predvidevali, da donosnost bioplina brez predhodne obdelave
LB ne bo zadovoljiva. Zaradi spreminjanja sestave LB glede na obdobje v letu, smo
predvidevali, da lahko prihaja do sprememb donosnosti bioplina z uporabo LB zbrano v
razlicnih mesecih v letu. Anaerobno fermentacijo smo optimizirali s pretakanjem izcedne
vode in nadgradili z biolosko predobdelavo LB. Predpostavili smo, da bo pretakanje izcedne
vode pozitivno vplivalo na potek anaerobne fermentacije. V drugem delu smo preizkusili
biolosko predobdelavo LB. Omejili smo se na bioloSko predobdelavo, saj smo zeleli, da je
vpliv predobdelave na okolje minimalen in da so stroski povezani z obdelavo stranskih tokov
predobdelave minimalni. Predpostavili smo, da lahko poveCamo proizvodnjo bioplina z
direktnim gojenjem glive P. ostreatus na LB. Gliva bele trohnobe P. ostreatus je znana kot
uspesSna proizvajalka celuliticnih in ligninoliticnih encimov. Predpostavili smo, da lahko
glivo P. ostreatus uspe$no gojimo na trdnem gojiscu, prilagojenem rastnih zahtevam glive in
pridobimo skupek razli¢nih zunajcelicnih encimov, ki jih bomo lahko samostojno uporabili
za predobdelavo LB. Za glivo P. ostreatus smo se odloCili, ker je poznana po tem, da je
prilagodljiva in se jo lahko goji na enostaven nacin.



Razgradnja lignocelulozne biomase z glivo Pleurotus ostreatus pred procesom anaerobne
fermentacije v trdnem stanju

1.4 Namen in cilji

Namen doktorske disertacije je bila optimizacija in nadgradnja procesa anaerobne
fermentacije LB v sistemu Sarznih reaktorjev s strnjenim slojem in kriznim pretakanjem
izcedne vode. LB vsebuje mnogo kompleksnih spojin, ki jih mikroorganizmi v procesu
anaerobne fermentacije niso sposobni razgraditi. Za ucinkovitejSo proizvodnjo bioplina je
potrebna predobdelava LB v enostavne sladkorje, ki se lahko predelajo v bioplin v procesu
anaerobne fermentacije. Nadgradnja procesa anaerobne fermentacije je bila namenjena
bioloski predobdelavi LB z glivo P. ostreatus in encimi proizvedenimi z glivo P. ostreatus.

V okviru raziskovalnega dela izvedbe procesa anaerobne fermentacije so bili postavljeni
nasledniji cilji:

- na laboratorijskem nivoju izvesti poizkus BMP in s tem doloCiti maksimalno
proizvodnjo bioplina za obravnavane vzorce LB,

- na laboratorijskem nivoju izvesti poizkus BMP vzorcem preraSCenim z glivo P.
ostreatus in dolociti vpliv bioloSke predobdelave z glivo P. ostreatus na proizvodnjo
bioplina,

- izdelati pilotni sistem za izvajanje procesa anaerobne fermentacije z vsemi
potrebnimi merilnimi sistemi za ucCinkovito Studijo poteka procesa anaerobne
fermentacije z minimalnimi stroski,

- lzvesti anaerobno fermentacijo LB v trdnem stanju s ciljem preverjanja stabilnosti in
ucinkovitosti anaerobne fermentacije,

- preuciti vpliv pretakanja izcedne vode na stabilnost procesa in na donosnost
proizvedenega bioplina.

V okviru raziskovalnega dela, ki se navezuje na biolosko predobdelavo LB, so bili
postavljeni naslednji cilji:

— vzgojiti glivo P. ostreatus na veC razlicnih substratih s ciljem poiskati substrat, na
katerem bo gliva P. ostreatus izloCila najveC zunajcelicnih encimov za razgradnjo
LB,

— s Taguchi metodo optimizirati sestavo rastnega medija za maksimalno proizvodnjo
lakaz glive P. ostreatus, saj veljajo lakaze za industrijsko zanimiv encim,

— preveriti ucinkovitost razgradnje LB z ekstraktom encimov P. ostreatus, ter
primerjati uCinkovitost z uporabo komercialnih encimov.

Doktorska disertacija je razdeljena na dva glavna dela. Prvi del je namenjen predstavitvi
rezultatov izvedbe laboratorijskih in pilotnih poskusov anaerobne fermentacije LB. Drugi del
je namenjen predstavitvi rezultatov bioloSke predobdelave LB, pri Cemer je predstavijen
postopek gojenja glive P. ostreatus s katerim smo pridobili encimski ekstrakt, ki smo ga
uporabili v poskusu encimske hidrolize LB.
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2 Teoreticni del

2.1 Lignocelulozna biomasa

Lignocelulozna biomasa (LB) je organski material, ki je na voljo v precejsnjih koliCinah.
Sestavljen je iz surovin, kot so kmetijski ostanki (npr. koruzna stebla, pSeni¢na slama),
gozdarski in lesnopredelovalni ostanki (npr. zagovina, veje, lubje in ostali ostanki, ki
nastanejo pri Zaganju), organska frakcija trdnih komunalnih odpadkov (npr. odpadni papir,
bioloski odpadki, obreznine iz vrtov in parkov) in industrijskih organskih odpadkov.

LB se lahko uporablja za trajnostno proizvodnjo bioenergije in biogoriv, kot je bioplin.
Anaerobna fermentacija je stroSkovno najuCinkovitejSa tehnologija bioloSke pretvorbe za
proizvodnjo elektriCne energije, toplote in bioplina. Do danes anaerobna fermentacija za
izkorisCanje LB ni masovno zastopana za proizvodnjo bioplina, saj kompleksna struktura
celicnih sten rastlin predstavlja odporen material za mikrobiolosko razgradnjo. LB je v
glavnem sestavljena iz treh vrst polimerov: celuloze, hemiceluloze in lignina. Celuloza in
hemiceluloza (vsebujeta ogljikove hidrate) sta primerni za fermentacijo po hidrolizi [16].

Na biorazgradljivost LB vpliva vrsta strukturnih in kompozicijskih lastnosti, in sicer
kristalininost celuloze, dostopnost povrSine, stopnja polimerizacije celuloze, prisotnost
lignina in hemiceluloze, stopnja acetilacije hemiceluloze [17]. Za izboljSanje proizvodnje
bioplina iz LB je potrebna predobdelava za zrahlanje strukture naravno upornih ogljikovih
hidratov — ligninski SCit zmanjSuje dostopnost encimov in mikroorganizmov do celuloze in
hemiceluloze [18].

Splosne strukturne znacilnosti lignoceluloznih materialov se lahko ponazorijo s strukturo
lesa. CeliCna stena lesa je sestavljena iz primarne in sekundarne stene in srednje lamele.
Primarna celicna stena je tanek sloj (0,1 — 1 ym), ki jo sestavlja nakljuno razporejena
matrika celuloznih mikrovlaken [19]. Sekundarna celicna stena je debelejSa (10 — 20 pm) in
je sestavljena iz podslojev S1 (zunanji), S2 in S3 (notranji) z razliCnimi usmeritvami
mikrovlaken za vsak sloj. V S1 sloju so mikrovlakna usmerjena v precni vijacni strukturi (S
in Z vijaCnica). NajdebelejSa med plastmi je S2 plast z relativno usklajenimi usmeritvami
mikrovlaken. Sekundarna celicna stena vsebuje vecji delez celuloze. Srednja lamela ima
funkcijo povezovanja sosednjih celic skupaj in vsebuje velik delez lignina (Slika 2.1) [20].

2.1.1 Sestava in struktura lignocelulozne biomase

Tri glavne komponente celi¢nih sten rastlin so celuloza, lignin in hemiceluloza (Slika 2.1).
Celuloza in hemiceluloza sta polisaharida, medtem ko je lignin aromatski polisaharid
sintetiziran iz fenilpropanoidnih predhodnikov [21]. Les, razli¢nih drevesnih vrst, je obiajno
sestavljen iz 40 do 50 % celuloze, 20 do 35 % hemiceluloze in 15 do 35 % lignina [4].
Podrobnejsi podatki sestave razlicne LB so podani v Tabeli 2.1.
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Tabela 2.1: Vsebnost celuloze, hemiceluloze in lignina za razli¢ni lesni odpad [9].

LB celuloza /% hemiceluloza /% lignin /%
Debla listavcev 40 -55 24 - 40 18-25
Debla iglavcev 45 -50 25-35 25-35
LusCine oreSCkov 25-30 25-30 30-40
Koruzni storZzi 45 35 15
Trave 25-40 35-50 10-30
Papir 85-99 0 0-15
Casopisni papir 40 - 55 25 — 40 18 - 30
PSenicna slama 30 50 15
Listje 15-20 80 -85 0
Rastlinska celitna stena R o E MR e

L :i H3ICO

OCH2

Slika 2.1: Struktura lignoceluloze [22].

2.1.1.1 Celuloza

Celuloza je organski polisaharid, sestavljen iz linearne verige [-1,4-povezanih D-glukoznih
enot. Vsak polimer ima hidroksilni ostanek na C2, C3 in C6 atomih. Glukoze tvorijo dolge
verige, ki so med seboj povezane z vodikovimi vezmi in Van der Waalsovimi disperzijskimi
silami [8]. Hidroksilni ostanki se vezejo z atomi kisika na drugih sosednjih verigah za tvorbo
mikrovlaken. Dolzina celulozne verige lahko variira med 2.000 in 12.000 glukoznih enot,
odvisno od izvora, vendar je veCina celuloznih molekul dolZzine med 8.000 in 12.000 enot
glukoze. Vsaka enota glukoze je zasukana za 180 ° glede na sosednji dve glukozni enoti.
Tako je najmanjSa ponavljajoCa enota v polimeru glukoze disaharid celobioza (Slika 2.2)
[23].

Celuloza je glavna sestavina lesa, obicajno je 40 do 50 % lesne mase sestavljene iz celuloze.
Stopnja polimerizacije lesa je nad 10.000. Celuloza se lahko pojavi v dveh oblikah. Priblizno
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50 do 70 % celuloze v oleseneli celi¢ni steni je v visoko obstojni kristalini¢ni obliki, ostala
celuloza je v amorfni obliki [24].

Snopi celuloznih molekul tvorijo skupke in tako formirajo kristalini¢ne regije z notranjimi
molekularnimi vodikovimi vezmi ter izmeni¢no tudi manj urejene amorfne regije. Najmanjsi
snop je mikrovlakno. Mikrovlakna gradijo obliko vlaken in vlakna gradijo celulozo.
Celuloza ima visoko natezno trdnost in je netopna v vec€ini topil, zaradi rednega ponavljanja
vodikovih vezi in vlaknaste strukture [21].

Celobioza

OH

OH
OH

- n=1-10,000 /

Polimer iz glukoz

Slika 2.2: Kemijska struktura celuloze [25].

2.1.1.2 Hemiceluloza

Hemiceluloza je kompleksen polimer ogljikovih hidratov in sestavlja med 25 ter 30 % suhe
teZe lesa. Je polisaharid z niZjo molekulsko maso od celuloze. Hemiceluloza je sestavljena iz
mnogih razlicnih monomernih sladkorjev, kot so: D-ksiloza, L-arabinoza (pentoze), D-
manoza, D-glukoza, D-galaktoza, L-ramnoza (heksoze), 4-O-metil-D-glukoronska kislina,
D-glukoronska kislina in D-galakturonska kislina (uronske kisline) (Slika 2.3) [26]. Sladkorji
so povezani med seboj z B-1,4- in ob€asno z -1,3-glikozidnimi vezmi. Glavna komponenta
hemiceluloze lesa listavcev je glukonoksilan, medtem ko glukomanan prevladuje v lesu
iglavcev. Glavna razlika s celulozo je ta, da ima hemiceluloza razvejane kratke stranske
verige, ki so sestavljene iz razlicnih sladkorjev. V nasprotju s celulozo, se lahko
hemiceluloza zlahka hidrolizira. Ne tvori agregatov, tudi Ce je so-kristalizirana z verigo
celuloze [4]. Povprecna stopnja polimerizacije hemiceluloze se giblje med 70 in 200,
odvisno od vrste lesa [27].

CHO CHO CHO H H
H OH H OH HO——H C——0 c—0
HO—t+—H HO—F—H  HO——F—H HO——H H—T—OH
- OH H OH  H——OH H——OH HO—F—H
H OH H OH H————O0H H——1——0H H———F——0H
CH,OH COOH CH,OH CH,OH CH,OH
D-glukoza D-glukkolfonska D-manoza D-arabinoza D-ksiloza
I1slina

Slika 2.3: Komponente hemiceluloze [25].
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2.1.1.3 Lignin

Lignin (skupaj s celulozo) je najbolj razsirjen polimer v naravi. Prisoten je v celi¢nih stenah
in predstavlja strukturno podporo, neprepustnost in odpornost proti mikrobnim okuzbam ter
proti oksidativnemu stresu. Strukturno je lignin amorfni heteropolimer, ne vodotopen in
opticno neaktiven. Sestavljen je iz enot fenilpropana povezanih med seboj z razli¢nimi
vrstami povezav. Polimer se sintetizira z nastajanjem prostih radikalov, ki se sprosc¢ajo pri
peroksidazno posredovani dehidrogenaciji treh fenil propanskih alkoholov: koniferil alkohol,
kumaril alkohol in sinapil alkohol (Slika 2.4). Glavna komponenta lignina v mehkem lesu je
koniferil alkohol, medtem ko sta kumaril in sinapil alkohola glavni komponenti lignina v
trdem lesu. Koncni rezultat polimerizacije je heterogena struktura, katere osnovne enote so
povezane s C-C in aril-eter vezavami, pri ¢emer je glavna struktura aril-glicerol B-aril eter
(Slika 2.5) [4].

Tako kot pri hemicelulozi, se tudi pri ligninu sestava in koliCina prisotnega lignina v lesnem
materialu spreminja glede na vrsto lesa, tip celic in stopnjo razvitosti vlakna. Lignin
predstavlja priblizno 20 do 35 % lesne strukture [28].

CH,OH CH,OH
OMe
OH OH
p-kumaril alkohol koniferil alkohol sinapil alkohol

Slika 2.4: Fenilpropanske predhodne enote polimernega lignina [29].
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Slika 2.5: Shema sestave lignina golosemenk, ki predstavlja razlicno vezavo med enotami fenil
propana [4].

2.1.2 Predobdelava lignocelulozne biomase

Pri proizvodnji bioplina iz LB so mikroorganizmi sposobni porabiti Sirok spekter organskih
komponent (kot so pentoze, heksoze, mas¢obne kisline, proteini in mascobe); zato je glavni
cilj predobdelave za proizvodnjo bioplina poveCanje dostopnosti do holoceluloze v LB.
UcCinkovita obdelava mora poveCati poroznost substrata, s tem se poveca dostopnost
ogljikovih hidratov za encime. Hkrati je pomembno, da so posamezne frakcije ohranjene
brez razgradnje ali izgube organskega materiala. Med predobdelavo se tudi ne smejo tvoriti
inhibitorji. Zraven tega mora biti predobdelava ekonomsko upravicena [30]. Mnogo tehnik
predobdelav je Ze bilo obravnavanih v Stevilnih Studijah, razlicne metode so predstavljene v
Tabeli 2.2.
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Tabela 2.2 Razli¢ne tehnike predobdelave.

Tehnika predobdelave

Fizikalna mehanska
termicna
ultrazvocCna
elektrokemicna

Kemijska alkalna
Kislinska
oksidativna

BioloSka mikrobioloSka
encimska

Kombinirana tehnika parna eksplozija
ekstruzija
termokemijska

Glavni cilj predobdelave je priprava biomase za ucinkovito izvedbo naslednje stopnje
procesa, v katerega je vkljuCena biomasa. Zato je pomembno izbrati tehnologijo, ki
izpolnjuje Cim veC nastetih uCinkovitosti:

povecanje vsebnosti tako C-5 kot C-6 sladkorjev za naslednjo stopnjo fermentacije z
minimalno razgradnjo proizvedenih sladkorjev;

zniZzanje nastajanja inhibitornih topnih kemikalij vkljuCujo¢ furfural, hidroksimetil
furfural, organske kisline in fenolne spojine, ki so prisotne v fazi encimske hidrolize
in fermentacije;

predobdelava mora biti sposobna upoStevati raznolikost substratov brez obcutnih
sprememb v izvedbi procesa;

zahteva malo ali niC pred procesnih stopenj, kot so zmanjSanje velikosti substrata z
drobljenjem, mletjem, upraSevanjem, itd.;

imeti mora visoko stopnjo enostavnosti;

uporablja nizkocenovne kemikalije z minimalno proizvodnjo odpadnih tokov;
uporabljati malo energije in stroski opreme in obratovanja morajo biti nizki [31]

2.1.2.1 Bioloska predobdelava lignocelulozne biomase

BioloSka predobdelava ima nizke energijske potrebe, nezahtevne okoljske pogoje in malo ali
ni¢ nastanka inhibitorjev v primerjavi s kemijskimi in fizikalno-kemijskimi tehnikami
predobdelave [32]. Vendar predobdelave z glivami zahteva dolge reakcijske Case, zaradi
nizke stopnje hidrolize, kar je omejitev pri uporabi v industrijskih procesih, a je okolju
prijazna.

11
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2.1.3 Lignocelulozni encimi in njihova vloga pri razgradnji lignoceluloze

Razgradnja LB vkljuCuje veC razlicnih encimov, ki sodelujejo pri hidrolizi biomase. Glede
na zapletenost zgradbe LB, pri razgradnji sodelujejo tri ali veC razlicnih skupin encimov,
odvisno od koncnega produkta, ki ga Zelimo z razgradnjo doseCi in od stopnje zahtevane
hidrolize. Glavne tri skupine encimov za razgradnjo LB so ligninaze in celulaze ter
hemicelulaze.

2.1.3.1 Celulitiéni encimi - celulaze

Produkte, pridobljene s hidrolizo lignoceluloznega materiala s celulazami, sestavljajo
predvsem glukoza, celobioza in celuoligosaharidi [33]. Med produkti je glukoza najbolj
zazelena, saj lahko ta osnovna podenota celuloze sluzi kot dragocena surovina za veliko
razlicnih koncnih produktov. Za lazZjo hidrolizo celuloze v glukozo sestavljajo sistem celulaz
endoglikanaze, eksoglukanaze in B-glukozidaze, ki morajo biti za popolno hidrolizo prisotne
v znatnih koli¢inah [34].

Hidroliza celuloze se izvaja s tremi skupinami celulaz, to so endoglukanaze (karboksimetil
celulaze; EC 3.2.1.4), eksoglukanaze (celobiohidrolaze; EC 3.2.1.91) in [-glukozidaze
(celobiaze; EC 3.2.1.21).

Karboksimetil celulaze naklju¢no hidrolizirajo amorfno, nabreklo obmocje verig celuloze,
kar ima za rezultat skrajSane verige in poCasno naraSCanje Stevila reduciranih skupin. Na
splosno so ti encimi neaktivni do kristalinicne celuloze in celobioze s kon¢nimi produkti
hidrolize, ki so sestavljeni iz meSanice skrajSanih verig celuloznih vlaken, ki so lahko
naknadno raz€lenjene s celobiohidrolazami [35].

Celobiohidrolaze (CBH), imenovane CBHI in CBHII so zunajcelicno delujoci encimi, ki
cepijo iz obeh koncev celulozne molekule. CBHI deluje na reducirajoCe konce celulozne
enote, kjer odstranjuje molekule glukoze in celobioze, s Cimer se poveCa Stevilo
reducirajoCih skupin. CBHII delujejo na ne-reducirajoce konce ogljikovih hidratov. CBH so
edini encimi, ki lahko ucinkovito razgradijo kristalinicne dele celuloze, medtem ko lahko
endoglukanaze delujejo le na amorfne dele celuloze [4]. Celobiohidrolaze so glavna
komponenta celulaznega sistema v glivah, saj predstavljajo med 40 in 70 % vseh
proizvedenih celuliticnih aktivnosti (Slika 2.6).

B-glukozidaze hidrolizirajo 3-1,4 glukozidne vezi celobioze, pri Cemer celobioza razpade na
glukozne enote. So pomembni encimi v celotni hidrolizi celuloze, saj so celobiohidrolaze
inhibirane z visoko koncentracijo celobioze. Zato so eksogene [-glukozidaze potrebne za
pretvorbo celobioze v glukozo. Stevilne razlicne celulaze so lahko prisotne v posameznem
encimskem pripravku, vrsta in koliCina razlicnih celulaz je odvisna od njihovega izvora
(Slika 2.7) [32]. Celulaze so razvricene v druzine glede na njihovo aminokislinsko zaporedje
infali glede na podobnosti v njihovih kataliticnin domenah. Aktivno mesto za hidrolizo
substrata je vkljueno v kataliticno domeno, medtem ko domena za vezavo celuloze
omogoCa vezavo na netopne substrate [36]. Celulaze obiCajno vsebujejo tri domene,
kataliticno domeno, domeno za vezavo celuloze in glikoliziran fleksibilen povezovalec, ki
povezuje skupaj ostali dve domeni [37].
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Slika 2.6: Shematski prikaz hidrolize amorfne in mikro kristalinicne celuloze z ne kompleksnim
sistemom celulaz. Polni kvadrati predstavljajo reducirane konce, prazni kvadrati predstavljajo ne

reducirane konce [38].
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Slika 2.7: Mehanizem hidrolize celuloze s celulazami [39].
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2.1.3.2 Hemicelulitiéni encimi

Hemicelulaze so encimi, ki razgrajujejo hemicelulozo, skupino polisaharidov, ki
predstavljajo enega od glavnih sestavnih delov celi¢ne stene rastlin. Hemiceluloza sluzi za
krizno medsebojno vezavo celuloznih mikrovlaken, prav tako pa povezuje molekule celuloze
z drugimi komponentami celi¢ne stene kot je lignin. Vecinoma hemiceluloza vkljucuje [-
glukan (drugacen od celuloznega), ksilan, ksiloglukan, arabinoksilan, manan, galakto manan,
arabinan, galaktan in poligalakturonan. Glede na specificne vezave v hemicelulozi, obstajajo
razlicni tipi hemicelulaz [34].Te encime lahko razvrstimo v dve skupini: hemicelulaze, ki
napadejo glavno polisaharidno verigo in tiste, ki razgrajujejo stranske verige.

Ksilan, katerega struktura se razlikuje od rastline do rstline, je drugi najpogostejSi
polisaharid v travah in lesu listavcev in zahteva sodelovanje skupine encimov v njegovi
razgradnji. Skupina encimov vkljuCuje endo-B-ksilanaze (EC 3.2.1.8), [B-ksilosidaze (EC
3.2.1.37), a-glukuronidaze (EC 3.2.1.139), o-L-arabinofuranosidaze (EC 3.2.1.55) in
acetilksilan esteraze (EC 3.1.1.6), ki delujejo sinergijsko v tem procesu (Slika 2.8). Endo-1,4-
ksilanaze cepijo notranje B-1,4-ksilozidne vezi na glavni polisaharidni verigi ksilana. Za
razliko od endoglukanaz, katerih cepilna mesta so naklju¢na, endo-1,4-ksilanaze prepoznajo
specificne vezi za vezavo na osnovi lastnosti polisaharida kot sta dolZina verige in stopnja
razvejanosti. Produkti razgradnje ksilana z endoksilanazami so meSanica B-D-
ksilopiranozilnih oligomerov razlicnih dolzin, ki so v naslednji stopnji uporabljeni kot
substrati -ksiloksidaz, ki hidrolizirajo te oligosaharide do ksiloze iz nereducirnih koncev
oligomerov. Zaradi kompleksne strukture polisaharidov hemiceluloze je veC drugih encimov
prav tako vkljucenih v razgradnjo ksilana [40].

a-glukuronidaza

H
H H
an / HOH,C

H OH H H H a-L-arabinofuranozidaza
H H o o]
OH H
GBS CRYMC
H ) O H H
H f H OH H

endo-1,4-ksilanaza

esteraza p-kumarne kisline

acetilksilan esteraza OH H
- 0. o]
Lon N} T
H OH
H o =
H T H  OH

B-ksilozidaza

Slika 2.8: Kemi&na struktura in razgradnja hemiceluloze [41].
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2.1.3.3 Ligninoliti¢ni encimi

Izjemno zapletena zgradba lignina zahteva vkljucitev vrsto oksidativnih encimov za njegovo
popolno razgradnjo. Lignin peroksidaze (LiP), mangan peroksidaze (MnP) in lakaze so
glavni encimi razgradnje lignina. Znacilnosti teh encimov se mocno razlikujejo glede na
vrsto mikrobov. Sposobnost organizma, da proizvede enega ali ve€ teh encimov, se prav tako
mocno razlikuje med razlicnimi skupinami organizmov. Zraven LiP, MnP in lakaze so Se
Stevilni drugi encimi, kot so veratril alkohol oksidaze, aril alkohol dehidrogenaze, kinon
oksidoreduktaze, reduktaze aromatske kisline, dioksigenaze, katalaze, oksidaze aromatskih
aldehidov in glioksal oksidaze, vkljuceni v zapleten proces razgradnje lignina. Vendar so ti
encimi manj pomembni, saj lahko delujejo kot mediatorji pri razgradnji lignina s
proizvodnjo H,O,, ki je potreben za aktivnost peroksidaz ali katalizirajo razclenjene
produkte razgradnje lignina, ki jih opravijo encimi kot so LiP, MnP in lakaze [42]. Lakaza je
polifenolna oksidaza, ki spada v druzino modrih multi bakrovih oksidaz. Ti encimi
katalizirajo soCasno eno-elektronsko oksidacijo Stirih reduciranih molekul substrata s Stiri
elektronsko redukcijo molekule kisika do vode [43]. Lakaze oksidirajo Sirok obseg
substratov, najbolje fenolne skupine. V prisotnosti mediatorjev, lakaze izkazujejo razSirjen
obseg substratov z moznostjo oksidacije in tako so s pomocjo mediatorjev lakaze sposobne
oksidirati spojine z redoks potencialom, ki presega njihov redoks potencial (Slika 2.10).
Lakaze se razlikujejo od LiP in MnP po tem, da ne zahtevajo H,O, za oksidacijo substratov.
Aktivno mesto vsake molekule lakaze ima Stiri bakrove ione: enega tipa 1, enega tipa 2 in
dva tipa 3. Dva bakrova iona na strani tipa 3 sta antifero magnetno povezana. Bakrovi ioni
tipa 2 in tipa 3 v aktivnem mestu, so razporejeni v unikaten tri jedrski grozd, ki je sposoben
vezave Kkisika, ki je konCni prevzemnik elektrona (Slika 2.9). Aktivnost lakaz je Siroko
razsirjena med razlicnimi skupinami gliv [42].

Cuy

Slika 2.9: Bakrovi centri v lakazi [44].
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H,0 Lakaza (oks) Mediator Substrat (oks)

(o]} Lakaza (red) Mediator (oks) Substrat
Slika 2.10: Katalitcki cikel oksidacijskega sistema lakaze — mediator [45].

2.1.4 Visje glive in njihova vloga pri razgradnji lignoceluloze

Obstajata dve glavni skupini gliv razgrajevalk lesa. Prva skupina je Basidiomycotina,
obi¢ajno imenovana prostotrosnice, druga skupina je Ascomycotina ali zaprtotrosnice.
Razgradnja lignoceluloze z glivami se v glavnem izvaja s specializirano skupino gliv
prostotrosnic (Basidiomycota). Ve€ina gliv je sparofitnih (uspevajo na mrtvem organskem
materialu in odmrlih organizmih), lahko pa so tudi paraziti, simbioti (mikorizne glive) in
patogeni [46]. Glive razkrojevalke lesa razdelimo v tri razlicne skupine, in sicer glive rjave
trohnobe, glive bele trohnobe in modrivke. Glive rjave trohnobe razgrajujejo celulozo in
hemicelulozo, medtem ko pustijo lignin nerazkrojen. Edina skupina gliv, ki je razvila sistem
za uCinkovito mineralizacijo lignina, so glive bele trohnobe [47].

2.1.4.1 Glive bele trohnobe

Glive, ki povzro€ajo razkroj bele trohnobe izlo€ajo encime, ki razgrajujejo predvsem lignin,
razgrajujejo pa tudi hemicelulozo in celulozo. Oksidativno razkrojeni lignin daje izgled
vlaken belega videza. Po mikroskopskih in ultra strukturnih preiskavah zasledimo dva
glavna vzorca razkroja bele trohnobe [48].

Simultana (neselektivna) delignifikacija je znaCilna predvsem za listavce in razgrajuje
celulozo, lignin in hemicelulozo soCasno. Celi¢ha stena razpade postopno od celi¢hega
lumna proti srednji lameli. Pri tej razgradnji ostajajo znatne KkoliCine nerazkrojenega lesa.
Prostotrosnice (npr. Trametes versicolor, Irpex lacteus, Phanerochaete chrysosporium,
Heterobasidion annosum in Phlebia radiata) in zaprtotrosnice (npr. Xylaria hypoxylon)
povzro€ajo to vrsto razgradnje.

Selektivna delignifikacija ali zaporedni razkroj je znacilna za listavce in iglavce. Zacetni
razkroj je selektivno usmerjen na razkroj lignina, na hemicelulozo in celulozo pa kasneje.
Lignin je razgrajen v srednji lameli, ki je raztopljena z mehanizmom difuzije, in v
sekundarni steni. Ta vrsta razkroja poteka izkljucno z glivami iz skupine prostotrosnic (npr.
Ganoderma australe, Phlebia tremellosa, Ceriporiopsis subvermispora, Pleurotus spp. in
Phellinus pini).

Mnoge glive bele trohnobe povzroCajo obe vrsti trohnobe (neselektivno in selektivno),
koliCina simultanega ali selektivnega razkroja lesa se razlikuje tudi med razli¢nimi sevi iste
vrste in je odvisna tudi od substrata [46], [49].

2.1.4.2 Bukov ostrigar (Pleurotus ostreatus)

Rod Pleurotus vkljuCuje skupine uzitnih ligninoliti¢nih gliv z zdravilnimi lastnostmi in
pomembnimi biotehnoloskimi in okoljskimi aplikacijami. Gojenje ostrigarjev je ekonomsko
pomembno za Zivilsko industrijo in se je razSirilo v zadnjih 30. letih. Pleurotus ostreatus je
tretja najpomembnejSa gojena goba za prehrambne namene. Glede prehrambnih lastnosti ima
edinstven okus in aromatske lastnosti, je bogata s proteini, vlakninami, ogljikovimi hidrati,
vitamini in minerali. Vrste Pleurotus so obetavne medicinske gobe, ki kazejo hematoloske,
antivirusne, antitumorne, antibiotske, antibakterijske in hipo holesterolne aktivnosti.

16



Razgradnja lignocelulozne biomase z glivo Pleurotus ostreatus pred procesom anaerobne
fermentacije v trdnem stanju

Bioaktivne molekule, izolirane iz razlicnih gliv, so predvsem polisaharidi. Eden
najpomembnejSih vidikov gliv iz rodu Pleurotus je povezan z uporabo njihovega
ligninoliticnega sistema za razlicne uporabe, kot so bioloSka pretvorba kmetijskih odpadkov
v koristne produkte za krmo zivali in drugih prehrambnih izdelkov ter uporaba njihovih
ligninoliticnih encimov za biorazgradnjo organskih onesnaZzevalcev, ksenobiotikov in
industrijskih kontaminantov [50].

Komercialne gojitvene tehnike za uzitne glive, iz vrst Pleurotus, so dobro razvite. V
primerjavi z drugimi uZitnimi gobami, so vrste Pleurotus relativno enostavne za gojiti.
Zraven tega velja rod Pleurotus za najbolj prilagodljiv rod uzitnih gob, sposoben rasti na
raznolikih lignoceluloznih materialih [51]. Gojenje ostrigarjev se pojavlja po vsem svetu z
uporabo Stevilnih substratov. Vrsta uporabljenega substrata je pogosto odvisna od
razpoloZljivosti materialov v doloCeni regiji. V naravi rastejo vrste Pleurotus na lesu
listavcev, zato so lesni ostanki primerni substrati za gojenje ostrigarjev. PSeni¢na slama je
najbolj ustrezen substrat za gojenje ostrigarjev v ZDA in EU, medtem ko je obilica rizeve
slame na voljo na Kitajskem in se tam izkoriSCa kot substrat za gojenje ostrigarjev [52].
Zraven teh se kot substrati za gojenje ostrigarjev uporabljajo tudi koruzni storZi, rizevi in
pSenicni otrobi, zagovina, ostanki iz cvetlicarstva, oljarski odpadki in ostanki iz pivovarstva
[53] - [57].

Vrste gliv iz rodu Pleurotus proizvajajo razlicne encime, ki vkljuCujejo hidrolaze,
peroksidaze in fenoloksidaze. Glede na Sirok spekter proizvodnje encimov, bi se lahko
povecalo gojenje gliv vrste Pleurotus za proizvodnjo doloCenih encimov ali encimskih
meSanic z aplikacijami na razlicnih podrocjih, kot so podrocCja prehrane, bioremediacije in
razgradnja lesnih ostankov. Vrste Pleurotus so uZitne glive in glede na to imajo velike
prednosti pred neuzitnimi glivami npr. iz vrst Aspergillus in Penicillium.

2.2 Anaerobna fermentacija za proizvodnjo metana

Anaerobna razgradnja je proces, pri katerem kompleksna meSanica simbiotskih
mikroorganizmov pretvori organske snovi, brez prisotnosti kisika, v bioplin, hranila in
dodatni organski material. Ostanejo pa soli in nerazgrajeni organski material. Bioplin je
obiCajno sestavljen iz metana (CHy; 55 — 75 %) in ogljikovega dioksida (CO,; 25 — 45 %),
vodne pare in sledi vodikovega sulfida. Bioplin je brez vonja in brez barve, ki gori z modrim
plamenom. Proces anaerobne razgradnje izvajajo mikroorganizmi pri strogo anaerobnih
pogojih iz dveh bioloskih kraljestev, to so bakterije in arheje [58], [59].

Z anaerobno fermentacijo se stabilizira organska snov v blatih odpadnih vod, zmanjsajo se
patogeni, smrad in celokupna trdna snov s pretvorbo njenega dela v bioplin. Razlicni
faktorji, kot so bioplinski potencial substrata, naCrtovanje reaktorjev, inokulum, strukturne
znacilnosti substrata, pH, temperatura, stopnja obremenitve, zadrzevalni Cas, razmerje med
ogljikom in duSikom, hlapne masCobne Kisline, itd., vplivajo na proizvodnjo bioplina.
Anaerobna fermentacija se lahko izvaja tako v Sarznih reaktorjih, kot tudi kontinuirnih
reaktorjih. Obravnava se kot tehnologija za obdelavo odpadkov s katero se izboljSuje
kakovost okolja in kot tehnologija trajnostnega pridobivanja energije [3].

Anaerobna fermentacija je dobro uveljavljen bioloski proces za proizvodnjo obnovljive
energije, pri katerem biomasa (substrat) razpade in se pretvori v bioplin. Za proces
anaerobne fermentacije se uporablja Sirok spekter razlicnih substratov (industrijske in
komunalne odpadne vode in blata, organska frakcija komunalnih odpadkov, gnojevka), zlasti
iz zivilsko — predelovalne industrije, ki vsebujejo visoke koncentracije lahko razgradljivih
organskih snovi v obliki ogljikovih hidratov, proteinov in mascob. V zadnjem obdobju se
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pojavlja vse veC zanimanja za proizvodnjo biometana iz lignocelulozne biomase, ki
predstavlja trajnostni vir substrata, katerega je relativno dovolj na razpolago in je cenovno
dostopen.

Pri procesu anaerobne fermentacije loCimo Stiri glavne korake in sicer: hidrolizo,
acidogenezo, acetogenezo in metanogenezo in Stiri glavne skupine mikroorganizmov:
hidroliticne — fermentacijske bakterije, ki hidrolizirajo kompleksne organske spojine v
enostavne spojine; fermentacijske bakterije, ki pretvarjajo preproste organske spojine v
hlapne mascobne kisline s hkratno proizvodnjo vodika (H) in ogljikovega dioksida (CO,);
acetogene bakterije, ki pretvarjajo hlapne mascobne kisline v ocetno kislino in zadnja
skupina so metanogene bakterije, ki proizvajajo metan iz acetata ali iz H, in CO, [60]. Potek
anaerobne fermentacije je predstavljen na Sliki 2.11.

organski substrati

PROTEIN OGLJIKOVI HIDRATI MASCOBE
o, - =
1 1 1
@ Hidroliza
ENOSTAVNI DOLGOVERIZNE
AMINO KISLINE SLADKORJI MASCOBNE KISLINE

AMONIAK (NH_ ) ALKOHOLI, KETONI

7\

HLAPNE MASCOBNE KISLINE
(propionska, butanojska, itd.)

@ Acetogeneza

OCETNA KISLINA H,. CO,

\@\ :4/‘@/

@ Metanogeneza CH,, CO,

Slika 2.11: Potek anaerobne fermentacije (hidroliza, acidogeneza, acetogeneza in metanogeneza).
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2.2.1 Potek anaerobne fermentacije

2.2.1.1 Hidroliza

Prva faza je depolimerizacija organskega materiala. Med hidrolizo so kompleksne netopne
snovi, kot so polisaharidi, hidrolizirajo v manjSe enote z velikim Stevilom hidroliticnih
mikroorganizmov (Klostridia, Mikrokoki, Bakteroidi, Selenomomasi, Streptokoki), ki
izloCajo razlicne hidroliticne encime, kot so: celulaze, celobiaze, ksilanaze, amilaze,
proteaze, lipaze [61], [62]. Hidrolitske reakcije zajemajo dve fazi, ki jih izzovejo
ekstracelularni encimi bakterij, ki so striktni ali fakultativni anaerobi. V prvi fazi poteka
bakterijska kolonizacija, Kjer hidrogene bakterije prekrijejo povrsino trdnih delcev. Bakterije
na povrsini delcev izloCijo encime, ki razgradijo kompleksne substrate do monomerov, ki jih
lahko porabijo hidroliticne bakterije same ali druge bakterije [63].

Priblizna kemijska formula za meSane organske odpadke je CsH1004. Enacba 2.1 prikazuje
primer hidrolitske reakcije, kjer so organski odpadki razgrajeni v preproste sladkorje, kot je
glukoza. S hidrolizo celuloze z encimskim kompleksom celulaz nastane glukoza, z
razgradnjo hemiceluloze nastanejo monosaharidi, kot so ksiloza, glukoza, galaktoza,
arabinoza in manoza. Anaerobna fermentacija trdnih lignoceluloznih materialov in
dostopnost hidroliticnih mikroorganizmov do lignoceluloze predstavljajo korak, ki omejuje
hitrost procesa. Ena od moznosti je predobdelava LB, s katero se razgradijo polimeri, Ki
preprecujejo prodiranje mikroorganizmov ali ekstracelularnih encimov [62], [64], [65].

2.2.1.2 Acidogeneza

Hidroliticni in acidogeni mikroorganizmi rastejo priblizno desetkrat hitreje kot metanogeni.
V acidogenezi se navadno odvijajo najhitrejSe reakcije pri anaerobni konverziji
kompleksnega organskega materiala [66]. Med acidogenezo sladkorjev, dolgoveriznih
masScobnih kislin in amino Kislin, ki so produkti hidrolize, so uporabljeni kot substrati
fermentacijskih mikroorganizmov (Streptokoki, Laktobacili, Bacili, Escherichia coli,
Salmonela), ki proizvajajo organske kisline, kot so ocetna, propionska, maslena in ostale
kratko verizne mascobne Kisline, alkohole, H, in CO, [67] — [69].

CeHy20g < 2CH3CH,0OH+2CO, (2.2)
CgH1206 +2H, « 2CH5CH,COOH+2H,0 (2.3)
C¢H1,05 — 3CH3COOH (2.4)

EnaCbe 2.2 do 2.4 predstavljajo tri tipiCne reakcije acidogeneze. EnaCbha 2.2 prikazuje
pretvorbo glukoze v etanol. V Enacbhi 2.3 je prikazana pretvorba glukoze v propionat in
Enacba 2.4 prikazuje pretvorbo glukoze v ocetno kislino. Prehod organskega materiala v
organske Kkisline povzroCi znizanje pH vrednosti v sistemu. Ti pogoji so Koristni za
acidogene in acetogene bakterije, ki imajo raje nekoliko bolj kislo okolje s pH vrednostmi
med 4,5 in 5,5. VecCina produktov, proizvedenih v metabolizmu glukoze, ima kot intermediat
piruvicno kislino. V odvisnosti od prisotne anaerobne mikrobne zdruzbe in od lastnosti
reaktorja, lahko vodi nadaljnja fermentacija piruvicne kisline v proizvodnjo Stevilnih C; — Cy4
spojin kot so hlapne mascobne kisline npr. ocetna, propionska in maslena kislina, ostale
organske kisline (mravljincna in mle¢na), alkohole, ketone in aldehide [70]. Amino kisline
lahko sluzijo tudi kot energija in vir ogljika za striktne ali fakultativne fermentacijske
bakterije. Kratko verizne mascobne kisline (C, — Cs, ravne ali razvejane) nastajajo s pomocjo
reduktivne deaminacije alifatskih amino Kislin, specificne fermentacijske poti individualnih
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amino kislin ali oksidacijsko — redukcijskih reakcij med pari amino kislin [71], [72].
Koncentracija in delez posamezne hlapne mascobne kisline, proizvedene v acidogeni fazi, je
pomemben za splosno ucinkovitost sistema anaerobne fermentacije, saj sta ocetna in maslena
kislina pomembna predhodnika za tvorbo metana [73].

2.2.1.3 Acetogeneza

Acetogene bakterije so striktni anaerobi, ki delujejo optimalno pri pH vrednosti okrog 6 in
ucinkujejo po vzorcu poti acetil koencima A, ki vsebuje encime ekstremno obcutljive na
kisik [74]. So pocasi rastoCe, obcCutljive na nihanja v organski obremenitvi in spremembah
okolja. Zahtevajo dolgo fazo prilagajanja na nove pogoje okolja [75]. Metanogeni
mikroorganizmi ne morejo neposredno uporabiti produktov acidogeneze, zato morajo biti
nadalje pretvorjeni med acetogeno fazo, preden iz njih nastane bioplin. Med acetogenezo
poteka pretvorba produktov iz acidogeneze v ocetno kislino, vodik in ogljikov dioksid s
pomocjo sekundarnih fermentacijskih bakterij. Na splosno lahko lo€imo dve vrsti acetogenih
mehanizmov (hidrogenacijo in dehidrogenacijo). Acetogeni hidrogenacijski mikroorganizmi
vkljuCujejo proizvodnjo acetata kot edinega koncnega produkta, bodisi s fermentacijo heksoz
ali iz CO; in H,. Acetogeni dehidrogenacijski mikroorganizmi vkljuCujejo anaerobno
oksidacijo dolgoveriznih in kratkoveriznih (hlapnih) mascobnih Kkislin. Sodelujoci
mikroorganizmi so obligatorne proton reducirajoCe ali obligatorne vodik proizvajajoCe
bakterije. Te bakterije inhibirajo nizki parcialni tlaki vodika, tako da lahko prezivijo le v
sinergiji z vodik porabljajoCi metanogeni mikroorganizmi. Ocetna kislina, vodik in ogljikov
dioksid, proizvedeni med acidogenezo in acetogenezo, so substrati za metanogeno fazo [69],
[76], [77].

H3CH,COO +3H,0 « CH3COO ™+ H*+ HCO3+3H, (2.5)
CeH1,06+2H,0  2CH;COOH+2C0O,+4H, (2.6)
CH3;CH,0H+2H,0 « CH3COO +2H,+ H* (2.7)

EnaCna 2.5 predstavlja pretvorbo propionata v acetat, kar je dosegljivo samo pri nizkem
tlaku vodika. VV Enacbi 2.6 je glukoza pretvorjena v acetat. Acetogeni mikroorganizmi ne
morejo pretvoriti etanola direktno v metan in ogljikov dioksid. Najprej morajo pretvoriti
etanol do ocetne kisline in posledicno sprostijo molekularni vodik. Enacba 2.7 prikazuje
pretvorbo etanola do acetata [3].

2.2.1.4 Metanogeneza

Metan je stranski produkt metabolizma metanogenih mikroorganizmov, ki pripadajo
Arhejam, pri anaerobnih pogojih. Metanogeni imajo nenavaden tip metabolizma, saj
uporabljajo Ho/CO,, format, metilirane C1 spojine ali acetat kot vir energije in vir ogljika za
rast. Proizvodnja metana se pojavi v dveh nacinih: s pomocjo cepitve molekul ocetne Kisline
do ogljikovega dioksida in metana ali z redukcijo ogljikovega dioksida z vodikom.

CO,+4H, - CH4+2H,0 (2.8)
CH;COOH — CH,+ CO, (2.9)

Hidrogenotropna metanogeneza je najpogostejSa metabolna pot, kjer se CO, in H; pretvorita
v metan (Enacba 2.8). Zraven H, lahko veCina hidrogenotropov, kot glavni donor elektronov,
uporabi tudi format [78]. V drugem tipu metanogeneze (acetoklastna metanogeneza) je
acetat direktno pretvorjen v metan (Enacba 2.9). Karboksilna skupina acetata je oksidirana v
CO., pri Cemer je metilna skupina reducirana do metana. Metanogeni, ki porabljajo vodik, so
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bolj odporni na spremembe okolja kot acetoklastni metanogeni. Metanogeni so na splosno
zelo obCutljivi na spremembe, ljubde jim je rahlo alkalno okolje. Ce pade pH vrednost v
sistemu pod 6, metanogeni ne morejo preziveti. Metanogeneza je stopnja, ki kontrolira
celoten anaerobni proces [69],[79].

Ceprav se ocenjuje, da proces anaerobne fermentacije poteka v stirih fazah, se pojavljajo vse
Stiri faze soCasno in tako sinergijsko delujejo na proces kot celoto.

2.2.2 Dejavniki, ki vplivajo na proces anaerobne fermentacije

Celoten proces anaerobne fermentacije zahteva kompleksne interakcije veC razlicnih vrst
bakterij, ki morajo biti v ravnotezju, da ostanejo razmere v reaktorju stabilne. Spremembe
pogojev okolja lahko motijo ravnoteZje in povzroCijo kopi¢enje vmesnih produktov, ki lahko
zavrejo celoten proces ali ga v celoti destabilizirajo. KljuCnega pomena za stabilen proces je
uporaba merilnih in senzorskih naprav za kontinuirano spremljanje parametrov v reaktorju, s
katerimi lahko prepreCimo nestabilnost procesa.

VecC dejavnikov v reaktorju vpliva na okolje v reaktorju in s tem na stopnjo razgradnje in
proizvodnjo bioplina. Med potekom procesa je potrebno spremljati vrsto v nadaljevanju
navedenih parametrov, katerih vrednosti je potrebno vzdrzevati znotraj sprejemljivih
vrednosti za omogocCanje stabilnosti procesa.

2.2.2.1 pH vrednost

Primarni pogoj stabilnosti procesa v fermentorju je vrednost pH, ki se lahko spremeni glede
na odziv na bioloSke pretvorbe med razlicnimi fazami v procesu anaerobne fermentacije.
Stabilna pH vrednost nakazuje ravnotezje v fermentorju in stabilnost procesa. Znizanje
vrednosti pH lahko kaze akumulacijo Kislin in nestabilnost fermentorja. Razpon
sprejemljivih pH vrednosti za bakterije, ki sodelujejo v procesu anaerobne fermentacije, je
med 5,5 in 8,5, Ceprav velja, da blize je vrednost pH nevtralnemu obmocju, veCja je
verjetnost optimalnega delovanja metanogenih bakterij [80]. Medtem ko lahko acidogene
bakterije delujejo dobro pri pH vrednostih nad 5, metanogene bakterije zahtevajo minimalno
pH vrednost 6,2.

Med fermentacijo acidogena faza in metanogena faza zahtevata razlicne pH vrednosti za
optimalen potek procesa. Acetogeneza lahko povzroci kopicenje velike koliCine organskih
kislin, s tem se lahko pH vrednost v fermentorju zniza pod pH 5. V zacetni fazi se pH zniza,
ko so organske snovi izpostavljene acetogenezi. Vendar metanogeni hitro porabijo te Kisline
in zviSajo pH vrednost fermentacijske brozge in stabilizirajo delovanje fermentorja. Zaradi
obcutljivosti metanogenov na kisle pogoje, lahko prekomeren nastanek Kkislin zavira
metanogene. NajveCja verjetnost za nestabilnost procesa v fermentorju je posledica
akumulacije kislin. ZniZanje pH lahko kontroliramo s pomocjo dodajanja apna ali s
pretakanjem izcedne vode iz obdelave ostanka po fermentaciji [81].

2.2.2.2 Temperatura

Zaradi mocne odvisnosti temperature in stopnje razgradljivosti, je temperatura eden od
kljucnih parametrov, ki ohranja sistem v Zzelenem obmocju. Anaerobne bakterije lahko
prezivijo v obmocjih od temperatur blizu lediS¢a pa do 70 °C, vendar optimalno rastejo v
dveh obmocjih: mezofilnem z optimalno temperaturo okrog 35 °C, in termofilnem, z
optimalno temperaturo 55 °C.

Termofilni temperaturni nivo omogoca visje stopnje obremenitve in dosega Vvisjo stopnjo
uniCenja patogenih organizmov. Vi$ja je tudi stopnja degradacije substratov. Vendar je ta
temperaturni nivo bolj obcutljiv na toksine in manjSe spremembe okolja, prav tako je manj
ugoden nivo iz energijskega vidika, saj potrebuje veC toplote. Bakterije, ki delujejo v
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mezofilnem obmocju, so bolj robustne in lahko prenesejo vecCje spremembe okoljskih
parametrov, vkljucno s temperaturo [82], [83].

Ce je na voljo dovolj Casa za prilagajanje mikroorganizmov v 3arznem ali kontinuirnem
reaktorju, je gojenje mikroorganizmov mozno tudi pri temperaturah 30, 37, 45, 50 in 55 °C.
Pri takih pogojih bo proizvodnja bioplina na podobni ravni (Crtkana Crta Slika 2.12) kot je pri
mezofilnem ali termofilnem podrocju (Slika 2.12) [82].
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Slika 2.12: Vpliv temperature na stopnjo procesa anaerobne fermentacije. Crtkana ¢rta predstavlja

potek anaerobne fermentacije pri vmesnih temperaturah med mezofilnim in termofilnim podroc¢jem
[82].

2.2.2.3 Razmerje ogljik/dusik

Razmerje ogljik/dusik je merilo relativne koli€ine organskega ogljika in duSika prisotnega v
vhodnem substratu anaerobne fermentacije. Optimalno razmerje C/N v anaerobnih
fermentorjih je med 20 in 30. Nizko razmerje C/N ali preve¢ duSika lahko povzroCi
kopiCenje amonijaka, ki lahko privede do pH vrednosti nad 8,5, ki so toksiCha za
metanogene bakterije. Visoko razmerje C/N bo povzrocilo hitro potrosnjo duSika iz strani
metanogenih bakterij, kar se odraza z niZjo stopnjo proizvodnje plina. Optimalno C/N
razmerje anaerobno fermentiranih substratov se lahko doseZze z meSanjem substratov z
nizkim in visokim C/N razmerjem. Tak primer je meSanje organske frakcije komunalnih
odpadkov z Zivalsko gnojevko ali komunalnimi odplakami [81].

2.2.2.4 Zadrzevalni ¢as

Casovno obdobje, v katerem ostane substrat v reaktorju, se imenuje zadrzevalni ¢as. Doloi
se glede na povprecni Cas, ki je potreben za razkroj organskega materiala in je merjen kot
KPK in BPK v izhodnem toku iz reaktorja. Dalj Casa kot je substrat izpostavljen pogojem
anaerobnih reakcij, bolj popolna je razgradnja substrata. Kakorkoli, intenzivnost reakcij v
reaktorju se bo zmanjSala s podaljSevanjem zadrZevalnega Casa, kar kaze na to, da je
potrebno dolocCiti optimalni €as v katerem bo doseZzena visoka stopnja razgradnje na
stroSkovno ucinkovit nacin. Primeren zadrZzevalni Cas je odvisen od vhodnih surovin, razmer
okolja in predvideno uporabo trdnega ostanka po fermentaciji [84]. Ena od slabosti
anaerobne fermentacije v trdnem stanju je dolg zadrzevalni ¢as (15 do 30 dni), v primerjavi s

22



Razgradnja lignocelulozne biomase z glivo Pleurotus ostreatus pred procesom anaerobne
fermentacije v trdnem stanju

tekoCo fermentacijo, kjer so lahko zadrzevalni Casi nizji od treh dni. Substrati z visoko
vsebnostjo organske snovi potrebujejo daljSi zadrzevalni Cas za razgradnjo. Vendar se lahko
zadrZevalni Cas fermentacije v trdnem stanju zniZza z obratovanjem sistema v termofilnem
temperaturnem podrocCju [85].

2.2.2.5 Organska obremenitev

Organska stopnja obremenitve je opredeljena kot koliina organskih snovi (izrazeno kot
hlapne trdne snovi ali KPK vhodnega substrata), ki mora biti obdelana v doloCenem
volumnu reaktorja in v doloCenem casovnem obdobju. Organska stopnja obremenitve lahko
variira pri istem zadrzevalnem cCasu substrata, Ce koliCina organske snovi v vhodnem
substratu variira. Nevarnost poveCanja organske stopnje obremenitve se lahko kaze v
povecCanem Stevilu acidogenih bakterij, ki delujejo v zaCetni fazi procesa razgradnje in se
hitro razmnoZujejo. To privede do vecjih koliCin proizvedenih kislin, ki jih metanogene
bakterije ne morejo prebaviti v tako veliki koliCini, saj se razmnoZzujejo pocCasneje in v
zacetni fazi njihova populacija Se ni dovolj razmnoZena. Tako lahko vrednost pH v sistemu
pade, kar lahko privede do nestabilnosti v sistemu in poslediCno ustavitve razgradnje.
Zgodnja znaka, ki nakazujete nestabilnost, sta nizka proizvodnja bioplina in nizka vrednost
pH [86].

2.2.2.6 Hranila

Za stabilno fermentacijo in optimizacijo biometanizacije mora biti poleg ostalih pogojev
zagotovljeno tudi primerno ravnotezje sestave hranil in mineralov v substratu. Glavna
hranila: ogljikove, duSikove, fosforjeve in Zveplove spojine morajo biti na razpolago za rast
celicne biomase. Pomanjkanje hranil ali neprimerno ravnotezje hranil lahko precej zavira
tvorbo metana oz. moti fermentacijo in zmanjSa proizvodnjo metana [87]. Elementi v
sledovih so nujni za rast in metabolizem mikroorganizmov: zveplo je potrebno za graditev
celiCne strukture in za metanogene bakterije so nujno potrebni nikelj, kobalt, molibden in
volfram [88].

2.2.2.7 MeSanje

MeSanje je obiCajno potrebno za optimizacijo procesa, za izboljSavo kontakta med
materialom in mikroorganizmi in za odstranitev inhibitornih metabolnih produktov od
mikroorganizmov. MeSanje se prav tako uporablja za razprSevanje plavajoCe gosce in sloje
penjenja, ki so znacilni za nekatere vhodne snovi, kot so gospodinjski mulji. Zaradi tega
komercialni fermentorji vkljuCujejo meSanje, ki se opravlja z mehani¢nim premikanjem,
obtakanjem tekocCine ali obtakanjem plina. Pri Sarznih reaktorjih se ne mesajo trdne snovi v
reaktorju, ampak se uporabi izcedna voda za uravnavanje vlage, inokulacijo in odstranitev
inhibitornih organskih kislin, ki se tvorijo v zaCetni fazi [89].

2.3 Osnovni koncept nacrtovanja eksperimentov

StatistiCno nacrtovanje eksperimentov se nanaSa na postopek naCrtovanja eksperimentov.
Tako se lahko ustrezni podatki analizirajo s statisticnimi metodami, ki izhajajo iz veljavnih
in objektivnih zakljuCkov [90]. Pri obravnavi eksperimentalnih podatkov lahko obstajajo
teZzave zaradi eksperimentalnih napak. Edini nacin, da se lahko izognemo eksperimentalnim
napakam, je statisticha metodologija. Pomembna je jasna ideja pred izvedbo dejanskih
eksperimentov. Slika 2.13 prikazuje smernice za nacrtovanje eksperimentov po predlogu
Montgomery [90]. Tudi Ce so podatki zbrani na ustrezen nacin, je analiza odvisna od
celotnih izvedenih eksperimentov. Brez ustreznega nacrtovanja eksperimentov je tezko
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izvesti jasno in natanc¢no analizo. Pri naCrtovanju eksperimentov je zelo pomembno, da zelo
dobro razumemo njegovo strukturo in sestavine. Nivo vsakega faktorja mora biti obravnavan
glede na prakticne izkusnje in teoreti¢na znanja.

[ Prepoznavanije in opredelitev problema ]

4

|zbor faktorjev, nivojev in intervalov

-

Izbira odzivnih spremenljivk

.

[ Izbor eksperimentalnega nacrtovanja

-

|zvedba eksperimenta

-

Statisticna analiza parametrov

-

[ Sklepi in priporocila

Slika 2.13: Smernice eksperimentalnega naCrtovanja (povzeto po Montgomery [90]).

2.3.1 Nacrtovanje eksperimenta s Taguchi metodo

Taguchi metoda vkljuCuje zmanjSanje variacij v procesu z zanesljivim nacrtovanjem
eksperimenta. Eksperimentalno nacrtovanje s Taguchi metodo vkljuCuje uporabo
ortogonalnih matrik z namenom organiziranja parametrov, ki vplivajo na proces, in nivojev
na katerih lahko parametri variirajo. Metoda omogoCa zbiranje potrebnih podatkov za
dolocCitev faktorjev, ki najbolj vplivajo na produktivnost procesa z minimalnim Stevilom
eksperimentov, s Cimer prihranimo Cas in vire. Analiza nihanja zbranih podatkov po Taguchi
metodi se lahko uporablja za izbiro novih vrednosti parametrov z namenom optimizacije
procesa [91]. Obstajata dve vrsti faktorjev, ki vplivata na proizvod ali proces. Prvi so
kontrolni faktorji in drugi so faktorji Suma. Kontrolni faktorji (npr. temperatura procesa) se
lahko nadzorujejo, medtem ko je faktorje Suma (npr. zunanja temperatura) tezko nadzirati ali
se ne morejo nadzirajo. Analiza razmerja med signalom in Sumom je tako med prednostmi
nastavitev. Obstajajo tri razliCne kategorije karakteristik analize razmerja med signalom in
Sumom [90]:
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@) Manjse je boljse (omogoca odziv sistema na najnizjo vrednost):

-10log |- 31, yiz] (2.10)
(b) Nominalna vrednost je najboljSa (zmanjSanje variabilnosti okrog ciljne vrednosti):

10l0g ] 2.11)
(©) Vecje je boljse (omogoca odziv sistema na najvisjo vrednost):

10l0g [1 L (2.12)

kjer so:

povpre€je opazovanih podatkov,
odmik od y,

Stevilo ponovitev eksperimentov,
opazovani podatek.

< D @« =
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3 Eksperimentalni del

3.1 Materiali

3.1.1 Lignocelulozna biomasa

Lignocelulozno biomaso (LB) smo pridobili iz Centra za ravnanje z odpadki CERO Gajke
Ptuj. Vecji del LB je sestavljen iz lesne biomase, ki vsebuje obreznine dreves in grmovja,
poleg tega velik del LB vsebuje tudi poko3eno travo, obreznine Zivih mej, ostanke okrasnih
rastlin, plevel in listje. Razmerje posamezne komponente v LB ni konstantno skozi celotno
leto, mo¢no je odvisno od letnega Casa. Posamezni vzorec LB smo zmleli z vrtnim
drobilnikom Viking GE 250. Tako pripravljeno LB smo uporabili v pilotnem procesu
anaerobne fermentacije. Sledilo je fino mletje LB s sekljalnikom Philips Blender HR
2161/40. Tako pripravljeno LB smo uporabili v sistemu AMPTS Il. Za pripravo gojisca za
gojenje glive P. ostreatus, smo fino mleto LB susili pri temperaturi 60 °C ¢ez noc in nato
smo jo zdrobili na delce 0,2 do 0,5 cm s sekljalnikom Moulinex AR 1105. Tako pripravljeno
LB smo uporabili tudi pri testu encimske hidrolize. Digestat oz. trdni ostanek po fermentaciji
smo prav tako uporabili pri testu encimske hidrolize, le tega smo pridobili po anaerobni
fermentaciji LB v pilotnem sistemu. Digestat smo posusili ¢ez no¢ na temperaturo 60 °C,
nato smo ga zdrobili na delce 0,2 do 0,5 cm s sekljalnikom Moulinex AR 1105

T/

Slika 3.1: LB iz CERO Gajke, razlicna sestavé'-v razlicnih Iéas&)vnih obdobjih.
3.1.2 PSenicni otrobi
P3enicne otrobe (PO) smo kupili v lokalnem mlinu Koroec (Zabovci). Pred uporabo v

sevwe

na vrocCi zrak, da smo odstranili odve¢no vlago.
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3.1.3 Vcepek glive Pleurotus ostreatus

Sev glive P. ostreatus PLAB smo pridobili iz zbirke gliv Oddelka za lesarstvo, BiotehniSka
fakulteta, Univerza v Ljubljani, Slovenija. Micelijsko kulturo smo pripravili na petrijevih
plos¢ah. Osnovno kulturo micelija smo gojili na krompirjevem glukoznem agarju (PDA), in
sicer smo v 1 L destilirane vode raztopili m = 39 g PDA praha, sledila je sterilizacija pri
temperaturi 121 °C za 25 min. V naslednjem koraku smo topel steriliziran PDA medij v
laminariju prelili v sterilne petrijeve plos¢e. Vsako petrijevo plos¢o smo inokulirali z
micelijem in zatesnili s parafilmom. Pred uporabo smo petrijeve plosce inkubirali pri
temperaturi 25 °C sedem dni. Po sedmih dneh smo pertijeve ploSce s preras¢enim micelijem
prestavili na T = 4 °C, nadaljnje vzdrZevanje aktivnosti kulture se je vrSilo vsake 4 tedne po
zgoraj opisanem postopku. 1z preraSCenega gojis€a smo izsekali okrogle cepiCe premera 6
mm, ter z njimi inokulirali gojis¢a v Erlenmajericah. lzgled prerasenega PDA medija z
micelijem je predstavljen na Sliki 3.2.

3.1.4 Anaerobna mikrobna biomasa

Anaerobno mikrobno biomaso, ki smo jo uporabljali v sistemu AMPTS Il kot inokulum,
smo pridobili iz komercialne bioplinske naprave, ki obratuje v mezofilnem temperaturnem
obmocju ter se napaja pretezno z meSanico odpadnih kmetijskih surovin Zivalskega izvora in
odpadkov Zivilskopredelovalne industrije.
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3.2 Metode dela

3.2.1 Test biometanskega potenciala s sistemom AMPTS

Potencial LB in vzorcev prerascenih z glivo smo dolocali z avtomatskim testom bioplinskega
potenciala v sistemu AMPTS Il (BioProcess Control). Z eksperimentom smo Zeleli dolociti
biometanski potencial LB. Zanimal nas je tudi biometanski potencial vzorcev LB, na
katerega smo nacepili glivo P. ostreatus, saj smo s tem Zeleli preuciti vpliv bioloSke
predobdelave na proizvodnjo bioplina. LB smo pridobili iz CERO Gajke, vzorce smo
odvzeli v mesecu avgustu in oktobru 2011. Zaradi heterogenosti vzorca LB, smo le tega
najprej zmleli (vrtni drobilec Viking GE 250) in nato presejali skozi sito (8,0 mm). Sledila je
sterilizacija materiala (m = 350 g) v 2,5 L steklenih kozarcih pri temperaturi 121 °C. Na tako
pripravljen substrat smo nacepili micelij glive P. ostreatus. Kozarci so bili zaprti s pokrovi,
na katerih so bile luknje premera 25 mm, ki so bile zaprte z vato. S tem je bil omogocen
prehod zraka v kozarce in onemogoCena okuzba. Gojenje je potekalo v inkubatorju, pri
konstantni temperaturi 22 £ 1 °C. Gliva je na vzorcih rastla razlicno dolgo, prav tako je bila
vidna razliCna intenziteta rasti micelija na razlicnih vzorcih. Za doloCitev biometanskega
potenciala smo izbrali vzorce z razli¢nimi inkubacijskimi Casi rasti micelija, ter vzorce, ki so
bili razlicno preras€eni z micelijem: popolnoma prerasceni z micelijem, ali delno prerasceni
z micelijem. Pregled vzorcev, uporabljenih za doloCitev biometanskega potenciala, je
predstavljen v Tabeli 3.1.

Tabela 3.1: Oznake in karakteristike rasti glive na vzorcih, uporabljenih v sistemu AMPTS Il za
dolocitev biometanskega potenciala.

Vzorec Oznaka tgojenja/dan Videz rasti micelija
vhodni vzorec avgust VHA / /
izhodni vzorec avgust 1 IZAl 79 aktivna
izhodni vzorec avgust 2 1ZA2 114 aktivna
vhodni vzorec oktober VHO / /
izhodni vzorec oktober 1 1Zz01 66 Sibka
izhodni vzorec oktober 2 1202 66 aktivna

Glavno enoto sistema AMPTS Il predstavlja 15 reaktorjev, volumen posameznega reaktorja
je 600 mL. Reaktorji so postavljeni v vodno kopel, vsak reaktor je opremljen z meSalom, ki
zagotavlja meSanje substrata in inokuluma ter tako prepreCuje nastajanje temperaturnega
gradienta. Koli¢ina nastalega plina se meri s pomocjo plovne celice (Veelice = 10 mL) na
katero je iz vsakega reaktorja izpeljan plin, meritve se Dbelezijo na integriranem
raCunalniSkem strezniku (Slika 3.3).
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Slika 3.3: Sistem AMPTS Il. () on-line beleZenje koliCine nastalega bioplina, (b) termostatirana
vodna kopel z reaktorji, (c) enota za odvzem vzorcev bioplina, (d) plovna celica za merjenje volumna
nastalega bioplina.

3.2.1.1 Priprava inokuluma

Anaerobno biomaso, ki smo jo uporabili kot inokulum, smo takoj po odvzemu prepihovali z
duSikom in jo termostatirali na 37 °C (t = 30 dni), z namenom porabe vecine organske snovi,
ki ne predstavlja mikrobne biomase. Upad na bazalni nivo smo ugotovili s spremljanjem
proizvodnje plinske faze inokulama s sistemom AMPTS. Po kon€anem inkubiranju smo za
potrebe testov bioplinskega potenciala inokulumu dolocili suho snov (SS), organsko snov
(OS) ter gostoto.

3.2.1.2 Sestava testnih meSanic v sistemu AMPTS

Po vnosu ustreznih vhodnih podatkov v program sistema AMPTS, nam je program izracunal
potrebno Kkoli€ino substrata z znanimi karakteristikami, ki smo ga morali dodati v testno
meSanico, da je obratoval sistem pri Zeleni obremenitvi, ki smo jo sami doloCili. VV program
smo vnesli OS inokuluma (ut. %), OS substrata (ut. %), potrebno obremenitev reaktorja in
maso testne mesanice. Postopek doloCevanja recepture za sistem AMPTS je dvostopenjski,
saj smo morali od testne meSanice odvzeli vzorec, kateremu smo morali, zaradi koncnih
preracunov, doloCiti OS, SS, kemijsko potrebo po kisiku (KPK), pH, itd. V naSem
eksperimentu, smo prvo sestavo testnih meSanic dolocevali za 400 mL, nato smo testni
meSanici odvzeli 50 mL vzorca za namen analiz. Tako smo morali podatke popraviti na
dejansko obratovalno prostornino testnih meSanic v sistemu AMPTS (350 mL).

Za potrebe preraCunov za sistem AMPTS smo dolocCili gostoto inokuluma. Stehtali smo
maso znanega volumna inokuluma ter po naslednji enacbi izraCunali gostoto:

p=75 (31)
Kjer so:
p gostota, g/mL,
m masa, g,

V volumen, mL.
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Na podlagi vnesenih podatkov je program izracunal potrebne koli€ine vhodnih materialov po
naslednjem postopku:
| m;-OS;

5= mg-OSs o
mi+ Mg=Mgy, (3.3)
Kjer so:
m; masa inokuluma, g,

OS; organska snov inokuluma, g/g,

my masa substrata, g,

OS; organska snov substrata, g/g,

I/S razmerje med inokulumom in substratom,
my, Mmasa testne mesanice, g.

Reaktorje (Vg4 = 350 mL) smo obremenili z 1,5 g OSJ/OS; (SS; = 25 ¢g/L, OS; = 15 ¢g/L 0z. 55
% SS) in jih 56 dni inkubirali pri temperaturi 37 °C v dveh paralelkah. VVzporedno s testnimi
meSanicami smo spremljali proizvodnjo bioplina v slepi in standardni kontroli. Slepo
kontrolo, v kateri smo inkubirali inokulum, smo uporabili za spremljanje bazalne
proizvodnje anaerobne mikrobne zdruzbe. Po zakljucku poskusa smo koliCine nastalega
bioplina v testnih meSanicah korigirali na bazalno proizvodnjo slepe kontrole. Standardno
kontrolo smo izvedli z dodatkom celuloze, ki velja za lahko razgradljivo snov. Potek
anaerobne razgradnje v inkubiranih standardnih kontrolah je potrdil tehnicno pravilno
izvedbo poskusov.

3.2.1.3 Postopek priprave mesanic testnih reaktorjev

V reaktor smo zmeSali v naprej izraCunano koli¢ino inokuluma in vzorca. MeSanico smo
dobro premesali in jo 10 min prepihovali z duSikom. S tem smo izgnali iz testne meSanice
kisik. Po prepihovanju smo odlili 50 mL testne meSanice za opravljaje analiz. Do izvajanja
analiz smo jih shranili v zamrzovalniku. Reaktorje smo nato nepredusno zaprli in jih
namestili v vodno kopel pri temperaturi 37 °C. Prostor, ki ga v reaktorjih ni zavzela testna
mesSanica, sSmo za 5 min prepihovali z argonom (Ar). Le to smo izvedli z namenom izgona
N>, saj smo med procesom anaerobne razgradnje spremljali tudi N,. Brez prepihovanja z Ar
rezultati proizvodnje N, ne bi bili natancni. Za tem smo reaktorje povezali s sistemom cevk
na pretocni merilec bioplina, zagnali smo meSanje v reaktorjih in preko racunalniSkega
sistema zagnali poskus. Med poskusom smo bili pozorni na nivo vode v vodni kopeli, v
kateri so bili postavljeni reaktorji sistema AMPTS. Gladina je morala vedno segati do nivoja
testnih meSanic v reaktorjih. Test smo ustavili, ko je bila proizvodnja bioplina minimalna, to
je 1 do 2 NmL/dan.

3.2.1.4 Redukcija OS in KPK v sistemu AMPTS

Ob koncu procesa predstavlja redukcija OS in KPK rezultat pretvorbe organske snovi v
bioplin, novo biomaso in presnovljeni substrat.

Redukcijo OS raCunamo po naslednjem postopku:

OSeq(5 )=(OSumn-OSumiz)-(OSiun-OSi) (34)
0Syeq-100
Osred(%):m (3.5)

Kjer so:
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OSred
OSred
OSthh
Ostmiz
OSivh
OSii

redukcija OS, g/kg,

delez redukcije OS, %,

zaCetna organska snov testne meSanice, g/kg,
koncna organska snov testne mesanice, g/kg,
zaCetna organska snov inokuluma, g/kg,
kon¢na organska snov inokuluma, g/kg.
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Redukcijo KPK raunamo po naslednjem postopku:

kjer so:
KPK/eq
KPK g
KI:)Ktmvh
KI:)Ktmiz
KPKivh
KPKii;

KPKreq (52) =(KPK trh-KPK iz )-(KPKu-KPKG,) (3.6)

KPKeg-100

KPKrea ()= 1o — o

(3.7)

redukcija KPK, mg O,/L testne meSanice,
deleZ redukcije KPK, %,

zaCetni KPK testne meSanice, mg/L,
koncni KPK testne meSanice, mg/L,
zaCetni KPK inokuluma, mg/L,

kon¢ni KPK inokuluma, mg/L.

3.2.1.5 Bioplinski in biometanski potencial

Merilo o ustreznosti testiranega substrat za pridobivanje bioplina je doloCeno z njegovim
bioplinskim oz. biometanskim ptencialom. Bioplin nastaja z razgradnjo organskih snovi,
zato celokupno proizvodnjo bioplina podajamo na maso vhodne OS ali vhodne KPK
vrednosti uporabljenih substratov.

Kjer so:
BPP
BMP
Ve
Ven,
OS;

NmL) _ Vg

BPP (g()S) 08, (3.8)
NmL CHg\ _ VcH,

BMP( g0S )_ 0S; (3.9)

bioplinski potencial, NmL/g OS

biometanski potencial, NmL CH,/g OS,

celokupni volumen bioplina, NmL bioplina/mL testne meSanice,
celokupni volumen metana, NmL CH4/mL testne meSanice,
organska snov vhodnega substrata, g OS/mL testne meSanice.

3.2.1.6 Masna bilanca/izplen metana v sistemu AMPTS

Masno bilanco v sistemih anaerobne fermentacije najlazje spremljamo na osnovi KPK
bilance. KPK je namreC indirektno merilo za organsko snov. Definiran je kot koliCina kisika,
ki je potrebna za oksidacijo snovi prisotne v vzorcu, z uporabo mocnega oksidacijskega
sredstva pod Kislimi pogoji. KPK se izraza v mg O,/L. V anaerobnih sistemih KPK ni
unicen, ampak samo prerazporejen.
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..9

Mikroorganizmi

Ne-biorazgradljive
Anaerobni organske snovi
fermentor

Biorazgradljive

organske snovi

Slika 3.4: Shema masne bilance anaerobne fermentacije izraZzena z vrednostmi KPK

IzraCun teoreti€nega izplena metana iz 1 kg substrata:
Predpostavljena enacba biomase je naslednja:

CnHaob
Kjer so:
C, Stevilo atomov ogljika v biomasi,
H, Stevilo atomov vodika v biomasi,
Oy Stevilo atomov Kisika v biomasi.

Molarni volumen plina pri STP je 22,4 L/mol
EnacCba oksidacije, kot merila vrednosti KPK je naslednja:
CrHaOp+ (n+5-3) 0, nCOL+5H,0
EnacCba oksidacije metana je naslednja:
CH,+20, - CO,+2H,0
m(CH,;) =16 g
m(2:0,) =64 g

m(CHy) _169_, 9 (CH,)
m(2-0,) 649 g(0y)

KPKcp,=

MCH, 169 g
= =—==0713
pCH4 Vstp  22,4L 0, L

1g CH,4 zavzema pri STP naslednji volumen:

2241 L (CH,)
Ven,= 16g =14 g (CH,)

(3.10)

(3.11)

(3.12)

(3.13)

(3.14)

(3.15)

Iz tega lahko povzamemo, da je 1g CH,4 ekvivalenten 4 g KPK in zavzema 1,4 L pri STP.

1z tega sledi:
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L (CHy)
_ "9(CHy) _ o L(CHa) _y o m° (CHa)
"= e =057 6, TP gt
9 (CHg)

(3.16)

Anaero3bna razgradnja 1 kg substrata (ki je pretvorjen v KPK metana) ima teoreticni donos
0,35 m’® CHa.

Izplen metana:

Izplen metana ovrednotimo na osnovi biorazgradljivosti organske snovi. Koli¢ino metana

izrazimo na reducirano koli¢ino KPK ali OS.
NL (CH,) _ Vew,

kg (redKPK /red0S) / MredKPK /red0S

Ieks( (3-17)

Delez izplena metana izrazimo z razmerjem eksperimentalno izmerjeno proizvodnjo metana
in teoreti¢no proizvodnjo metana.

1(%) = %’ (3.18)
Kjer so:
leks izplen metana iz eksperimenta, (NL CH4/KQredkpk/redos),
I delez izplena, %,
It teoreticni izplen metana, 350 NL/kg,
Ven, volumen metana na L testne meSanice, NL,

Mredkpk /redos  Masa reducirane KPK oz. OS na L testne meSanice, kg.

3.2.1.7 Energetska bilanca v sistemu AMPTS
Kurilna vrednost, ki nastane v procesu anaerobne razgradnje je podana z naslednjo enacho:

kJ

AH; on, () =men, Hen, (3.19)

pri Cemer je:
Hch,= 550619 kl/kg

kjer so:

AH; o . kurilna vrednost metana na maso substrata, KJ/KQsubstrata,
Hew, kurilna vrednost metana, kJ/kg,

Mch, masa metana na g substrata, g.

Maso metana izraCunamo po naslednji enacbi:
Mch, (9)=NcH, McH, (3.20)
pri Cemer je:
Mcp,= 16,04 g/mol

Kjer sta:
Ncw, mnozina metana glede na 1 g substrata, mol/gsupstrata,
Mch, molska masa metana, g/mol

Mnozino nastalega metana na 1g substrata izraCunamo po naslednji enacbi:
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mol \_ P-VcHy,/
ncm(;)—T4g (3.21)
kjer so:
p tlak, kPa,
Veha/g volumen nastalega metana na 1 g substrata, L/Qsubstrata,
T temperatura, K,
R sploSna plinska konstanta = 8,31 kPa-L/mol-K.
Volumen nastalega metana na 1 g substrata izraCunamo po naslednjem postopku:
VCH4/tm :VB/tm 'WCH4/tm (3-22)
Vv _ VeHyitm 3.23
CH4/gS_ ms ( . )
Kjer so:
o volumen metana iz testni meSanici, L,
. volumen bioplina iz testne mesanice, L,
WCH,/tm volumski delez metana v bioplinu iz testne meSanice,
VeH, /g, volumen metana na 1 g substrata iz testne meSanice, L,
m masa substrata v testni mesanici, g.

Izkoristek proizvodnje metana iz substrata za posamezno testno meSanico izraunamo po
naslednji enacbi:

(%)= <2100 (3.24)

Kjer je:
AH. kurilna vrednost substrata, kJ/kg.

3.2.2 Anaerobna fermentacija v strnjenem sloju

3.2.2.1 Konstrukcija pilotnega reakcijskega sistema

Nacrtovanje in izdelavo reaktorjev smo izvedli sami, pri tem smo poskuSali s ¢im manj
strodki sestaviti sistem, s katerim bi lahko optimizirali proces anaerobne fermentacije v
strnjenem stanju na pilotnem merilu. Sistem smo v prvi fazi sestavili iz 120 L plasticnih
zabojnikov, vendar smo jih v nadaljevanju zamenjali s kovinskimi posodami, saj plasticni
zabojniki niso prenesli temperaturnih sprememb v sistemu anaerobne fermentacije pri
termofilnem temperaturnem obmocju.

Sistem smo sestavili iz treh kovinskih posod z zatesnjenim pokrovom, Kkar je zagotavljalo
anaerobne pogoje v reaktorjih. Okrog reaktorjev smo ovili grelno kaco, ki smo jo iz zunanje
strani izolirali, da ni prihajalo do prevelikih toplotnih izgub. S pomocjo grelnih kablov smo
segrevali vsebino reaktorjev na 53 + 2 °C. Temperatura je bila kontrolirana s termostatom.
Med samim procesom smo temperaturo rektorjev spremljali s pomocjo temperaturnih
senzorjev. Nad dno reaktorja smo namestili sekundarno dno, s tem smo zagotovili prostor za
izcedno vodo (Slika 3.5 in Slika 3.6). Zaradi mocnega zniZanja pH vrednosti v zaCetnih
fazah anaerobne fermentacije (hidroliza in acidogeneza), smo pH v nasutem materialu
uravnavali s pomocjo pretakanja izcedne vode med reaktorjem, pri katerem se je proces
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anaerobne fermentacije zakljuCeval (stari reaktor) in med reaktorjem s sveZe nasutim
vhodnim materialom (novi reaktor), kot je prikazano na Sliki 3.7. Ob koncu procesa
anaerobne fermentacije se je namre€¢ pH vrednost materiala in s tem tudi izcedne vode
ustalila in je imela vrednost 7, lahko tudi nad 7. V zaCetku procesa anaerobne fermentacije
je, zaradi razpada vec€jih molekul ogljikovih hidratov, beljakovin in maScob, vrednost pH
zelo padla, lahko tudi pod vrednost 6. Zraven uravnavanja pH vrednosti v novem reaktorju,
smo s pretakanjem izcedne vode prenesli mikroorganizme in hranila med reaktorji, kar je
vplivalo na vecji doprinos bioplina v procesu. Krizno pretakanje smo prekinili, ko je
vrednost pH v izcedni vodi novega reaktorja dosegla vrednost okrog 7. Pri aktivnem
reaktorju, kjer je potekala metanogena faza, smo izcedno vodo obtakali iz dna reaktorja na
vrh reaktorja (Slika 3.7). S tem smo v reaktorju zagotavljali konstantno vlago in enakomerno
razporeditev mikroorganizmov in hranil. 1zcedno vodo smo pretakali s pomocjo Crpalk, na
pokrovu reaktorjev je bila nameS¢ena namakalna zanka, ki je omogoCala enakomerno
razprsevanje izcedne vode po nasutem materialu v reaktorju. Sistem pretakanja izcedne vode
smo opremili s filtri, ki so preprecevali vnos vecjih delcev v ¢rpalko in namakalno zanko.
Proizveden bioplin smo zbirali v vrecah za plin znanih volumnov.

Centralno procesna analiza bioplina ——
enota CPE
[
za regulacijo in nadzor temperature
v reaktorju in regulacijo pretakanja
izcedne vode

=

_preérpavanje
/ izcedne vode

vreckaza _— =

zbiranje plina

| grelna kaa
kalna zanka ]

temperaturni senzor ——

4 —aluminijasta folija

b w:"f-‘ac !

«

e
—

substrat —

P EOEe

Al
=
H .I'r- 1y

T B0
T
:

-{‘%\

sito iz PVC tkanine __
B

's.':..

it

N

toplotna izolacija
(polistirenska pena d=1 cm)

perforirana PVC ploiéa \“x‘
(velikost lukenj 5 mm)

kompresijski zrak
(samo pri opeciji
aerobne faze)

érpalka za
preferpavanje

izcedne vode

vzoréenje izcedne
vode

Slika 3.5: Skica reaktorja.
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Slika 3.6: Pilotni sistem treh reaktorjev anaerobne fermentacije med izvajanjem anaerobne
fermentacije.

—-—

"\

Produkti hidrolize in hlapne maséobne kisline iz Faze 1

i

Bioplin 1 Bioplin : Bioplin
Do | Ot 1 C

l Zrela izcedna
voda

Nivo Nive _H
izcedne izcedne

vide. . Faza2 vide Faza 3
Zreli Stari

Slika 3.7: Shema pretakanja izcedne vode med reaktorji.

3.2.2.2 Masna bilanca pilotnega sistema

Masna bilanca posameznega reaktorja v pilothem sistemu smo izrazili z redukcijo OS
substrata, ki smo jo izraCunali po naslednjem postopku:

OSreq(;;) = OSu~ OS;, (3.25)
0Syeq-100
OSyeq(%) = ﬁvh (3.26)

3.2.2.3 Bioplinski in biometanski potencial pilotnega sistema
Bioplinski in biometanski potencial smo doloCili po Enacbah 3.8 in 3.9 v razdelku 3.2.1.5.
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3.2.2.4 Kurilna vrednost metana iz pilotnega sistema
Kurilno vrednost metana iz pilotnega sistema smo izraCunali po Enacbah 3.19 do 3.23.

3.2.2.5 Energetska bilanca pilotnega sistema

Vlozek energije je sestavljen iz seStevka energije, ki jo sistem potrebuje za delovanje (Slika
3.8). Prva faza vlozka energije, pri uporabi LB, se navezuje na porabo goriva in uporabo
vozil, ki se uporabljajo za zbiranje LB v gozdovih, parkih, vrtovih,... Nato sledi druga faza,
in sicer predobdelava. Za LB je nujna mehanska predobdelava z razlicnimi drobilniki in
mlini, ki zmanjSujejo velikost posameznih delov in s tem povecCujejo aktivno povrsino za
nadaljnjo predobdelavo ali za mikroorganizme v procesu anaerobne fermentacije. V tej fazi
je tako potrebno gorivo ali elektriCna energija, ki jo potrebujejo drobilniki in mlini za svoje
obratovanje. Mehanski predobdelavi lahko sledi kemijska ali bioloSka predobdelava. Pri tej
fazi nastanejo stroSki razlicne opreme in drugega materiala, odvisno od uporabljene
predobdelave. Tretja faza je proces anaerobne fermentacije v reaktorju. Indirektni stroski pri
tej fazi so povezani s samim konstruiranjem reaktorja in vso dodatno opremo, ki pripada
reaktorju za optimalno obratovanje (Crpalke, merilni sistemi). Direktni stroski med
obratovanjem procesa so povezani s potrebno toploto za delovanje reaktorja pri mezofilnem
ali termofilnem temperaturnem obmocju. Ob tem je potrebna Se elektricna energija za
delovanje Crpalk in merilnih sistemov. Po konCani fazi anaerobne fermentacije, je potrebno
ostanek po fermentaciji obdelati. Obdelava je odvisna od tega za kakSen namen se ostanek
po fermentaciji uporabi in kakSne kakovosti je ostanek po fermentaciji. Kakovost ostanka je
zelo odvisno od vhodnih surovin za anaerobno fermentacijo in izbrane predobdelave
substratov. Kakorkoli, za vecje koliCine ostanka, e ga Zelimo dodatno obdelati, potrebujemo
dodaten zalogovnik. Glede na to, da ima ostanek po fermentaciji v veCini vsebnost vlage nad
70 %, je potrebna dodatna energija za izloCanje vlage iz ostanka. V kolikor je ostanek dobre
kakovosti in ga uporabimo kot gnojilo, lahko energijsko vsebnost Stejemo kot doprinos
procesa. V SarZznem sistemu anaerobne fermentacije je, zaradi boljSe stabilizacije procesa,
priporocljivo del ostanka vracati nazaj v proces. V primeru fermentacije LB je v ostanku
prisotnih veliko tezko razgradljivih komponent. Glavna med njimi je lignin. S primerno
predobdelavo ostanka po fermentaciji, lahko del ostanka vodimo nazaj v fermentacijo. To je
priporocljivo pri ostankih, ki presegajo predpisane vrednosti za vraCanje ostanka nazaj v
naravo. Glavni doprinos pri anaerobni fermentaciji predstavlja proizvodnja bioplina in
vsebnost metana v bioplinu. Vecja kot je proizvodnja bioplina in vecji kot je odstotek
metana v njem, vecji je doprinos energije in s tem ucinkovitost procesa.

Bioplin se sezge na kogeneracijski enoti, ki je sestavljena iz kombinirane toplotne in
elektriCne enote. Pri sezigu tako nastaja toplota in elektriCna energija. Bioplin zgoreva v
plinskem motorju, ki poganja generator elektriéne energije (1 m* bioplina bo dal od 1,6 do
1,9 kWh elektricne energije, odvisno od koeficienta izkoristka kogeneracijske enote).
Energija iz bioplina se pretvori na dva dela, dve tretjini energije se pretvorita v toploto in ena
tretjina se spremeni v elektri¢no energijo [92].
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indirektna energija:

konstrukcija, oprema

CHP
soproizvodnja
> elektricne in
toplotne energije

proizvedena energija:

P

direktna energija:
toplota, elektrika

kenstrukcija, oprema

toplota, elektrika

toplota, elektrika
a H
konstrukcija, oprema

-----

3.2.3 Proizvodnja lignoceluloznih encimov na trdnih gojis¢ih z glivo Pleurotus
ostreatus in ekstrakcija encimov

Fermentacijo v trdnem stanju smo izvajali v 250 mL Erlenmajericah, v vsako erlenmajerico
smo natehtali 5 g substrata in dolili rastni medij (kvasni ekstrakt 2,0 g/L, pepton 5,0 g/L,
MnSQO,4-H,0 0,075 g/L, KH,PO,4 1,0 g/L, MgSO,4-7H,0O 0,5 g/L) za dosego 80 % vlage
gojisca. Vrednost pH medija je bila pred sterilizacijo uravnana na 6 z dodatkom 2 M NaOH.
Erlenmajerice smo zatesnili z bombazno tkanino in paropropustno folijo ter jih avtoklavirali
pri temperaturi 121 °C za 25 min. Gojis¢a smo inokulirali s tremi okroglimi cepiCi PDA
preraSCenega z micelijem glive P. ostreatus, premera 6 mm. Inokulacija je bila izvedena v
laminariju pri asepticnih pogojih. Fermentacija v trdnem stanju je bila izvedena pri stati¢nih
pogojih v temi in pri temperaturi 28 + 1 °C. Gojis€a so bila inkubirana v 3, 6, 8, 10, 13, 15,
17 in 20 dnevnih intervalih.

Po koncani inkubaciji smo v vsako Erlenmajerico dolili 40 mL (c = 0,05 M) citratnega pufra
(pH 4,8). Erlenmajerice smo stresali pri 150 rpm za 1,5 h in pri sobni temperaturi. Temu je
sledila filtracija, najprej smo brozgo prefiltrirali preko gaze, nato smo filtrat centrifugirali pri
3000 rpm za 20 min in pri temperaturi 4 °C. Supernatant smo ponovno filtrirali skozi 1,2 um
stekleni mikrovlaknasti filter (Whatman® GF/C). Encimski ekstrakt je bil uporabljen za
dolocCanje encimskih aktivnosti in encimsko hidrolizo, za poznejSo uporabo smo encimski
ekstrakt zamrznili.

3.2.4 Optimizacija sestave gojis¢a za proizvodnjo lakaz glive P. ostreatus po
Taguchi metodi

Metodologija optimizacije po Taguchi metodi vkljuCuje razlicne korake. VV prvem koraku
smo izbrali procesne parametre, ki smo jih zeleli optimirati. V naslednjem koraku smo
dolocili Stevilo nivojev za procesne parametre in izbrali primerno ortogonalno matriko, ki
smo jo preoblikovali na vrednosti procesnih parametrov. Za naso Studijo smo izbrali L18
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ortogonalno matriko, ki nakazuje osemnajst eksperimentov. Vsem faktorjem so bili dodeljeni
trije nivoji, le pH vrednosti rasnega medija sta bila dodeljena dva nivoja. Taka razporeditev
nivojev pripada Taguchi ortogonalni matriki L18 (2* x 3') (Tabela 3.2). Naslednji korak je
bil izvedba eksperimenta, ki je temeljil na ortogonalni matriki. Po konCanem eksperimentu je
sledila analiza eksperimentalnih podatkov in napovedovanje ucinkovitosti izpeljane
optimizacije s programsko opremo Minitab 17.

Tabela 3.2: Faktorji in nivoji eksperimentalnega nacrtovanja

Zap. St.  Faktorji Nivo 1 Nivo 2 Nivo 3
1 pH 5 6
2 LB/% 0 10 20
3 glukoza/(g/L) 5 10 15
4 kvasni ekstrakt/(g/L) 2 4 6
5 pepton/(g/L) 5 10 15
6 KH,PO4/(g/L) 1 2 3
7 MgSO4-7H,0/(g/L) 0,5 1 1,5
8 MnSO,4-H,O/(g/L) 0,075 0,1 0,125

3.2.5 Saharifikacija LB in ostanka po anaerobni fermentaciji z encimskim
ekstraktom glive Pleurotus ostreatus

Encimski ekstrakt, pridobljen s fermentacijo P. ostreatus na gojiScu sestavljenem iz 80 %
pSenicnih otrobov in 20 % lignoceluloze, je med osmim in trinajstim dnem fermentacije
pokazal najvisje vrednosti encimskih aktivnosti. Med analiziranimi encimi je najvisje
vrednosti dosegla aktivnost lakaz. Glede na pridobljene rezultate analiz encimskih aktivnosti,
so bili za saharifikacijo lignoceluloznega materiala in digestata zdruzeni encimski ekstrakti
med osmim in trinajstim dnem za zgoraj navedeno gojiSCe. Za oceno ucinkovitosti
saharifikacije encimskega ekstrakta, smo zraven tega uporabili Se encimski kompleks
Aspergillus sp. (Sigma-Aldrich, Nemcija) in celulaze glive Trichoderma reesei (Sigma-
Aldrich, Nemcija). UCinkovitost saharifikacije je bila ovrednotena na osnovi koliCine
sprosCenih  reducirajoCih  sladkorjev  lignocelulozne biomase in digestata ter
mikrokristalinicne celuloze, ki je sluzila kot kontrolni substrat. Encimsko hidrolizo smo
izvedli z obremenitvijo 0,27 £ 0,02 mg proteinov/mL. Vsebnost proteinov je bila na enaki
ravni za vse uporabljene encime, saj smo izvajali primerjave saharifikacijske sposobnosti pri
enakih obremenitvah, glede na vsebnost proteinov.

RazredCeni encimski ekstrakt (V = 10 mL) v 50 mM citratnem pufru (pH 4,8) smo dodali k
1,5 g suhega substrata v 20 mL scintilacijskih steklenih steklenickah. Za preprecCitev okuzbe,
smo dodali 100 L natrijevega azida (y = 20 mg/mL). Reakcijske meSanice smo inkubirali
72 h pri temperaturi 50 °C na rotacijskem stresalniku pri 120 rpm. Po koncanem
inkubacijskem €asu smo hidrolizat inkubirali za 5 min v vreli vodni kopeli za deaktivacijo
encimov in centrifugirali pri 3000 rpm za 20 min. Po koncani saharifikaciji, smo
hidrolizatom dolocili vsebnost glukoze. Eksperiment je bil izveden v treh paralelkah (Slika
3.9).
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Slika 3.9: Izvedba encimske hidrolize v scintilacijskih vialah.
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3.3 Analizne metode

3.3.1 Dolocanje suhe snovi (SS) in organske snovi (OS)

Koli€ino suhe snovi (SS) in organske snovi (OS) v vzorcih smo doloCili po standardni
metodi [93]. Za doloCitev SS smo vzorce z dolocenim volumnom ali maso natehtali na
predhodno stehtano keramicno izparilnico in jih suSili v susilniku pri temperaturi 105 °C za
15 h do 20 h do konstantne mase. Po ohlajanju na sobno temperaturo v eksikatorju, smo
vzorce stehtali za doloCitev SS.

Za dolocitev OS v vzorcih, smo vzorce za 2 h Zarili v Zarilni peci pri temperaturi 550 °C. OS
smo dolocili z odstetjem ostanka pepela po Zarjenju od vsebnosti SS v vzorcih.

SS(9/9)= = (3:27)
SS (%)= E— . 100 (3.28)
0S (g/g)= === (3.29)
0S (%)= ”‘m—”‘ 100 (3.30)

my;  masavzorca, g,
mg,  masa suhe snovi, g,

m,s  masa organske snovi, g,

SS deleZ suhe snovi, g/g,

SS odstotek suhe snovi, %,

OS  delez organske snovi, g/g,
OS  odstotek organske snovi, %.

3.3.2 Kemijska potreba po kisiku (KPK)

Kemijsko potrebo po kisiku (KPK) smo dolocali spektrofotometricno s spektrofometrom
Spectroquant NOVA 60 (Merck) z grelno komoro Spectroquant TR 420 (Merck) (Slika
3.10). Za meritve smo uporabili celice s pripravljenimi reagenti, ki so omogocale meritve
KPK v obmocju 500 do 10.000 mg/L (114555 COD Cell Test). Za dosego merilnega
obmocja smo vzorce po potrebi redCili in nato redCitve upoStevali pri koncnih izracunih
vrednosti KPK. Po dodatku vzorca v celice z reagentom, smo celice termostatirali 2 h v
predhodno segreti grelni komori, v kateri je bila temperatura 148 °C. Po konCanem
termostatiranju smo celice ohladili do sobne temperature in jim nato na spektrofotometru
dolocili vrednost KPK.

KPK se doloCuje na osnovi oksidacije vzorca z vroCo Zveplovo raztopino kalijevega
dikromata s srebrovim sulfatom kot katalizatorjem. Klorid je prekrit z Zivosrebrovim
sulfatom. Koncentracija zelenih Cr®* ionov je nato dologena fotometri¢no.
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Slika 3.10: Spektrofometer Spectroguant NOVA 60 (Merck) z grelno komoro Spectroquant TR 420
(Merck) za doloCanje KPK.

3.3.3 Elementna C, H, N in S sestava

Elementna analiza ogljika, vodika, duSika in Zvepla je namenjena doloCitvi osnovnih
lastnosti substrata, kot je vsebnost beljakovin, ogljikovih hidratov ter C/N razmerje. Pred
izvedbo analiz smo posusene vzorce zdrobili do finega prahu v granitni terilnici. Meritve
smo izvedli na napravi CHNS Analyzer 2400 Series 1l (Perkin Elmer).

3.3.4 pH vrednost

Vrednosti pH v vzorcih smo merili z laboratorijskimi pH metri (Metrohm, model 827 pH
lab, METTLER TOLEDO MP220, HACH HQ40d) po navodilih proizvajalcev pH metrov.

3.3.5 Dolocanje hlapnih mascobnih kislin v izcedni vodi s plinsko kromatografijo

Hlapne mascobne kisline smo kvantitativnho dolocevali z metodo plinske kromatografije
(GC) povzete po metodi, ki so jo uporabili Dearman idr. [94]. Uporabili smo plinski
kromatograf Hewlett Packard 6890 s FID detektorjem in avtomatskim injektorjem. TekoCi
vzorci (1 pL) so bili injicirani v Nukol (polipropilen glikol spremenjen s tereftalno kislino)
kapilarno kolono z dolZino 30 m, notranjim premerom 0,25 mm in debelino filma 0,25 um.
Za nosilni plin smo uporabili helij in za reakcijski plin dusik. Temperatura injekorja je bila
220 °C in temperatura FID detektorja 250 °C. Koncentracije vzorcev so bile doloCene glede
na standardno mesSanico hlapnih mascobnih kislin znanih koncentracij (\Volatile Free Acid
Mix, Sigma). Pred analizo smo vzorce izcedne vode centrifugirali 10 min pri 3000 rpm in
nato filtrirani skozi 0,45 pm celulozne filtre.

3.3.6 Dolocanje vsebnosti celotnega dusika in celotnega organskega ogljika v
izcedni vodi

Pred analizo smo vzorce stabilizirali z dodatkom klorovodikove Kisline, s tem smo dosegli
pH < 2. Tako pripravljen vzorec smo lahko hranili v hladilniku pri temperaturi 4 + 2 °C do
osem dni. Analizo smo izvajali na instrumentu za doloCitev TOC in TN — Schimadzu TOC-
V CPH/CPN total organic carbon analyzer. DoloCanje celotnega dusSika se izvaja z
oksidacijo vzorca s kataliticnim izgorevanjem v kisikovi atmosferi in temperaturi visji od
700 °C do dusikovega oksida. Kvantifikacija dusSika poteka s kemiluminiscencnim
detektorjem (po reakciji z ozonom). DoloCanje organskega ogljika se izvaja z oksidacijo
organskega ogljika do ogljikovega dioksida z izgorevanjem, ob dodatku ustreznega
oksidanta. VVzorce smo pred izvajanjem analiz po potrebi redCili, da smo dosegli obmocje
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umeritvene krivulje za TOC ali TN. Umeritvene krivulje izriSe raCunalniski program
instrumenta, ki nam tudi poda rezultat koncentracije TN ali TOC za posamezni vzorec.

3.3.7 Dolocanje alkalnosti izcedne vode

Dolocanje alkalnosti izcedne vode pomeni koli¢ino NaOH, ki se porabi, da dosezemo
doloceno pH vrednost. Analizo smo izvajali s titratorjem Metrom z izmenljivo enoto za HCI.
Najprej smo izvedli meritev za standard. K 10 mL (¢ = 0,1 M) NaOH smo dolili 190 mL
destilirene vode. Tako pripravljeno raztopino smo titrirali z 0,1 M HCI. Za analize vzorcev je
bil postopek enak, k 10 mL vzorca smo dolili 190 mL destilirane vode in titrilali z 0,1 M
HCI.

3.3.8 Spremljanje sestave bioplina iz pilotnih reaktorjev s prenosnim merilnikom
za analiziranje deponijskega plina

Meritev vsebnosti plinov v bioplinu smo izvajali s prenosnim merilnikom za analiziranje
deponijskih plinov Geotehnical Instruments GA2000PIus. Merilnik smo s cevjo prikljucili
direktno na reaktor, za ta namen sta bila dva venila na pokrovu reaktorja. Na en ventil smo
prikljucCili vhodno cev v merilnik, na drugi ventil pa izhodno cev iz merilnika. S takim
nacCinom izvajanja meritev smo preprecCili izgubo bioplina, saj merilnik deluje na tak nacin,
da Crpa plin iz reaktorja. Izmerjeni plin smo tako vracali nazaj v reaktor, tako da smo dobili
realno koliCino proizvedenega bioplina med procesom anaerobne fermentacije v pilotnih
reaktorjih. Po zagonu merilnika, le ta sam izvede meritve, vrednosti so konstantne po
eni minuti delovanja merilnika.

Metan se izmeri na osnovi dvo-Zarkovne infrardeCe (IR) absorpcije. Analizator se kalibrira s
certificirano meSanico metana in tako so meritve pravilne, e v plinski zmesi ni prisotnih
ostalih ogljikovodikovih plinov (npr. etan, propan, butan, itd.), ki vplivajo na nenatan¢nost
izmerjenih vrednosti metana. Ogljikov dioksid je izmerjen z IR absorpcijo pri valovni
dolZini specificni za ogljikov dioksid. Na meritve ogljikovega dioksida ne vplivajo drugi
plini, ki jih najdemo v bioplinu. Senzor za detekcijo kisika je galvanska celica, na katero ne
vplivajo ostali plini.

Na meritve ogljikovega monoksida vpliva prisotnost vodika v bioplinu. Ce je koncentracija
vodika v bioplinu nad 1 %, postanejo meritve za ogljikov monoksid nenatancne. Meritve
ogljikovega monoksida so prav tako obcutljive na vodikov sulfid v bioplinu. Prisotnost
vodikovega sulfida povzroCi previsoke zabelezene vrednosti vsebnosti ogljikovega
monoksida. Zato pri meritvah ogljikovega monoksida uporabimo zunaniji filter, v katerem se
absorbira vodikov sulfid. Za meritve koncentracije vodikovega sulfida v bioplinu, izvedemo
meritve brez uporabe zunanjega filtra. Na beleZenje koncentracije vodikovega sulfida lahko
vpliva prisotnost vsaj dveh plinov, in sicer SO, in NO,, ki lahko povzrocCita 20 %
nepravilnost v zabeleZenih koncentracijah vodikovega sulfida [95].

3.3.9 Spremljanje sestave bioplina iz sistema AMPTS Il na plinskem kromatografu

Med fermentacijo v sistemu AMPTS Il smo spremljali sestavo plinske faze s pomocjo
plinskega kromatografa (Agilent Technologies 7890A), opremljenega s kapilarnima
kolonama HP-PLOT/Q in HP-MOLESIEVE. Meritve smo opravljali roéno, 125 yL plina
smo vbrizgali v kromatografski sistem. TCD detektor v plinskem kromatografu je bil
kalibriran na ogljikov dioksid, metan, dusik in vodikov sulfid.
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3.3.10 Dolocanje encimskih aktivnosti

— Priprava DNS reagenta

DNS reagent smo pripravili po metodi, ki jo je opisal Miller [96]. VV 2 L ¢aSi smo zmeSali
1416 mL destilirane vode, 10,6 g 3,5 dinitrosalicilne kisline in 19,5g NaOH. Zmes smo
raztopili do jasne raztopine v vodni kopeli (T =80 °C). Nato smo dodali 306 g natrijevega
kalijevega tartrata, 7,6 mL predhodno staljenega fenola in 8,3 g natrijevega metabisulfita. Ko
so se v zmesi raztopile vse kemikalije, smo pripravljen DNS reagent prelili v temne
steklenice in ga hranili pri temperaturi 4 °C.

— Endo-1,4-B-D-glukanaze (Karboksimetil celulaze) EC 3.2.1.4 (CMCaze)

Endoglukanaze smo doloCili spektrofotometricno pri 540 nm po metodi, ki so jo opisali
Zhang idr. [97]. Kot substrat smo uporabili karboksimetil celulozo (Signa-Aldrich, Nemcija).
Vzorec encima (V = 0,5 mL) smo inkubirali 0,5 mL 1 % karboksimetil celuloze v citratnem
pufru (c = 0,05 M, pH 4,8) pri temperaturi 50 °C za 30 min. Vse raztopine smo predhodno
segreli v vodni kopeli na 50 °C. Nato smo dodali Se v vodni kopeli 3 mL DNS reagenta
(reagent dinitrosalicilne kisline), reakcijsko zmes smo za tem inkubirali 5 min v vreli vodni
kopeli. Nato smo prestavili epruvete z raztopinami v mrzlo vodno kopel. Po ohladitvi
reakcijske zmesi smo v vsako epruveto dolili 8 mL destilirane vode. Koli€ino sproscenih
reducirajoCih sladkorjev smo doloCili z meritvami A pri A = 540 nm, vrednosti A smo
primerjali z vrednostmi na umeritveni Kkrivulji, ki smo jo pripravili z uporabo razli¢nih
koncentracij D-glukoze (mg/mL: 2,00; 1,33; 1,14; 1,00; 0,80; 0,67; 0,5) (Slika 3.11). Od
odCitanih A za encimske ekstrakte smo odsSteli A slepega vzorca encima (encim brez
substrata), s tem smo odpravili barvne motnje encimskega ekstrakta, in slepega vzorca
substrata (substrat brez encima), s tem smo popravili ne encimske spremembe v barvi. Ena
enota aktivnosti karboksimetil celulaz je definirana kot koliCina encima, ki sprosti 1 pumol
reducirajoCih sladkorjev kot ekvivalent glukoze na minuto in specificna aktivnost je Stevilo
enot encimske aktivnosti na miligram proteinov encima.
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Slika 3.11:Umeritvena krivulja za dolo€anje CMCaz.
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— Ekso-1,4-B-D-glukanaze (FP aktivnost) EC 3.2.1.91

Dolocanje aktivnosti ekso — glukanaz smo izvajali po metodi, ki jo je opisal Ghose [98] z
uporabo filter papirja kot substrata (Whatman celulozni filter papir, Sigma-Aldrich,
Nemcija). V natrijev citratni pufer (V = 1 mL) smo potopili zvit trak filter papirja (1 x 6 cm).
K temu smo dolili 0,5 mL encimskega ekstrakta. Reakcijsko zmes smo inkubirali 1 h, nato
smo dolili 3 mL DNS reagenta. Nadaljevanje dolocCanja sproscenih sladkorjev je potekalo po
enakem postopku kot za endo-glukanaze. Umeritvena krivulja standardnih raztopin glukoze
je bila konstruirana iz naslednjih koncentracij D-glukoze v natrijevem citratnem pufru
(mg/mL: 4,00; 2,66; 2,00; 1,60; 1,33; 0,80; 0,40) (Slika 3.12). Ena enota aktivnosti filter
papirja je definirana kot koliCina encima, ki sprosti 1 pumol reducirajoCih sladkorjev kot
ekvivalent glukoze na minuto.

3,0

2,5 4

2,0

40

¥ i y = 1,1143 - 0,1391
R? = 0,9969

1,0 1

0,5

0,0 T T T T T
0,0 05 1,0 1,5 2,0 25 3.0

¥/(mg/0,5 mL)

Slika 3.12: Umeritvena krivulja za doloCanje FPaz.
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— B-glukozidaze EC 3.2.1.21 (BGLaze)

Dolocitev aktivnosti B-glukozidaz smo izvedli s p-nitrofenil 3-D-glukopiranozidom (pNPG)
(Sigma-Aldrich, Nemcija) kot substratom po metodi, ki sta jo opisala Ghose in Bisaria [99].
Vzorec encima (V =0,5 mL) smo inkubirali z 0,5 mL (c =5 mM) pNPG (pripravljenega v
citratnem pufru) in z 1 mL citratnega pufra (c = 0,05 M, pH 4,8) pri temperaturi 40 °C za 15
min. Reakcija je bila prekinjena z dodatkom 2 mL raztopine Na,COg3 (c = 0,2 M). Ustrezni
slepi vzorci brez encima ali substrata so bili prav tako vkljuceni v paralelkah pri doloCevanju
encimskih aktivnosti. Med reakcijo encimov se je razvila barva zaradi sprosCanja p-
nitrofenola (pNP), ki smo jo doloCili z UV-Vis spekrofotometrom (Hach Lange DR 2800)
pri A =405 nm. Pri doloCitvi koliCine sproScenega pNP smo upostevali vrednosti slepih
vzorcev, vrednosti A smo primerjali z vrednostmi na umeritveni krivulji, ki smo jo pripravili
z uporabo razlicnih koncentracij pNP (ug/mL: 100, 80, 60, 40, 20, 10) (Slika 3.13). Ena
enota aktivnosti 3-glukozidaz je definirana kot koli¢ina encima, Ki je potrebna za sprostitev 1
1M pNP na minuto pri standardnih pogojih.
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0,8

0,6

0,4
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Slika 3.13: Umeritvena krivulja za doloCanje aktivnosti 3-glukozidaz.
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— Ksilanaze EC 3.2.1.8

Aktivnost ksilanaz smo spremljali s hidrolizo ksilana bukovega lesa po metodi, ki so jo
opisali Bailey idr. [100]. 2 mL reakcijske zmesi je vsebovalo 1,8 mL 1 % ksilana
pripravljenega v natrijevem citratnem pufra (c =5mM, pH 5,3) in 0,2 mL encimskega
ekstrakta. Reakcijsko zmes smo termostatirali 5 min v vodni kopeli pri temperaturi 50 °C.
Nato smo reakcijski zmesi dolili 3 mL DNS reagenta, ter dodatno termostatirali reakcijsko
zmes v vreli vodni kopeli za 5 min. Sledilo je ohlajanje reakcijske zmesi v ledeni vodni
kopeli na sobno temperaturo. Zraven vzorcev encimskega ekstrakta, so bili pripravljeni Se
slepi vzorci substrata in slepi vzorci encima, za uravnavanje koncne vrednosti A, ki je bila
osnova za izracun aktivnosti ksilanaz. Sledilo je merjenje A pri A = 540 nm. Pripravili smo
tudi standardne raztopine ksiloze (umol/mL: 10, 5, 3,33, 2, 1,43, 1) (Slika 3.14) za pripravo
umeritvene krivulje. Ena enota aktivnosti ksilanaz je definirana kot koliCina encima, Ki
sprosti 1 ymol ksiloze na minuto pod standardnimi pogoji.

0.6

0.5 4

0.4

y = 7,5029 + 0,0249

95 R2 = 0,939
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Slika 3.14: Umeritvena krivulja za doloCanje ksilanaz.
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— Lakaze

Aktivnost lakaz v encimskem ekstraktu smo merili s spremljanjem oksidacije 2,2-azino-bis
(3-etilbenzotiazolilna-6-sulfonska kislina) (ABTS) [101]. Reakcijska zmes je vsebovala
0,4 mL (c = 1ImM) ABTS (pripravljen svez v natrijevem acetatnem pufru), 1,2 mL (¢ = 0,1
M) natrijevega acetatnega pufra (pH 5) in 0,8 mL encimskega ekstrakta. Oksidacijo ABTS
smo spremljali spektrofotometri¢no z dolocCitvijo spremembe absorbance pri A =420 nm (€ =
36.000 M™* cm™) z uporabo UV-Vis spekrofotometra (Hach Lange DR 2800). Encimski
ekstrakt smo dodali v reakcijsko zmes tik pred meritvijo v spektrofotometru zaradi hitrega
poteka reakcije oksidacije. Reakcijsko zmes smo pripravili direktno v 3 mL kiveti. Reakcijo
smo spremljali 1 min z belezenjem vrednosti absorbanc vsakih 10 sekund. Spekrofotometer
je ob koncu meritve izrisal premico, linearna premica je predstavljala uspesno opravljeno
meritev, v primeru izrisa nelinearne premice smo meritev ponovili z razred¢enim vzorcem
encimskega ekstrakta. Ena enota aktivnosti lakaz je definirana kot koliCina encima, ki
oksidira 1 ymol ABTS na minuto pod standardnimi pogoji.

Aktivnost lakaz smo izraCunali po naslednji enacbi:

Aktivnost lakaz (%)z ﬁ : \\//—Z f (3.31)
Kjer so:
% sprememba absorbance po ¢asu, min™,
£ molarni ekstinkcijski koeficient, M-cm™,
d pot zarka, cm,

Vi, celotni volumen reakcijske zmesi, L,
Vyz volumen encimskega ekstrakta v reakcijski zmesi, L,
f faktor redCitve encimskega ekstrakta.
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3.3.11 Dolocanje vsebnosti sladkorjev po encimski hidrolizi

Za dolocCanje sladkorjev smo pripravili umeritveno krivuljo z naslednjimi koncentracijami
glukoze pripravljene v destilirani vodi: (g/L: 1, 0,5, 0,4, 0,33, 0,25, 0,2) (Slika 3.15). Zraven
standardnih raztopin smo si pripravili Se slepi vzorec, kjer smo namesto standarda ali vzorca
v raztopino dodali destilirano vodo. V epruveto smo nalili 1 mL vzorca ali standarda in 2 mL
DNS reagenta (priprava DNS reagenta je opisana v razdelku 3.3.10). Nato smo raztopino za
5 min postavili v vrelo vodno kopel. Takoj za tem smo postavili epruvete v ledeno vodno
kopel. V vse raztopine smo dolili 7 mL destilirane vode. Nato smo raztopinam izmerili A pri
A =540 nm. Spektrofotometer smo umerili s slepim vzorcem.
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Slika 3.15: Umeritvena krivulja za doloCanje sladkorjev po encimski hidrolizi.
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4 Rezultati in diskusija

4.1 Dolocitev biometanskega potenciala s sistemom AMPTS Il

4.1.1 Karakterizacija inokuluma

Rezultate doloCitve SS, OS in gostote inokuluma prikazuje Tabela 4.1. SS inokuluma je bila
27,62 = 1,39 g/kg, OS je bila 15,46 + 1,15 g/kg in gostota 1,04 £+ 0,03 g/mL.

Tabela 4.1: Lastnosti inokuluma uporabljenega v sistemu AMPTS

SS/(g/kg) 0S/(g/kg) 0S/% p/(g/mL)

27,62 +1,39 15,46 £1,15 56,22 + 1,39 1,04 + 0,03

Inokulum smo morali karakterizirati za potrebe nastavitev poskusa testnih meSanic sistema
AMPTS. Do odstopanj v vrednostih, ki smo jih dolocCevali, je prihajalo zaradi sprememb v
sestavi vhodnega substrata komercialne bioplinarne, iz katere smo anaerobno biomaso
odvzeli. Ker smo poskus izvajali v veC serijah, smo uporabili veC razlicnih inokulumov.
Rezultati se ujemajo s Studijami, kjer so prav tako kot inokulum uporabili anaerobno
biomaso, ki kot substrat uporablja prasiCjo gnojevko. Kim idr. [102] v svoji Studiji
uporabljajo inokulum s SS = 25 g/kg in OS = 12 g/kg.

4.1.2 Karakterizacija substratov

Ker se obremenitev reaktorjev v sistemu AMPTS doloca glede na organsko snov vzorcev,
smo vsem uporabljenim vzorcem v testu najprej dolocili suho snov (SS), organsko snov (OS)
in kemijsko potrebo po kisiku (KPK). Pri energetski bilanci smo potrebovali kurilne
vrednosti vzorcev (AH.°), ki so poleg ostalih karakteristik vzorcev prikazane v Tabeli 4.2.
Pri primerjavi vzorcev, na katerih ni bila gojena goba, ima visjo vsebnost suhe snovi (SS) in
organske snovi (OS) vzorec, ki je bil zbran v mesecu avgustu (417 g/kg) v primerjavi z
vzorcem, Ki je bil zbran v mesecu oktobru (357 g/kg) (Tabela 4.2).

Tabela 4.2: Vsebnost SS, OS, KPK ter AH.° vzorcev uporabljenih v sistemu AMPTS.

Vrorec (;/i’g (S/Skg os/ *(ZF;LZ KPK/ AH!
vzorca) vzorca) (% S8) vzorca) (9/kg SS) (MJ/kg)

VHA 417 338 81 477 1144 16,66
IZAl 361 272 75 381 1055 15,81
1ZA2 375 279 74 394 1051 16,23
VHO 357 315 88 438 1227 18,21
1201 296 249 84 360 1216 18,00
1202 298 251 84 350 1174 18,10
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Odstopanja v sestavi so posledica vsebnosti razlicnih komponent LB, ki so se na dan
zbiranja nahajale na Zbirnem centru. Glnther idr. [91] v svoji Studiji navajajo kaloriCne
vrednosti razlinih drevesnih vrst. Kalori¢ne vrednosti se gibljejo med 17,9 in 20,5 MJ/kg. Iz
tega lahko razberemo, da je kurilna vrednost vzorcev, ki smo jih uporabili v testu AMPTS,
na spodnji meji kurilnih vrednosti lesa. V naSih vzorcih je namreC velik delez trave, listja in
okrasnih rastlin, ki znizajo celotno kurilno vrednost vzorca.

Pri primerjavi vsebnosti OS med vzorci na katerih ni bila gojena goba in vzorcih prerascenih
z gobo, imajo vzorci preraSceni z gobo niZje vsebnosti OS, kar je posledica gojenja gobe na
substratih, saj P. ostreatus uporabi za svojo rast najprej lahko dostopno OS.

Enak trend, kot smo zaznali pri vsebnostih SS in OS, smo zaznali tudi pri vrednostih
kemijske potrebe po kisiku (KPK). KPK je merilo za skupno koli¢ino organskih snovi v
vzorcu (razgradljivih in nerazgradljivih) in primerjava vrednosti med vzorci kaze na vecjo
vsebnost organskih snovi v vzorcih, ki niso preras¢eni z gobo. Tako podatki za SS, OS in
KPK prikazujejo enak trend porabljanja organskih snovi med procesom gojenja gobe.

Vrednosti analize CHNS za vzorce LB in vzorce prerasCene z micelijem glive, ki so bili
uporabljeni v testu doloCevanja biometanskega potenciala so predstavljeni v Tabeli 4.3. 1z
analize C, H, N, S vzorcev je razvidno, da je vsebnost ogljikovodikov v vzorcu, zbranem v
oktobru, nekoliko boljSe zastopana od vzorca, zbranega v mesecu avgustu (glede na deleza C
in H). Vrednost ogljika za vzorec zbran v mesecu avgustu (VHA) je bila 41,58 % in za vodik
5,55 %. Vrednost ogljika za vzorec zbran v mesecu oktobru (VHO) je bila 44,16 % in za
vodik 5,72 %.

Tabela 4.3: CHNS analiza vzorcev uporabljenih v sistemu AMPTS

Vzorec C/ut. % H /ut. % N /ut. % S/ut. % C/N razmerje
VHA 41,58 5,55 1,91 0,57 22
1ZAl 38,46 4,90 2,11 0,54 18
1ZA2 38,19 4,78 2,33 0,57 16
VHO 44,16 5,72 1,96 0,62 23
1ZO1 44,73 571 2,24 0,60 20
1202 44,01 5,56 2,19 0,60 20

Iz primerjave delezev posameznih komponent med vzorci VHA, 1ZA1 in IZA2 je razvidno,
da gobe med svojo rastjo aktivno porabljajo ogljikovodike, kar je vidno pri znizanih delezih
C in H pri vzorcih, na katerih je bila gojena goba. Tak trend pa ni viden pri vzorcih VHO,
1ZO1 in 1Z02. Do razlik lahko prihaja zaradi razlicne vezave oglikovodikov v sekundarne in
terciarne spojine v substratih in zaradi razlicnih Casovnih obdobij gojenja gobe na substratih,
saj je bila goba na substratih 1201 in 1ZO2 gojena 66 dni, medtem ko je bila na IZA1 gojena
79 dni in na IZA2 114 dni. Opazno je povecanje vsebnosti dusika v vzorcih prerascenih z
gobo, medtem ko je vsebnost Zvepla ostala na priblizno enaki ravni, kot v svezZih substratih
ali pa se je le minimalno zmanjSala. Glede na utezno razmerje med C/N, sta substrata brez
glive v optimalnem obmocju za pridobivanje bioplina, ki je med 20 in 30.
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4.1.3 Karakterizacija testnih mesanic

V Tabeli 4.4 so navedeni rezultati doloCevanja OS in KPK testnih meSanic na zaCetku
inkubacije in na koncu inkubacije. Zraven je navedena koliCina nastalega bioplina v testnih
meSanicah, ki je nastala iz koliCine organske snovi, dane v posamezno testno meSanico. OS,
ki se je med procesom reducirala, znaSa za vzorce neprerascene z glivo med 54, 72 % (VHO)
in 57,72 % (VHA). Reducirana OS, vzorcev prerascenih z glivo, je bila niZja, in se je gibala
med 22,93 % in 38,21 %. Enak trend je bilo zaznati tudi za vrednosti KPK. Rezultati
proizvodnje bioplina so pokazali najvisjo proizvodnjo za vzorca nepreras¢ena z glivo (215,8
NmL/gos za VHA in 201,8 NmL/gos za VHO), medtem ko so bile vrednosti proizvodnje
bioplina za prerasCene vzorce na niZji ravni.

Tabela 4.4; Karakteristike testnih meSanic.

Vzorec OSw/ oS,/ KPK/ KPK;,/ OSredl KPK ed/ Ve/
(9/kg) (9/kg) (mg/L)  (mgl/L) % % (NmL/gos)
Inokulum 1 14,88 13,12 24 395 24 250
Inokulum 2 17,32 16,31 29909 29 584
VHA 24,01 16,98 40 360 30 888 57,72 58,42 215,8
1ZAl 23,52 18,68 37 463 32 567 35,65 36,36 119,8
1ZA2 24,43 21,79 39 450 34 575 22,93 47,69 88,1
VHO 23,25 16,91 38 560 31550 54,72 48,46 201,8
1Z01 25,27 21,56 38 409 34 950 33,96 36,87 105,6
1202 24,57 20,79 37625 34 875 38,21 31,43 103,1

Vrednosti OS in KPK testnih meSanic na zaCetku inkubacije so odraz razmerja med
inokulumom in vzorci. V vseh testnih meSanicah je bilo razmerje med inokulumom in
substratom 1,5. Iz rezultatov proizvodnje bioplina je razvidno, da je najveC bioplina nastalo
iz vzorcev, na katerih predhodno ni bila gojena goba. S tem potrjujemo nasa predvidevanja,
ki smo jih postavili Ze pri doloCevanju karakteristik vzorcev. Vzorci brez predhodno gojene
gobe imajo namre€ visjo vsebnost OS in KPK kot tudi AH:°. V teh vzorcih je tudi visje
razmerje C/N v primerjavi z vzorci prerasceni z glivo. Gliva je bila na vzorcu 1ZA1 gojena
79 dni in na vzorcu 1ZA2 114 dni, proizvodnja bioplina je viSja pri vzorcu na katerem je bila
gojena goba manj Casa, kar pomeni, da je za svojo rast porabila manj organskih snovi, kot na
vzorcu na katerem je bila gojena dalj Casa. Tako je v vzorcu IZA1 ostalo ves organske snovi,
ki so jo lahko mikroorganizmi pretvorili v bioplin. S temi rezultati dodatno potrjujemo
ugotovitev, da gojenje glive P. ostreatus na vzorcih, ki jih nato uporabimo v procesu
anaerobne fermentacije, negativno vplivajo na proizvodnjo bioplina o0z. znizujejo
proizvodnjo bioplina. Gojenje glive P. ostreatus na vzorcih pred procesom anaerobne
fermentacije ni smiselno.
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4.1.4 pH vrednost testnih mesanic

Tabela 4.5 podaja zaetno in kontno pH vrednost testnih me3anic. Ceprav je pH vrednost
nekoliko viSja od optimalnih vrednosti, fermentacija ni bila zavirana v nobenem reaktorju. 1z
pH vrednosti je razvidno, da so bile vrednosti na koncu procesa anaerobne fermentacije le
nekoliko nizje od vrednosti na zaCetku procesa. Razlika se je gibala med 0,12 in 0,25. V vseh
reaktorjih je fermentacija potekla do konca, kar pomeni da je potekla tudi metanogeneza, ki
poskrbi za stabilizacijo pH vrednosti na koncu procesa.

Tabela 4.5: ZacCetna in kon¢na pH vrednost testnih mesanic.

\Vzorec pPHyh pH;;
Inokulum 1 8,36 8,27
Inokulum 2 8,47 8,44

VHA 8,14 7,95
IZAl 8,21 8,04
1IZA2 8,42 8,29
VHO 8,21 7,96
101 8,46 8,31
1202 8,48 8,36

4.1.5 Celokupna proizvodnja bioplina

Slika 4.1 prikazuje trend nastajanja bioplina v reaktorjih za obravnavane vzorce. NajveC
bioplina je nastalo iz vzorcev, na katerih ni bila gojena gliva. Dinamika nastajanja bioplina
pri vzorcih VHA in VHO kaze na pocCasnejSo nastajanje bioplina za vzorec VHO v
primerjavi z vzorcem VHA. Predvidevamo, da je vzrok za prikazano dinamiko nastajanja
bioplina lahko v strukturi substrata. Vzorec VHO lahko vkljuCuje kompleksnejSe sekundarne
in terciarne spojine ogljikovodikov, ki jih mikroorganizmi v anaerobni fermentaciji tezje in
pocCasneje razgrajujejo. 1z Slike 4.1 lahko razberemo tudi nastajanje bioplina v odvisnosti od
Casa. VecCina bioplina je namreC nastala v trinajstih dneh za vzorec VHA in v dvaindvajsetih
dneh za vzorec VHO. Po tem obdobju je bila proizvodnja bioplina minimalna. 1z tega lahko
razberemo zadrzevalni Cas vzorcev v reaktorju, ki je iz energetskega vidika Se smiseln, Ce
Zelimo tak proces prestaviti v vecje merilo.
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Slika 4.1: Celokupna proizvodnja bioplina izraZzena na liter testne meSanice.

KljuCnega pomena za proces anaerobne razgradnje je pozitivna energetska bilanca, kar
pomeni, da mora proizveden bioplin v procesu dati veC energije, kot je porabimo za
delovanje procesa. Pri minimalni proizvodnji bioplina pozitivne energetske bilance ni
mogoce doseCi. Za vzorec VHA lahko tako dolo¢imo potrebni zadrZevalni Cas trinajst dni in
za vzorec VHO triindvajset dni. Ce v procese anaerobne fermentacije dodajamo substrate,
katerih karakteristike se spreminjajo glede na Casovna obdobja, kot je bilo tudi v naSem
primeru, je tezko vnaprej doloCiti zadrzevalni Cas vzorcev v reaktorjih. S primerno opremo, s
katero lahko sproti spremljamo pretok nastalega bioplina in vsebnost posameznih plinov v
bioplinu, lahko zadrzevalni Cas doloCujemo sproti in tako zagotavljamo stabilnost in
ucinkovitost procesa. Vedno stremimo namre€ k ¢im krajSim zadrZevalnim €asom in ¢im
veCji organski obremenitvi procesa. Pri tem pa moramo upoStevati tudi ucinkovitost
redukcije organske snovi in dejstvo, da ravno na koncu procesa nastaja najve¢ metana.

Iz Slike 4.2 je razvidno, da ima pri vseh vzorcih dnevna proizvodnja bioplina dva vrhova. Ze
v prvem ali drugem dnevu fermentacije je opazen prvi vrh, nato proizvodnja malo pade in
sledi Se drugi vrh. Tak trend nastajanja bioplina je posledica karakteristike vzorcev. V
procesu se najprej porabijo preproste spojine, ki so na voljo mikroorganizmom, kot so
monosaharidi in amino kisline. Ko se porabijo lahko dostopne spojine, se v procesu zacne
proces hidrolize in acidifikacije. Mikroorganizmi po prilagoditveni fazi zaCnejo izlocati
encime, ki razgrajujejo polisaharide do monosaharidov, beljakovine do amino Kislin in dolgo
verizne mascobne kisline do kratko veriznih mascobnih kislin. Med procesom razgradnje se
tako zaCne ponoven dvig proizvodnje bioplina. S tem, ko je v reaktorju vse manj spojin, Ki
jih- mikroorganizmi lahko razgrajujejo, zacne tudi proizvodnja bioplina padati. Ko ostanejo v
substratu Se tezko dostopne spojine, ki jih organizmi v anaerobni fermentaciji ne morejo
predelati, se proizvodnja plina popolnoma ustavi.
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Slika 4.2: Dnevna proizvodnja bioplina za preizkuSane vzorce v sistemu AMPTS.

Slika 4.3 prikazuje bioplinski potencial, izraZzen z vsebnostjo organske snovi posameznega
vzorca 0z. organsko obremenitvijo posameznega reaktorja. Pri tem se za proizvodnjo
bioplina upoSteva upad organske snovi med procesom. Tako izrazeni rezultati so najlazje

primerljivi z rezultati drugih raziskovalcev.
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Slika 4.3: Bioplinski potencial vzorcev izrazen na OS substratov.
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4.1.6 Biometanski potencial in redukcija OS in KPK

Biometanski potencial vzorca VHA znaSa 145,8 NmL CH,/g OSs in za VHO 120,7 NmL
CH4/g OS.. V primerjavi z vrednostmi iz literature sta ti vrednosti visji od vrednosti, ki jih
navajajo Brown idr. [15], ki navajajo biometanski potencial za vrtne odpadke 49,3 in 59,7
NmL CH,4/g OSs. Vrtni odpadki so v njihovem primeru sestavljeni iz trave, listja in vej, Ki
nastanejo v gospodinjstvih, obCinah in druzbah za urejanje okolja, kar predstavlja sestavo
substratov zelo podobno sestavi substratov, uporabljenih v predstavljeni Studiji.

Pri primerjavi biometanskih potencialov med substrati, ki niso preras¢eni z gobo in substrati,
prerasCenimi z gobo, smo ugotovili, da se je biometanski potencial substratov, preras¢enih z
micelijem glive P. ostreatus, zelo zniZal glede na vrednosti biometanskega potenciala za LB.
Vrednost biometanskega potenciala je bila tudi nizja za substrat na katerem je bila gojena
goba 114 dni od tistega na katerem je bila gojena 79 dni. Iz tega lahko sklepamo, da se z
daljSim Casovnim obdobjem gojenja bukovega ostrigarja, biometanski potencial substrata
zniZzuje. Tak rezultat je posledica razraS€anja micelija. Dalj Casa kot je micelij prisoten na
substratu, veC organskih komponent porabi za lastno rast in manj jih ostane za
mikroorganizme v procesu anaerobne fermentacije (Tabela 4.6).

Na vzorcih 1ZO1 in 1Z02 je bila goba gojena 66 dni, vendar smo zaznali razli¢no intenziteto
rasti micelija, kar je bilo vidno v primeru SibkejSe rasti kot redka prepletenost micelija s
substratom in v primeru aktivne rasti kot gosta prepletenost micelija s substratom. Ta razlika
v intenziteti rasti micelija ni bistveno vplivala na vrednosti biometanskega potenciala.
Biometanski potencial za vzorec 1ZO1 je bil 62,0 NmL CH4/g OSs in za 1Z02 68,4 NmL
CHa/g OS;.

Tabela 4.6: Bioplinski in biometanski potencial substratov.

BPP/ BPP/ deleZ CH,4 BMP/ BMP/
Ve/ A
Vzorec (NmLL) (NmL/ (NmL/  vbioplinu/ (NmLcps/  (NmLcha/
g 0S) g KPK) (vol. %) g 0S) g KPK)
VHA 2150,14 215,81 152,94 67,6 145,80 103, 33
1ZAl 1193,71 119,80 85,47 65,6 78,60 56,08
I1ZA2 909,00 88,05 62,31 63,0 55,47 39,25
VHO 2010,86 201,83 145,13 59,8 120,66 86,77
1ZzO1 1090,57 105,58 72,98 58,7 61,99 42,85
1202 1063,93 103,06 74,00 66,3 68,37 49,09

1z rezultatov zbranih v Tabeli 4.7 lahko povzamemo, da se je najve¢ OS in KPK reduciralo v
vzorcih VHA in VHO, pri katerih je bila vsebnost OS in KPK v vhodnem substratu najvisja.
Prav tako je v teh vzorcih bila proizvodnja bioplina najvisja. S temi rezultati potrjujemo
pravilnost vrednosti biometanskih potencialov uporabljenih vzorcev. Visja kot je redukcija

e
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Tabela 4.7: Redukcija OS in KPK med procesom anaerobne fermentacije v sistemu AMPTS.

Vzorec OSred/(9/kQ) OS:ed/% KPKed/(9/L) KPKeg/%
VHA 5,28 57,8 9,33 58,43
IZAl 3,08 35,7 4,75 36,36
1ZA2 1,64 23,0 4,73 49,58
VHO 4,59 54,8 6,87 48,47
101 2,70 34,0 3,31 39,00
1202 2,21 33,2 3,45 32,92

4.1.7 lIzplen metana

Glede na to, da je teoretiCha vrednost izplena CH4; na reducirano koli¢ino 1 kg KPK
I; =350 NL, lahko iz rezultatov v Tabeli 4.8 razberemo, da je bil izplen pri preucevanih
vzorcih nizek. Predvidevamo, da je to posledica strukture vhodnih vzorcev, ki vsebujejo
celulozo, hemicelulozo in lignin. Teh spojin mikroorganizmi v procesu anaerobne

fermentacije niso sposobni razgraditi, medtem ko so zajete v koli¢ino KPK substrata.

Tabela 4.8:1zplen metana glede na reducirano KPK.

Vzorec leks/(NL CH4/kg KPK(eqg) 1/%
VHA 155,73 44,5
IZAl 164,84 47,1
1ZA2 121,05 34,6
VHO 175,11 50,0
1ZO1 193,20 55,20
1202 204,49 58,43
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4.1.8 lzkoristek proizvodnje metana

Tabela 4.9 prikazuje vrednosti izkoristka proizvodnje metana izraCunanega iz razmerja
kurilne vrednosti, ki nastane v procesu anaerobne razgradnje in kurilne vrednosti, ki jo imajo
vzorci uporabljeni pri testu AMPTS. Kurilne vrednosti metana za posamezen vzorec so bile
izracunane po enacbah opisanih v razdelku 3.2.1.6.

Ugotovili smo zelo nizke izkoristke proizvodnje metana, glede na kurilne vrednosti vzorcev
(Tabela 4.9). Iz rezultatov lahko zakljuCimo, da je za boljsSi izkoristek procesa potrebna

primerna predobdelava substratov.

Tabela 4.9: 1zkoristek proizvodnje metana.

zlan:

y —

A ————

Vzorec Fic's 77¢ cHa h /%
(Ma/kgs) (MJ Crigikys)
VHA 16,66 2,66 15,98
IZAl 15,81 1,19 7,52
IZA2 16,23 0,90 5,52
VHO 18,21 2,32 12,72
1ZO1 18,00 0,96 5,32
1202 18,10 0,95 5,22
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4.2 Anaerobna fermentacija v pilotnem sistemu

Najpomembnejsi rezultati in dognanja anaerobne fermentacije v pilotnem sistemu se
navezujejo na vpliv pretakanja izcedne vode na obravnavane parametre. Tako so v tem
razdelku podani rezultati anaerobne fermentacije LB v trdnem stanju in termofilnem
temperaturnem obmocju z vzpostavljenim kriznim pretakanjem izcedne vode med reaktorji.

Ceprav smo skupno obravnavali Sest vzorcev, so podani rezultati anaerobne fermentacije
enega vzorca, saj v pilotnem merilu prihaja do razlicno dolgega obdobja prilagajanja
mikroorganizmov. Obdobja obtakanja izcedne vode, ki se navezujejo na uravnavanje pH
vrednosti, so bila razlicno dolga, prav tako so bili razlicno dolgi tudi Casi fermentacije, ki
zavisijo od dnevne proizvodnje bioplina in od sestave bioplina. Predstavljeni rezultati
opisujejo povpreCen potek in rezultate anaerobne fermentacije LB v trdnem stanju z
obtakanjem izcedne vode.

4.2.1 Karakterizacija substratov na vhodu in izhodu procesa anaerobne
fermentacije

Iz rezultatov v Tabeli 4.10 je razvidno, da je delez organske snovi vhodnega vzorca (81,4 %
SS) vi§ji od deleZa organske snovi izhodnega vzorca (64,7 % SS). ZniZzanje deleZa organske
snovi je posledica pretvorbe organske snovi v bioplin med procesom anaerobne fermentacije.

Karakterizacija substrata nam je omogocCila tudi izraCun C:N razmerja iz rezultatov za
vhodni vzorec. Uravnavanje razmerja C:N je kljuCnega pomena za rast bakterij. Splosno
velja, da je optimalno razmerje C:N za anaerobno fermentacijo med 20 in 30. Za naS
raziskovani vzorec je bilo razmerje C:N 62. Tudi Brown idr. [15] so imeli podobne vrednosti
C:N pri fermentaciji v trdnem stanju za razlicne LB substrate. C:N razmerje za vrtne
odpadke je bilo 55,3. Z dodajanjem dusika bi lahko znizali primanjkljaj hranil za bakterijsko
zdruzbo, vendar bi dodajanje duSika predstavljalo dodaten stroSek. BoljSa reSitev bi bila
meSanje z dusSikom bogatega substrata k LB.

Tabela 4.10: Vsebnost SS, OS, pH, dusika po Kjeldahlu in celotnega organskega ogljika v vhodnem
in izhodnem vzorcu anaerobne fermentacije.

Vrorec (Z/Skg ((;/S;( ; 0S/ " TKN/  TOC/
vzorca) vzorca) % SS % SS % SS

LBy 338,5 275,5 81,4 5,82 0,59 36,6

LBi, 336,0 217,3 64,7 7,92 0,60 31,2
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4.2.2 Temperaturni profil v reaktorjih med procesom anaerobne fermentacije

Temperatura v reaktorjih je dnevno nihala za 2 do 3 °C (Slika 4.4). Temperature smo belezili
on-line s temperaturnimi senzorji, ki so bili postavljeni v sredini nasutega materiala v
reaktorjih. Temperatura se je belezila na procesorju, in sicer je bila temperatura zabelezena
vsakih 5 min. Vzrok za nihanje v temperaturi je v obtakanju izcedne vode med reaktorji.
Izcedna voda se je zbirala na dnu reaktorjev, kjer je predvsem dno reaktorja predstavljalo
velik vir toplotnih izgub, kar se je izrazilo pri nizji temperaturi izcedne vode. Ker smo
izcedno vodo pretakali direktno med reaktorji, je to pomenilo, da smo segreti material v
reaktorju s pretakanjem izcedne vode nekoliko ohladili, vendar se je temperatura v
naslednjih urah ponovno dvignila. Kljub rahlemu temperaturnemu nihanju, smo bili vedno v
obmocju termofilnega delovanja anaerobne fermentacije. 1z rezultatov proizvodnje bioplina
in sestave bioplina ni bilo zaznati negativnega vpliva temperaturnega nihanja nasutega
substrata v reaktorju. Rezultati temperaturnega profila v reaktorjih nakazujejo na
pomanjkljivost pilotnega sistema, ki se nanasa na izolacijo reaktorjev. Dno reaktorjev ni bilo
zadostno izolirano, hkrati bi morale tudi grelne kaCe segati do dna reaktorja, da bi bilo
zagotovljeno tudi segrevanje izcedne vode.

60
—— 1. reaktor
— 2. reaktor
o8 - 3. reaktor

7rC

46
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Slika 4.4: Temperatura v reaktorjih pilotnega sistema med procesom anaerobne fermentacije v
termofilnem temperaturnem obmocju.
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4.2.3 Vpliv pretakanje izcedne vode na pH vrednosti izcedne vode

Iz rezultatov na Sliki 4.5 lahko razberemo nizko pH vrednost izcedne vode v zaCetku
procesa, hiter dvig pH vrednosti do pH vrednosti 7 ali Se viSje. Proti koncu krivulj pH
vrednosti je viden ponovni padec vrednosti. Hiter dvig pH vrednosti v zaCetku procesa
posameznega reaktorja je posledica pretoka izcedne vode med starim in novim reaktorjem. V
zaCetni fazi smo v novi reaktor uvedli izcedno vodo z visoko pH vrednostjo, hkrati so se
hlapne mascobne kisline, ki so prisotne v izcedni vodi in zniZujejo pH vrednost, odvedle iz
novega reaktorja v stari reaktor. Na tak naCin smo dosegli hitro stabilizacijo v procesu, kar je
posledica hitrega dviga vrednosti pH izcedne vode. Drugi, manjSi padec pH vrednosti je
posledica drugega pretoka izcedne vode, ko je v reaktor uvedena izcedna voda iz novega
reaktorja z nizko vrednostjo pH. Vrednost pH se po koncCani fazi drugega kriznega pretoka
ponovno dvigne in stabilizira, saj je v tej stopnji v procesu Ze potekla metanogena faza, kar
pomeni, da je v sistemu mnogo aktivnih mikroorganizmov, ki zlahka razgradijo spojine, Ki
SO S svezo izcedno vodo uvedene v stari reaktor.
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Slika 4.5: Vrednost pH izcedne vode v reaktorjih anaerobne fermentacije iz dveh zaporednih serij.

pH

Na Sliki 4.5 so predstavljene pH vrednosti v reaktorjih pilotnega sistema. Predstavljeni sta
dve zaporedni seriji, v vsaki seriji so obratovali trije reaktorji. Reaktorji so se v proces
vkljuCevali s ¢asovnim zamikom zaradi pretakanja izcedne vode med reaktorji, ki so bili v
razlicnih fazah procesa.
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4.2.4 Vpliv pretakanja izcedne vode na sestavo bioplina

1z Slike 4.6 je razviden hiter dvig vsebnosti CO,. Z narascajoCim delezem CH, je zacel delez
CO; v bioplinu upadati do nivoja, ko se je ustalil pri vsebnosti med 40 % in 50 %. Po
stabilizaciji procesa anaerobne fermentacije je bil delez CH,4 v bioplinu med 50 % in 60 %.
Med posameznimi reaktorji ni vidnih vecjih odstopanj v vsebnosti CO, in CH4 v bioplinu.
Enako kot pri vrednostih pH v izcedni vodi, je tudi pri delezih CO, in CH,4 zaznati vpliv
pretakanja izcedne vode med reaktorji, kar je zaznati v zelo hitri rasti vsebnosti CH,; v
bioplinu v zacetni fazi, ko se v reaktorju izmenja sveza izcedna voda z izcedno vodo iz
starega reaktorja. Ta krizni pretok pripomore k hitrejSemu zagonu anaerobne fermentacije in
k preprecitvi zakisanja reaktorja. Pri vseh reaktorjih je viden porast vsebnosti metana v
bioplinu v zadnji fazi obratovanja reaktorja. Porast v tej fazi je posledica drugega pretoka
izcedne vode. Pri tem pretoku je t.i. zrela izcedna voda izmenjana z izcedno vodo v
reaktorjih, ki je v zaCetni fazi zagona procesa. Ker se iz sveZega materiala prenesejo v
reaktor, pri katerem se proces anaerobne fermentacije Ze koncCuje, sveza hranila in
mikroorganizmi, se vsebnost metana ponovno poveCa. Enak trend je zaznati tudi pri
vsebnosti H,S v bioplinu, ki je prikazan na Sliki 4.7.
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Slika 4.6: Delez CH, in CO, v bioplinu iz reaktorjev anaerobne fermentacije 2 zaporednih serij.

Najvisja vsebnost H,S je bila v zaCetni fazi procesa, to je v stopnji hidrolize. V tej stopnji se
razgrajuje organski material v osnovne gradnike. Prisotnost Zvepla je vezana v strukturi
proteinov, ki so prisotni v organskem materialu. Encimi mikroorganizmov tako razgradijo
proteine med drugim tudi do H,S. Po zacCetni fazi pade vsebnost H,S na minimalne
vrednosti, nekoliko naraste v drugi fazi pretoka izcedne vode, kar je posledica prisotnih
proteinov v svezi izcedni vodi, ki se v starem reaktorju razgradijo (Slika 4.7).
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Slika 4.7: Vsebnost H,S v enem reaktorju pilotnega sistema anaerobne fermentacije.

Slika 4.8 prikazuje vpliv pretakanja izcedne vode na vrednosti pH izcedne vode ter vsebnosti
CO; in CH4 v bioplinu. Z zdruzitvijo pH vrednosti in sestavo bioplina na istem grafu, ter
nazorno dolocitvijo faz pretoka izcedne vode, je vpliv pretoka izcedne vode Se bolj nazorno
prikazan. Predstavljeni rezultati so iz 3. reaktorja 1. serije, ki so prikazani tudi na Sliki 4.5 in
Sliki 4.6.

S Crtkanimi Crtami so nazorno prikazana faze, v katerih smo izvajali pretakanje izcedne
vode. V vmesni fazi med pretokoma izcedne vode smo tudi izvajali pretakanje izcedne vode
kot je prikazano na skici iz Slike 3.7. V tej fazi je sestava bioplina konstantna, prav tako je
konstantna tudi vrednost pH v izcedni vodi. Na Sliki 4.8 je to obdobje med 14. in 42. dnem
obratovanja procesa. V tej fazi se izcedna voda pretaka iz dna reaktorja na vrh reaktorja, kjer
se preko namakalne zanke enakomerno razprSi po nasutem substratu v reaktorju. Glavni
namen obtakanja izcedne vode v aktivnem reaktorju je vzdrZevanje vlage v procesu in
enakomerna porazdelitev hranil in mikroorganizmov. Pretakanje izcedne vode ne vpliva
samo na sestavo bioplina in vrednost pH v izcedni vodi, ampak tudi na koli€ino nastalega
bioplina posameznega reaktorja.
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Slika 4.8. Vpliv pretakanja izcedne vode na vrednost pH v izcedni vodi in na deleze CO, in CH, v
bioplinu.
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4.2.5 Redukcija OS in celokupna proizvodnja bioplina v reaktorju pilotnega
sistema

Ker smo dnevno spremljali volumen nastalega bioplina in sestavo plinov v bioplinu, smo

proizvodnjo biometana preracunavali na osnovi dnevnih podatkov analize sestave bioplina.

Celokupna proizvodnja biometana tako predstavlja seStevek dnevnih izraCunavanj, in sicer

znaSa 3225,0 L (Tabela 4.11)

Tabela 4.11: Redukcija OS in celokupna proizvodnja bioplina in metana v reaktorju pilotnega
sistema.

Reaktor OSreq /(9/kQ) OSieq 1% Vg /L Vena /L

3. reaktor (1) 58,2 21,1 3225,0 1732,7

Tako kot pri vsebnosti pH v izcedni vodi in pri sestavi bioplina, se vpliv pretakanja izcedne
vode pozna tudi pri proizvodnji bioplina. Dnevna proizvodnja bioplina iz 52 kg nasutega
bil zabeleZen takoj po prekinitvi prvega kriznega pretakanja izcedne vode. Po uspeSnem
zagonu procesa Vv reaktorju, se je po 14. dneh zacCela intenzivna metanogena faza, kar je
razvidno iz visoke dnevne proizvodnje bioplina, visokem delezu metana v bioplinu (55 %) in
vrednost pH izcedne vode, ki se je ustalila na vrednosti 7. Do 41. dneva procesa, to je do
drugega pretoka izcedne vode, je bila proizvodnja bioplina 2900 L in proizvodnja biometana
1560,9 L. Brez drugega pretoka bi se koliCina proizvedenega bioplina le Se minimalno
povecala, saj je bila dnevna proizvodnja bioplina 42. dan fermentacije le 5 L. Z uvedenim
drugim pretokom izcedne vode se je proizvodnja bioplina ponovno povecala vse do 45
L/dan.
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Slika 4.9: Dnevna in kontinuirana proizvodnja bioplina in metana v reaktorju pilotnega sistema.
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4.2.6 Bioplinski in biometanski potencial

V procesu anaerobne fermentacije v trdnem stanju in pri termofilnem temperaturnem rezimu
je nastalo Vcus = 33,32 L CH4/kg substrata, kar predstavlja BMP = 120,95 L CH4/kg OS pri
zadrzevalnem cCasu substrata v reaktorju 56 dni. Adhiraki idr. [14] so dosegli s trdno
fermentacijo pri termofilnem temperaturnem nivoju ter obtakanju izcedne vode, proizvodnjo
metana 143 L/kg OS. Za substrat je bila uporabljena organska frakcija komunalnih
odpadkov. Proces je potekal 76 dni. Fernandez idr. [103] so v svoji Studiji dosegli
proizvodnjo metana 110 L/kg OS. Fermentirali so loceno zbrano organsko frakcijo
komunalnih odpadkov z vsebnostjo SS 20 % pri mezofilnem temperaturnem rezimu. Po 30.
dneh so Brown idr. [15] s fermentacijo v trdnem stanju in mezofilnem temperaturnem nivoju
dosegli naslednje proizvodnje biometana za obravnavane substrate: 123, 9 L/kg OS za
pSenicno slamo, 75,3 L/kg OS za listje, 49,3 L/kg OS za vrtne odpadke (veje in listje), 46,9
L/kg OS za javorjev les in 17 L/kg OS za borov les. Pri primerjavi doseZenega rezultata nase
Studije z dognanji drugih smo ugotovili, da je proizvodnja biometana podobna kot jo
navajajo drugi avtorji za organsko frakcijo komunalnih odpadkov, ki predstavlja skupek
razlicnih organskih materialov. Metanski potenciali lesa posameznih lesnih vrst so veliko
niZji od potenciala organske frakcije.

BMP do drugega pretoka izcedne vode je znaSal 108,96 L/kg OS, z drugim pretokom se je
BMP povecal za 11 % (120,95 L/kg OS).

Tabela 4.12: Bioplinski (BPP) in biometanski potencial (BMP) LB v pilotnem sistemu.

do 2. pretoka izcedne vode

Reaktor Ve/ Vera/ BPP/ BMP/ BPP / BMP /
(L/kg) (Llkg)  (L/kgOS) (L/kg OS)
(L/kg 0S) (L/kg OS)

3. reaktor (1) 63,02 33,32 225,11 120,95 202,43 108,96
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4.2.7 Vsebnost KPK, celotnega dusika, celotnega organskega ogljika, alkalnosti in
hlapnih mascobnih kislin v izcedni vodi

Pretakanje izcedne vode ni imelo vpliva na vsebnost dusika v izcedni vodi, kot tudi ne na
alkalnost, ki se je konstantno povecevala s Casom obratovanja reaktorja, ne glede na pretoke
izcedne vode. Vpliv pretakanje izcedne vode je bil viden pri spreminjanju koliCine hlapnih
masScobnih Kkislin v izcedni vodi v razlicni fazi procesa anaerobne fermentacije. V prvi fazi je
koli¢ina hlapnih mascobnih kislin zelo narasla, kot posledica razpada dolgoveriznih
masScobnih Kislin. Hiter padec koncentracije hlapnih mascobnih kislin v zacetku procesa je
eden od znakov stabilnosti procesa. Vsekakor pa k tej stabilnosti pripomore tudi pretakanje
izcedne vode. Drugi pretok izcedne vode je le minimalno vplival na spremembo
koncentracije hlapnih mascobnih kislin. Podroben pregled koncentracij posameznih hlapnih
masScobnih Kislin je predstavljen na Sliki 4.11. Najvecji vpliv pretakanja izcedne vode je
viden pri vsebnosti KPK in celotnega organskega ogljika v izcedni vodi. Oba parametra sta
merilo za vsebnost organske snovi v procesu, 0z. raztopljenih enostavnih organskih spojin,
ki jih mikroorganizmi najlazje predelajo v bioplin. Glede na potek anaerobne fermentacije,
se tako KPK, kot koncentracija celotnega organskega ogljika nizata s podaljSevanjem
zadrzevalnega Casa substrata v reaktorju. Padec organske snovi se dogaja simultano z
najvisjo dnevno proizvodnja bioplina in najvisjo vsebnostjo biometana v bioplinu. Vsebnost
KPK v izcedni vodi je tudi po zaustavitvi procesa po 56. dneh ostala visoka, in sicer 6220
mg/L. Podobna koncentracija je bila tudi pred drugim pretokom izcedne vode. 1z rezultata
sklepamo, da so se v izcedno vodo iz substrata izprale tudi kompleksnejSe spojine
organskega materiala, ki ga mikroorganizmi niso sposobni predelati v bioplin (Slika 4.10).
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Slika 4.10: Vsebnost KPK, dusika, ogljika in alkalnosti v izcedni vodi.
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Najvisjo vsebnost med hlapnimi masc¢obnimi kislinami dosegata ocetna in maslena kislina v
zaCetni fazi procesa anaerobne fermentacije. Po procesu acidifikacije se je proces popolnoma
stabiliziral in pri optimalnem, stabilnem delovanju procesa anaerobne fermentacije, so ostale
koncentracije vseh hlapnih mascobnih kislin nizke do konca procesa, koncentracije so se le
minimalno dvignile ob drugem pretoku izcedne vode (Slika 4.11).
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Slika 4.11: Vsebnost hlapnih mas€obnih kislin v izcedni vodi.
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4.2.8 Kurilna vrednost metana in energetska bilanca pilotnega sistema

Kurilna vrednost proizvedenega metana je nizka v primerjavi s kurilno vrednostjo substrata.
Iz primerjave z rezultati iz sistema AMPTS lahko razberemo, da smo iz substratov, na
katerih ni rastla goba, pridobili veC energije v obliki proizvedenega metana. Za vzorce iz
sistema AMPTS smo dobili priblizno 2 kratno koli€ino proizvedene energije (2,66 in 2,32
MJ/Kgsubstrata) V Primerjavi z rezultatom iz pilotne serije poskusov (1,22 MJ/KQsubstrata) (Tabela
4.13).

Tabela 4.13: Kurilna vrednost in izkoristek vzorca anaerobne fermentacije v trdnem stanju.

Vzorec AHcs/ AHe cny/ h 1%
(MJ/KGsubstrata) (MJ/KQsubstrata)
3. reaktor (1) 17,44 1,22 7,00

Pri vseh vzorcih, prerascenih z glivo, je bila kurilna vrednost proizvedenega metana nizja od
vrednosti pridobljene iz pilotnega sistema. Predvidevamo, da so razlike v doprinosu kurilne
vrednosti posledica razlicne obremenitve reaktorjev (tekoCa, trdna fermentacija), v sistemu
AMPTS je bilo vpeljano mehansko meSanje reakcijske brozge in sistem smo zagnali z
aktivno anaerobno zdruzbo. Pilotni sistem je deloval brez mehanskega meSanja, anaerobno
zdruzbo smo vzdrzevali z obtakanjem izcedne vode med reaktorji, v reaktorje ni bila dodana
eksterna anaerobna zdruzba. Tudi temperaturni nivo delovanja obeh sistemov je bil razlicen.
Predpostavljamo, da je k viSji donosnosti sistema AMPTS prispevala tudi mehanska
predobdelava substratov, saj smo vzorce za uporabo v sistemu AMPTS fino zmleli, medtem
ko so bili vzorci za pilotni sistem mnogo vecji, saj so bili zdrobljeni le z vrtnim drobilnikom.
S sistemom AMPTS pridobimo podatke o maksimalni proizvodnji biometana, ki je mogoca
za posamezen vzorec. Pilotni sistem posnema obratovanje sistema v industrijskem merilu a v
manjSem volumnu.

Pri obratovanju pilotnega sistema smo spremljali porabo elektriCne energije pri obratovanju
vrtnega drobilnika, s katerim smo mleli LB, pri obratovanju procesa smo merili porabljeno
elektricno energijo za delovanje elektricnih grelnih kablov, pretakanja izcedne vode in on-
line belezenje temperature ter delovanje prenosnega merilnika za analizo vsebnosti plinov.

Za obratovanje reaktorja, katerega delovanje smo podrobno predstavili v prejSnjih razdelkih,
smo izracunali celotno porabo elektri¢ne energije, ki smo jo porabili za delovanje reaktorja v
56. dneh. Celotna poraba energije je znasala 120 kWh. Od tega so najvecji porabnik
elektricni grelni kabli, katerih poraba predstavlja kar 99 % celotne porabe elektricne
energije. Zraven grelnih kablov je bil na elektricno omrezje neprekinjeno priklopljen Se
sistem beleZenja temperatur v reaktorjih. Crpalke za pretakanje izcedne vode so delovale
zgolj 1 min/dan, saj smo pretok izcedne vode vrsili enkrat dnevno. Enkrat na dan smo
spremljali tudi sestavo bioplina. Porabljena elektricna energija pretvorjena v MJ predstavlja
435 MJ porabljene energije za obratovanje enega reaktorja v sistemu.
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Iz rezultatov energetske bilance je razvidno, da deluje reaktor pilotnega sistema z veliko
izgubo. Vzrok za to je v viru ogrevanja reaktorja, saj grelni kabli predstavljajo velikega
porabnika elektricne energije. Glavni namen vzpostavitve pilotnega sistema je bila Studija
moznosti proizvodnje bioplina iz LB in vpliva pretakanja izcedne vode na proizvodnjo
bioplina iz LB. Pilotni sistem je bil sestavljen za doseganje optimalne strukture procesa. Na
tem nivoju poraba elektricne energije ni tako pomembna, kot je pri vzpostavitvi anaerobne
fermentacije na industrijskem merilu, na katerem se morajo preuciti vsi prenosi toplote, Ki
jih lahko koristno uporabimo pri nacrtovanju procesa, vsekakor pa mora veljati nacelo
pozitivne energetske bilance, da je proces ekonomsko upravicen (Tabela 4.14).

Tabela 4.14: Energetska bilanca reaktorja iz pilotnega sistema.

poraba proizvodnja razlika

Ad/MJ 435 63 -372

Kot smo ugotovili iz rezultatov iz sistema AMPTS, gojenje glive direktno na substrate pri
pogojih uporabljenih v nasi Studiji, z namenom bioloSke predobdelave, ni prineslo pozitivnih
rezultatov na proizvodnjo bioplina. Alternativo direktnemu gojenju glive na LB substratih
predstavlja uporaba njihovih encimov z namenom razgradnje kompleksnih spojin
organskega materiala pred procesom anaerobne fermentacije, ki vplivajo na boljsi izkoristek
procesa anaerobne fermentacije LB. Na svetovnem trzis¢u dosegajo encimi visoke cene, zato
je nakup encimov za izboljSanje hidrolize v procesu anaerobne fermentacije ekonomsko
neupravicen stroSek. Iz tega stalis¢a smo v nadaljevanju nase raziskave sami vzgojili glivo P.
ostreatus, ekstrahirali encime, jim doloCili encimske aktivnosti ter v zadnji fazi primerjali
ucinkovitost razgradnje LB in ostanka po fermentaciji z ekstrahirano meSanico encimov ter z
dvema kupljenima komercialnima encimoma. Rezultati eksperimentov, povezanih z
gojenjem glive, ekstrakcije encimov, doloCevanje encimskih aktivnosti in encimske hidrolize
so predstavljeni v naslednjih razdelkih.
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4.3 Rast glive na razlicnih mesanicah PO in LB

.....

(PO3), Kkjer vrednost 100 pomeni 5 g suhe snovi uporabljene biomase za gojise. Vsako
gojisce smo dobro premesali pred dodatkom rastnega medija.

Hitrost rasti glive smo spremljali dnevno vseh 20 dni inkubacije pri statiCnih pogojih, brez
uporabljenimi v nasi Studiji. Po inkubaciji gojis¢ z vcepki gliv smo zaznali najintenzivnejso
rast micelija po treh dneh na gojisCu POL. V nasprotju je bila rast micelija po treh dneh na
gojiscu PO3 komaj zaznavna. V naslednjih dneh je bila rast glive zelo intenzivna, po Sestih
dneh je ze bila pokrita celotna povrsina PO1 gojisCa, sedmi dan je bila pokrita povrsina na
delez LB. V naslednjih dneh je bila zaznana rast micelija tudi v globino gojis¢a, po
petnajstih dneh je gliva prerasla celotno gojis¢e na vseh PO substratih. Med paralelkami
posameznega gojisca je bila rast micelija zelo skladna. 1z hitrosti rasti micelija smo lahko
razbrali, da poveCevanje deleza LB v gojiSCu ne stimulira rasti micelija glive P. ostreatus,
kar smo potrdili tudi z analizami encimov iz ekstraktov, saj smo najvisje vrednosti encimskih
aktivnosti zabeleZili za gojisCe POL, kjer je potekala rast glive najintenzivnejSe. Razlike v
rasti glive so predstavljene tudi na Sliki 4.12.

v

desetih dneh inkubacije za gojis¢e POL.

4.4 Vpliv sestave substrata in inkubacijskega ¢asa na encimske aktivnosti

Kot smo sklepali ze iz razlik med razlicnimi hitrostmi rasti micelija pri razlicnih substratih,
smo iz rezultatov encimskih aktivnosti ugotovili razlike tudi pri proizvodnji encimov za
razliCne substrate. Hitrost rasti micelija je bila sorazmerna s proizvodnjo encimov. Najvisje
aktivnosti encimov smo namreC zaznali na substratu PO1, kjer je bila rast micelija
najintenzivnejSa. Slika 4.13, Slika 4.14, Slika 4.15, Slika 4.16, Slika 4.17, Slika 4.18 in Slika
4.19 podajajo vpliv inkubacijskega Casa na encimske aktivnosti FPaz, CMCaz, -glukozidaz
in ksilanaz za gojisca PO1, PO2 in PO3. Slika 4.20 prikazuje aktivnost lakaz v odvisnosti od
Casa za gojis¢a PO1, PO2 in PO3.
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Slika 4.13: Encimske aktivnosti FPaz, CMCaz, -glukozidaz in ksilanaz doseZene pri gojenju P.
ostreatus na PO1 gojiscu.
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Slika 4.14: Encimske aktivnosti FPaz, CMCaz, -glukozidaz in ksilanaz doseZene pri gojenju P.
ostreatus na PO2 gojiscu.
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Slika 4.15: Encimske aktivnosti FPaz, CMCaz, 3-glukozidaz in ksilanaz doseZene pri gojenju P.
ostreatus na PO3 gojiscu.

Vrednosti encimskih aktivnosti FPaz so bile nizke za vse tri uporabljene substrate pri gojenju
glive P. ostreatus. NajviSja dosezena vrednost je bila dosezena 15. dan gojenja pri substratu
PO2, ko je bila encimska aktivnost FPaz 37,5 U/L (Slika 4.14 in Slika 4.16).
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Slika 4.16: Encimske aktivnosti FPaz doseZene pri gojenju P. ostreatus na PO1, PO2 in PO3
gojiscih.
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Najvisjo aktivnost CMCaz smo zabeleZili na substratu PO1 (Slika 4.13 in Slika 4.17) po 13.
dneh gojenja, ko je bila aktivnost 221,7 U/L. Proizvodnja CMCaz se je poveCevala z
inkubacijskim ¢asom vse do 13. dneva za substrata PO1 (Slika 4.13 in Slika 4.17) in PO3
(Slika 4.15 in Slika 4.17) in do 15. dneva za substrat PO2 (Slika 4.14 in Slika 4.17), ko je
aktivnost dosegla najvisjo raven, nato je zaCela aktivnost z nadaljevanjem inkubacijskega
Casa padati. Maksimalne vrednosti CMCaz za PO2 (150,7 U/L) in PO3 (116,7 U/L) substrata
so bile niZje v primerjavi z doseZzeno maksimalno aktivnostjo za PO1 substrat.
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Slika 4.17: Encimske aktivnosti CMCaz doseZene pri gojenju P. ostreatus na PO1, PO2 in PO3
gojiscih.

Aktivnosti B-glukozidaz so se v odvisnosti od inkubacijskega Casa obnaSale podobno kot
aktivnosti CMCaz, vendar na nizji ravni. Najvisjo aktivnost -glukozidaz smo dolocili 20.
dan fermentacije pri substratu PO1 (Slika 4.13 in Slika 4.18), in sicer je bila maksimalna
vrednost 83,0 U/L. Vrednosti aktivnosti B-glukozidaz pri substratin PO2 in PO3 so bile na
nizji ravni v primerjavi z aktivnostmi pri substratu PO1.

76



Razgradnja lignocelulozne biomase z glivo Pleurotus ostreatus pred procesom anaerobne
fermentacije v trdnem stanju

100

—e— PO1
—v— PO2

Aktivnost (3 -glukozidaz /(U/L)

T T T ¥ T T T T T T T

0] 2 4 5] 8 10 12 14 16 18 20
t/dan

Slika 4.18: Encimske aktivnosti [ - glukozidaz doseZene pri gojenju P. ostreatus na PO1, PO2 in

Vrednosti aktivnosti celulaz izrazene kot FPaze, B-glukozidaze in CMCaze so bile najvisje z
uporabo gojis€a PO1, pri katerem smo k PO dodali 20 % LB, kar je najmanjSi odstotek
dodane LB v primerjavi z gojis¢ema PO2 in PO3 (Slika 4.13 do Slika 4.18). 1z rezultatov
vpliva na proizvodnjo celulitiCnih encimov, kar se je odrazalo v nizjih encimskih aktivnostih
celulaz za gojis¢a PO2 in PO3 v primerjavi z gojis¢em POL.

Rana idr. [104] so raziskovali rast gliv in proizvodnjo lignocelulitiCnih encimov Stirih vrst
rasti glive je podoben obnaSanju rasti micelija v nasi raziskavi, gliva je popolnoma prerasla
substrat listov Cajevca v 8. dneh. V vseh obravnavanih vrstah Pleurotus so bile aktivnosti
celuliticnih encimov zelo nizke v primerjavi z vrstami Agaricus, nasprotno so pri vrstah
Pleurotus dokazali najvisje aktivnosti lakaz. Kurt in Buyukalaca [105] sta Studirala
sposobnost proizvodnje lakaz in CMCaz z glivama P. ostreatus in P. sajor-cajo na razli¢nih

.....

.....

.....

Pri proizvodnji ksilanaz smo zaznali najvisje aktivnosti v zgodnji fazi gojenja glive. Najvisja
vrednost na gojisCu PO1 je bila dosezena 6. dan inkubacije z vrednostjo 282,4 U/L (Slika
4.13 in Slika 4.19), na gojiscu PO2 je bila najvisja aktivnost 237,1 U/L (Slika 4.14 in Slika
4.19) prav tako po 6. dneh gojenja glive P. osteratus. V primeru uporabljenega PO3 gojisCa,
je bila najvisja aktivnost ksilanaz dosezena 3. dan inkubacije, in sicer je bila takrat aktivnost
233,6 U/L (Slika 4.15 in Slika 4.19). Po dosegu maksimalne vrednosti proizvodnje ksilanaz,
je le ta pocCasi padala s podaljSevanjem inkubacijskega Casa rasti micelija.
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Slika 4.19: Encimske aktivnosti ksilanaz dosezene pri gojenju P. ostreatus na PO1, PO2 in PO3
gojiscih.

V Studijah drugih raziskovalcev se najveCkrat pojavi proizvodnja ksilanaz z uporabo
razlicnih inducerjev, ki spodbujajo proizvodnjo ksilanaz. Kyu idr. [106] so dokazali, da je
lahko proizvodnja ksilanaz poveCana z dodatkom kombinacije netopnega ksilana in topnega
sladkorja D-arabinoze. Dodatek D-arabinoze k ksilanu so namre€ uporabili kot gojisCe, s
katerim so pridobili visoke aktivnosti ksilanaz. Qinnghe idr. [54] so dokazali veliko visje
vrednosti aktivnosti ksilanaz (19,98 U/L), kot so bile vrednosti dokazane v naSi Studiji.
Dokazali so, da ima dusik velik vpliv na proizvodnja ksilanaz. Med razli¢nimi anorganskimi
in organskimi viri duSika, je bil pepton najboljsi stimulator pri proizvodnji ksilanaz.

Lakaze smo dolocali z uporabo ABTS kot substrata. Eksperimenti so bili izvedeni brez
dodatka bakra, ki velja za sprozitelja spodbujanja proizvodnje lakaz. Donos lakaz glive P.
proizvodnje lakaz smo doloCili na gojiscu PO1 8. dan inkubacije, ko je bila aktivnost lakaz
2920,0 U/L (Slika 4.20). Takrat je bila celotna povrsina gojis¢a pokrita z micelijem in rast
nizje, ravno tako pa so bile maksimalne vrednosti doseZzene v zaCetni fazi gojenja P.
ostreatus. Maksimalna vrednost za PO2 je bila 2226,7 U/L in za PO3 1558,3 U/L (Slika
4.20).

Mirsha in Kumar [101] sta ugotovila, da z ogljikom in duSikom bogate surovine, Ce so
meSane v pravem razmerju, dajejo optimalne pogoje za maksimalno proizvodnjo lakaz brez
dodatnih sproZiteljev. Verma in Madamwar [107] poroCata, da dajejo lignocelulozni
substrati, ki vsebujejo PO, najvisje aktivnosti lakaz in mangan peroksidaz pri uporabi trdnih
gojisC. Gupte idr. [108] so raziskovali potencial lignoceluloznih substratov za proizvodnjo
ligninoliticnih encimov z gojenjem Phanerocheate chrysosporium, P. ostreatus in Trametes

mevowe

bila maksimalna aktivnost zabelezena na zacCetku inkubacije, ko se je zaCela razgradnja
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lignina, nato je aktivnost nekoliko padla do konstantnega nivoja, medtem ko je nivo
razgradnje lignina ostal konstanten.

Lakaze so bile najbolje izrazen encim pri vseh uporabljenih substratih v Studiji. Ta rezultat je
skladen s splosno ugotovitvijo, da so lakaze zelo razSirjene pri glivah bele trohnobe.
Predvsem P. ostreatus, P. pulmonarius in Ganoderma lucidum so dobro raziskane glive bele
trohnobe in lakaze so v vecini primerov predstavljene kot glavni ligninoliticni encimi pri teh
vrstah gliv [109].
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Slika 4.20: Encimske aktivnosti lakaz doseZene pri gojenju P. ostreatus na PO1, PO2 in PO3
gojiscih.

Sposobnost proizvodnje lakaz pri razlicnih glivah bele trohnobe in na razli¢nih substratih je
bila ze obravnavana v mnogih Studijah. Zaradi visoke katalitske ucCinkovitosti in Sirokih
oksidativnih zmogljivosti so postale lakaze atraktivni, industrijsko pomembni encimi, Ki so
sposobni delignifikacije lesne pulpe, razbarvanja in detoksikacije odpadnih voda papirne
industrije, razgradnje toksicnih onesnazevalcev okolja in sinteti¢nih barvil, ki so karcinogena
in nevarna za okolje [110], [111].

Qi-he idr. [112] so raziskovali vpliv hkratne inkubacije dveh vrst gliv bele trohnobe na
proizvodnjo encimov, ki razgrajujejo lignin. Hkratna inkubacija Dichomitus squalens s P.
ostreatus stimulira proizvodnjo lakaz v primerjavi s proizvodnjo lakaz pri gojenju
monokultur. Pri vecini gojenj, tako kombinacij kot tudi monokultur, so doloCili najvisje
vrednosti proizvodnje lakaz v zacetni fazi gojenja gliv.

Iz pridobljenih rezultatov aktivnosti lakaz v nasi Studiji lahko zakljuCimo, da je proizvodnja
lakaz mocno odvisna od sestave gojiSca. Vrednosti aktivnosti lakaz so padale s povecanim
delezem LB v gojisCu, kar pomeni, da je dodatek LB v manjsi koliCini stimulativen za
proizvodnjo lakaz, medtem ko vecji deleZz LB v gojiSCu ne izzove proizvodnje lakaz.

PO zagotavljajo visjim glivam okolje, ki je podobno njihovemu naravnemu habitatu, ki
spodbuja rast micelija in verjetno stimulira izloCanje encimov, ki razgrajujejo lignin [113].
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PO so poceni in premalo izkorisCeni kmetijski stranski produkt. Beaugrand idr. [114] ter
Maes in Delcour [115] so karakterizirali kemijsko sestavo PO, in sicer so sestavljeni iz 30 %
hemiceluloze, 10 — 15 % celuloze, 10 — 20 % Skroba, 15 — 22 % proteinov in 4 — 8 % lignina
ter sledi komponent kot so kutin in lipidi. Predhodne Studije so pokazale, da vsebujejo PO
optimalno razmerje hranil, ki spodbujajo rast mnogih organizmov [116], [117].
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4.5 Optimizacija proizvodnje lakaz glive P. ostreatus z uporabo Taguchi
metode

4.5.1 Vpliv parametrov na aktivnost lakaz

Sestava substrata in sestava ter koncentracije posameznih komponent v rastnem mediju so
kljucnega pomena pri fermentaciji v trdnem stanju za proizvodnjo lakaz glive P. ostreatus.
aktivnosti lakaz na gojiscu, ki je vseboval 80 % PO in 20 % LB. Zraven tega so rezultati
pokazali najvisjo aktivnost lakaz 8. dan gojenja, ko je bila celotna povrsSina gojisc¢a pokrita z
micelijem glive. Aktivnost lakaz je povezana z rastjo micelija, aktivnost se povecCuje z rastjo
micelija, doseze vrh pri maksimalni rasti micelija in nato hitro pade [104]. Statisticno
optimizacijo faktorjev fermentacije v trdnem stanju za maksimiranje proizvodnje lakaz smo
izvedli z uporabo osmih fermentacijskih faktorjev na izbranih nivojih (Tabela 3.2), ki so bili
izbrani na osnovi preliminarne Studije. Za oceno vpliva procesnih parametrov na proizvodnjo
lakaz v fermentaciji v trdnem stanju, smo izvedli eksperimente z uporabo Taguchi L18
ortogonalne matrike. Eksperimenti so pokazali precejSnja nihanja v aktivnosti lakaz pri
razlicnih eksperimentalnih pogojih (Tabela 4.15). Glavni vplivi izbranih faktorjev in
dodeljenih nivojih na proizvodnjo lakaz so prikazani v Tabeli 4.16. MgSO,-7H,0 kaze
najvecji vpliv na nivoju 1, medtem ko imajo pH, glukoza, MnSQO,4-H,O najvecji vpliv na
nivoju 2. Na nivoju 3 je najvecCji vpliv izrazen z LB, kvasnim ekstraktom, peptonom in
vsebnosti 20 % LB v gojiScu s PO. Lignin je kljucni faktor, ki lahko vpliva na razlike pri
aktivnostih lakaz. Tinoco idr. [118] so ugotovili, da ima dodatek lignina v gojiS¢u mocan
pozitiven vpliv na proizvodnjo lakaz glive P. ostreatus. Pridobljeni rezultati kazejo, da je
aktivnost lakaz viSja pri pH 6 kot pri pH 5 (Tabela 4.16), kar so potrdili tudi Mikiashvili idr.
[119] in Periasamy idr. [120], ki so dosegli maksimalno proizvodnjo lakaz s pH 6
gojitvenega medija. pH vrednost je ena od glavnih operacijskih parametrov, ki vpliva precej
mocno na metabolne aktivnosti organizmov [121]. Moharid idr. [122] poroCajo o mocni
induktivnosti dodanih p3enic¢nih otrobov h gojitvenemu mediju, ki vplivajo na povisanje
aktivnosti lakaz. Kmetijski odpadni materiali, ki so v glavnem sestavljeni iz lignina, celuloze
in hemiceluloze, sluzijo kot glavni vir ogljika in energije za gojenje gliv iz rodu Pleurotus
[123]. Maksimalna aktivnost lakaz je dosegla vrednost 26,00 £ 0,98 U/g suhe snovi (U/g SS)
v eksperimentu Stevilka 17, kot je prikazano v Tabeli 4.15.
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NajniZja vrednost aktivnosti lakaz je doseZena na gojisCu 1, in sicer je bila aktivnost lakaz za
to gojisce 10,90 U/g SS, najvisja vrednost, 26,00 U/g SS, pa je bila dosezena na gojiscu 17.
Razlika med najnizjo in najvisjo vrednostjo aktivnosti lakaz je velika, kar nakazuje na to, da
je sestava gojiSCa in rastnega medija zelo pomembna pri gojenju gliv za proizvodnjo
encimov (Tabela 4.15).

Tabela 4.15: Eksperimentalni naCrt z uporabo Taguchi L18 ortogonalne matrike z rezultati aktivnosti
lakaz.

1 2 3 4 5 6 7 8 Aktivnost lakaz/

St.
eksperimenta (Ug S5)

Faktorji
1 1 1 1 1 1 1 1 1 10,90 + 0,36
2 1 1 2 2 2 2 2 2 17,79+ 0,44
3 1 1 3 3 3 3 3 3 16,49 £ 1,39
4 1 2 1 1 2 2 3 3 12,47 + 1,86
5 1 2 2 2 3 3 1 1 19,42 £ 0,14
6 1 2 3 3 1 1 2 2 14,66 + 0,76
7 1 3 1 2 1 3 2 3 20,21 £ 0,72
8 1 3 2 3 2 1 3 1 24,98 £ 0,63
9 1 3 3 1 3 2 1 2 21,80 £ 0,80
10 2 1 1 3 3 2 2 1 17,23 + 0,26
11 2 1 2 1 1 3 3 2 18,38 £ 0,36
12 2 1 3 2 2 1 1 3 16,35+ 1,39
13 2 2 1 2 3 1 3 2 16,39+ 0,41
14 2 2 2 3 1 2 1 3 20,95 + 1,86
15 2 2 3 1 2 3 2 1 14,01 + 1,86
16 2 3 1 3 2 3 1 2 24,73 + 0,68
17 2 3 2 1 3 1 2 3 26,00 £ 0,98
18 2 3 3 2 1 2 3 1 20,06 + 1,22

Razlika med nivojem 1 in nivojem 2 (N1 —N2) vsakega faktorja podaja relativni vpliv na
produkt. Vecja kot je razlika, mocnejsi je vpliv. Razlika med nivojem 1 in nivojem 2 je
predstavljena v Tabeli 4.16.

Med obravnavanimi faktorji je glukoza pokazala najmocnejsi vpliv (N2 —N1) v primerjavi z
ostalimi faktorji. PoviSanje vrednosti faktorjev kot so pH, LB, kvasni ekstrakt, pepton in
KH,PO, vplivajo na povecano proizvodnjo encima. V primeru glukoze in MnSO,4-H0O je bil

sy

aves

nivoju 1, povecanje vrednosti na nivo 2 in 3 je imelo za posledico niZjo donosnost lakaz.
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Tabela 4.16: Tabela srednjih vrednosti (“Vecje je boljse”).

Zap. §t.  Faktorji Nivol Nivo2 Nivo3 Mesto N2-N1
1 pH 17.64 19.34 5 1.70
2 LB/(%) 16.19 16.31 22.96 1 0.12
3 glukoza/(g/L) 16.99 21.25 17.23 2 4.26
4 kvasni ekstrakt/(g/L) 17.26 18.37 19.84 3 1.11
5 pepton/(g/L) 17.52 18.39 19.55 4 0.87
6 KH,PO,4/(g/L) 18.21 18.38 18.88 8 0.17
7 MgSO,-7H,0/(g/L) 19.02 18.32 18.13 7 -0.70
8 MnSO4-H,O/(g/L) 17.77 18.96 18.74 6 1.19

4.5.2 Analiza variance (ANOVA)

Prispevek posameznih faktorjev je kljucnega pomena za kontrolo izboljSanja proizvodnje
lakaz v fermentaciji v trdnem stanju. Za tak pristop smo uporabili ANOVO za analiziranje
rezultatov eksperimenta izvedenega po ortogonalni matriki in za doloCitev variacije glede na
vsak faktor.

Za rezultate dobljene z ANOVO, z odstotki prispevka posameznega faktorja, smo izvedli
analizo z znacilnostjo o = 0,05 (stopnja zaupanja 95 %). Ce je bila P — vrednost visja od 0,05
je bil prispevek tega faktorja nepomemben ali zanemarljiv. Rezultati kazejo, da so imeli
KH2PO,4, MgS0O,4:7H,0 in MnSO,4-H,0 zanemarljiv ucinek na proizvodnjo lakaz.

Odstotek prispevka smo izracunali za vsak posamezen faktor z razmerjem Ciste vsote in
skupne vsote kvadratov. Najvplivnejsi faktor je bila LB z 59,24 % vseh varianc v
eksperimentu, temu je sledila glukoza (22,61 %), kvasni ekstrakt (6,58 %), pH (4,30 %),
pepton (4,10 %), MnSO4-H,0 (1,59 %), MgSO,-7H,0 (0,87 %) in KH,PO, (0,47 %). Kot je
razvidno iz rezultatov, imata LB in glukoza glavni prispevek pri proizvodnji lakaz v
primerjavi z drugimi faktorji vkljuCenimi v eksperimentu. Ob tem lahko iz rezultatov
razberemo tudi, da imajo MnSO4-H,0, MgSO47H,0 in KH,PO,4 najnizji prispevek pri
proizvodnji lakaz, kar pa je skladno tudi s P-vrednostmi in dokazuje njihov zanemarljiv vpliv
na proizvodnjo lakaz. Proizvodnja lakaz glive P. ostreatus je mo¢no odvisna od virov ogljika
in duSika. Drugi dejavniki, o katerih so porocali v literaturi, ki vplivajo na poviSano
proizvodnjo lakaz v fermentaciji v trdnem stanju so Se kvasni ekstrakt, bakrov sulfat in
ferulna kislina pri uporabi sladkornega trsa kot substrata za gojisCe [124] (Tabela 4.17).
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Tabela 4.17: Analiza variance srednjih vrednosti (ANOVA)

Faktorji DF  Adj.SS Adj. MS Weg;mt Wegéost Prispevek/(%)

oH 1 13066 130662 3420 0028 4,30
LB/% 2 180,159 90,0795 23576 0,004 59,24
glukoza/(g/L) 2 68773 343864 90,00 0,011 22,61
kvasni ekstrakt/(g/L) 2 20,010 10,0051 26,19 0,037 6,58
pepton/(g/L) 2 12458 62289 1630 0,058 4,10
KHoPO/(g/L) 2 1435 07175 188 0347 0,47
MgSO.7TH,0/(g/L) 2 2633 13166 345 0,225 0,87
MnSO4-H,0/(g/L) 2 4831 24155 632 0,137 1,59
Napaka 2 0,764 0,3821 0,25
Skupno 17 304,129

Slika 4.21 prikazuje plastne diagrame, ki prikazujejo vpliv interakcije dveh faktorjev na
aktivnosti lakaz. 1zmed vseh moznih kombinacij faktorjev so predstavljeni plastni diagrami 4
medsebojnih interakcij dveh faktorjev, ki so pokazali najvecCji vpliv na aktivnost lakaz.
Predstavljene so interakcije med LB in glukozo, LB in peptonom, kvasnim ekstraktom in
peptonom ter glukozo in KH,PO, in njihov vpliv na proizvodnjo lakaz. 2D plastni diagrami
predstavljajo medsebojne povezave med dvema testiranima spremenljivkama in odnos med
odzivi in eksperimentalnimi nivoji posamezne spremenljivke. Razlicne oblike plastnih
diagramov prikazujejo razlicne interakcije med dvema spremenljivkama, temnejSa zelena
podrocja prikazujejo visje aktivnosti lakaz. Vpliv LB in glukoze na aktivnost lakaz prikazuje
Slika 4.21 a. 1z slike je razvidno, da je dosegla aktivnost lakaz najviSjo vrednost pri
¢ (glukoza) = 10 g/L in 20 % vsebnosti LB v gojiscu. To je v skladu z optimalnimi pogoji za
proizvodnjo lakaz, ki so predstavljeni v Tabeli 4.18, iz katere je razvidno, da ima najvecji
vpliv na proizvodnjo lakaz LB na nivoju 3 (20 %), sledi ji glukoza na nivoju 2 (10 g/L).
lakaz pri 20 % LB in c(pepton) = 12,5 g/L. Ceprav glukoza in KH,PO, vsak za sebe kaZeta
nizek prispevek k aktivnostim lakaz, Slika 4.21 ¢ prikazuje interakcije med glukozo in
KH2PO,, ki kaZe visoko aktivnost lakaz pri c(glukoze) = 10 g/L in ¢(KH,PO,4) = 1 g/L. Tudi
interakcija med kvasnim ekstraktom (¢ = 6 g/L) in peptonom (c = 10 g/L) kaze visoke
aktivnosti lakaz na Sliki 4.17 d, kljub temu da je prispevek vsakega posameznega faktorja
nizek na proizvodnjo lakaz.
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Slika 4.21: Plastni diagrami interaktivnih interakcij, ki vplivajo na aktivnost lakaz za LB in glukozo
(@), LB in pepton (b), glukozo in KH,PO, (c) in kvasni ekstrakt in pepton (d).

4.5.3 Potrditveni test

Za potrditev priCakovanega rezultata smo opravili potrditveni test (Tabela 4.18) s Taguchi
metodo. Izvedli smo fermentacijo P. ostreatus v trdnem stanju pri kombinaciji faktorjev na
nivojih, ki so bili opredeljeni kot optimalni pogoji za proizvodnjo lakaz.

Tabela 4.18: Optimalni pogoji za proizvodnjo lakaz in njihov prispevek

Zap. St. Faktorji Vrednosti Nivo Prispevek
1 pH 6 2 0,85
2 LB/% 20 3 4,47
3 glukoza/(g/L) 10 2 2,76
4 kvasni ekstrakt/(g/L) 6 3 1,35
5 pepton/(g/L) 15 3 1,06
6 KH,PO4/(g/L) 3 3 0,39
7 MgSO,-7H,0/(g/L) 0.5 1 0,53
8 MnSO,4-H,0/(g/L) 0.1 2 0,47

Celoten prispevek vseh faktorjev = 11,88; Trenutno veliko povprecje =
optimalnih pogojih = 30,37

-

8,49; Pricakovani rezultat pri

Po 8. dneh inkubacije, smo fermentacijo prekinili z ekstrakcijo encimov, vzorcem smo
doloCili lakazno aktivnost. Napovedana vrednost za aktivnost lakaz z uporabo programa
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Minitab 17 je bila 30,37 U/g SS. Tabela 4.19 prikazuje primerjavo med napovedano
vrednostjo aktivnosti lakaz pri optimalnih pogojih in aktivnostjo lakaz pridobljeno z
eksperimentom izvedenim pri optimalnih pogojih.

Tabela 4.19: Rezultati potrditvenega eksperimenta.

Predvidena Eksperimentalna Odstotni odmik/
vrednost vrednost %
Optimalni nivo A283C2D3E3F3G1H2 A283C2D3E3F3G1H2
Aktivnost lakaz/
30,37 29,15 4,02
(U/L)

Aktivnost lakaz po izvedenem eksperimentu je bila 29,15 U/g SS, ta vrednost je znotraj 95
% stopnje zanesljivosti in tako v korelaciji z napovedanim rezultatom. Membrillo idr. [125]
so porocali o maksimalni aktivnosti lakaz 0,04 U/g SS 8. dan gojenja glive P. ostreatus IE8 s
fermentacijo v trdnem stanju sladkornega trsa z dodatkom amonijevega sulfida. Najvisjo
raven aktivnosti lakaz, ki je znaSala 15 U/g SS so dosegli tretji do Cetrti dan fermentacije v
trdnem stanju paradiznikove drozge, na kateri so gojili P. ostreatus [126]. Isikhuemhen in
Mikiashvilli [6] porocCata o aktivnosti lakaz 164,6 U/g pri gojenju P. ostreatus MBFBL400 s
fermentacijo v trdnem stanju na gojiSCu iz pSeniCne same, trdnih odpadkov anaerobne
presnove in stelje. Rezultati pridobljeni v naSem eksperimentu so skladni z ugotovitvami
Stajica idr. [127], ki so zabeleZili najvisjo raven lakazne aktivnosti pri fermentaciji v trdnem
stanju na gojisCu Zagovine iz vinske trte po 10. dneh kultivacije P. ostreatus 493, in sicer so
dosegli aktivnost lakaz 2144,6 £ 57,8 U/L.
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4.6 Encimska hidroliza LB in ostanka po fermentaciji

Primernost uporabe LB kot substrata v mnogih industrijah, vklju¢no s proizvodnjo bioplina,
je odvisna od uspedne predobdelave. Pri encimski hidrolizi LB so pomembne ligninaze in
celulaze. Alternativa komercialnim encimom je domaca proizvodnja encimov, ki jih lahko
pridobimo z vrsto organizmov, Ki rastejo na lesnih in kmetijskih stranskih produktih. Encimi,
ki smo jih uporabili v naSem eksperimentu, so bili pridobljeni z gojenjem glive P. ostreatus.
Za encimsko hidrolizo smo uporabili encime, ki smo jih ekstrahirali 8., 10., in 13. dan
odvzeti iz gojisCa, ki je vsebovalo 20 % LB in 80 % PO, saj so bile vrednosti encimskih
aktivnosti najviSje pri tem gojiSCu. Za ovrednotenje uspeSnosti hidrolize z encimskih
ekstraktom, smo za encimsko hidrolizo uporabili Se dva komercialna encima, in sicer
Celluclast® 1.5L (celulaze glive Trichoderma reesei, Sigma Aldrich) in Viscozyme® L
(meSanica celuliticnih encimov gliv rodu Aspergilus, Sigma Aldrich). Specificne encimske
aktivnosti uporabljenih encimov so predstavljene v Tabeli 4.20. Za objektivno primerjavo
ucinkovitosti encimske hidrolize, smo vse encime redCili na enako vsebnost proteinov.
Predpostavili smo, da koliCina proteinov v raztopinah predstavlja kolicino prisotnih encimov.
Komercialna encima smo redCili s ¢ = 50 mM citratnim pufrom (pH 4,8). Pripravljene
raztopine encimov za test encimske hidrolize so tako vsebovale 0,27 +0,02 mg/mL
proteinov.

Pripravljenim raztopinam encimov smo dolocCili vsebnost FPaz, CMCaz, [-glukozidaz,
ksilanaz in lakaz. 1z Tabele 4.20 je razvidno, da je vsebnost FPaz in ksilanaz najvisja za
Celluclast® 1.5L (1,56 + 0,05 in 3,93 = 0,23 U/mg proteinov), medtem ko je vsebnost
CMCaz in [B-glukozidaz najviSja za Viscozyme® L (1,56 + 0,20 in 0,44 = 0,10 U/mg
proteinov). Encimski ekstrakt P. ostreatus je vseboval lakaze, medtem ko komercialna
encima nista vsebovala lakaz. Specificne aktivnosti FPaz, CMCaz, -glukozidaz in ksilanaz
za encimski ekstrakt so bile nizke v primerjavi z aktivnostmi komercialnih encimov in v
primerjavi z aktivnostjo lakaz v ekstraktu.

Tabela 4.20: Specifi¢ne aktivnosti encimov, uporabljenih za test encimske hidrolize.

Specifi¢na aktivnost /(U/mg proteinov)
encimi B-

FPaze CMCaze . Ksilanaze Lakaze
glukozidaze
ekstrakt
0,11+0,03 058+0,13 0,20+0,01 0,71+0,07 9,36 +0,29
P. ostreatus
Celluclast® 1.5L 156+0,05 151+0,05 0,31+0,04 3,93+0,23 0
Viscozyme® L 0,43+0,10 156+020 044+010 153+0,17 0

Vrednosti predstavljajo povprecne vrednosti treh eksperimentov.

V nadaljevanju smo encimske raztopine uporabili pri encimski hidrolizi LB in trdnega
ostanka po anaerobni fermentaciji. VVzorce smo pred testom zmleli v fine delce, manjSe od
1 mm. Za primerjavo uCinkovitosti encimske hidrolize smo uporabili Se mikro kristalinicno
celulozo (Avicel® PH - 101, Sigma Aldrich). UspesSnost encimske hidrolize smo ovrednotili
z vsebnostjo glukoze v raztopinah po koncanem testu hidrolize.
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Analiza encimske hidrolize LB prikazuje nizko vsebnost glukoze z uporabljenimi
komercialnimi encimi Celluclast® 1.5L, medtem ko je vsebnost glukoze pri uporabljenem
Viscozyme® L mnogo vi§ja in primerljiva z vsebnostjo glukoze pri uporabljen encimskem
ekstraktu. Vsebnost glukoze pri uporabljenem encimskem ekstraktu (2,122 + 0,039 g/L) je
za 12 % nizja v primerjavi v vsebnostjo glukoze za uporabljen Viscozyme® L (2,411 +
0,048) (Tabela 4.21).

Tabela 4.21: Vsebnost glukoze po encimski hidrolizi.

Substrat/ vsebnost glukoze /(g/L)

Encim Celluclast® 1.5L Viscozyme® L encimski ekstrakt
LB 0,924 + 0,032 2,411 £ 0,048 2,122 + 0,039
?Sta“ek o 0,068 + 0,009 0,033 + 0,007 0,192 +0,017
ermentaciji
Avicel®

+ + +
PH - 101 4,201 + 0,053 2,147 £ 0,061 1,862 + 0,029

Ostanek po anaerobni fermentaciji predstavlja biomasa, kjer so bili lahko razgradljivi
polisaharidi porabljeni med procesom fermentacije. Tako so bile v ostanku prisotne le e
tezko razgradljive spojine, ki jih mikroorganizmi niso bili sposobni razgraditi med procesom
anaerobne fermentacije. Rezultati encimske hidrolize ostanka po fermentaciji kazejo nizko
vsebnost glukoze pri vseh uporabljenih encimih v primerjavi z vsebnostjo glukoze pri
razgradnji LB. Kakorkoli, med rezultati encimske hidrolize ostanka po fermentacije, je bil
najboljsi rezultat dosezen z encimsko hidrolizo encimskega ekstrakta P. osteratus (Tabela
4.21).

Ucinkovitost encimske hidrolize ostanka po fermentaciji s Celluclast® 1.5L je bila 65 %
nizja in z Viscozyme® L je bila kar za 83 % nizja od uCinkovitosti z encimskih ekstraktom.
Potencialna razlaga za tak rezultat je najverjetneje v sestavi encimskih meSanic, uporabljenih
v testu encimske hidrolize. Encimski ekstrakt je vseboval lakaze, medtem ko komercialna
encima nista vsebovala lakaz. Lakaze katalizirajo oksidacije razlicnih aromatskih in ne-
aromatskih spojin, vkljucno z ligninom, ki je znan kot obstojna, tezko razgradljiva spojina,
ki je mikroorganizmi pri anaerobni fermentaciji niso sposobni razgraditi. Ob analiziranih
encimih so v raztopinah najverjetneje Se tudi drugi encimi, ki jih v nasSi Studiji nismo
doloCevali, vendar tudi ti vplivajo na potek encimske hidrolize. Najboljsi rezultat pri
encimski hidrolizi mikrokristalinicne celuloze smo dosegli z uporabo encimov Celluclast®
1.5L, ki vsebujejo celulaze glive Trichoderma ressei. Najnizjo vrednost glukoze smo dolocili
v vzorcu, Kjer smo pri encimski hidrolizi uporabili encimski ekstrakt (Tabela 4.21). Rezultat
je v skladu z encimskimi aktivnostmi encimskega ekstrakta, pri katerem smo doloCili nizke
vsebnosti celuliticnih encimov. Rezultat encimske hidrolize z encimi Celluclast® 1.5L je
pokazal, da celulaze niso ucinkovite pri razgradnji LB in ostanka po fermentaciji. Veliko
boljSe rezultate pri razgradnji LB in ostanka po fermentaciji smo dosegli z encimi
Viscozyme® L, ki so skupek razlicnih encimov. 1z rezultatov encimske hidrolize lahko
zaklju¢imo, da smo dosegli najvisjo ucCinkovitost encimske hidrolize LB in ostanka po
fermentaciji z multi-encimskim kompleksom, ki vsebuje mnogo razli¢nih encimov, tako
oksidativnih kot tudi hidroliticnih.

Iz ekonomskega vidika uporabe encimske hidrolize za predobdelavo LB in ostanka po
fermentaciji lahko zakljuimo, da je uporaba komercialnih encimov omejena zaradi visoke
cene. Alternativna je uporaba encimskih ekstraktov pridobljenih z gojenjem gliv na nizko
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cenovnih kmetijskih in lesnih ostankih. Tako pridobljeni encimi vsebujejo koktajl razli¢nih
vrst encimov, ki delujejo kompleksno.

Nekaj Studij encimskih hidroliz razlicnih LB je bilo izvedenih z uporabo razli¢nih encimskih
ekstraktov gliv. Lin Yungin idr. [128] so preucevali bioloSko predobdelavo pred anaerobno
fermentacijo pulpe in papirne brozge za izboljSanje produktivnosti metana. Uporabili so
ekstrakt iz komposta gojis¢ glive P. ostreatus iz ene od farm, kjer so gojijo glivo. Rezultati
so pokazali 34 % porast proizvodnje bioplina s predobdelanimi substrati z encimskimi
ekstrakti. Encimski ekstrakt ligninaz in celulaz glive P. ostreatus in Phanerochaete
chrysosporium pridobljen s fermentacijo na ostankih bananovcev je bil uporabljen za
encimsko hidrolizo bananine kase [129]. Ceprav so bile aktivnosti celulaz dva krat visje za
glivo P. chrysosporium, je encimska hidroliza z ekstraktom glive P. ostreatus dosegla 96 %
boljsi izkoristek v primerjavi z uporabo ekstrakta glive P. chrysosporium.

Investicijski stroski predobdelave tezko razgradljivih substratov, kot je LB, so trenutno
visoki, zaradi visokih stroSkov procesne tehnike. Trenutni razvoj v procesu proizvodnje
bioplina se osredotoCa na zniZanje stroSkov predobdelave substratov, ki niso namenjeni za
prehrano ljudi in zivali kot je LB. Z nadaljnjim razvojem bodo lahko stroski znizani do
ekonomsko dostopne stopnje. Kakorkoli, predobdelava navadno ni potrebna za substrate z
visoko vsebnostjo lahko razgradljivih komponent, ampak tudi pri uporabi takih substratov ob
koncu procesa Se vedno ostane del tezko razgradljivih spojin, ki jih mikroorganizmi niso
predelali in so prisotni v trdnem ostanku po fermentaciji. VV procesih fermentacije v trdnem
stanju za proizvodnjo bioplina, ki navadno delujejo v Sarznih reaktorjih, se zaradi stabilnosti
procesa lahko del ostanka vraca ponovno v zacetek procesa, saj se s tem lahko pripomore k
stabilnosti procesa, zaradi moznega zakisanja procesa v zacCetni fazi hidrolize in acidogeneze
anaerobne fermentacije. Z encimsko obdelavo ostanka, ki ga ponovno vrnemo v proces,
lahko zmanjSamo koliCino ostanka po fermentaciji. Ob tem uporaba encimskega ekstrakta
predstavlja okolju prijazen postopek predobdelave. Encimi se razgradijo v procesu
anaerobne fermentacije.
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5 Razprava

V laboratorijski raziskavi smo na sistemu AMPTS doloCali biometanski potencial LB.
Vzorca LB sta bila odvzeta v razlichem letnem Casu iz CERO Gajke. BMP za sveza
substrata LB je imel vrednost 120 in 145 NmL CH,/g OS. Rezultat potrjuje naso domnevo,
da BMP vzorcev zbranih v razlicnem ¢asovnem obdobju ni konstanten, ampak se spreminja
glede na trenutno sestavo LB zbrano v lokalnem okolju. BMP LB je primerljiv z vrednostmi,
ki jih navajajo drugi raziskovalci za anaerobne fermentacije organske frakcije komunalnih
odpadkov v trdnem stanju in visji od BMP za razli¢ne lesne biomase. Glede na to, da smo v
laboratorijskem merilu ugotovili, da je LB iz lokalnega okolja primerna za uporabo v
anaerobni fermentaciji, smo fermentacijo preizkusili Se na pilotnem merilu.

Anaerobno fermentacijo smo izvedli v pilotnem sistemu treh reaktorjev s strnjenim slojem z
namenom Studije moznosti proizvodnje bioplina iz LB v industrijsko primerljivem sistemu.
LB smo pridobili v CERO Gajke, kjer je zbirni center za loCeno zbrane frakcije komunalnih
odpadkov. LB pred procesom anaerobne fermentacije ni bila obdelana, saj smo v prvi fazi
zeleli preizkusiti uCinkovitost procesa anaerobne fermentacije v trdnem stanju in
termofilnem nivoju za neobdelano LB. LB smo pred zaCetkom procesa le zmleli z vrtnim
drobilnikom, s tem smo povecali aktivno povrSino delcev LB. Trdna fermentacija ima tudi
mnoge prednosti pred tekoCo fermentacijo, kot so manjSi volumen reaktorja za enako
organsko obremenitev, manj gibajoCih delcev, manjsi energijski vlozek za meSanje, lazjo
obravnavo ostanka po fermentaciji, veCjo toleranco do prisotnosti steklenih, plasti¢nih in
kamnitih delcev med substratom. Pri fermentaciji v trdnem stanju tudi ni tezav s plavanjem
in razslojevanjem mascob in vlaken ter s penjenjem substratov.

Pilotni sistem smo nacrtovali in zgradili v lastni izvedbi. NaSe vodilo pri tem je bilo, da s
¢im manj stroski izdelamo preprost, a ucinkovit pilotni sistem za izvajanje anaerobne
fermentacije. Sistem smo sestavili iz treh reaktorjev, saj smo le na tak nacin lahko zagotovili
optimalno pretakanje izcedne vode med reaktorji. Prav vpliv pretakanja izcedne vode med
reaktorji na proizvodnjo bioplina je bil parameter, na katerega smo se v tem delu raziskav
najbolj osredotocili. Pri izvedbi Studij z LB je tezko posploSiti rezultate iz vseh izvedenih
poskusov, saj se sestava LB spreminja glede na sezonska opravila v gozdovih, parkih in
vrtovih. Ne glede na sestavo LB, je pri vseh izvedenih poskusih bilo zaznati enak trend
vpliva pretakanja izcedne vode na proizvodnjo bioplina, tudi proizvodnja bioplina se med
posameznimi delujoCimi reaktorji ni bistveno razlikovala. Z namenom podrobnega
spremljanja procesa, smo med procesom anaerobne fermentacije spremljali temperaturo v
reaktorju, volumen nastalega bioplina, sestavo bioplina, pH izcedne vode ter vsebnosti
hlapnih mascobnih kislin, KPK, celotnega dusika, celotnega organskega ogljika in alkalnosti
Vv izcedni vodi.

Iz pridobljenih rezultatov lahko povzamemo glavno ugotovitev, da ima pretakanje izcedne
vode mocan pozitiven vpliv na ucinkovitost in stabilnost anaerobne fermentacije v trdnem
stanju, kot tudi na koliCino proizvedenega bioplina. Pretakanje izcedne vode v prvi fazi
poskrbi za hitro stabilizacijo procesa v reaktorju in hiter dvig dnevnega nastajanja bioplina,
saj se iz starega v novi reaktor prenesejo aktivne metanogene bakterije in pH zrele izcedne
vode ima vrednost nad 7. S tem v prvi fazi prepreCimo zakisanje procesa, saj je proizvodnja
hlapnih mascobnih kislin v fazi hidrolize in acidifikacije zelo intenzivna. Po stabilizaciji
procesa smo izcedno vodo pretakali znotraj posameznega reaktorja. S tem smo v reaktorju
zagotavljali konstantno vlaznost, prenos hranil in prenos mikroorganizmov po substratu,
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hkrati pa smo s tem ohranjali visok nivo dnevne proizvodnje bioplina. Z drugim pretokom
izcedne vode smo iz novega reaktorja prenesli sveza hranila, s katerimi smo dosegli ponovno
povecanje dnevne proizvodnje bioplina, kar je doprineslo visjo skupno proizvodnjo bioplina
in s tem boljSi izkoristek sistema. BMP reaktorja pilotnega sistema je bil 120,95 L CH4/kg
OS, kar je primerljivo z vrednostmi za BMP iz sistema AMPTS. Za vzorce iz sistema
AMPTS smo dobili priblizno 2 kratno kolicino proizvedene energije (2,66 in 2,32 MJ/kgs) v
primerjavi z rezultatom iz pilotne serije poskusov (1,22 MJ/kgs). Predvidevamo, da so
razlike v doprinosu Kkurilne vrednosti posledica razlicne obremenitve reaktorjev (tekoca,
trdna fermentacija), v sistemu AMPTS je bilo vpeljano mehansko meSanje reakcijske brozge
in sistem smo zagnali z aktivno anaerobno zdruzbo. Pilotni sistem je deloval brez
mehanskega meSanja, v reaktorje ni bila dodana eksterna anaerobna zdruzba. Tudi
temperaturni nivo delovanja obeh sistemov je bil razliCen. Predpostavljamo, da je k visji
donosnosti sistema AMPTS prispevala tudi mehanska predobdelava substratov, saj smo
vzorce za uporabo v sistemu AMPTS fino zmleli, medtem ko so bili vzorci za pilotni sistem
mnogo Vvecji, saj so bili zdrobljeni le z vrtnim drobilnikom.

Drugi del raziskovalnega dela je bil namenjen bioloski predobdelavi LB, katerega cilj je bil
razgradnja LB v preprostejSe spojine, ki jih mikroorganizmi v anaerobni fermentaciji lahko
ucinkovito predelajo v bioplin. Za bioloSko predobdelavo smo uporabili glivo bele trohnobe
P. ostreatus, ki smo jo v prvem primeru gojili direktno na LB, v drugem primeru smo za
razgradnjo uporabili le encime glive P. ostreatus, ki smo jih pridobili z lastno proizvodnjo.
Ucinkovitost razgradnje LB z direktnim gojenjem glive na LB smo preverili z dolocitvijo
biometanskega potenciala vzorcem, na katerih smo gojili glivo. Gliva je razlicno dolgo rastla
na substratih, prav tako je bila gostota razrasCenega micelija razlicna med vzorci. Rezultati
so pokazali, da gojenje glive direktno na substratih, pod pogoji uporabljenimi v nasi Studiji,
negativno vpliva na proizvodnjo bioplina, saj glive za svojo rast porabijo najprej lahko
dostopne spojine organske snovi, po razgradnji teZje dostopnih pa tudi produkte razkroja
uporabijo za svoje potrebe. BMP za sveZa substrata LB je imel vrednost 120 in 145 NmL
CHy/g OS, medtem ko so bili BMP za substrate preras¢ene z gobo med 55 in 78 NmL CH,/g
OS.

.....

zunajcelicnih hidroliticnih in oksidativnih encimov glive P. ostreatus v odvisnosti od
inkubacijskega Casa. NajviSje aktivnosti celuliticnih encimov (FPaz, CMCaz, B-glukozidaz),
ksilanaz in lakaz smo dosegli na trdnem gojisCu, ki je vsebovalo 80 % PO in 20 % LB. Na
Aktivnosti celuliticnih encimov in ksilanaz so bile veliko nizje od aktivnosti lakaz, ki so
dosegle najvisjo aktivnost 2920,0 U/L na substratu PO1 6. dan gojenja micelija glive P.
ostreatus. Ker je prav lakaza, med vsemi obravnavanimi encimi, odgovorna za razgradnjo
ligninskih komponent in je tudi industrijsko zanimiva, smo v nadaljevanju izvedli
eksperiment optimizacije fermentacijskih faktorjev za optimizacijo proizvodnje lakaz.

Taguchi ortogonalno matriko L18 (2* x 3") smo uporabili pri izvedbi eksperimenta gojenja
glive P. ostreatus na trdnem gojis€u z namenom maksimiranja proizvodnje lakaz. Med
osmimi izbranimi faktorji sta LB in glukoza imeli najvecji vpliv na proizvodnjo lakaz. S
programom Minitab 17 smo doloCili najvisjo vrednost aktivnosti lakaz (30,37 U/g SS), ki bi
jo lahko dosegli pri optimalnih pogojih doloCenih s programom. Za potrditev doseganja
najvisje vrednosti aktivnosti lakaz, smo izvedli potrditveni eksperiment pri optimalnih
pogojih: pH 6, 20 % LB, 10 g/L glukoze, 6 g/L kvasni ekstrakt, 15 g/L pepton, 3 g/L
KH2POy,, 0,5 g/L MgSQO,4-7H20 in 0,1 g/L MnSO,4-H,0. Po izvedenem eksperimentu (staticni
pogoji, v temi, inkubacijskem Casu 8 dni in temperaturi 28 °C) smo dosegli aktivnosti lakaz
29,15 Ulg SS. Dosezeni rezultat je bil znotraj 95 % stopnje zanesljivosti, glede na
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predvideno maksimalno vrednost proizvodnje lakaz. Taguchi metodo smo uspesno uporabili
za testiranje faktorjev gojitvenega medija glive P. ostreatus za proizvodnjo lakaz, ki
zagotavlja sistematicni in ucinkovit matematicni pristop do razumevanja kompleksnega
procesa proizvodnje lakaz preko optimizacije nacrtovanih faktorjev.

Z encimsko hidrolizo LB z encimskim ekstraktom smo pridobili 2,122 + 0,039 g/L glukoze,
kar je za 12 % manj kot smo dosegli z uporabo komercialnega encima Viscozyme® L
(meSanica celuliticnih encimov gliv rodu Aspergilus), pri katerem smo doloCili najvisjo
aktivnost ksilanaz, ki so odgovorne za razgradnjo komponent v hemicelulozi. Donos glukoze
z uporabo encimov Celluclast® 1.5L (celulaze glive Trichoderma reesei) je bil za 56 % nizji
od donosa glukoze z uporabo encimskega ekstrakta P. osteratus. Z encimsko hidrolizo
ostanka po fermentaciji smo dosegli nizko donosnost glukoze pri vseh uporabljenih encimih
v primerjavi z vsebnostjo glukoze pri razgradnji LB. Med rezultati encimske hidrolize
ostanka po fermentaciji, je bil najboljsi rezultat dosezen z encimsko hidrolizo encimskega
ekstrakta P. osteratus. UCinkovitost encimske hidrolize ostanka po fermentaciji z
Celluclast® 1.5L je bila 65 % nizja in z Viscozyme® L je bila kar za 83 % nizja od
ucinkovitosti z encimskih ekstraktom. Nizka donosnost pri razgradnji ostanka po
fermentaciji je posledica sestave ostanka, saj je organska snov v ostanku za 51 % nizja od
organske snovi v LB. Z rezultati encimske hidrolize smo dokazali, da lahko z lastno
proizvodnjo proizvedemo meSanico encimov, Ki razgrajuje LB s primerljivo ucinkovitostjo,
kot lahko izvedemo encimsko hidrolizo z dolocenimi komercialno dostopnimi encimi. S
poglobljeno Studijo gojenja glive, z optimizacijo rastnega medija, kot tudi Studijo razlicnih
ekstrakcijskih metod, bi lahko pridobili viSje donosnosti proizvedenih encimov. Gliva P.
ostreatus ni edina gliva, ki je sposobna proizvodnje hidrolitiCnih in oksidativnih encimov,
smiselno bi bilo preizkusiti tudi gojenje drugih gliv in poskusiti encimsko hidrolizo z
razlicnimi encimskimi ekstrakti lastne proizvodnje.

Evropska komisija je zastavila cilj do leta 2020, da mora biti 20 % uporabljene energije
proizvedeno iz obnovljivih virov energije. Bioplin je obnovljivi vir energije, ki vsebuje 55 —
65 % metana. Predobdelava LB in hidroliza sta podrocji, ki potrebujeta drasti¢ne izboljSave
za ekonomsko sprejemljivo proizvodnjo bioplina iz kompleksnih organskih materialov kot
sta LB in mulji Cistilnih naprav. Kljub novim tehnologijam, s katerimi se je proizvodnja
bioplina mocno izboljSala, obstajajo Se vedno izzivi, ki potrebujejo nadaljnje preiskave. Eden
od izzivov se nanaSa na podrocCje LB, saj predstavlja LB precej neizkorisCen vir obnovljive
energije za bioplin. Mnogo faktorjev, kot so vsebnost lignina, kristalinicnost celuloze in
velikost delcev, omejuje razgradnjo hemiceluloze in celuloze v LB. Visoke cene
komercialnih encimov omejujejo uporabo encimske hidrolize v bioplinarnah. Uporaba
encimov za bioloSko predobdelavo je zanimiva tudi iz okoljevarstvenega vidika, saj pri
uporabi encimov ne prihaja do stranskih produktov in so za okolje popolnoma neskodljivi, za
uporabo pa niso potrebni dodatni energetski viri.
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6 Zakljucek

LB je poceni substrat, ki predstavlja alternativni vir obnovljive energije, iz katere se lahko
proizvaja tudi bioplin. V nalogi smo ugotovili, da lahko LB iz lokalnega okolja uspesno
anaerobno fermentiramo v Sarznih reaktorjih s strnjenim slojem in kriznim pretakanjem
izcedne vode. Ob tem smo ugotovili, da je pretakanje izcedne vode med reaktorji kljucnega
pomena za stabilnost procesa in poveCano proizvodnjo bioplina. Prisotnost lignina,
kristalini¢nost celuloze in omejena povrsSinska dostopnost zmanjSujejo biorazgradljivost LB,
zato velja stopnja hidrolize za fazo ozkega grla v procesu pridobivanja bioplina. Da bi
izboljSali u€inkovitost procesa anaerobne fermentacije LB, smo le to bioloSko predobdelali z
glivo P. ostreatus in encimi proizvedenimi z glivo P. ostreatus. Predobdelava z direktnim
gojenjem glive P. ostreatus na vzorcih LB, pri pogojih uporabljenih v Studiji, se je izkazala
za neucinkovito, saj je bil biometanski potencial predobdelanih substratov nizji od
substratov, na katerih ni bila uporabljena predobdelava. Na trdnem gojiscu, prilagojenem
rastnim zahtevam glive, smo uspesno gojili glivo P. ostreatus za proizvodnjo celuliticnih in
ligninoliticnih encimov. Aktivnosti celuliticnih encimov so bile nizke v primerjavi z
aktivnostmi lakaz, ki razgrajujejo ligninske komponente. Ker veljajo lakaze za industrijsko
zanimive encime, smo z optimizacijo po Taguchi metodi raziskali vpliv sestave gojis¢a na
produktivnost lakaz. Taguchi metoda z ortogonalno matriko L18 (2* x 3") se je izkazala za
uspesno, saj smo pridobili podatke za sestavo gojis€a, na katerem izloCi gliva P. ostreatus
najveC lakaz. Encimski ekstrakt glive P. ostreatus smo uporabili za encimsko hidrolizo LB
in ostanka po fermentaciji. UCinkovitost encimske hidrolize smo primerjali z uporabo dveh
komercialnih encimov. Z encimskim ekstraktom smo pridobili primerljive rezultate s
komercialno dostopnimi encimi. Ker predstavlja LB precej neizkorisen vir obnovljive
energije, bi bilo raziskave smiselno nadaljevati na podroCju razgradnje LB, saj bi na tak
nacin lahko izboljsali izkoriSCenost potenciala LB kot vira obnovljive energije.
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