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Izvlecek:

Namen doktorske disertacije je izboljsati tvorbo metana z mehanskimi in encimskimi predobdelavami
substratov. Za anaerobno presnovo razli¢nih substratov in dolocevanje biometanskega potenciala smo
uporabili napravo Automatic Methane Potential Test System (AMPTS II). AMPTS Il je analiti¢na
naprava laboratorijske skale, ki omogoc¢a meritve ultra nizkih hitrosti tvorbe biometana, proizvedenih
med anaerobno presnovo biolosko razgradljivinh substratov. Donosnost bioplinskih elektrarn je
omejena na konkretne primere, ki jih je tezko posplositi na zbrane podatke v literaturi, saj ti zajemajo
razlicno modificirane substrate, ki so jim zmanjsali velikost delcev ali jih kemi¢no predobdelali in s
tem posledi¢no spremenili njihove lastnosti in energetski prirastek. Zato za konkretne odlo¢itve na
bioplinarnah potrebujemo podatke, ki izhajajo iz inokuluma konkretne bioplinske naprave in substrate
v takem stanju, kot se jih dozira v anaerobne reaktorje na realnem modelnem merilu.

Z nadgradnjo komercialnega sistema AMPTS 1l iz 0,5 | velikosti na 5 | modelno merilo smo razvili in
validirali napravo za eksperimente, kjer lahko uporabljamo realni inokulum iz realne bioplinske
naprave in realne substrate v tak$ni obliki kot jih dozirajo v anaerobne reaktorje na bioplinarnah. Na 5
| pilotnem modelnem merilu smo ocenili biometanski donos 24 substratom, ki so bili v trdni in teko¢i
obliki in jih primerjali z Ze obstoje¢imi objavljenimi podatki. Z dodajanjem razli¢nih aditivov v obliki
encimov in mikroorganizmov v proces anaerobne presnove, smo ocenili vpliv na nastajanje metana in
izboljsali tvorbo metana. S kombinacijo razli¢nih substratov, ki so jih sestavljali papirnisko blato iz
Kraft procesa, dehidrirano papirnisko blato, bioloski odpadki in lignocelulozni substrat, smo v Sarznih
sistemih optimizirali tvorjenje metana. V semi-kontinuiranih procesih, kjer smo uporabili dehidrirano
papirnisko blato iz Palome, smo testirali vpliv delovanja encimov na tvorjenje metana, kKjer smo
dosegli obéutno povecanje tvorbe metana, v naslednjem semi-kontinuiranem procesu pa smo testirali
ultrazvoéno predobdelavo blata iz CN v kombinaciji z dodajanjem hidrolitskih encimov. Spremljali
smo tudi delovanje bioplinske elektrarne (BPE) Vucéja vas v obdobju 5 mesecev, ko je sestava vhodnih
substratov nihala. S tehniko T-RFLP smo preucili vpliv encimov in ¢as inkubacije na strukturo
bakterijske in arhejske zdruzbe. Z uporabo programske opreme STATISTICA smo predvideli optimalne
kombinacije substratov pri $arznem nacinu delovanja.
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Abstract:

The aim of this doctoral dissertation was to improve the production of methane by mechanical and
enzymatic pretreatments of organic substrates. For anaerobic digestion of different substrates and
determination of biomethane potential, Automatic Methane Potential Test System (AMPTS I1) device
was used. AMPTS Il is an analytical laboratory scale device used in measurements of ultra low speed
production of biomethane produced during the anaerobic digestion of biodegradable substrates.
Although biogas yields of biogas plants arelimited to the specific substrates, methane yields are
difficult to generalize from the collected data in published literature due to different modifications of
substrates, including particle size reduction or chemical pretreatment all affecting their properties and
energy recovery. Therefore, for biogas plant decision making the data need to be derived from
inoculum of concrete biogas plant and substrates in such a condition as to be dosed in anaerobic
reactors on real industrial scale. By upgrading commercial system AMPTS Il from 0.5 liters to 5 liters,
a pilot scale device was developed and validated for such real-scale experiments mirroring anaerobic
reactors at the biogas plant. On 5 liter pilot scale biomethane yield of 24 substrates in solid or liquid
form was assessed and compared with existing published data. By adding a variety of additives in the
form of enzymes and micro-organisms in the process of anaerobic digestion, the impact on the
production of methane and enhancement of the production of methane was evaluated. A combination
of different substrates from paper mill sludge from Kraft process, a dehydrated paper mill sludge, bio-
waste and lignocellulosic substrate an optimization of methane production in batch mode was
conducted. The effects of the addition of hydrolytic enzymes on the production of methane from
dehydrated paper mill sludge from Paloma was further tested in semi - continuous experiments.
Significant improvements were detected. In the next following semi - continuous experiments an
ultrasonic pre-treatment of sludge from the treatment plant in combination with the addition of
hydrolytic enzymes was tested. In addition, the operation of the biogas plant Vucja vas was monitored
for a period of 5 months during the substrate fluctuation period. Using T- RFLP technique the effects
of enzyme and incubation time on the structure of bacterial and archeae consortium were assessed. By
using software STATISTICA an optimal combinations of substrates in a batch mode were determined.
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Slika 51: Shematski prikaz postopka analize stroSkov in koristi za dolocitev
najmanjSega donosa metana, ki pokrije stroske za predobdelavo substratov s
hidrolitskimi encimi na BPE Sijanec in CCN Saleske doline (Kolbl et al.,
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1UvOD
1.1 Splosno

Anaerobna presnova je zapleten bioloski proces, ki poteka v odsotnosti Kisika in pri katerem se
organski material pretvori v bioplin (Pavlostathis, 2011). V vlazni atmosferi v odsotnosti kisika pride
do razgradnje organskega materiala, ki ga aktivno presnavljajo razli¢éne skupine anaerobnih
mikroorganizmov. V naravi pride do tvorbe metana v mo¢virjih, prebavnem traktu prezvekovalcev, pri
mokrem kompostiranju in poplavljenih rizevih poljih, globokomorskih izvirih in jezerih. Biomaso, ki
je primerna za anaerobno presnovo, imenujemo substrat (Deublein and Steinhauser, 2010b).

Cistilne naprave imajo lahko najve¢ stroskov z obdelavo in odlaganjem blata. Sveze blato sestavljata
predvsem voda (do 96 %) in trdne snovi, ki nastanejo med ¢iS¢enjem odpadne vode. Surovo blato je
bogato z organskim ogljikom, patogenimi organizmi, lahko pa vsebuje tudi teZzke kovine in druge
okoljske onesnazevalce. Zato je blato pred varnim odlaganjem in nadaljnjo uporabo treba stabilizirati.
Eden izmed nacinov za stabilizacijo je anaerobna presnova (Yeow and Peng, 2012).

Anaerobna presnova kompleksnih organskih delcev poteka v ve¢ korakih in zajema vrsto vzporednih
reakcij, ki jih lahko razdelimo na (i) hidrolizo, (ii) acidogenezo, (iii) acetogenezo in (iv) metanogenezo
(Pavlostathis, 2011). V posameznih fazah sodelujejo razli¢ne skupine mikroorganizmov, ki so deloma
v sintrofni medsebojni povezavi in za rast potrebujejo razline okoljske pogoje (Deublein in
Steinhauser, 2010a). Hidroliza je zunajceli¢na encimsko posredovana stopnja, Kjer pride do razgradnje
delcev polimernih snovi substratov, ki jih anaerobni mikroorganizmi sami direktno ne morejo
uporabiti, nastanejo monomeri. Pri acidogenezi ali fermentaciji pride do pretvorbe topnih monomerih
derivatov substratov, kot so aminokisline in sladkorji, nastanejo pa organske kisline in alkoholi.
Pretvorba v veliki meri lahko poteka brez zunanjega prejemnika elektrona. Pri acidogenezi nastali
produkti se pri acetogenezi razgradijo v acetat. Vodikov ion ali bikarbonat sluzita kot zunanji
prejemnik elektrona. Ta proces je povezan s hidrogenotrofno metanogenezo, kjer se uporablja vodik
ali format in pri ¢emer se vzdrzuje nizka koncentracija vodika ali formata (karboksilnih kislin). Pri
acetoklasti¢ni metanogenezi pride do pretvorbe acetata v metan in ogljikov dioksid (Batstone in
Jensen, 2011).

Narava (npr. topni proti netopnim delcem) in kemijska sestava uporabljenih vhodnih substratov
narekujeta delovanje procesov razgradnje in prav tako prisotnost vrst mikrobnih zdruzb, ki pri tem
sodelujejo. Pred hidrolizo pri anaerobni razgradnji vitalnih bioloskih trdnih snovi, kot so alge in
aktivno blato iz Cistilnih naprav, je potrebna predhodna pretvorba, ki se imenuje smrt ali celi¢na liza
(Pavlostathis, 2011). Mikrobne celice so po naravi odporne proti celi¢ni lizi, ki bi jo povzrocile druge
celice in so zdruzene v kosme razli¢nih velikosti (Batstone in Jensen, 2011).

Na ucinkovitost procesa anaerobne presnove najbolj vpliva ravnotezje med kinetiko razli¢nih bakterij,
ki sodelujejo pri procesu. Hidroliza je poCasen proces, ki je odvisen od narave neraztopljenih trdnih
snovi (angl. particulate matter), ki tako determinirajo oziroma dolo¢ajo pocasnost kinetike celotnega
procesa in ¢asoven zamik pri zagonu procesa (Easton in Ferguson, 1981; Gujer in Zehnder, 1983; Li in
Noike, 1987; cit po Tomei et al., 2009). Acidogeneza potece za en hitrostni razred hitreje od
metanogeneze, zato bi kakrsnakoli motnja, ki bi zmotila metanogeno aktivnost, lahko imela negativen
ucinek na ucinkovitost procesa. Ta problem je e toliko vedji, saj so metanogeni mikroorganizmi zelo
obcutljivi na okoljske razmere (Tomei et al., 2009).
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1.2 Namen in struktura doktorske naloge

Raziskave po svetu v zadnjih letih dokazujejo, da se s kemijsko, mehansko (fizikalno) in biolosko
predobdelavo substratov in njihovimi kombinacijami tvorba metana bistveno poveca (Kolbl et al.,
2014; Lindmark et al., 2012; Menardo et al., 2012; Zhang in Banks, 2013). Ceprav je pozitiven vpliv
predobdelav na pridobivanje metana ocCiten za nekatere substrate, neto razmerje med povecanjem
tvorbe biometana in porabljeno energijo za predobdelavo ni ocitno, in je odvisno od Stevilnih
odlocitev v industriji ter realnih parametrov substratov, kot so: vplivi predobdelav, vrsta substrata,
letna nihanja v kemijskih lastnostih substratov, porazdelitev velikosti delcev, inhibitorni ucinki
nekaterih substratov, organska obremenitev in meSanje, karakteristike inokuluma, stroski postavitve
naprav za mehansko mletje substratov, obratovalni, vzdrZevalni in stroski obrabe opreme ter prihodki
bioplinske elektrarne (Kolbl et al., 2014; Lindmark et al., 2012; Menardo et al., 2012; Zhang in Banks,
2013; Herrmann et al., 2012a; Herrmann et al., 2012b). Donosnost bioplinskih elektrarn (BPE) je
omejena na konkretne primere, ki jih je tezko posplositi na zbrane podatke v literaturi, saj ti zajemajo
razlicno modificirane substrate, ki so jim zmanjsali velikosti delcev ali jih kemi¢no predobdelali in s
tem posledi¢no spremenili njihove lastnosti in energetski prirastek (Kolbl et al. 2014; Lauwers et al.,
2013; Palmowski in Muller, 2003; Raposo et al., 2011). Zato za konkretne odlo¢itve na bioplinarnah
potrebujemo podatke, ki izhajajo iz inokuluma konkretne bioplinske naprave in substrate v takem
stanju in pogojih, kot se jih dozira v anaerobne reaktorje na realni bioplinski elektrarni (Angelidaki et
al., 2009; Kolbl et al., 2014). Sistemati¢ne napake BMP testov ter pomanjkanje enotnosti in odvisnosti
od ve¢ faktorjev omejuje njihovo uporabo na realnem modelnem merilu (Angelidaki et al., 2009;
Izumi et al., 2010; Palmowski in Muller, 2000; Walker et al., 2009; Raposo et al., 2011; Kolbl et al.,
2014). Prav tako so zaradi neenotnosti pri pripravi eksperimenta za dolo¢evanje BMP in razlik v
zadrzevalnem Casu, metanski donosi v kontinuiranem sistemu v sploSnem manjsi kot v Sarznih
sistemih (Modhoo, 2012). Pri standardnih pristopih (Angelidaki et al., 2009; VDI-4630, 2006) za
sestavo anaerobnih reaktorjev se biomaso in substrate predhodno obdela s filtracijo ali mletjem, kjer se
velikost delcev znatno zmanjSa, biomaso se tudi razred¢i in doda pufer (VDI-4630, 2006). Z
odlaganjem bioloskih odpadkov na deponije se sooamo z ve¢jim Stevilom okoljskih problemov, kot
so tvorba metana, emisije smradu, mineralov in hranil, razmnozevanje razliénih mikroorganizmov,
insektov in Stevilnih glodavcev ter ptic, ki lahko predstavljajo nevarnost za zdravje ljudi, nevarnost
eksplozije in toksi¢nost za okolico (Pognani et al., 2009). Do sedaj je kompostiranje predstavljalo
glavni nacin ravnanja z bioloskimi odpadki. Biolo$ki odpadki pa predstavljajo potencialni vir energije,
ki ga lahko z bioloskimi procesi pretvorimo v biometan in koristno uporabimo ter s tem pove¢amo
delez energije iz obnovljivih virov. EU spodbuja ¢im vecjo proizvodnjo elektriéne energije iz
obnovljivih virov, ki vkljucuje tudi uporabo bioloskih odpadkov, zato je njihova uporaba in
popularnost za pridobivanje bioplina v zadnjem ¢asu v porastu (Pognani et al., 2009; Gunaseelan,
2004). V Nem¢iji na 120 BPE od skupno 7500 BPE uporabljajo kot substrat ali kosubstrat bioloske
odpadke, v Sloveniji sta taki 2 (Lorenz et al., 2013). Pod pojmom kofermentacija definiramo
anaerobno presnovo dveh substratov, ki ju oba doziramo v isti anaerobni reaktor, z namenom, da
izboljSamo ucinkovitost anaerobne presnove in izboljSamo produkcijo energije. Na podrocju
kmetijstva so take naprave Ze stalnica, v zadnjem casu pa se gradijo BPE, kjer kot kombinacijo
substratov uporabljajo odpadno blato in ostanke hrane, ¢eprav je anaerobna presnova ostankov hrane
zahteven proces, kjer so v veliko primerih morali proces prilagoditi z dodajanjem kemikalij, substrate
predhodno obdelati in/ali povecati temperaturo v anaerobnih reaktorjih (lacovidou et al., 2012). Med
biolosko razgradljive substrate spada tudi del odpadkov iz razli¢nih vrst industrije, kot sta papirna
industrija in farmacevtska industrija, kjer kot stranski produkt nastane papirnisko blato, ki vsebuje
veliko celuloze in micelij gliv iz reaktorjev proizvodnje zdravil (farmacija). Papirnisko blato in micelij
gliv prav tako lahko uporabimo kot kosubstrata v procesu anaerobne presnove.



Kolbl, S. 2014. Izboljsava anaerobne presnove blata iz komunalnih &istilnih naprav in lignoceluloznih substratov pri pridobivanju bioplina. 3
Dokt. dis. Ljubljana, UL FGG, Podiplomski $tudij Grajeno okolje.

Procesa anaerobne presnove blata iz komunalnih Cistilnih naprav in lignoceluloznih substratov za
pridobivanje bioplina smo se lotili sistemati¢no. Hipoteze, ki smo jih postavili, so naslednje:
1) Ho: Mehanske in encimske predobdelave lignoceluloznih substratov nimajo ucinka.
H1: Predpostavljamo, da lahko z ustreznimi kombinacijami mehanskega mletja in dodajanja
encimov lignoceluloznim substratom izboljs$amo uéinkovitost anaerobne presnove, v
primerjavi z uporabo samo ene izmed metod predhodne obdelave.
2) Ho: Mehanske in encimske predobdelave substratov blata ¢istilnih naprav nimajo uéinka.
H1: Predpostavljamo, da lahko s kombinacijo ultrazvoka in dodajanja encimov blatu iz
¢istilnih naprav izboljsamo ucinkovitost anaerobne presnove vV primerjavi z uporabo samo ene
izmed metod predhodne obdelave.
3) Ho: Mehanske in encimske predobdelave substratov obeh skupin in kombinacij nimajo vpliva
na mikrobne zdruzbe bakterij in arhe;.
H1: Predpostavljamo, da dodajanje encimov vpliva na strukturo bakterijske ne pa arhejske
mikrobne zdruzbe na laboratorijskem velikostnem in ¢asovnem modelu eksperimentov.

Doktorsko nalogo smo razdelili na teoretski del, ki je predstavljen v poglavju 2 Teorija procesa
anaerobne presnove. Tu smo opisali delovanje procesa anaerobne presnove, lignocelulozne substrate,
blato iz Cistilnih naprav, pregledali predobdelave za anaerobno presnovo in dosedanje raziskave na
tem podro¢ju. Tehnike, ki smo jih uporabili za merjenje razliénih parametrov in sestavljanje
anaerobnih eksperimentov pri doloCevanju biometanskega potenciala (BMP) in spremljanja dnevne
tvorbe metana v semi-kontinuiranih anaerobnih reaktorjih, so predstavljene v poglavju 3 Materiali in
metode. Tu so opisane metode sestavljanja eksperimentov $t.1 do §t.13 z uporabo AMPTS II in
meritve parametrov posameznih poskusov. Dolo¢evali in izmerili smo naslednje parametre: vsebnost
suhe snovi (SS), organske snovi (OS), pH, hlapne organske kisline (HOK), celotni anorganski ogljik
(CAO), celotni dusik (Neeormi), amonijski dusik (NH,4'-N), fosfor (P), kemijsko potrebo po Kisiku
(KPK), velikost delcev in mikrobno zdruzbo. Skupno smo izvedli eksperimente na vec¢ kot 25
substratih, ki smo jih razdelili v sklope glede na velikostno modelno merilo AMPTS-ja (0,51in51) in
glede na Sarzni ali semi-kontinuirani sistem, kar je prikazano v preglednici 15 v poglavju 3.11
Priprava eksperimentov za anaerobno presnovo na 0,5 | in 5 I modelnem merilu. Disertacijo smo
razdelili na poglavja: 4 Rezultati in diskusija raziskav glede na sklope eksperimentov, rezultati in
diskusija spremljanja delovanja BPE Vugja vas, rezultati analize mikrobne zdruzbe in 5 Zakljucek, 6
Literatura ter 7 Priloge.

Hidrolitske encime, kot pospesevalce prve stopnje anaerobne presnove, smo dodajali v Sarzni in semi-
kontinuirani sistem, kjer smo kot substrate uporabili blato iz CN, tritikalo in blato iz papirniske
industrije Paloma. Pri semi-kontinuiranem procesu na 5 | pilotnem modelnem merilu z blatom iz CN
smo kot predobdelavo ob encimih uporabili $e ultrazvok in spremljali dnevno tvorbo metana. Lastnosti
in vrsta uporabljenih encimov v nasih eksperimentih so podani v Prilogi C.

Na BPE Vucja vas, ki za delovanje uporablja energetske rastline, prasicjo gnojevko in kravji gnoj, smo
spremljali tvorbo bioplina. Pri obratovanju bioplinske elektrarne so se zaradi susnih razmer soocali s
pomanjkanjem koruzne silaze, zato so kot hrano mikroorganizmom v anaerobnih reaktorjih uporabili
raznolike substrate kot so koruzni srot, olj¢ne tropine, micelij in vinjaso. Preverili smo, kako je taksna
dinami¢na sprememba doziranja razli¢nih substratov vplivala na tvorbo biometana na industrijskem
modelnem merilu.

Zelo finega mehanskega mletja z uporabo kroglicnih mlinov v eksperimentih na industrijskem
modelnem merilu nismo uporabili, saj smo s preu¢evanjem najnovejSe ter najaktualnejSe objavljene
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literature in tekom nasih eksperimentov ugotovili, da mehanska predobdelava sicer pospesi proces
anaerobne presnove, poveca koeficient hidrolize in posledi¢no hidrolizo (Herrmann et al., 2012a;
Herrmann et al. 2012b; Hendriks in Zeeman, 2009), vendar opravljene ocene iz industrije kaZejo, da
mehanska predobdelava pod neko mejo velikosti delcev ni ekonomsko vzdrzen proces na industrijski
velikosti (Herrmann et al. 2012b). Za realno oceno razmerja med povecano tvorbo metana in porabo
energije za predobdelavo bi potrebovali ze delujoci sistem na realni industrijski velikosti. Zaradi suse
v zadnjih dveh letih, kar je pripomoglo k pomanjkanju substratov na BPE Vuc¢ja vas in posledi¢no
slabSega ekonomskega polozaja BPE, tega dela nismo uspeli pokriti, Ceprav je v nacrtu bila postavitev
naprave za mehansko predobdelavo substratov in bioloska predobdelava vhodnih substratov z
dodajanjem encimov. Prav tako nismo mogli izvesti ekonomske analize naSih predobdelav in jih
prenesti na realno modelno merilo, saj so odstopanja, ki se pojavijo zaradi modifikacije uporabljenih
substratov, inokuluma in izvajanja meritev na precej manjSem modelnem merilu, ter uéinkovitosti
mehanskih aparatur za predobdelavo substratov, ki so uporabljene na realnem modelnem merilu in v
laboratoriju, prevelika kot to navajajo tudi drugi avtorji (Perez-Elvira et al., 2009). Tako so na primer
ultrazvo¢ne sonde na laboratorijskem modelnem merilu manj uéinkovite kot na realnem modelnem
merilu, prav tako pa se na realnem modelnem merilu za predobdelavo z ultrazvokom uporabi le en del
substrata, drugi del ostane neobdelan, z namenom, da se zmanjSajo stro$ki in povefa zmozZnost
dehidracije blata (Perez-Elvira et al., 2009).
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2 TEORIJA PROCESA ANAEROBNE PRESNOVE
2.1 Hidroliza

Hidroliza je izraz, ki se nanaSa na raztapljanje trdnih delcev (particulate materials). Snov lahko
Stejemo med mesanico osnovnih komponent (ogljikovi hidrati, proteini in mascobe), ali med
kompozitno zmes (npr. homogeni material, kot je aktivho blato in kvas). Obstajajo tri glavne poti
encimske hidrolize (Batstone in Jensen, 2011):
1. Mikroorganizmi izlo¢ajo encime v tekocino, kjer se ti adsorbirajo na delce ali reagirajo s
topnimi substrati.
2. Mikroorganizmi se pritrdijo na delce in izlo¢ajo encime v SVOji neposredni blizini.
3. Mikroorganizem ima pripet encim, ki se lahko podvoji kot transportni receptor v notranjost
celice. Pri tem se mora mikroorganizem adsorbirati na povrs§ino trdnega delca.

4. Adsorpcija
encima na

6. Transport povrsino
e proizvoda v 5. Reakcija
. Transport v bliznjo okolico . ’

okolico

7. Deaktivacija
‘ encima

\—//?.YDiﬁlzija iz okolice na

-Rroizvodnja encima

delec

Slika 1: Koraki pri encimski hidrolizi (Batstone in Jensen, 2011).
Figure 1: Steps in enzymatic hydrolysis (Batstone and Jensen, 2011).

Na sliki 1 so prikazani koraki zunajceli¢ne hidrolize. V koraku 1 se proizvajajo encimi. Njihova hitrost
tvorbe lahko upade, Ce je na voljo preve¢ topnega substrata. V koraku 2, 3 in 6 so prikazani transportni
procesi, ki so lahko omejeni zaradi veéjih delcev, v sistemih s trdno fazo pa zaradi nezadostnega
prenosa tekoc¢ine. Adsorpcije encima na povrsino pride v koraku 4. Procesi adsorpcije so omejeni s
povrsino, ki je na voljo, medtem ko so hitrosti reakcij v koraku 5 omejene s povrSino in koncentracijo
encimov. Do deaktivacije encimov lahko pride, ¢e temperatura in pH nista optimalna (Batstone in
Jensen, 2011).

2.1.1 Hidroliza ogljikovih hidratov

Ogljikovi hidrati neposredno ali posredno izvirajo iz rastlin. V sploSnem je rastlinski material
mesSanica celuloze (25-60%), hemiceluloze (15-30%) in lignina (15-20%). Lignocelulozni substrati, ki
so sestavljeni iz celuloze, hemiceluloze in lignina, predstavljajo organski material, ki ga je v
svetovnem merilu v izobilju. Zaradi njegove obnovljive narave se je zanimanje za njegovo
izkori$€anje z leti povecalo. Pri razgradnji lignoceluloze je razgradnja lignina hitrostno omejen korak,
predvsem zaradi njegove velike obstojnosti. S predobdelavo je lignin treba lociti od ogljikovih
hidratov, ki tako postanejo biolosko dostopnejsi. Hidroliza celuloze poteka s pomocjo zunajceli¢nih
encimov (celulaz), kot produkt pa nastaneta celobioza (dimer glukoza) in glukoza. Pentoze, heksoze in
uronska kislina so produkti hidrolize hemiceluloze (Pavlostathis, 2011). Ogljikovi hidrati dolgih verig,
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ki so prisotni v netopnih strukturah, kot so na primer celuloza, hemiceluloza in $krob, v procesu
hidrolize razpadejo na sladkorje kratkih verig (Deublein in Steinhauser, 2010a). Pretvorba lignina s
pomocjo anaerobnih bakterij ni znana, visoka vsebnost lignina (skupaj s kristalno celulozo) v
splosnem preprecuje hidrolizo spodaj lezeCega celuloznega materiala (Yang et al., 2009; cit. po
Batstone in Jensen, 2011).

2.1.2 Hidroliza proteinov

Proteini so naravni polimeri razli¢nih aminokislin, ki so med sabo povezane s peptidnimi (amidnimi)
vezmi. Hrbtenica proteina je sestavljena iz ponavljajo¢ega se zaporedja enega dusikovega in dveh
ogljikovih atomov. V naravi lahko najdemo 20 razlicnih aminokislin, ki se razlikujejo glede R
skupine, ki dolofa oziroma definira funkcijo aminokisline. Protein ima tri strukturne sestavine
(Batstone in Jensen, 2011):

e Sestava aminokislin in zaporedje (primarna struktura).

e 3D oblika, ki jo dolocajo koti vezi in spiralna oblika vodikovih vezi pri kompleksnih

proteinih. V tem primeru gre za sekundarno strukturo.
e Terciarno strukturo definirajo oblike makromolekul, ki se vezejo med di-sulfit skupine, v
manj$em obsegu med ostale inter-R vezi.

Za hidrolizo proteinov sta pomembni primarna in terciarna struktura. Sestava aminokislin (primarna
struktura) vpliva na produkte. Terciarna struktura definira proteine kot fibrozne (vlaknaste) ali
kroglaste. Med vlaknaste proteine priSteva strukturne materiale, kot sta keratin in kolagen. Kroglasti
proteini so pogosto kemi¢no dejavni in delujejo kot encimi, hormoni, transportni proteini ali
shranjevalni proteini (Batstone in Jensen, 2011). Struktura proteinov je eden izmed glavnih
dejavnikov, ki vplivajo na hitrost hidrolize. Hidroliza kroglastih proteinov bo potekla zelo hitro,
medtem ko je vlaknaste proteine zelo tezko hidrolizirati (McInerney, 1988, cit. po Batstone in Jensen,
2011).
Proteini s pomocjo zunajcelicnih proteaz hidrolizirajo v polipeptide in aminokisline (Deublein in
Steinhauser, 2010a; Pavlostathis, 2011) Zunajceli¢ne proteaze, znane tudi kot proteinaze, napadejo cel
protein (beljakovino), medtem ko znotrajcelicne proteaze, imenovane tudi peptidaze odrezejo
aminokisline na koncih proteinov ali polipeptidov. Na hitrost in obseg razgradnje in hidrolize
proteinov vplivajo topnost, tip terminalne skupine skeleta, terciarna struktura in pH (Pavlostathis,
2011).

1
lH R O§H R OIH R O]
L (I A |
----- rN=C —Cc-H#N—C—CcHN—C—CH--
A A A
[
R NV | A

Slika 2: Veriga proteina z aminokislinami, povezanimi z amidnimi skupinami (Batstone in Jensen,
2011).
Figure 2: Protein chain with amino acids linked by amide groups (Batstone and Jensen, 2011).

2.1.3 Hidroliza lipidov

Lipidi so gliceroli, vezani na dolgoverizne molekule mas¢obnih kislin, alkohole in ostale skupine z
estrsko ali etrsko vezjo (Batstone in Jensen, 2011). Pri hidrolizi lipidov se najprej z esterazami
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(lipazami) mascobe razgradijo na komponente dolgoveriznih mascobnih kislin, galaktoze in glicerol
(Pavlostathis, 2011; Deublein in Steinhauser, 2010a). Lipaze delujejo na mejni ploskvi lipid-voda in
pomagajo razgraditi netopne reaktante v topne produkte (Batstone in Jensen, 2011). Pri popolni
hidrolizi fosfolipidov nastanejo glicerol, fosforjeva kislina in dve mascobni kislini (Pavlostathis,
2011).

Hidroliza ogljikovih hidratov potece v nekaj urah, hidroliza proteinov in lipidov pa v nekaj dneh.

Lignoceluloza in lignin se razgrajujeta pocasi, njuna razgradnja je nepopolna (Deublein in Steinhauser,
2010a).

hidroliza acidogeneza acetogeneza metanogeneza
] .
ogljikovi sladkorji - »> piruvat — —»| | acetat
hidrati = i i - — i
I kraFk1h e > |acetogeni substrati, |homo- ———
- SO —> NHy laktat, | acetogeneza
proteini — | kisline butirat, v i
peptidi propionat, Hy/CO, | | &g
glicerin E;anol $ob sukcinat, CO,
<& g —> hlapne mas¢obne —» .
masc¢obe — | S e Kisline etanol [/ format
kisline » metanol
redukcija sulfata > g
4
redukcija nitrata ¥ (NEig Nty

1. stopnja

- /)J D

2. stopnja
\_po moznosti loen reaktor

\ 1 ali 2 reaktorja

Slika 3: Biokemija pri tvorjenju bioplina (Deublein in Steinhauser, 2010a).
Figure 3: Biochemistry of the methane gas production (Deublein and Steinhauser, 2010a).

2.2 Acidogeneza (fermentacija)

Produkti, ki so nastali pri hidrolizi (masc¢obne kisline kratkih verig, aminokisline, masc¢obne kisline in
glicerin), se v fazi acidogeneze s pomocjo razlicnih fakultativnih in obligatnih bakterij razgradijo v
organske kisline kratkih verig, C;-Cs molekule (npr. maslena Kislina, propanojska kislina, acetat,
ocetna kislina), alkohole, dusikov oksid, vodikov sulfid, vodik, ogljikov dioksid in amonijak
(Pavlostathis, 2011; Deublein in Steinhauser, 2010a). Koncentracija vmesnega formiranja vodikovih
ionov vpliva na vrsto fermentacijskih produktov (Deublein in Steinhauser, 2010a). Pri tem organske
sestavine sluzijo kot donatorji in prejemniki elektrona. Hlapne mascobne kisline dolgih verig in

alkohol anaerobno oksidirajo v hlapne mas¢obne kisline, vodik in ogljikov dioksid (Pavlostathis,
2011).

2.2.1 Acidogeneza (fermentacija) ogljikovih hidratov
Ogljikovi hidrati (sladkorji), kot je glukoza, se razgradijo v piruvat, ki se s pomo¢jo mikroorganizmov

Lactobacillales pretvori v mlecno kislino (lactic acid), s pomocjo kvasovk pa v etanol (Deublein in
Steinhauser, 2010a). Ogljikovi hidrati fermentirajo po Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) poti v piruvat
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nato pa v C3 produkte (propionat, laktat) ali C2-C6 produkte preko acetil-CoA, kot je prikazano na
sliki 4 (Batstone in Jensen, 2011). Mesanice produktov, ki nastanejo, so odvisne od okoljskih razmer,
pH, koncentracije vodika v plinski fazi, temperature in zadrzevalnega ¢asa biomase. Predvideva se, da
so reakcije bogate z vodikom (tvorba acetata) pospesene pri nizjih koncentracijah vodika, produkcija
alkoholov pa je pospesena pri nizkem pH (Batstone in Jensen, 2011). Tvorba C3 produktov je redka,
do njihovega tvorjenja pride pri preobremenitvi in so kot taki dokazani inhibitorji organske
preobremenitve. Najbolj pogosti produkti so acetat, butirat in etanol, odpadni ogljik se pretvori v
ogljikov dioksid, odvec¢ni elektroni pa v vodikov plin (Angelidaki et al., 2011).

1glucose

~ de-
\J

2pyruvate <,

Y " 4e
Beww 0 A " :

H 2lactate
: 2C04 ) 26
2propionate %5,
26 v‘ 2C0,

2acetyl-CoA

2e=H, T ee 7 o ¢ \{e

2acefate 1butyrate 2ethanol

Slika 4: Glavni produkti fermentacije ogljikovih hidratov. Visek elektronov je odstranjen kot vodik
(H,) (Batstone in Jensen, 2011).

Figure 4: Major products from C6 monosaccharide fermentation. Excess electrons are removed as
hydrogen as shown (Batstone and Jensen, 2011).

2.2.2 Acidogeneza aminokislin

Razgradnja aminokislin lahko poteka preko direktne oksidacije ali s fermentacijo v parih vzdolz
zaértane poti, ki jo imenujemo Stricklandova reakcija. Njene lastnosti so naslednje (Batstone in
Jensen, 2011):

a) Aminokisline se razgrajujejo v parih.

b) Enaaminokislina iz para deluje kot sprejemnik elektrona, druga kot donator elektrona.

c) Donatorska aminokislina oksidira v amonijak (NHs), ogljikov dioksid in karboksilno kislino,
katere dolzina verige je krajSa za en ogljikov atom kot originalna kislina, ki je darovala
elektron.

d) Aminokislina, ki je sprejela elektron, se reducira v amonijak (NH3) in karboksilno kislino,
katere dolzina verige je enaka kot izvorne aminokisline.

e) Aminokisline so lahko tudi prejemnice elektronov, donatorji elektronov ali oboje.

f) V splosnem je pri aminokislinah, ki jih najdemo v proteinih, 10% primanjkljaj aminokislin, ki
so prejemniki elektronov.
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Pri razgradnji aminokislin, ki se razgrajujejo v parih, sodelujejo Clostridium botulinum, kjer ena
aminokislina sluzi kot donator vodika, druga pa kot sprejemnik elektrona. Pri tem nastanejo acetat,
amonijak in ogljikov dioksid. Pri razdelitvi cisteinov se spros¢a vodikov sulfid (Deublein in
Steinhauser, 2010a).

Preglednica 1: Hlapne kisline, ki jih najdemo v procesih anaerobne presnove (Gerardi, 2003b).
Table 1: Volatile fatty acids that can be found in anaerobic digestion processes (Gerardi, 2003b).

Hlapne kisline Kemijska formula Talis¢e (°C) | Vrelisée (°C)
Metanojska (mravlji¢na) kislina H-COOH +8 100
Etanojska kislina (ocetna) H;C-COOH +17 118
Propanojska (propionska) kislina HsC -CH,-COOH -20 141
Butanojska (maslena) kislina H;C -CH,-CH,-COOH -5 166
Pentanojska (valerianska) kislina H3C -(CH,);-COOH -35 187
Heksanojska (kapronska) kislina HsC - (CH,),~-COOH -3 205

2.3 Acetogeneza
Produkti, ki so nastali v prej$nji fazi acidogeneze, v acetogenezi sluzijo kot substrati za acetogene

bakterije (Deublein in Steinhauser, 2010a).

Preglednica 2: Acetogena razgradnja osnovnih elementov (Deublein in Steinhauser, 2010a).
Table 2: Acetogenesis of basic elements (Deublein and Steinhauser, 2010a).

Kemijsko ime Sinonim Kemijska reakcija
Ogljikov dioksid/vodik - 2C0O, + 4H, — CH3;COOH + 2H,0
Metanojska (format) Mravlji¢na kislina HCOOH
Etanojska (acetat) Ocetna kislina CH;COOH
Propanojska (propionat) Propionska kislina CH3(CH,)COOH + 2H,0 — CH,COOH +
CO, + 3H,
Butanojska (butirat) Maslena kislina CH5(CH,),COOH +22|_|H20 — CHCOOH +
2
- T CH3(CH2)3COOH + ZHQO — CHgCOOH +
Pentanojska Valerenska kislina CH:CH,COOH + 2H,
. . . (CH3),CHCH,COOH + HCO3H + H,O —
Izopentanojska Izovalerinska kislina 3CH,COOH + H,
Heksanojska Kapronska kislina CH5(CH).COOH + g:zo — 3CHCOOH +
2
Glicerin = C;3HgO3 + H,O — CH;COOH + 3H, + CO,
Y CH3;CHOHCOOH + 2H,0 — CH3;COOH +
Laktat Mlecna kislina HCO; + H' + 2H,
EtanOI = CHg(CHz)OH + Hzo — CH3COOH + 2H2

Organske kisline in alkoholi se z anaerobno oksidacijo pretvorijo v acetat (organske snovi z lihim
Stevilom v verigi v propionat). Vodikovi ioni se porabijo za proizvodnjo vodika v plinski obliki,
bikarbonatni ioni pa za proizvodnjo formata (Batstone in Jensen, 2011). Pretvorba dolgoveriznih
mascobnih kislin poteka po P-oksidacijski poti. Vodik in ogljikov dioksid se s pomocjo
homoacetogenih bakterij pretvorita v acetat (Pavlostathis, 2011).
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2.4 Metanogeneza

Do tvorbe metana v strogo anaerobnih pogojih pride v Cetrti fazi, ki se imenuje metanogeneza. Ogljik,
ki se nahaja v biomasi, se pretvori v ogljikov dioksid (v vodi raztopljen kot HCO’) in metan
(Deublein in Steinhauser, 2010a). Pri metanogenezi lo¢imo dva mehanizma tvorjenja metana: (i)
razkroj ocetne kisline in (ii) redukcija ogljikovega dioksida. Ob odsotnosti vodika se pri razkroju
ocetne Kisline ustvari metan in ogljikov dioksid. Metilna skupina (CHs-) ocetne kisline se reducira
(razpade) v metan, medtem ko karboksilna skupina (COOH) oksidira v ogljikov dioksid. Ko je vodik
na razpolago, se metan ustvari iz redukcije ogljikovega dioksida. CO; je prejemnik vodikovih atomov,
ki so bili s pomocjo encimov odstranjeni iz organskih zmesi. Ker je ogljikovega dioksida v
anaerobnem reaktorju vedno v izobilju, njegova redukcija v metan ni omejujoc¢i faktor v procesu.
Tvorba metana iz redukcije ogljikovega dioksida je naslednja (Chernicharo, 2007):

CO, + 4H, — CH, + 2H,0

Metan, ki se ustvari v procesu anaerobne presnove, se hitro loci iz tekoCe faze zaradi nizke topnosti v
vodi (Bunsenov koeficient). Posledi¢no, ko plin preide oz. zapusti teko¢i del biomase in preide v
plinasto fazo, je zaradi tega stopnja razgradnje tekocih odpadkov vecja. Za razliko od metana je
ogljikov dioksid v vodi 100 krat bolj topen in le del preide v plinasto fazo, del pa ga ostane
raztopljenega v biomasi (Chernicharo, 2007).

Ce tvorba metana poteka brez problemov, odvisno od pH, ionske sestave, mikrobnih procesov,
najveckrat tudi acetogena faza poteka brez zapletov. Ko je tvorba metana motena, to vodi do zakisanja
(Deublein in Steinhauser, 2010a). Do motenj v procesu lahko pride, ko acetogene bakterije namesto z
metanogenimi mikroorganizmi zivijo v simbiozi z ostalimi mikroorganizmi in porabljajo vodik. Pri
¢is¢enju odpadne vode nastane simbioza med mikroorganizmi, ki reducirajo sulfat v vodikov sulfid.
Tako metanogene arheje s sulfat reducirajo¢imi mikroorganizmi tekmujejo za vodik. Posledi¢no lahko
metanogeni dobijo manj vodika in proizvedejo manj metana, nastajajo pa reducirane oblike Zvepla.
Vodikov sulfid, ki nastaja iz sulfata, pa je za metanogene mikroorganizme toksi¢en. V fazi
metanogeneze 27 % do 30 % metana izhaja iz redukcije ogljikovega dioksida in 70 % iz acetata
(Deublein in Steinhauser, 2010a).

Teoreticno lahko metanski potencial izraCunamo s pomocjo Bushwellove formule (Meller et al.,
2004):

n

CaHaOp + (n=2=2)Hy0 > (2= 2+ 2) c0, + (2+2-2) cH, (1)

2.5 Bakterije pri anaerobni presnovi in predobdelava z encimi

Bakterije, ki jih najdemo pri procesih ¢is¢enja odpadne vode, so razdeljene v skupine glede na odzive
(Gerardi, 2003a):
e Odziv na proste molekule Kisika
o Striktni aerobi (razgradijo substrat ob prisotnosti prostih molekul kisika).
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o Fakultativni anaerobi (Ce je prisoten prosti kisik, ga uporabijo za encimsko aktivnost
in razgradnjo snovi, ¢e pa ni prisoten prosti kisik, uporabijo nitratni ion (NO3) za
razgradnjo snovi, pri ¢em pride do denitrifikacije in se proizvaja plin didusik (Ny)).

o Anaerobi in metanogene arheje:

= Tolerantni na kisik
= Netolerantni na kisik
e Encimsko sposobnost razgradnje substrata v anaerobnem reaktorju.

Kaksne produkte bomo imeli pri fermentaciji je odvisno predvsem od prisotnih bakterij. Spremembe v
obratovanju, ki vplivajo na spremembe prevladujocCih bakterij, vplivajo tudi na spremembe
koncentracij kislin in alkoholov, ki se proizvajajo med fermentacijo. Te spremembe v koncentraciji
kislin in alkoholov moc¢no vplivajo na substrat, ki ga uporabljajo metanogene arheje, na njihovo
aktivnost in na delovanje procesa anaerobne presnove (Gerardi, 2003a).
Pri anaerobni presnovi nastopajo 3 glavne skupine anaerobnih mikroorganizmov (Ahring, 2003):
1. Hidrolitske fermentativne bakterije (hidrolizirajo in pretvorijo organske sestavine v hlapne
mascobne kisline (VFA) in so¢asno proizvajajo vodik (H,) in ogljikov dioksid (COy,),
2. Acetogene bakterije (pretvorijo hlapne maséobne kisline v ocetno kislino (CH;COOH),
3. Metanogene arheje (iz acetata (CH3;COOH) ali iz vodika (H,) in ogljikovega dioksida (CO,)
proizvajajo metan (CH,).

Hidrolizni in fermentacijski mikroorganizmi so odgovorni za zacetno razgradnjo polimerov in
monomerov, ki se nahajajo v odpadnem materialu (substratu). Proizvajajo predvsem acetat

(CH3COOH) in vodik (H,), koli¢ina hlapnih mascobnih kislin pa niha (propionat, butirat) (Ahring,
2003).

acetat

H,

razgrajevalci metanogeni

>/HMK porabniki H,

Slika 5: Medvrstni prenos vodika (Ahring, 2003).
Figure 5: Interspecies hydrogen transfer (Ahring, 2003).

e

Obligatorne acetogene bakterije, ki proizvajajo vodik, pretvorijo propionat in butirat v acetat in vodik.
Nato dve skupini metanogenih bakterij Archaea iz acetata ali vodika proizvajata metan. Obligatorne
acetogene bakterije so odvisne od aktivnosti metanogenih bakterij (odstranjevanje vodika), saj mora
biti metabolizem obligatornih acetogenih bakterij termodinamsko mogoc¢, ker so njihove reakcije
endergone (nespontana reakcija; kemijska reakcija, kjer je sprememba v prosti energiji pozitivna,
energija se absorbira). Reakcije steéejo, ¢e je vsebnost vodika pod doloc¢eno koncentracijo. Zvezo med
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obligatornimi acetogenimi bakterijami, ki razgradijo hlapne mascobne kisline (HOK) in metanogenimi
bakterijami, ki za tvorbo metana porabljajo vodik, imenujemo sintrofija, proces pa se imenuje
medvrstni prenos vodika (Ahring, 2003).

Sintrofne zveze so pomembne pri pretvorbi acetata, ko je delovanje metanogenih bakterij zavrto zaradi
visoke koncentracije amonijaka ali sulfida. Pri visoki koncentraciji amonijaka je rast metanogenih
bakterij zavrta, zato jih zamenja druga skupina mikroorganizmov — hidrolizni in fermentacijski
mikroorganizmi, ki pridobijo energijo z oksidacijo acetata v vodik (H,) in ogljikov dioksid (CO,)
(Ahring, 2003).

Bakterije razgradijo substrat s pomocjo encimov. Encimi so beljakovinske molekule, ki katalizirajo
(pospesijo) biokemijske reakcije (Quifiones et al., 2012; Gerardi, 2003a). Pri razgradnji substratov
sodelujeta dve vrsti encimov (Gerardi, 2003a):

e Endoencimi

e Eksoencmi

Endoencimi se proizvajajo v notranjosti celic. Njihova funkcija je razgradnja topnih substratov znotraj
celice. Eksoencimi se prav tako proizvajajo znotraj celice. Celico obdaja sluzast ovoj, na katerega so
pritrjeni netopni substrati. Preko tega sluzastega ovoja eksoencimi ob kontaktu z netopnimi substrati
razgradijo trdne in koloidne delce. Tako lahko razgrajeni substrati do monomerov vstopijo v celico,
kjer se s pomoc¢jo endoencimov razgradijo. Tvorba eksoencimov in raztapljanje trdnih ter koloidnih
delcev po navadi traja nekaj ur. Vse bakterije proizvajajo endoencime, ne pa tudi eksoencimov. Prav
tako lahko vsak eksoencim in endoencim razgradi samo dolocene substrate ali skupino substratov.
Zato je za razgradnjo prisotnih substratov potrebna Siroka in raznolika bakterijska zdruzba, ki zagotovi
primerne vrste encimov (Gerardi, 2003a).

Encimi so zelo selektivni glede izbire substrata in reakcije, ki jo katalizirajo. Obstajajo snovi, ki lahko
inhibirajo tvorjenje kompleksa encim — substrat. To naredijo z blokiranjem obmocja kjer se substrat

pritrdi ali pa se povezejo na razlicna obmoc¢ja in onemogocajo vezavo substrata (Quifiones et al.,
2012).

V vseh fazah razgradnje sodelujeta vrsti Acetobacter in Eubacterium. Nekatere so homoacetogene
(CO; reducirajo v acetat in so striktno anaerobni organizmi, ki lahko rastejo kot litotrofi ali kot
organotrofi), ki npr. pretvorijo CO, in/ali monomere ogljikovih hidratov preko acetil-CoA poti.
Obstajajo indici, da homoacetogene bakterije sodelujejo tudi pri drugih metabolnih procesih, npr. pri
delitvi aromatskega obrocCa substituiranih aromatov in/ali pri raztapljanju struktur, ki so podobne
ligninu (Deublein in Steinhauser, 2008).

Rod Acetobacterium zmanjsa koncentracijo avtotrofnih polimernih spojin, oligomere in monomere ali
CO,. Pri tem vodik nastopa kot vir elektrona. Sluzijo kot partner pri dajanju vodika in omogocijo
razgradnjo mas¢obnih kislin in aromatskih spojin. Pri rodu Eubakterium kot stranski produkt presnove
nastane butirat. Veliko vrst je sposobnih razgraditi kompleksne substrate preko specialnih poti.
Nekatere vrste so avtotrofi, saj so neodvisni od drugih organizmov in lahko svojim energetskim
potrebam zadostijo sami, kot edini vir razpolozljivega ogljika pa jim sluzi CO,. V prvi in drugi fazi
anaerobne presnove sodeluje vsaj 128 redov mikroorganizmov od 58 vrst in 18 rodov. Najpogosteje se
pojavljajo wvrste, kot so Clostridium, Ruminococcus, Eubacterium in Bacteroide (Deublein in
Steinhauser, 2008).
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Preglednica 3: Bakterije, ki sodelujejo pri procesu fermentacije v vseh §tirih fazah (Deublein in
Steinhauser, 2008).

Table 3: Bacteria that are present during all phases of anaerobic digestion (Deublein in Steinhauser,
2008).

Taksonomija Vrsta Opis
Rod: Acetobakterium A. woodii Sestavljaj_gjih homoac;_etogene,
A. paludosum palicaste bakterije.
E. rectale
E. siraeum
E. plautii Sestavljajo jih obligatne (ne
E. cylindroides tolerirajo kisika, prezivijo samo
Rod: Eubakterium E. branchy v anaerobnem okolju), gram
E. desmolas (razgradnja pozitivne bakterije, ki ne
steroidov) ustvarjajo endospor.
E. callandrei
E. limosum

Mikroorganizmi, ki sodelujejo pri metanogenezi, so iz domene Archea, vrste Euryarchaeota. Do sedaj
so identificirali pet redov metanogenov, ki so razdeljeni kot: Methanosarcinales, Methanobacteriales,
Methanomicrobiales, Methanococcales in Methanopyrales. Pred kratkim so dodali Se Sesti rod
Methanocellales, ki je filogenetsko razvrséen med red Methanosarcinales in  Methanomicrobiales
(Angelidaki et al., 2011), kar nakazuje, da je mikrobiologija anarobne presnove hitro razvijajoce se
podrogje, kjer so z napredkom tehnologije globokega sekvencijaranja mozna nova odkritja, ki so nam
do sedaj bila le delno dostopna.

Identificirano je bilo omejeno $tevilo metanogenov znotraj arhej, ki so zmozne razcepiti acetat. To so
(Batstone and Jensen, 2011):
e Clani iz roda Methanosaeta znotraj Methanosaetaceae (so obligatni cepilci acetata).
e Clani iz roda Methanosarcina znotraj Methanosarcinaceae. Clani tega roda lahko uporabijo
vodik, ogljikov dioksid in metilirane C; spojine (Ferry, 1993; cit. po Batstone in Jensen,
2011).

Rod Methanosaeta je ob¢utljiva na pH in amonijak, medtem ko rod Methanosarcina lahko najdemo
pri vi§jih koncentracijah, predvsem v okolju z veliko koncentracijo amonijaka in Kjer je v iztoku
veliko organskih kislin (Zinder, 1993; Karakashev et al., 2005; cit. po Batstone in Jensen, 2011).
Glede na zadnje raziskave se domneva, da Methanosarcina lahko namesto razcepitve acetat v vodik in
ogljikov dioksid, oksidira acetat v vodik z naknadno redukcijo s pomocjo sintropnih metanogenih
partnerjev v metan (Batstone in Jensen, 2011). V takih pogojih Methanosarcina ne deluje kot
metanogen, ampak samo zagotovi elektron ostalim metanogenom preko vodika ali alternativnega
nosilca elektrona (Batstone in Jensen, 2011).

Delovanje anaerobne presnove je ponavadi ocenjeno kot redukcija organskih snovi. Koli¢ina
organskih snovi, ki se bo razgradila in pretvorila v bioplin, je odvisna od karakteristik blata,
temperature in organske obremenitve (Braguglia et al., 2011).
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Slika 6: Metanogene bakterije iz rodu methanosarcina (okrogl.e) in methanothrix bakterije (palicaste),
ki sodelujejo pri procesu anaerobne presnove (https://energypedia.info/wiki/Biogas_Basics).

Figure 6: Various types of methanogenic bacteria. The spherically shaped bacteria are of the
methanosarcina genus; the long, tubular ones are methanothrix bacteria.

2.6 pH, alkalnost in hlapne kisline

Alkalnost, pH in hlapne Kisline so okoljski parametri, ki so med seboj tesno povezani. Vpliv pH na
proces anaerobne presnove lahko poteka po dveh poteh (Chernicharo, 2007):
e Direktno: sprememba pH lahko spremeni beljakovinsko strukturo encimov in tako vpliva na
encimsko aktivnost.
e Posredno: vpliv na toksi¢nost Stevilnih sestavin (amonijak).

Optimalen pH za rast metanogenih mikroorganizmov je med 6,6 in 7,4. Stabilna tvorba metana zajema
tudi pH obmocje med 6,0 in 8,0. Visja ali nizja vrednost pH lahko deluje inhibitorno na metanogene
mikroorganizme. Optimalen pH je odvisen od vrste mikroorganizmov v procesu anaerobne presnove
in vrste substrata (Chernicharo, 2007). Spremljanje in nadzorovanje pH v anaerobnih reaktorjih je zelo
pomembno, saj lahko pride do kopicenja mascobnih kislin, ki zavrejo proces tvorjenja metana. Do
tvorjenja hlapnih mascobnih kislin (HMK) pride v fazi acitogeneze. Njihova koncentracija je odvisna
od Kkarakteristik substrata in ravnotezja med acidogenimi in metanogenimi mikroorganizmi.
Koncentracijo hlapnih mascobnih kislin ponavadi izrazimo kot mg CH3;COOH/I. Vrednost pH je
odvisna tudi od alkalnosti substrata, Ki jo izrazimo kot mg CaCOg/l. Nizka alkalnost lahko povzroci
zakisanje v anaerobnem reaktorju (Fantozzi in Buratti, 2011).

Alkalnost sluzi kot pufer, ki prepre¢i nenadne spremembe v pH, saj so encimske aktivnosti in
delovanje gnilis¢a odvisni od pH (Gerardi, 2003).

Dva glavna faktorja, ki vplivata na pH in anaerobne procese sta ogljikova kislina (H,CO5 ) in hlapne
kisline. Ogljikova kislina je zelo Sibka kislina s kemijsko formulo H,COs. Nastane pri raztapljanju
ogljikovega dioksida (CO,) v vodi. Njene soli se imenujejo karbonati. Ko je pH v obmo¢ju med 6,0 in
7,5, je puferska kapaciteta anaerobnega sistema skoraj v celoti odvisna od ogljikovega
dioksida/baziéni sistem, ki v ravnotezju z disociacijo (razpad, razkroj) ogljikove kisline regulira
koncentracijo vodikovega iona. Koli¢ina ogljikove kisline v raztopini je direktno povezana s koli¢ino
CO; v plinski fazi, ko je vzpostavljeno ravnotezje med koli¢ino CO; v teko¢i in plinski fazi
(Chernicharo, 2007).


https://energypedia.info/wiki/Biogas_Basics
http://sl.wikipedia.org/wiki/Kislina
http://sl.wikipedia.org/wiki/Kemijska_formula
http://sl.wikipedia.org/wiki/Vodik
http://sl.wikipedia.org/wiki/Ogljik
http://sl.wikipedia.org/wiki/Ogljik
http://sl.wikipedia.org/wiki/Ogljikov_dioksid
http://sl.wikipedia.org/wiki/Karbonat
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Mocénemu zakisanju se lahko izognemo z ogljikov- dioksid/ hidrogenkarbonat/ karbonatni puferskim
sistemom. Med fermentacijo se nenehno razvija ogljikov dioksid, ki uhaja v zrak. S padanjem pH
vrednosti je ve¢ CO, kot molekul brez naboja, raztopljenih v substratu. Z dviganjem pH vrednosti
raztopljeni CO, tvori ogljikovo kislino (H,COs), ki ionizira. Tako se vodikovi ioni osvobodijo
(Deublein in Steinhauser, 2008).

Presibkemu zakisanju se izognemo z amonijak-amonij puferskim sistemom. S padanjem pH vrednosti
pride do tvorjenja amonijevih ionov in sproscanja vodikovih ionov. Z dviganjem pH vrednosti se
ustvari ve¢ prostih molekul amonijaka (Deublein in Steinhauser, 2008).

Povezava med alkalnostjo in hlapnimi kislinami v procesu anaerobne presnove temelji na tem, ali
alkalnost sistema lahko nevtralizira Kisline, ki nastanejo pri procesu in ohranjajo (pufer) pH v primeru
akumuliranja hlapnih kislin. Alkalnost in hlapne kisline izhajajo iz razgradnje organskih sestavin med
anaerobno presnovo na naslednji nacin (Chernicharo, 2007):
e Pretvorba vmesnih hlapnih mascobnih kislin. Presnova natrijevega acetata (CH3COONa)
lahko npr. privede do tvorjenja natrijevega bikarbonata — soda bikarbona (NaHCO; ):

CH,COONa + H,0 = CH, + CO, + NaOH = CH, + NaHCO;

e Pretvorba proteinov in aminokislin s formiranjem amonija (NH;), vodi v nastanek amonijaka
(NH,), katerega oblika je odvisna od pH. Kombinacija med amonijem in ogljikovo Kislino

(H,C05 ) v raztopini privede do tvorjenja amonijevega bikarbonata (NH;"):

NH; + H,0 + CO, = NHf + HCO3

Presnova ostalih organskih sestavin, ki ne privedejo do kationa (ion s pozitivnim elektri¢nim nabojem,
ki pri elektrolizi potuje proti katodi) kot konénega produkta, ne proizvaja alkalnosti. To se npr. dogaja
pri razgradnji ogljikovih hidratov in alkoholov. Posebej je pomembno zaradi mikrobne sinteze med
razgradnjo ogljikovih hidratov, ki lahko povzro¢ijo znizanje v alkalnosti, zato mora biti amonijev
bikarbonat, ki je prisoten, uporabljen kot vir dusika za biolosko sintezo (Chernicharo, 2007).

Amonijak je kon¢ni produkt pri anaerobni presnovi proteinov, secnine in nukleinskih kislin. Visoke
koncentracije lahko inhibitorno vplivajo na delovanje anaerobne presnove in zmanjSajo mikrobno
aktivnost. Zaradi inhibicije pride do zmanjSane tvorbe metana, poveca pa se koncentracija hlapnih
mascobnih kislin. Do take nestabilne situacije pride v primerih, ko je koncentracija celotnega
amonijskega dusika v reaktorju med 1500 in 7000 mg/l, odvisno od drugih parametrov Do takega
razpona pride zaradi razlik v naravi substratov, inokulumov, okoljskih razmer (temperatura, pH) in
dobe prilagajanja (Rajagopal et al., 2013; Chen et al., 2008). Ko koncentracija celotnega amonijskega
dusika preseze 3000 mg NH,4-N/I, je proces anaerobne presnove inhibiran pri kateremkoli pH. Vendar
inhibicije zaradi amonijaka ne moremo direktno povezovati samo s celotnim amonijskim dusikom,
ampak s prostim amonijem (NHjs), za katerega se steje, da je glavni vzrok za inhibicijo metanogene
mikroflore (Rajagopal et al., 2013).


http://sl.wikipedia.org/wiki/Ion
http://sl.wikipedia.org/wiki/Elektri%C4%8Dni_naboj
http://sl.wikipedia.org/wiki/Elektroliza
http://sl.wikipedia.org/wiki/Katoda
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2.7 Lignocelulozni substrati

Za anaerobno presnovo in posledi¢no pridobivanje bioplina so primerni organski in v anaerobnih
pogojih razgradljivi substrati. Zelo pogosto se uporabljajo rastlinski ostanki z razli¢nimi delezi
lignoceluloze, saj ta biomasa nastane kot stranski proizvod v kmetijstvu in predelavi hrane.
Sestavljena je iz celuloze, hemiceluloze in lignina, ki so med sabo zelo prepleteni in kemi¢no vezani z
nekovalentnimi silami in kovalentnimi vezmi. Le majhen del stranskih produktov iz lignoceluloze se v
kmetijstvu uporabi, ostanek pa se zavrze kot odpadek (Sanchez, 2009).

2.7.1 Celuloza

Celuloza je glavna strukturna komponenta lesa in rastlinskih vlaken. Sestavljena je iz D-glukoznih
enot, ki so med seboj povezane z 1,4 glikozidnimi vezmi. Mreze celuloznih vlaken so osnova ogrodja
za rastlinske celi¢ne stene (Bayer et al., 2006; Batstone in Jensen, 2011). Medsebojno povezane verige
celuloze tvorijo mikrovlakna, ki so med seboj povezana v snope in tvorijo celulozna vlakna. Stevilo
glukoznih enot v dolgih molekulah celuloze se razlikuje; na primer pri celulozi v bombazu znasa okoli
15.000 enot, v lesu do 12.000 enot. VVodikove vezi znotraj celuloznih mikrovlaken dolocajo trdnost
verige, medtem ko vodikove vezi med verigami odgovarjajo za kristalno ali amorfno strukturo
celuloze (Agbor et al., 2011).

2.7.2 Hemiceluloza

Hemiceluloza je drugi najbolj razsirjen polimer, ki predstavlja 20 do 50 % lignocelulozne biomase. Od
celuloze se razlikuje po tem, da je kemijsko manj homogena. Hemiceluloze so razvejani, heterogeni
polimeri pentoz (ksiloze, arabinoze), heksoz (manoze, glukoze, galaktoze) in acetilirani sladkorji. V
primerjavi s celulozo imajo manjso molekulsko tezo in veje s kratkimi lateralnimi verigami, ki se jih
lahko hidrolizira (Fengel in Wegener, 1984; Saha, 2003; cit po Agbor et al., 2011). Verige
hemiceluloze so dolge 200 enot, medtem ko dolzina celuloz lahko znasa tudi do 10.000 enot (Batstone
in Jensen, 2011). Hemiceluloze se med seboj razlikujejo v zgradbi. Hemiceluloza v kmetijski biomasi,
kot so slama in trave, je v glavnem sestavljena iz ksilana. Ksilan zajema skupino polisaharidov
(makromolekul), ki so sestavljene iz enot ksiloz (Buslov et al., 2009). Ksilan lahko vsebuje tudi
arabinoze, glukuronske kisline ali 4-O-metil eter ocetno kislino, feruli¢ne in p-kumarne kisline (Agbor
et al., 2011). Hemiceluloza v biomasi blokira stik celulaze s celulozo, saj absorbira encim in fizi¢no
prepreci dostop celulaze na povrsino celuloze (Zhu et al., 2008). Hemiceluloza sluzi kot vez med
ligninom in celuloznimi vlakni in daje celotni mrezi celuloza-hemiceluloza-lignin vecjo trdnost
(Hendriks in Zeeman, 2009).

2.7.3 Lignin

Lignin je tretji najbolj razsirjeni polimer v naravi. Prisoten je v celi¢ni steni rastlin in nudi togo,
neprepustno za$¢ito pred encimskim mikrobnim napadom in oksidativnim stresom. Je amorfen
mrezasti polimer, sestavljen iz fenil propanskih enot (p-kumaril, koniferil alkohol in sinapil alkohol),
ki so med seboj povezane z etrskimi vezmi in vezmi ogljik-ogljik (C-O-C in C-C) (Hendriks in
Zeeman, 2009; Agbor et al., 2011). Lignin je povezan s celulozo in hemicelulozo ter tvori neprepustno
oviro v celi¢ni steni (Slika 7) (Sanchez, 2009). V splosnem je sprejeto, da je lignin neke vrste lepilo, ki
zlepi skupaj razlicne komponente lignocelulozne biomase in tako prispeva k netopnosti v vodi. Zaradi
tesne povezanosti s celuloznimi vlakni, je lignin glavni zaviralec za encimsko in mikrobno hidrolizo,
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lignocelulozne biomase (Agbor et al., 2011). Za razliko od celuloze in hemiceluloze, ki se lahko
razgradita aerobno ali anaerobno, je za razgradnjo lignina potreben kisik ter mikroorganizmi kot so
filamentozni prokarionti (npr. Actinomycetes Streptmomyces) in glive (npr. Phanerochaete
chrysosporium, Bejerkendera adusta in Pleturotus ostreatus), ki proizvajajo zapleteno paleto encimov,
ki hidrolizirajo lignin (Sanchez, 2009). Obstojnost lignina mo¢no omejuje dostopnost encimov do
komponent celuloze in omejuje hitrost anaerobne razgradnje celuloze. V vsakem primeru je za
ucinkovito razgradnjo celuloze najprej treba razgraditi oziroma odstraniti lignin (Bayer et al., 2006).

Preglednica 4: Nekateri glavni encimi pri razgradnji lignoceluloze v monomere (Van Dyk in
Pletschke, 2012).

Table 4: Basic enzymes needed for degradation of lignocellulose into monomers (Van Dyk and
Pletschke, 2012).

Rastlinski polimer Encimi
Lignin Lakaze, mangan peroksidaze (MnP), lignin peroksidaze (LiP)
Pektin Pektin metil esteraze, pektat liaze, Ipoligalakturonaze, ramnogalakturonan
iaze
Endo-ksilanaze, acetil ksilan esteraze, p-ksilozidaze, endo manaze, -
Hemiceluloza manozidaze, a-L-arabino-furanozidaze, a-glukuronidaze, esteraze ferulne
kisline, a-galaktozidaze, esterate p-kumarne kisline
Celuloza Celobiohidrolaze, endoglukanaze, f-glukozidaze

Preglednica 5: Priblizna sestava (odstotek) razliéne biomase iz kmetijskih ostankov, ki jih potencialno
lahko uporabimo za proizvodnjo biogoriv (Van Dyk in Pletschke, 2012).

Table 5: Approximately composition (percentage) of various biomass from agricultural wastes that can
be potentialy used for biofuels (Van Dyk and Pletschke, 2012).

Biomasa Celuloze (%0) Hemiceluloza (%) Lignin (%)
Trsje 39,5 29,8 24
Oljna repica (steblo) 27,6 20,2 18,3
Koruzni storz 35-39 38-42 4.5-6,6
Rizevi otrobi 24-29 12-14 11-13
Lupine melone 35 19 30
Koruza (steblo) 41,7 20,5 18
PSenicna slama 30-44 23-50 7,7-17
Rizeva slama 32-41 15-24 10-18
Sladkorni trs 33-43 25-30 12-24
Lucerna 21,8 12,4 9,7
Trava iz bankin 30,7 15,6 14,1
Kasa iz kave 24 8,9 19,4
Zagovina 45 15,1 25,3
Kokosova vilakna 17,7 2,2 34
Proso (rastlina) 31-45 22-31 12-18
Listi 15-20 80-85 0
Trava (povprecje) 25-40 25-50 10-30
Rz (rastlina, zgodnji listi) 21,3 15,8 2,7
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Slika 7: Zgradba lignoceluloznih substratov (http://www.intechopen.com/books/biomass-now-
cultivation-and-utilization/paenibacillus-curdlanolyticus-strain-b-6-multienzyme-complex-a-novel-
system-for-biomass-utilization)

Figure 7: Structure of lignocellulosic biomas.

2.8 Blato iz ¢istilnih naprav

Koli¢ina blata, ki se proizvede med procesom ¢is¢enja odpadne vode na komunalnih in industrijskih
Cistilnih napravah, predstavlja resen in kompleksen problem, kar se tice odlaganja blata, saj ti stroski
lahko znasajo tudi do 60 % celotnih stroSkov obratovanja Cistilne naprave (Xu et al., 2011; Parawira,
2012). Blato predstavlja kompleksen material, ki je sestavljen iz delcev, bakterij in zunajceli¢nih
polimernih substanc (extracellular polymeric substances - EPS), ki jih proizvajajo in izlo¢ajo bakterije.
Vsebnost suhe snovi blata iz primarnega in sekundarnega usedalnika se giblje med 0,5 in 5 %, ostalo
je voda. Te trdne snovi vsebujejo organske in anorganske snovi v pribliznem razmerju 60:40, zaradi
Cesar lahko blato uporabimo pri pridobivanju bioplina. Mikrobna biomasa je glavna trdna sestavina
biomase blata, ki nastane med ¢iS¢enjem blata (Parawira, 2012). Kosmi aktivnega blata so med sabo
povezani s pomocjo komponent EPS. Glavne sile, ki zlepijo komponente kosmov v 3D matrico, so van
der Waalsove sile, hidrofobne interakcije in polimerne premostitve s pomocjo razlicnih kationov
zaradi elektrostati¢nega povezovanja z bivalentnimi kationi. Glavne sestavine EPS so ogljikovi hidrati
in proteini, v manjsih koli¢inah pa tam najdemo tudi lipide, nukleinske kisline in huminske spojine.
Razli¢ne organske makromolekule v EPS matrici imajo razli¢ne potenciale za medsebojno vezanje v
matrice kosmov. Spremembe v sestavi ali odstranitev kaksSne dolocene sestavine lahko privede do
zmanj$anja moc¢i vezi v kosmih (Nielsen et al., 1996). V blatu najdemo tudi frakcije lignoceluloznih
materialov, ki imajo kompleksno sestavo. Za uni¢enje strukture kosmov in razbijanje celic, da se
sprostijo topne substance in zmanjs$a velikost delcev, je potrebno biomaso blata kemijsko, mehansko
in/ali biolosko razgraditi (Parawira, 2012).

Kosmicenje aktivnega blata je zelo kompleksen proces, ki vkljuCuje fizikalne, kemijske in bioloske
pojave. Tvorjenje vecjih kosmov, ki se hitro usedejo in zajemajo tudi diskretne delce, ki se obicajno ne
bi usedli, predstavlja idealen primer za ucinkovit proces bistrenja. Kosme lahko obravnavamo kot
posamezne mikro sisteme s posebnimi in interaktivnimi fizikalnimi, kemijskimi in bioloskimi
funkcijami ali obnaSanjem znotraj matrice kosmov. Neprestana interakcija med kosmi in njihovo
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okolico zagotavlja energijo, hranilne snovi in kemikalije, ki so potrebni za bioloSko rast, kemijske
reakcije in morfoloskih razvoj in zagotavljanje kakovosti vode (Govoreanu, 2004).

Vpliv razli¢nih EPS na kosmicenje ni popolnoma znan. Razli¢ne $tudije, ki jih najdemo v literaturi,
poskusajo razloziti vlogo EPS na oblikovanje kosma, vendar pa so v¢asih predstavljeni nasprotujoci Si
rezultati. Nekateri avtorji menijo, da na flokulacijo vplivajo povrSinske lastnosti, hidrofobnost,
povrsinski naboj in sestava EPS in ne koli¢ina EPS. EPS igrajo pomembno vlogo pri substratih in
prenosu produktov v in iz mikrobnih celic v kosmih. Pri izpostavljanju kosmov ve¢jim organskim
obremenitvam, se zmanjSana prisotnost EPS. Divalentni kationi (Ca,” in Mg,") lahko sluZijo kot
mostovi med negativno nabitimi EPS in mikrobnimi celicami in stabilizirajo strukturo omrezja
kosmov. Ugotovljeno je bilo, da povecanje koncentracije divalentnih kationov v dotoku povzro¢i
povecanje koli¢ine zunajceli¢ne beljakovine in zmanj$anje koncentracij suspendirane trdne snovi v
iztoku . V nasprotju s tem, pove¢anje koncentracije Na* ionov, privede do zmanjsanja beljakovin in
poveéanja koncentracij suspendirane trdne snovi v iztoku. Fizikalne in kemijske lastnosti kosmov
aktivnega blata so odvisne od koli¢ine in strukture EPS. GostejSe EPS najdemo v notranjosti kosmov,
medtem ko so zunanji deli kosmov povezani s SibkejSimi silami in te S0 zelo obcutljive na spremembe
okoljskih razmer. V strukturi kosmov so prisotni tudi heterogene zmesi biolosko nerazgradljivih
organskih snovi ali koloidnih delcev. To se v glavnem nahajajo v celi¢nih stenah, razliénih mineralih,
zivalskih tkivih in rastlinskih ostankih. Kosmi aktivnega blata lahko vsebujejo priblizno 30-40 %
anorganskih snovi in 60-70 % organskih snovi. Ti delci ve¢inoma pridejo z dotokom in so vdelani v
strukturo kosmov. Anorganski delci v splosSnem imajo drugacne lastnosti kot drugi materiali v kosmih,
zato lahko njihova koli¢ina vpliva na lastnosti kosmov (Govoreanu, 2004).

filamentozne bakterije

anorganski delci
(Ca> Mg*)

kolonija bakterij<=

adsorbirana snov

, =
organska vlakna e U ©
@ o
5
r's reflokulacija
deflokulacija

Slika 8: Mikroskopska slika kosma aktivnega blata (levo) in njegova sestava (desno) (Govoreanu,
2004).
Figure 8: Image of an activated sludge flock (left) and its composition (right) (Govoreanu, 2004).

Zaradi heterogene sestave in kompleksne strukture kosmov, na tvorjenje kosmov aktivnega blata
vpliva veliko dejavnikov. Zaradi tega je skoraj nemogoce oceniti proces kosmicenja s samo enim
mehanizmom, vendar je jasna razlika med mehanizmi, ki so odgovorni za tvorbo kosmov, zelo
tezavna. Zraven fizikalno-kemijskih dejavnikov je potrebno upostevati, da se sestava kosmov
neprestano spreminja zaradi mikrobne razgradnje in tvorjenja novih produktov. Nekatere lastnosti
kosmov se spreminjajo hitro (velikost delcev, kemija na povrsini delcev), nekatere pa pocasneje
(struktura, mikrobna zdruzba) (Govoreanu, 2004).
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Obicajno proces kosmicenja temelji na dveh diskretnih korakih, ki se ukvarjata s prenosom in
pritrditvijo trdnih delcev na kosme. Tako pri kosmicenju lo¢imo tri razlicne mehanizme (Govoreanu,
2004):

e Perikineti¢na flokulacija

e Ortokineti¢na flokulacija

o Diferencialno usedanje

Perikineti¢na flokulacija temelji na velikosti vkljucenih delcev. Gre za mikroflokulacijo, ki je znacilna
za delce, ki so v obmoc¢ju velikosti od 0,001 do 1 pm. Ortokineti¢na flokulacija in diferencialno
usedanje sta opredeljena kot makroflokulacija in se nanasata na skupek delcev, ve¢jih od 1 ali 2 pm.
Perikineti¢na flokulacija nastane zaradi naklju¢nega termi¢nega gibanja molekul teko¢ine (Brownovo
gibanje). Ortokineti¢na flokulacija nastane z gradientom hitrosti zaradi meSanja. Delci, ki se premikajo
hitreje, prehitijo poCasneje se premikajoce delce v hitrostnem polju, tréijo in se zlepijo ter na tak nacin
tvorijo vecje delce, ki se hitreje usedejo in jih je lazje odstraniti v gravitacijskih zgoscevalnikih.
Mehanizmi flokulacije vkljucujejo tudi fenomen pritrjevanja, katere ucinkovitost je odvisna od
trkov med delci, na katere imajo velik vpliv tudi elektrostati¢ne sile, strukturne lastnosti kosmov in
hidrodinamicnih interakcij (Govoreanu, 2004).

Blato iz CN nastaja e v mehanskem delu ¢is¢enja v usedalnikih (primarno blato) ali pri biologkih
procesih ¢isCenja zaradi procesa povratnega blata, in pri katerih se topne sestavine pretvorijo v
biomaso (sekundarno ¢iscenje) (Hogan et al., 2004). Doloc¢ene sestavine v EPS so odporne proti
aerobni in anaerobni razgradnji. Razgradnja blata je tako odvisna od naslednjih delavnikov: ali je na
CN primarni usedalnik, vsebnosti neaktivnih snovi z gor vodnega pritoka ¢&istilne naprave,

temperature, acrobne/anoksic¢ne frakcije in Se posebej starosti blata (Carrere et al., 2010).

zgoscevalnik
¥
predobdelava blata
bioplin in anaerobni reaktor odvecno blato
’ N
v v ST
dehidracija
plinohran supernatant
' T
i sl denitrifikacija dodatno suienje,

direktna nadgradnja in T sezig ali gnojenje
uporaba shranjevanje +

na vtok Cistilne naprave ’

Slika 9: Diagram poteka ravnanja z blatom pri anaerobni presnovi (Appels et al., 2008).
Figure 9: Schematic view of sludge management during anaerobic digestion (Appels et al., 2008).

S suSenjem, dodajanjem apna iz Zelezovega klorida, z membransko filtracijo, zadrZzevalniki, flotacijo,
zgoSCevalniki ali dehidracijo blata lahko koli¢ino blata zmanjSamo za tretjino zadetnega volumna,
lo¢eno vodo pa vrnemo na vtok istilne naprave (Panjan, 2006; Appels et al., 2008). Od tu naprej je
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blato potrebno stabilizirati. To lahko naredimo z anaerobno presnovo, kjer s pretvorbo organskega
materiala v bioplin pridobimo energijo, zmanjSamo koli¢ino kon¢nega blata za odlaganje, uni¢imo
skoraj vse patogene mikroorganizme, ki so prisotni v blatu in omejimo emisije smradu, ki bi nastale z
gnitjem blata. Zato lahko recemo, da anaerobna presnova blata optimizira stroske Cistilne naprave.
Kljub vsem tem prednostim anaerobne presnove se ne moremo izogniti nekaterim omejitvam (Appels
et al., 2008):

a) delna razgradnja organske frakcije (20-40 %),

b) nizke hitrosti reakcij in posledi¢no veéji volumni anaerobnih reaktorjev in s tem tudi stroski,

€) ranljivost sistema zaradi razli¢nih inhibicij,

d) precej slaba kvaliteta nastalega supernatanta,

e) prisotnost drugih plinov poleg CH,, kot so ogljikov dioksid (CO,), vodikov sulfid (H,S) in
odvecna vlaga,

f) mozZna prisotnost hlapljivih siloksanov v bioplinu, ki lahko povzroé¢ijo precej$njo Skodo na
aparaturah, zaradi tvorbe mikro kristalnega silicijeva oksida,

g) povecana koncentracija tezkih kovin in razli¢nih industrijskih »organskih snovi« v kon¢nem
blatu kot posledica zmanj$anja organske frakcije med anaerobno presnovo, kjer ostane
mineralni in nerazgradljiv del blata nedotaknjen, kar pa je najveckrat pod normativi, ki veljajo
za hrano, a nad normativi, ki veljajo za blato iz anaerobne presnove.

2.8.1 Organska obremenitev anaerobnih reaktorjev

Obremenitev z organskimi snovmi se nanasa na maso organskih snovi (OS), ki jih vsak dan doziramo
v anaerobne reaktorje, deljeno z delovnim volumnov anaerobnih reaktorjev (kg VS/(m® dan)).
Obremenitev je po navadi dolocena glede na trajne pogoje obremenitve (maksimalna mesecna
produkcija organskih snovi, maksimalna tedenska produkcija organskih snovi) in zagotovi, da se
izognemo preveliki obremenitvi v periodah s krajsim casovnim obdobjem. Tipicna maksimalna
obremenitev z organskimi snovmi je med 1,9 in 2,5 kg VS/(m® dan). Zgornja meja obremenitve z
organskimi snovmi je dolo¢ena z akumulacijo toksi¢nih snovi, predvsem amonija, ali izpiranjem
mikroorganizmov, Ki so potrebni za pretvorbo v metan v procesu metanogeneze. Mejna vrednost, ki je
pogosto uporabljena je 3,2 kg VS/(m® dan). Premajhna organska obremenitev poveda stroske za
gradbeni del (velik volumen anaerobnih reaktorjev) in obratovanje (nezadostna tvorba plina, da
sistemu zagotovimo dovolj toplote za ogrevanje anaerobnih reaktorjev) (Vesilind et al, 2003).

2.8.2 ZadrZevalni ¢as v anaerobnem reaktorju

Velikost anaerobnega reaktorja je odvisna od zadostnega zadrzevalnega Casa, da lahko potece proces
razgradnje organskih snovi. Kriterij za velikost, bodisi izrazen kot zadrZevalni ¢as trdnih snovi
oziroma zadrzevalni Cas blata SRT (Solids retention time) (Stevilo dni, izra¢unanih kot masa trdnih
snovi v reaktorju, deljeno z maso trdnih snovi, ki jo odstranimo iz reaktorja v enem dnevu) in
hidravli¢ni zadrZevalni ¢as HRT izraZzen kot: $tevilo dni, izraGunanih kot delovni volumen, deljeno z
volumnom dovedenega blata v reaktor na dan. Ce v reaktorju ni sprememb v koncentraciji trdnih
snovi, je hidravli¢ni zadrzevalni Cas enak zadrzevalnemu ¢asu trdnih snovi (Vesilind et al, 2003)..

Oba zadrzevalna Casa in obseg vsake izmed treh reakcij med anaerobno presnovo (hidroliza, tvorjenje
kislin in tvorjenje metana) so med seboj direktno povezani. PoveCanje zadrzevalnega Casa trdnih snovi
poveca obseg vsake reakcije, in obratno zmanjs$anje zadrzevalnega Casa trdnih snovi zmanjsa obseg
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reakcije. Da proces anaerobne presnove poteka nemoteno, moramo zagotoviti vsaj minimalni kritiéni
zadrzevalni Cas za vsako reakcijo. V nasprotnem primeru bakterije ne morejo rasti dovolj hitro, da bi
ostale v reaktorju, tudi reakcije, ki potekajo s pomocjo teh bakterij prenchajo teéi in proces Se ustavi
(Vesilind et al, 2003).

SRT (solids retention time) je povprecni €as, ko so bakterije (trdne snovi) prisotne v anaerobnem
reaktorju. HRT je &as, ko je odpadna voda ali blato v anaerobnem reaktorju. Ce v anaerobnem
reaktorju ni vradanja blata oz odpadne vode, potem sta SRT in HRT ista. Cas, ki je potreben, da se
populacija bakterij podvoji, je za anaerobni reaktor ponavadi ve¢ji od 12 dni. ZadrZevalni ¢as, ki je
manjsi od 10 dni povzro€i izpiranje metanogenih mikroorganizmov. To nakazuje, da je SRT veliko
bolj pomemben kot HRT. Dolgi SRT maksimirajo kapaciteto odstranjevanja, zmanj$ajo potreben
volumen reaktorja in zagotovijo pufersko kapaciteto za zaSc¢ito pred Sok obremenitvami in toksi¢nimi
substancami v odpadni vodi in blatu. Prav tako dolgi SRT pomaga mikroorganizmov, da se
aklimatizirajo na toksi¢ne sestavine (Gerardi, 2003).

Dolge SRT lahko doseZemo na dva nacdina. Prvic s povecanjem volumna reaktorja, drugi¢ s
povecanjem koncentracije bakterij (trdnih snovi). Pretvorba organskih snovi v plinske produkte v
anaerobnem reaktorju je odvisna od HRT. Nacrtovanje HRT je funkcija razpolozljivosti pregnitega
blata. HRT je lahko relativno velik ali majhen, ¢e se bo pregnito blato apliciralo na zemljo, ali pa Ce se
ga bo sezgalo. Vendar povecanje zadrzevalnega Casa na vec kot 12 dni ne prispeva veliko k povecani
razgradnji organskih snovi. HRT vpliva na hitrost in obseg tvorbe metana. 1zmed vseh obratovalnih
pogojev znotraj anaerobnega reaktorja (temperatura, koncentracija trdnih snovi, vsebnost organskih
snovi na vtoku) je HRT morda najbolj pomemben obratovalni pogoj, ki vpliva na pretvorbo organskih
snovi v bioplin (Gerardi, 2003).

2.8.3 Vpliv temperature na anaerobno presnovo

Med fiziénimi dejavniki, ki vplivajo na rast mikrobov, je temperatura eden izmed najbolj pomembnih.
Mikroorganizmi niso sposobni nadzorovati notranje temperature, zato je temperatura znotraj celice
mikroorganizmov dolo¢ena z zunanjo temperaturo okolice. Razlikujemo tri temperaturna obmogja, ki
so povezana z mikrobno rastjo v bioloskih procesih (Chernicharo, 2007):

e psihofilno temperaturno obmocje : od 4 do priblizno 15 °C

e mezofilno temperaturno obmocje: od 20 do priblizno 40 °C

e termofilno temperaturno obmocje : med 45 in 70 °C

Vecina anaerobnih reaktorjev je narejena za mezofilno temperaturno obmocje , Ceprav je njihovo
delovanje mozno tudi v termofilnem obmocju. Vendar operativne izkus$nje pri anaerobnih reaktorjih v
termofilnem temperaturnem obmocju (50 do 55°C) niso najboljSe, Se vedno je vprasanje zadostna
energija, ki je potrebna za ogrevanje anaerobnih reaktorjev na tako visoko temperaturo in nestabilnost
procesa. Temperatura vpliva tudi na anaerobne mikroorganizme, disociacijo amonijaka in
termodinamiko kemijskih reakcij. Ceprav z vetanjem temperature do doseganja idealnega obmogja,
kjer je rast mikroorganizmov optimalna, lahko znatno zmanj$amo volumen anaerobnega reaktorja, je
po drugi strani sistem zelo obc¢utljiv na nenadne temperaturne spremembe, ki morajo biti znotraj
spremembe + 2 °C/dan. Pri ve¢jih nihanjih pride do neravnovesja med mikrobnimi populacijami in
posledi¢no do slabsanja procesa anaerobne presnove. Temperatura vpliva na bioloSke procese na dva
nacina: (i) vpliva na hitrost encimske reakcije in (ii) vpliva na hitrost difuzije substrata (Chernicharo,
2007).
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2.8.4 MesSanje v anaerobnih reaktorjih

Ucinkovito meSanje je eden izmed najbolj pomembnih dejavnikov, ki vplivajo na delovanje in
povecanje velikostne skale bioreaktorjev. MeSanje je pogosto odloéilno za ucinek fermentacijskih
procesov in je povezano s Stevilnimi tezavami pri povefevanju velikostne skale reaktorja. U¢inek
povecanja velikostne skale na ucinkovitost mesanja vpliva na procese prenosa in lahko vpliva na
koncentracijo, temperaturni gradient in nihanje pH, ki posledi¢no lahko $koduje mikroorganizmom
(Bonvillani et al., 2006).

Mesalne naprave se najpogosteje uporabljajo pri razli¢nih tehnoloSkih postopkih za pospeSevanje
prenosa snovi in toplote, ki bi sicer potekali poc¢asneje ali pa bi brez meSanja celo zastali. Kvaliteto
mesanja, to je predpisano stopnjo pomesanja, pogojujeta intenzivnost oziroma mo¢ pogona mesal (£)
in ¢as pomesSanja. Mo¢ meSala in ¢as pomeSanja za dolo¢en meSalni proces odlocilno vplivata na
ucinkovitost meSalnega sklopa ter s tem na stroske tega procesa. Mo¢ mesala je pri napravah s
standardno geometrijsko konfiguracijo lahko izrazena z odvisnostjo naslednjih brez dimenzijskih
stevil: (1) Reynoldsovo stevilo, (2) Froudovo Stevilo in (3) Newtonovo $tevilo (Bomba¢ in Lenarcic,
20009.

Mo¢ mesanja izrazimo z Newtonovim Stevilom, kjer je enacba naslednja (Bombac in Lenarcic¢, 2009):

P (2)
Ne = 3d5, &p
Kjer so:

Ne — Newtonovo stevilo

P — mo¢ mesala [W],

n — vrtilna frekvenca mesala [1/s]

d — premer mesala [m]

Mo¢ mesanja je odvisna od vrste mesala (radialno, aksialno, vija¢no), dimenzij mesala, meSalne
posode, lastnosti vzorca in ga je potrebno mersko dolociti (Tchobanoglous et al., 2003).

Vpliv gravitacije na tokovno stanje zajamemo s Fruodovim S$tevilom, katerega enacba je naslednja
(Bombac in Lenarci¢, 2009):
n?d 3
Fr=— @
Kjer so:
Fr — Fruodovo §tevilo,
n — vrtilna frekvenca mesala [1/s]
d — premer mesala [m]
g — zemeljski pospesek [m/s?]

Z Reynoldsovim §tevilom izrazimo vpliv viskoznih sil. Ena¢ba je naslednja (Bomba¢ in Lenar¢ic,
2009):

Re n-d’ (4)

Kjer so:
Re — Reynoldsovo Stevilo,
n — vrtilna frekvenca mesala [1/s]
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d — premer mesala [m]
v — kinemati¢na viskoznost [m?/s]

Razli¢na obmocja v mesalni posodi imajo lahko razlicne pogoje, kjer je rezim toka lahko laminaren
(Re < 10), prehoden (10 < Re < 10°) ali turbulenten (Re > 10°) (Tchobanoglous et al., 2003).

Pomembno je tudi Schmidtovo Stevilo, ki ponazarja razmerje med intenzivnostjo prenosa gibalne
koli¢ine in snovi in je podano z naslednjo enacbo (Zlokarnik, 2002):

Sc = (5)

v
D
Kjer so:

Sc — Schmidtovo stevilo,

v — kinemati¢na viskoznost [m?/s]

D — difuzivnost [cm%s]

Pri ortokineti¢ni flokulaciji na pogostost trkov direktno vpliva hitrostni gradient (Stevilo obratov
mesala), strizne sile, ki delujejo na kosme, pa ne smejo prekoraciti njihove strizne trdnosti. Povpre¢ni
hitrostni gradient G za meSala po Campu in Steinu je podan z naslednjo ena¢bo (Tchobanoglous et al.,
2003):

P (6)

Kjer so:

G — povpreéni gradient hitrosti [1/s]

P — mo¢ meSala [W]

u - dinamic¢ni koeficient viskoznosti [kg/(m s)]
V — volumen reaktorja [m°®]

Prenos podatkov iz meritev na majhnem pilotnem modelnem merilu in prenos eksperimentalno
izmerjenih parametrov za nacrtovanje in konstrukcijo sistemov na velikem modelnem merilu je
tezaven proces, ki je odvisen od razli¢nih dejavnikov, ki jih moramo upostevati pri tako imenovani
modelni podobnosti. Pri nadgradnji na ve¢je modelno merilo moramo upostevati naslednje parametre
(Zlokarnik, 2002):

e geometrijski parametri,

e snovni (masni) parametri,

e procesni parametri.

Pri geometrijskih parametrih moramo upoStevati predvsem hitrost meSanja in premer mesala,
pomembno pa je tudi, kaks$ne oblike je meSalna posoda (razmerje dolzin in kotov), da ne dobimo
mrtvih kotov, kjer vsebnosti posode ne bomo mogli premesati. Hitrost mesala mora biti minimalna, da
zagotovi suspenzijo delcev v turbulentnem rezimu, ki je podano s Froudovim S$tevilom. Upostevati
moramo tudi snovna parametra, kot sta gostota in kinemati¢na viskoznost tekocine. Pri snovni
podobnosti moramo upostevati, da imamo dve razli¢ni materiji, ki se med sabo razlikujeta po gostoti,
ki je odvisna od temperature in agregatnega stanja. Pomembna je difuzivnost in kinemati¢na
viskoznost, ki je podana kot Schmidtovo §tevilo in daje povezavo med hitrostnim in koncentracijskim
poljem dveh sistemov. Pri procesnih parametrih moramo upostevati predvsem mo¢ mesSala, meSalni
cas in pH tekocine (Zlokarnik, 2002).
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2.9 Predobdelave substratov

Ekonomika bioplinske naprave je neposredno povezana s koli¢ino nastalega bioplina na enoto
surovega materiala, ki ga razgradimo v procesu. Nekateri stroski so fiksni (prevoz materiala do
bioplinske naprave), nekateri pa variabilni (stroski gradnje). Potencial za povecanje koli¢ine bioplina
iz gnojevke ali odpadnega blata je velik, saj se samo polovica organskega materiala pretvori v tak
material. Glavni nacini s katerimi lahko izboljSamo pridobivanje bioplina na bioplinski napravi so
(Ahring, 2003):

e izboljsanje razgradljivosti odpadkov,

e optimiziranje konfiguracije reaktorja,

e optimiziranje kontrole procesa in stabilnost,

e izboljsanje mikrobioloskih procesov in iztoka.

Za izboljSanje biorazgradljivosti blata iz komunalnih Cistilnih naprav so bile razvite naslednje metode
predobdelave (Carreére et al., 2010b):

e bioloska predobdelava,
e termalna hidroliza (>100°C),
¢ mehanska predobdelava:

o ultrazvok,
o liza— centrifuga,
o miletje,

o kemijska predobdelava:
o oksidacija,

o predobdelava z alkali.

Dve osnovni lastnosti, ki doloCata obnaSanje blata sta hitrost razgradnje (pogosto definirana s
koeficientom prvega reda) in obsega oziroma inertne frakcije (Batstone et al.,2011; v Carrere et al.,
2010). Spremembe v kinetiki hitrosti razgradnje in/ali razgradljivosti, bodo povecale tvorbo plina in
izboljSale delovanje anaerobnih procesov (Carrere et al., 2010a).

Koli¢ina in kakovost plina nam povesta, kako dobro deluje anaerobni reaktor. Nastajanje plina je
biokemijsko neposredno povezana s koli¢ino organskih delcev, ki so se razgradili in je izrazena kot
volumen plina na enoto razgrajenih organskih delcev. Koli¢ina nastalega plina se giblje od 1,2 do 1,5
m*/kg organskih snovi (OS) za mas¢obe, za proteine in ogljikove hidrate pa 0,7 m*/kg organskih
snovi. Tipi¢ni anaerobni reaktor, obremenjen s primarnim in aktivnim blatom, proizvede med 0,8 do
1m® plina/kg OS, ki se razgradijo. Koli¢ina plina, ki nastane, je funkcija temperature, zadrzevalnega
casa trdnih snovi in obremenitve z organskimi snovmi. Energijska vrednost nastalega plina je med 20
in 25 MJ/m®. Za naértovanje se uporablja srednja vrednost 25 MJ/m®, kar je okrog 2/3 energijske
vrednosti ¢istega metana (39 MJ/m®) (Vesilind et al, 2003).
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Slika 10: Glavni cilji anaerobne presnove (Ahring, 2003).
Figure 10: Main goals of anaerobic digestion (Ahring, 2003).
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2.9.1 Biolosko pred(iscenje

Biolosko cis¢enje zajema razli¢ne aerobne in anaerobne procese. Sem spada tudi biolosko ¢iscenje
blata pred anaerobno presnovo, s katerim Zelimo pospesiti hidrolizo pred glavnim procesom presnove.
Najbolj pogosta je temperaturno fazna anaerobna presnova (temperature phased anaerobic digestion —
TPAD) pri termofilnih (okrog 55°C) ali hiper termofilnih (med 60 in 70°C) pogojih. Pri termofilnih
pogojih ponavadi pride do hitrejSe razgradnje organskih trdnih snovi, kar lahko pripis§emo pospeseni
hidrolitski aktivnosti. Pri primerjavi med termofilno in mezofilno predobdelavo primarnega blata pride
do povecanja tvorbe metana in razgradnje organskih trdnih snovi zaradi vecjega koeficienta hidrolize
namesto povecane notranje biorazgradljivosti (Carrere et al., 2010b).

Z visjo temperaturo predobdelave se poveca koli¢ina uni¢enih patogenih organizmov in splo$en porast
hitrosti hidrolize pri 70 °C, povecajo pa se stroski porabe energije. Z anaerobno hiper termofilno
predobdelavo blata pri 70 °C se poveca vsebnost biolosko razgradljivega KPK v obsegu 15 do 50 %,
odvisno od vrste blata, ali gre za primarno blato, sekundarno blato ali meSanico obojega (Carreére et al.,
2010b, 2010). S termofilnimi pogoji ponavadi dosezemo vecjo razgradnjo organskih trdnih snovi kot
posledico povecane hidrolitske aktivnosti. Podjetje Degremont je tako na trg poslalo proces z imenom
Biolysis®, kjer zgoSceno blato dovedejo v termofilni reaktor v katerem se nahajajo dolo¢eni
mikroorganizmi (Bacillus stearothermophillus), ki proizvajajo encime (proteaze, amilaze in lipaze).
Na ta nacin zmanj$ajo tvorbo odvecnega blata za 40 % do 80 %, ne da bi poslabsali kvaliteto odpadne
vode (Carrere et al., 2010).

Bioloska predobdelava lignoceluloznih substratov poteka z uporabo gliv in mikrobnih konzorcijev. S
pomocjo gliv bele, rjave in mehke trohnobe, ki izlo¢ajo encime za razgradnjo lignina in hemiceluloze,
lahko pospesimo razgradnjo lignoceluloznih substratov in povecamo tvorbo biometana. Vecina
raziskav na tem podrocju je bila narejena na laboratorijskem modelnem merilu v sterilnih pogojih.
Druga moznost je uporaba razli¢nih mikrobnih zdruzb, ki jih dodamo substratom. V vecini primerov
substratov ni treba sterilizirati (Zheng et al., 2014).
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Za pospesitev hidrolize, ki je hitrostno omejujo¢ korak v procesu anaerobne presnove, se uporabljajo
tudi hidrolitski encimi, ki jih lahko dodajamo v anaerobni reaktor. Najbolj pogosto uporabljeni encimi
zajemajo celulaze, hemicelulaze, amilaze, proteaze in lipaze. Pred uporabo bioloske predobdelave je
treba narediti dodatne eksperimente, kjer ocenimo ucinkovitost razli¢nih metod in njihov potencialni
stroSek (Zheng et al., 2014). Direktno dodajanje encimov v enostopenjski sistem (v enem reaktorju
imamo vse 4 faze anaerobne presnove) anaerobnega reaktorja je dobra reSitev, saj ni treba graditi
dodatnih reaktorjev ali vgrajevati dodatne opreme (Romano et al., 2009).

2.9.2 Termalna hidroliza (>100°C)

Pri termalni hidrolizi se blato zaradi visoke temperature delno razkroji, kar pospe$i anaerobno
presnovo. Vecina $tudij na to temo poroca o optimalnih temperaturah med 160 in 180°C in Casu
predobdelave od 30 do 60 minut (Carrere et al., 2010). Pove€ana tvorba metana je odvisna od zacetne
biorazgradljivosti blata z veéjim vplivom na tezko biolosko razgradljivih tipih blata. Boljsi rezultati so
doseZeni pri aktivnem blatu kot pri primarnem. Termalna hidroliza zmanjsa hidravli¢ni zadrzevalni cas
blata v reaktorju. Druge prednosti termalne hidrolize so $e sanitacija blata, zmanjSanje viskoznosti
blata in posledi¢no manjsa poraba energije za delo s pregnitim blatom in pozitivna energijska bilanca.
Slabosti termalne hidrolize se kazejo v povecCani topnosti inertne frakcije in barvi kon¢nega iztoka ter
poviSani vsebnosti amonijaka zaradi poveCanega delovanja in velika poraba energije. Ve¢ kot 10
naprav uporablja predobdelavo s termalno hidrolizo in rezultati kaZejo na povec¢ano tvorbo bioplina in
redukcijo organske snovi za okoli 60 %, redukcijo volumna blata in vsebnost celotnih trdnih snovi v
pogadi blata za 30%, pove&ano kapaciteto reaktorja z organsko obremenitvijo 5 do 6 kg OS/(m? dan).
Ogrevanje blata poteka z injiciranjem vodne pare (Carrere et al., 2010).

2.9.3 Mehanska predobdelava
2.9.3.1 Ultrazvok

Ultrazvok mehansko razrahlja strukturo celic in matrico kosmov. Pri tem procesu sodelujeta dva
klju¢na mehanizma: kavitacija pri nizjih frekvencah in kemi¢ne reakcije zaradi tvorjenja OH, HO; in
frekvencah med 20 in 40 kHz. Mehanski fenomen ultrazvo¢nega razbijanja pripelje do razpada
kosmov in lize (raztapljanje ali razkroj) mikroorganizmov glede na ¢as predobdelave in moci, kar
lahko ena¢imo z dovedeno specifi¢no energijo (Chu et al., 2002, v Carrere et al., 2010).

Razpad aktivnega blata, ki je obdelano z ultrazvokom, se zgodi v 4 korakih (Wang et al., 2005), kjer
tretji in Cetrti korak lahko zanemarimo pri :
e Hidro mehanske strizne sile,
e Oksidacijski vpliv prostih radikalov «OH, *H, N in *O, ki nastanejo zaradi ultrazvo¢nega
obsevanja,
e Termalna dekompozicija hlapnih hidrofobnih substanc v blatu,
e Dvig temperature med razpadom aktivnega blata pod vplivom ultrazvoka.
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Slika 11: Diagram obmocja ultrazvoka (Pilli et al., 2011).
Figure 11: Diagram of ultrasound range (Pilli et al., 2011).

Kavitacija, do katere pride med uporabo ultrazvoka, povzro¢i nenaden in silovit kolaps velikega
Stevila mikro mehurckov, ki v tekocini, ki obdaja mehurcke, ustvarijo mo¢ne hidro mehanske strizne
sile. Med kolapsom mehurcka se proizvede visoka temperatura, ki razdre vodo (H,O) v ekstremno
reaktivne vodikove atome (H") in hidroksilne radikale (*OH). V fazi ohlajanja se ti radikali na novo
kombinirajo in tvorijo vodikov peroksid in molekularni vodik. Oksidacijski u¢inek (vpliv) *H, *N in
*O je v primerjavi z *OH veliko manjsi in se ga lahko med obdelavo z ultrazvokom zanemari (Pilli et
al., 2011).

A
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Slika 12: Razvoj in kolaps kavitacijskega mehurcka (Pilli et al., 2011).
Figure 12: Development and collapse of the cavitation bubble (Pilli et al., 2011).

Ko se ultrazvo¢no valovanje razSiri v blato, ustvari kompresijo in razredc¢itve. Kompresijski cikel
deluje na tekoc¢ino s pozitivnim tlakom in potiska molekule skupaj, medtem ko red¢itveni cikel na
tekocCino vpliva z negativnim tlakom in vle¢e molekule narazen. Zaradi prevelikega negativnega tlaka
se v obmocju razredcitve tvorijo mikro mehurcki (kavitacijski mehurcki), ki se z vsakim naslednjim
ciklom povecajo in doseZejo nestabilno velikost, ko nenadoma razpadejo (eksplodirajo) in tvorijo
udarne valove (pri temperaturi okrog 5000°C in tlaku 500 atmosfer z zivljenjsko dobo nekaj
mikrosekund) (Pilli et al., 2011). To je prikazano tudi na sliki 12. Predobdelava z ultrazvokom
spremeni kemijske, fizikalne in bioloske karakteristike blata. Ovrednotenje teh parametrov lahko sluzi
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kot indikator za u¢inkovitost razgradnje blata z ultrazvokom (Yeow in Peng, 2012). Mehanske sile, ki
se ustvarijo z ultrazvoc¢nimi valovi pri ve¢ kot 0,44 W/ml, lahko razgradijo porozne kosme v
mikrokosme in sprostijo zunajceli¢ne polimere (Jorand et al., 1995; Yeow in Peng, 2012).

Hitrost raztapljanja delcev je odvisna od velikosti delcev v blatu. Tvorba metana v zrelem anaerobnem
reaktorju je proporcionalna s hitrostjo raztapljanja velikosti delcev. Z ultrazvokom uéinkovito
zmanjSamo velikost delcev blata. Ucinkovitost je odvisna od dolzine uporabe ultrazvoka, gostote
ultrazvoka, moci ultrazvoka, volumna blata in karakteristik blata (Pilli et al., 2011). Pri daljSem ¢asu
predobdelave z ultrazvokom pride do ponovnega povecanja velikosti delcev, zaradi ponovne
flokulacije. Na zacetku predobdelave se velikost kosmov zmanjsa, vendar podaljsani ¢as predobdelave
z ultrazvokom zaradi lize celic povzroc¢i izlo¢anje ve¢ znotrajceli¢nih polimerov. Kosmi se nato
ponovno zlepijo, saj biopolimeri, ki se sprostijo, delujejo kot neke vrste lepilo, ki kosme drzi skupaj.
Skupaj formirajo skupine, kot sta hidroksilna in negativno nabita karboksilna skupina (Pilli et al.,
2011). Pri gostoti predobdelave z ultrazvokom 0,52 W/ml se je velikost delcev zmanjsala iz 51 pm na
15 pm, pri gostoti 0,33 W/ml pa iz 51 pum na 19 pm (Cao et al., 2006; v Pilli et al., 2011).
Mikroskopski pregled razkrije, da je strukturna integriteta (neokrnjenost) kosma v celoti uni¢ena po 60
min predobdelave z ultrazvokom, nadaljnje povecanje Casa uporabe ultrazvoka ali nivoja moéi ne
more razkrojiti kosma. Obstaja pa optimalna moc in ¢as uporabe ultrazvoka, ko lahko blato razkrojimo
(Chu et al., 2001; v Pille et al., 2011). Z ultrazvokom so se delci zmanj$ali iz 165 um na 85 um
(Tiehm et al., 1997). Z ultrazvokom razbijemo manjse delce veliko bolj ucinkovito kot vecje (Pilli et
al., 2011). Z zmanjsanjem velikosti delcev v splosnem olajsamo potek hidrolize trdnih snovi v blatu,
ki imajo sedaj ve¢jo povrSino glede na svoj volumen. Zaradi tega pride do pospesene in izboljSane
razgradnje organske trdne faze (Muller et al., 2003, v Erden in Filibeli, 2010). Ceprav je porazdelitev
velikosti delcev povezana z razgradnjo blata, ta parameter ni primeren za optimizacijo procesa (Muller
et al., 2004; Erden in Filibeli, 2010), saj na razgradnjo blata vplivajo tudi pH, starost blata in vsebnost
organsko razgradljivih snovi, prisotnost tezkih kovin in koncentracija amonijaka (Erden in Filibeli,
2010; Pilli et al., 2011).

2.9.3.3 Razkroj s centrifugo

Razkroj blata iz usedalnika se zgodi s pomoc¢jo dehidracijske centrifuge, ki ga po dehidraciji
resuspendirajo v tok tekoc¢ine. Take centrifuge, ki blato predobdelajo pred anaerobno presnovo, imajo
vgrajene na veé¢ Cistilnih napravah: Liberec (100.000 PE, Ceska), Furstenfeldbruck (70.000 PE,
Nemcija) in Aachen-Soers (650.000 PE, Nem¢ija). Povpre¢ni prirast bioplina je med 15 do 26 %
(Carrere et al., 2010).

2.9.3.4 Zmanjsevanje velikosti delcev 7 mletjem ali drobljenjem

Poznamo ve¢ nacinov zmanjsevanja delcev: mletje s pomocjo krogli¢nih mlinov (stirred ball mill) in
mletje s pomoc¢jo rezil (high speed cutter milling). Pri mletju s pomo¢jo krogliénih mlinov, mlin
vsebuje majhne kroglice, ki z vrtenjem bobna zadevajo ena ob drugo in mehansko pretrgajo celicne
stene. Tako je notranja celicna snov lazje dostopna (Wett et al., 2010).
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2.9.4 Kemijska preobdelava

Med kemijsko predobdelavo lahko $tejemo oksidacijo in predobdelavo z alkali (Carrere et al., 2010).

2.9.4.1 Oksidacija

Najbolj razsirjena kemijska predobdelava je obdelava z ozonom. S pomoc¢jo ozona postane del blata
topen, z veCanjem koli¢ine ozona se topnost povecuje. Prevelika doza ozona privede do ocitnega
padca topnosti blata zaradi oksidacije topnih komponent. Predobdelavo blata z ozoniranjem so najprej
uporabili pri aktivnem blatu, kjer so koli¢ino nastalega blata, ki so ga pridobili v usedalniku, obdelali z
ozonom in poslali nazaj na aerobno linijo procesa aktivnega blata. Pri anaerobni predobdelavi z
ozonom se lahko odveéno blato obdela pred doziranjem v anaerobni reaktor, ali pa se odve¢no blato iz
anaerobnega reaktorja ponovno obdela z ultrazvokom in se ga vrne v anaerobni reaktor (Carrere et al.,
2010).

Kot oksidant se lahko uporablja tudi vodikov peroksid (H,0,). Raziskave kaZejo, da je predobdelava
do 20 % odvecnega blata, ki je Ze bilo anaerobno obdelano v anaerobnem reaktorju in ki ga obdelamo
z vodikovim peroksidom, bolj u¢inkovita od predobdelave odvecnega blata iz linije aerobnega ¢is¢enja
(Carrere et al., 2010).

2.9.4.2 Predobdelava z alkali

Uginkovitost predobdelave blata iz CN z alkali je najboljsa z uporabo NaOH, sledi kalijev hidroksid
KOH, magnezijev hidroksid Mg(OH), in kalcijev hidroksid — gaseno apno - Ca(OH),. Vendar
prevelike koncentracije Na™ ali K* ionov lahko inhibirajo proces anaerobne presnove (Carrere et al.,
2010).

2.9.5 Ekonomika predobdelav

Vecina metod za predobdelavo substratov je bila narejena na laboratorijskem in pilothem modelnem
merilu, medtem ko je raziskav na realnem modelnem merilu zelo malo. Energija, ki je potrebna za
predobdelavo substratov, je na laboratorijskem modelnem merilu druga¢na kot na realni industrijski
velikosti. Povezava med uporabnostjo mikro in makro skale predobdelanih vzorcev je omejena ali
skoraj nemogoca, Se posebej pri vplivih na celoten sistem anaerobne presnove. Pogosto uporabljeni
Sarzni testi za biometanske potenciale, ki sicer podajo vrednost tvorjenja metana substratov pri
dolocenih pogojih, v celoti ne napovejo njihovega odziva na realnem industrijskem modelnem merilu,
ki poteka v kontinuiranem procesu. Skupni uéinek predobdelav je odvisen od konfiguracije procesa
anaerobnega presnove in tako imenovani »black box« pristop ne omogoca, da bi ucinke predobdelav
lahko uporabili za razli¢ne sisteme anaerobne presnove (Carlsson et al., 2012).

Poraba energije za mehansko predobdelavo je odvisna od konéne velikosti delcev, vrste substratov
(struktura in vsebnost vlage) in $tevila vrtljajev (Carlsson et al., 2012; Sambusiti, 2013). Ceprav se je
pri veini $tudij, ki so bile narejene na laboratorijskem modelnem merilu, pokazala pozitivha
ekonomska bilanca uporabe mehanske obdelave (Lindmark et al, 2012; Hendrik in Zeeman, 2009;
Menardo et al., 2012; Thorin et al., 2012) so eksperimenti bili narejeni v Sarznem sistemu, ki pa ne
odraza ne semi-kontinuiranega sistema, niti ne industrijskega realnega modelnega merila (Sambusiti,
2013). Ceprav z mletjem zmanjsamo velikost delcev, povedamo tvorbo metana, zmanj$amo
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zadrzevalni ¢as (poveCa se hitrost hidrolize), je energija, ki jo moramo vloziti za mletje Se vedno
prevelika. Ker se cene elektricne energije kontinuirano dvigajo, mletje Se vedno ekonomsko ni
izvedljivo (Hendriks in Zeeman, 2009). Za oceno ekonomske vzdrznosti in energetskega ravnotezja
procesa anaerobne presnove je treba upostevati tudi ceno opreme, gradnje, stroSke vzdrzevanja,
energijo za ogrevanje in mesanje anaerobnih reaktorjev (Sambusiti, 2013).

Miiller et al. (2004) so raziskovali u¢inkovitost naslednjih predobdelav na odveéno blato iz CN
Emschergenossenschaft (Nemcija), velikosti 17.000 PE: krogli¢ni mlin, ultrazvok, lizat centrifuge
(lysate centrifuge) in ozon. V vseh primerih so predhodno obdelali celotno blato, ki so ga vnasali v
anaerobni reaktor, v primeru ultrazvoka pa so predobdelali le 1/3 blata. Najvecjo stopnjo razgradnje
(DD) so dosegli z ozonom, ki pa je porabil najvec energije, sledili so ultrazvok, mehansko mletje in
lysate centrifuge, v tem vrstnem redu. Za predobdelave so podali ekonomsko oceno, ki zajema:
investicijske stroske, stroske vzdrzevanja opreme predobdelave, stroSke rezervnih delov, stroske
upravljanja predobdelave, porabo energije za predobdelavo, stroske za dodatno kogeneracijo,
povecano potrebo po flokulantih, stroske zaradi dodatnega cis€enja povratnega toka, zmanjSanje
stroskov zaradi poveCane proizvodnje elektrike in zmanjSane stroskov zaradi zmanjSanja kolicine blata
za odlaganje. Predobdelava blata z razlicnimi postopki je ucinkovita oziroma upravicena samo takrat,
ko so stroski odlaganja odve¢nega blata visoki. StroSki investicije in poraba energije predstavljajo
vecino stroSkov, ki nastanejo, zato je potrebno, da je ucinkovitost predobdelav ¢im boljsa. Zaradi
specifi¢nosti vsake posamezne Cistilne naprave, je za vsako enoto potrebno pretehtati argumente za in
proti nadgradnji s predobdelavo. Pri tem imajo pomembno vlogo problemi, ki se pojavljajo pri
delovanju anaerobnih reaktorjev: slaba razgradnja blata, slaba sposobnost dehidracije blata,
preobremenjenost anaerobnih  reaktorjev, penjenje odvetnega blata zaradi filamentoznih
mikroorganizmov in drugi.

Zhang in drugi (2013) so raziskovali vpliv velikosti delcev organskih odpadkov na pridobivanje
metana v Sarznem in semi-kontinuiranem procesu. Ugotovili so, da je v reaktorju, Kjer so dozirali
organske odpadke z bolj fino mletimi delci (d < 4 mm), pospeSena kinetika tvorbe metana, vendar je
skupni bioplinski donos med fino mletimi in grobo mletimi vzorci bil enak. Zato ni nujno, da manjsa
velikost delcev vedno vodi do izboljsanja delovanja anaerobne presnove. Hitrejsa kinetika lahko
pogojno omogoca vejo organsko obremenitev in s tem povecanje tvorbe bioplina. Pri organski
obremenitvi 6 g OS/l in ob dodajanju fino mletih vzorcev bioloskih odpadkov, je v semi-
kontinuiranem anaerobnem reaktorju prislo do penjenja do take mere, da se je zaradi pene zamasila
plinska cev na vrhu reaktorja. Pri grobo mletih odpadkih (velikost delcev < 20 mm) do pojava
tvorjenja pene ni prislo.

Ekonomske analize na podro¢ju dodajanja encimov, ki bi izhajale iz realnega modelnega merila in bi
bila javno objavljena v strokovni in znanstveni literaturi, vsaj po nasih vedenjih, Se niso bile narejene
ali pa nam niso dostopne. Zasledili smo le raziskavo Heiermann-ove in drugih (2011), ki so opravili
eksperimente na bioplinski elektrarni Fehrbellin (Nemcija), kjer so kot substrat uporabljali travno
silazo, Ki so ji dodajali encime in jo po 24 urah dozirali v predfermentor. Naslednja dva meseca so ob
travni silazi dozirali Se naslednje substrate: gnoj, Srot iz Zit, koruzni $rot, koruzno silazo in ostanke
krme. Cena encimov je znaSala 6 €/kg, kar je v enem mesecu pomenilo 5400 € stroskov. Ob
predpostavki, da donos metana, ki je posledica dodajanja encimov, ostane konstanten, je Cisti letni
profit bioplinske elektrarne 71.000 €, ¢e je elektri¢na energija, Ki je proizvedena iz metana prodana po
ceni 0,19 €/kWh. Prav tako se je za 4 % zmanjSala poraba elektrike za mesSanje vsebine reaktorjev, kar
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je okrog 2428 €/leto, ¢e je cena elektricne energije 0,11 €/kWh (Heiermann et al., 2011; Quifiones et
al., 2012).

Druge prednosti dodajanja encimov so $e naslednje: prepreditev tvorjenja skorje v reaktorju, zaradi
povecane tvorbe metana se lahko zmanjsa zadrzevalni ¢as v anaerobnih reaktorjih, povecanje organske
obremenitve reaktorjev, zmanjSanje porabe substratov in zamenjava s cenejS$imi substrati (Quifiones et
al., 2012).

2.9.6 Raziskave na podrodju lignoceluloznih substratov in blata iz CN
2.9.6.1 Encimska razgradnja

Encimi so kompleksne organske molekule beljakovin in so prisotni v vseh Zivih celicah. Encimi
pospesijo biokemi¢ne reakcije. Najbolj obetavni encimi za predobdelavo lignoceluloznih substratov
pred procesom anaerobne presnove so hidrolaze. Encimi, ki jih izlo¢ajo mikroorganizmi v anaerobnem
reaktorju imajo zmanjSano sposobnost razgradnje celi¢nih sten, zato z dodajanjem hidrolitksih
encimov, ki jih proizvedejo v industriji, lahko izboljSamo razgradnjo substratov in posledi¢no
poveéamo tvorbo metana v procesu anaerobne presnove (Quifiones et al., 2012). S predhodno
obdelavo lignoceluloznih substratov osvobodimo sladkorje, ki se nahajajo znotraj celuloznih vlaken,
znotraj matrice celi¢ne stene rastline (Agbor et al., 2011). Glavni izziv lignoceluloznih substratov pri
pretvorbi v energetske vire predstavlja njihova sestava in struktura, kjer so plasti lignina povezane s
celulozo in hemicelulozo, kar ovira encimsko hidrolizo (Frigon et al., 2012). Proces, ki pretvori
katerikoli vir lignocelulozne biomase iz njene prvotne oblike, ki se zelo dobro upira procesu hidrolize
s celuloznim encimskim sistemom, v obliko, kjer je encimska hidroliza u¢inkovita, se v bioprocesnem
inzenirstvu imenuje predobdelava (Lynd et al., 2002; cit. po Agbor et al., 2011). Encimska hidroliza
ali oksidacija lignina pri pridobivanju bioplina $e ni raziskana v zadostni meri. Znano je, da so encimi
ligninaze (kot so lakaze, lignin peroksidaze in mangan peroksidaze) zmozne delignifikacije
lignoceluloze (Ohkuma, 2003; Hatakka, 1994; cit. po Bruni et al., 2010a,b).

Zhong in drugi (2011) so v vseh primerih avtoklavirali fino mleto koruzno slamo (120 min.,
temperatura 121°C) in kot predobdelavo dodali kompleksne mikrobne dodatke, ki so vsebovale
celulitske bakterije B. licheniformins sp., Pseudomonas sp., B. subtilis sp. In P. florida sp., ki imajo
sposobnost razgradnje lignoceluloznega materiala, B. licheniformis, Pseudonomas sp., B. subtilis sp.,
ki razgradijo celulozo in hemicelulozo ter P. florida sp. za razgradnjo lignina. Rezultati merjenja
biometanskega potenciala so pokazali, da se je, v primerjavi s predhodno samo avtoklaviranimi vzorci,
ki jim niso dodali bakterij, tvorba metana povecala za 26,7 do 75,57 %, odvisno od dolzine procesa
(Zhong et al., 2011).

Povecanje prirastka metana pri procesu anaerobne razgradnje sveze trave Panicum vergatum z
dodajanjem encimov dveh peroksidaz lignin peroksidaze (LiP), mangan peroksidaze (MnP) ter dveh
pektinaz pectate-lyase (PL) in poly-galacturonase (PG) s kombinacijo kemijske predobdelave so
proucevali Frigon in drugi (2012). Dolocili so vpliv blage predobdelave na topnost trave in ocenili
tvorbo metana pri anaerobni presnovi. Uporabili so 0,5 1 Sarzne reaktorje, temperatura procesa je bila
35 °C. Tvorba metana pri neobdelani travi je bila 157 ml CH,/g OS, pri travi z dodatkom LiP 202,1 ml
CH,/g OS in pri travi z dodatkom MnP 222,9 ml CH,/g OS. Najvecji doprinos metana je bil pri
kombinaciji alkalne obdelave in obdelave z LiP ter MnP, ki se je v primerjavi z neobdelano travo,
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povecal za 55%, vendar ekonomske analize, kjer bi upostevali stroske predobdelav, niso naredili
(Frigon et al., 2012).

Gomez-Tovar in drugi (2012) so v kontinuiranem UASB (Upflow anaerobic sludge blanket) reaktorju
s kombinacijo predobdelav, kot so kislinska hidroliza, alkalna hidroliza in encimska hidroliza s
celulazami, dolocili doprinos metana ovsene trave glede na razli¢ne organske obremenitve reaktorja.
Maksimalni izplen metana 340 ml CH,/g KPK je bil dosezen pri organski obremenitvi 2,5 g KPK/I na
dan pri uporabi hidrolizata kislin. Pri povecanju obremenitve na ve¢ kot 7 g KPK/I na dan, je bilo
opaziti 15 % padec prirasta metana. Pri uporabi encimskega hidrolizata je izplen metana dosegel
vrednost 360 ml CH,/g KPK, pri organskih obremenitvah, ki so presegale 8 g KPK/I na dan. (Gomez-
Tovar et al., 2012).

Povecdanje produkcije bioplina je mozno tudi z mezofilnim lignocelulitskim mikrobnim konzorcijem
BYND-5, kar so na vzorcih rizeve slame preucevali Yang in drugi (2012). Analize mikrobnih zdruzb,
ki so jih izvedli z metodo ARDRA, so pokazale, da so v procesu bile prisotne naslednje skupine
bakterij: Firmicutes (5,96 %), Bacteroidetes (40 %), Deferribacteres (8,94 %), Proteobacteria (16,17
%) ter ¢lani skupin Lentisphaerae (2,13 %) in Fibrobacteraceae (1,70 %). Koli¢ina metana se je v
primerjavi z neobdelanim vzorcem rizeve slame povecala v povpre¢ju za 10 %, maksimalen delez
povecanja metana pa je bil 20 %. Koli¢ina celotnega plina se je v primerjavi s kontrolo povecala za 9,3
% (Yanetal., 2012).

Eksperiment s kombiniranjem vec¢ razli¢nih substratov, med katerimi so bili kravji gnoj in meSanica
biolosko razgradljivih kmetijskih in gospodinjskih odpadkov, sta raziskovala Ashekuzzaman in
Poulsen (2011). Naredila sta dva seta eksperimentov, in sicer na laboratorijskem modelnem merilu in
realnem modelnem merilu na treh majhnih bioplinarnah v Banglade$u. Na laboratorijskem modelnem
merilu, kjer sta uporabila 250 ml steklenice in mezofilno temperaturno obmocje pri 35 °C, sta imela
naslednje kombinacije substratov: kravji iztrebki, pis€ancja stelja, ov¢ji gnoj, ostanki hrane, listje in
trava. Vsem substratom sta pred dodajanjem v anaerobne reaktorje z mehansko predobdelavo
zmanj$ala velikost delcev pod 0,5 cm. Pri biometanski potencialih posameznih substratov po 37 dneh,
je najvedji izplen 199 ml CH,/kg OS bil pri odpadni hrani. Sledili so kravji iztrebki z izplenom 133 ml
CHy/kg OS, pis¢ancja stelja in ov¢ji gnoj s 105 ml CH4/kg OS ter kombinacija listov in trave s 45 ml
CHy/kg OS. S kombinacijo pis¢anéje stelje, ov¢jega gnoja, ostankov hrane ter listov in trave sta uspela
dosec¢i biometanski potencial 268 ml CH,kg OS. To nakazuje, da presnova s kombinacijo veé
substratov (kodigestija) lahko poveca izplen metana veliko bolj kot uporaba oziroma presnova samo
ene vrste substrata. Vendar metanskega donosa kombinacij ve¢ substratov ni mogoc¢e dolociti iz
podatkov za posamezni substrat. Le tega je treba izmeriti s pripravo kombinacij (Ashekuzzaman in
Poulsen, 2011).

Quiflones et al. (2012) so zbrali razliéne raziskave na podro¢ju povecanja produkcije metana z
dodajanjem razli¢nih hidrolitskih encimov. Eksperimenti so bili narejeni v Sarznih in kontinuiranih
reaktorjih, na laboratorijskem in realnem modelnem merilu. V nekaterih eksperimentih niso zaznali
nobenega ucinka encimov (St. 6, 10, 11 in 18 na sliki 13), v nekaterih primerih je tvorba metana
upadla, v nekaterih primerih pa je narasla. Najvecje povecanje produkcije metana se je gibalo med 28
% do 43 %, povpre¢no povedanje metana je znaSalo okrog 15 %. Ceprav so najvije in najnizje
metanske donose doloc€ili v Sarznih eksperimentih, navajajo, da naj bi obstajal sploSen trend med
metanskimi donosi med Sarznimi in kontinuiranimi eksperimenti. Rezultati, narejeni na kontinuiranih
sistemih, so za iste skupine substratov vedno dali manj$e metanske donose.
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Slika 13: Izboljsanje tvorjenja metana po dodajanju encimov v razli¢nih eksperimentih (Quifiones et
al., 2012).

Figure 13: Enhancement of methane yield of various experiments after addition of enzymes (Quifiones
etal., 2012).

Biolosko razgradnjo lignoceluloznih substratov pospesujejo encimi kot so celulaze in hemicelulaze. Te
encime proizvajajo mikroorganizmi. Hitrosthno omejen korak anaerobne presnove lignoceluloznih
substratov je hidroliza celuloze in hemiceluloze. Zato je pospesitev hidrolize kljuénega pomena pri
izboljSanju ucinkovite pretvorbe biomase v procesu anaerobne presnove v energijo (Romano et al.,
2009). Romano in drugi (2009) so preiskovali vpliv dodajanja eksogenih encimov na delovanje
anaerobne presnove. Kljucni vprasanji sta bili, ¢e in kdaj dodajanje encimov, kot so celulaze in
hemicelulaze izbolj$ajo hitrost anaerobne presnove in izplen bioplina pri lignoceluloznih substratih. S
pomocjo 16S rRNA analize so identificirali bakterijsko populacijo v anaerobnem presnovaliscu, ki je
sposobna presnoviti pSeni¢no travo. Lignocelulozni substrat je bila Jose Tall pSeni¢na trava, ki so jo
pred eksperimentom na polju posusili in naredili bale. Povpre¢na dolzina trave je bila 50 cm. V
laboratoriju so jo nato zmleli na velikost med 0,23 in 0,38 mm. Za lazje odstranjevanje pSeni¢ne trave
so le to dali v najlonsko nogavico. Merili so vsebnost organske snovi, suhe snovi, celulozo,
hemicelulozo in lignin. Za Sarzne eksperimente so uporabili 250 ml in 1000 ml reaktorje. Izvedli so 5
razli¢nih eksperimentov. V prvem in druge, ki sta potekala v okolju s pH = 5 in pH = 7 so dolo¢ili
vpliv encimov na hidrolizo. Glede na to analizo so nato: (1) encime dozirali direktno v enostopenjski
reaktor, (2) predhodno obdelali substrat pred doziranjem v enostopenjski proces, kjer potekajo vse faze
anaerobne presnove, (3) dozirali encime v prvi reaktor, kjer poteka hidroliza v dvostopenjskem
procesu. Eksperimenti so bili izvedeni pri temperaturi 50 °C, saj je to bila temperatura, pri kateri SO
encimi delovali optimalno, kar je nizje kot pri termofilnih pogojih, ki se jih po navadi raziskuje v
temperaturnem obmocju med 55 in 65 °C. Pri vseh reaktorjih so uporabili citrat fosfatni pufer.
Organska obremenitev s substratom je v vseh primerih bila 10 g OS/l. Pri $arznih eksperimentih z
dodajanjem encimov v enostopenjski reaktorski sistem ni bilo bistvene razlike med nastankom
bioplina brez dodajanja encimov in z dodajanjem encimov. V eksperimentu s predhodno obdelavo z
encimi, so encimi pospesevali hidrolizo prvih 7 dni, nato pa je bil dodan $e inokulum. Po preteku 14
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dni ni bilo zaznati znatne razlike v proizvodnji metana, redukciji organske snovi med reaktorji s
predhodno obdelavo z encimi in reaktorji brez obdelave z encimi. Nizki metanski prirastki in redukcija
organske snovi pomenijo, da je za ucinkovito razgradnjo pSeni¢ne trave potrebna bolj agresivna
predobdelava. 16S rRNA sekven¢na analiza je razkrila, da so bile med inokulumi obcutne razlike.
Nakisan inokulum je imel veéjo populacijo vrst Thermotogae (Romano et al., 2009).

2.9.7 Raziskave na podrocju odvecnega blata Cistilnih naprav

Hidroliza je hitrostno omejen korak pri procesu anaerobne presnove in poteka najpoCasneje v
primerjavi z ostalimi tremi koraki. Zato blatu pred anaerobno presnovo lahko zmanj$amo velikost
dovedenih delcev blata in na ta nacin pospeSimo hidrolizo in posledi¢no izboljSamo anaerobno
presnovo. Podatki razli¢nih avtorjev, ki sta jih zbrala Yeow in Peng (2012), kazejo da se z veGanjem
gostote predobdelave z ultrazvokom manjsa velikost delcev (Preglednica 7), vendar Pilli in drugi
(2011) porocajo, da preve¢ intezivna predobdelava z ultrazvokom lahko privede do zlepljenja kosmov.

Miiller in drugi (1998) so raziskovali vpliv razkroja blata in vpliv na anaerobno presnovo. Imeli so 4
razlicne predobdelave: kroglicni mlin, visokotlatni homogenizator, ultrazvok in »shear gap«
homogenizator. Za eksperiment so uporabili 20 I kontinuirane reaktorje. Proces je bil dvostopenjski in
je potekal pri temperaturi 35 °C. Odveéno blato iz CN je vsebovalo 1 do 4 % suspendiranih trdnih
snovi (suspended solids) in 70 % organskih suspendiranih trdnih snovi (volatile suspended solids).
Mehanske predobdelave blata so pospesile biolosko razgradnjo blata, pri tem se je znatno povecala
tvorba bioplina in razgradnja organskih snovi. Stopnja razgradnje v primerjavi z neobdelanim blatom
je bila visja za 10 do 20 % (Miiller et al., 1998).

Neis in drugi (2000) so optimizirali razgradnjo blata iz Cistilnih naprav in proucevali anaerobno
razgradnjo blata, Ki je bilo predhodno obdelano z ultrazvokom. Za eksperiment so uporabili 5 pilotnih
reaktorjev volumna 200 | na Cistilni napravi Bad Bramstedt, katere velikost je 85000 PE. Temperatura
delovanj je bila 37°C (mezofilno obmogje). Povpreéni zadrzevalni ¢as CN je bil 16 dni, vsebnost suhe
snovi blata se je gibala med 0,7 in 2,6 %, koncentracija organske snovi pa je bila 78 %. Visoko
zmogljiv ultrazvocni reaktor volumna 1,28 1 je deloval na frekvenci 31 kHz z intenziteto med 5 in 18
W/cm? ter imel vgrajenih 48 piezokeramiénih ultrazvo&nih sond. V semi-kontinuiranih pilotnih
reaktorjih so vsak dan odvzeli in dozirali doloen volumen blata. Cas predobdelave z ultrazvokom
blata je znaSal 90 sekund, izvajali so ga tik pred doziranjem. Dolo¢ili so stopnjo razgradnje blata glede
na specificno energijo in vpliv suhe snovi na potrebno specificno energijo za razgradnjo blata.
Specifi¢na energija je definirana kot koli¢ina energije, ki je v tesni povezavi s vsebnostjo suhe snovi.
Do ucinkovitejSe razgradnje pride pri visji koncentraciji trdnih snovi v blatu. Ve¢ prisotnih trdnih
snovi v tekoc€ini lahko pripomore k povecanemu Stevilu kavitacijskih obmocjih. Mogoce obstaja
optimalna koncentracija trdnih snovi, kjer se homogena distribucija akusticnih valov porazdeli z
efektom absorpcije. Povprecna stopnja razgradnje (DD — degree of disintegration), ki so jo dosegli z
ultrazvokom, je bila 20 %. Povecane hitrosti razgradnje so vplivale tudi na znatno povecanje
produkcije bioplina. Koncentracija metana v bioplinu se je gibala med 67 in 72 %, deleZ metana je bil
nekoliko ve¢ji v reaktorjih, ki so imeli opravka z blatom, ki so ga predobdelali z ultrazvokom. Najvec
bioplina je nastalo pri ultrazvo¢no obdelanem blatu z zadrZzevalnim ¢asom blata 4 dni, manj ga je
nastalo pri zadrZzevalnem ¢asu 8 dni. Pri zadrzevalnem ¢asu blata 16 dni je z ultrazvoéno predobdelavo
nastalo le nekoliko ve¢ bioplina v primerjavi s kontrolnim reaktorjem, vendar je ta povecana tvorba
bioplina v primerjavi z 8 dnevnim in 4 dnevnim zadrZevalnim ¢asom blata bila majhna. S tem so
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dosegli vecje hitrosti odstranjevanja blata, pospesili so hidrolizo in skrajSali zadrzevalni Cas blata. Pri
skrajSanju zadrZevalnega Casa iz 16 na 4 dni ni prislo do poslabSanja ucinkovitosti razgradnje (Neis et
al., 2000).

Z ultrazvo¢no predobdelavo aktivnega blata lahko: (1) zmanjSamo koli¢ino aktivnega blata, (2)
dosezemo izboljSanje dehidracije blata (dewaterability), (3) izzovemo sproscanje topnega KPK iz
bioloskih trdnih snovi in pretvorbo v biolosko razgradljive snovi, (4) unienje filamentoznih
mikroorganizmov, ki povzroc¢ajo penjenje blata (Dewil et al., 2006). Dewil in drugi (2006) so
proucevali vpliv ultrazvo¢ne predobdelave na aktivno blato. Preizkusali so tri razli¢na blata pri razli¢ni
vsebnosti suhe snovi (med 3,5 in 14 g SS/I aktivnega blata). Zanimalo jih je, kako ¢as trajanja
predobdelave vpliva na specifi¢no energijo (SE), velikost delcev in KPK v filtratu. Uporabili so 2,3 |
Sarzne reaktorje. Frekvenca ultrazvoka je bila 20 kHz, €as obdelave pa 30 min. Reaktor je bil med
ultrazvo¢no obdelavo hlajen, tako da temperatura ni narasla ¢ez 20 °C. Minimalna specifi¢na energija,
ki so jo morali dovesti blatu, da je prislo do razgradnje blata, je bila 1500 ki/kg SS. Manjse vrednosti
SE niso imele vpliva na topni KPK. Uc¢inkovitost razgradnje je narascala s vsebnostjo suhe snovi,
manjSa je bila SS, manjsa je bila sprememba KPK, oziroma z isto dovedeno specificno energijo je
vsebnost KPK v blatu z ve¢jim delezem suhe snovi bolj narasla v primerjavi z blatom z manjs$im
delezem suhe snovi. Pri vsebnosti suhe snovi nad 15 g SS/I je vsebnost KPK v filtratu moéno upadla.
To je bilo zaradi povecanja viskoznosti blata, kar pa zmanjsa vpliv kavitacije. Pri pove€ani viskoznosti
se ultrazvo¢ni valovi zaradi delcev suhe snovi raztresejo in absorbirajo v tekocino, ki jo nato
posledi¢no segrevajo, namesto da bi ustvarjali mehurcke, ki so potrebni za kavitacijo. Vpliv ultrazvoka
na dehidracijo je lahko negativen. Z ultrazvokom se velikost kosmov zmanj$a, kar lahko pripelje do
zmanjSane zmoznosti za dehidracijo blata. Za doseganje suhe snovi dehidriranega blata med 22 in 24
% je bilo treba dodati vecje koli¢ine polielektrolita. Tako se doziranje polielektrolita podvoji, ko SE
ultrazvoka naraste iz 5500 na 22000 kJ/kg SS. Do zmanjSanja sposobnosti za dehidriranje pride zaradi
vecje povrsine delcev, ki zaradi tega polielektrolitom nudi ve¢ mest za njihovo vezavo. Potreba po
vec¢jem doziranju polielektrolitov lahko ekonomsko iznici koristi izmerjenih pozitivnih vplivov
(povecano izlo¢anje KPK) (Dewil et al., 2006).

Predobdelava blata iz CN z ultrazvokom pri nizkih gostotah predobdelave z ultrazvokom med 0,04 in
0,1 W/ml je ucinkovita metoda za razgradnjo blata. Vodi v povefano anaerobno razgradnjo, vendar
zmanj$a filtrirne karakteristike bioloskega blata (Erden in Filibeli, 2010). V $tudiji Erdena in Filibeli-
ja (2010) je prikazano, kako na biolo$ko blato vpliva obdelava z ultrazvokom pri gostotah med 0,04 in
0,1 W/ml. Na laboratorijskem modelnem merilu sta preucevala sta predvsem velikost delcev,
izboljSanje anaerobne presnove in filtrirne karakteristike blata. Za dolocevanje biometanskega
potenciala (BMP) sta uporabila 150 ml reaktorje, proces anaerobne presnove pa je potekal pri
temperaturi 36+1 °C. Frekvenca ultrazvo¢nega homogenizatorja Sonoplus HD 2200 je bila 20 kHz,
njegova moc¢ pa 200 W. Za vsak eksperiment sta naenkrat ultrazvo¢no obdelala 500 ml blata, ne da bi
ga hladila. Dovedena specifi¢na energija za BMP je bila 9690 kJ kg™ SS, ¢as predobdelave z
ultrazvokom pa 40 min. Kumulativno koli¢ino nastalega metana sta spremljala 35 dni. Pri blatu, ki je
bilo predhodno obdelano z ultrazvokom, je nastalo 44 % ve¢ biometana v primerjavi z neobdelanim
blatom. Stopnja razgradnje (DD) omogoca oceniti maksimalno topnost blata. Povecana stopnja
razgradnje (DD) je dolocena kot snov, ki je lahko takoj uporabljena za pridobivanje metana med
anaerobno presnovo. Dovedena specifi¢na energija je bila med 0 in 15880 kJ kg™ SS. Suha snov blata
je bila 2,14 %, organska snov v suhem vzorcu pa 47,99 %. Maksimalna stopnja razgradnje 57,9 % je
bila doseZena pri specifi¢ni energiji 9690 kJ kg™ SS. Pri ve&ji dovedeni SE je stopnja razgradnje
zaCela upadati, kar pomeni, da je pred topnostjo Ze pri§lo do mineralizacije blata. Ve¢je zmanjSanje
velikosti delcev je bilo zaznati pri visjih specificnih energijah. Najve¢je zmanjSanje je bilo pri
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specifi¢ni energiji 9690 kJ kg@ SS, kjer je bilo zaznati 62 % zmanjanje velikost delcev glede na
povpreéni volumski delez (Erden in Filibeli, 2010).

Minimalna specifi¢na energija za razbijanje celic se giblje med 1000 kJ/kg SS (Bougrier et al., 2005)
in 3000 kJ/kg TS (Lehne et al., 2001). Pri vedji specifiéni energiji nad 1000 kJ/kg SS sta se povecali
topnost in stopnja razgradnje, in sicer za SS = 15.000 kJ/kg SS se je topnost KPK povecala za 35 %,
stopnja razgradnje DD pa je bila 55 % (Bougrier et al., 2005).

Preglednica 6: Izboljsanje razgradnje aktivnega blata pri razli¢nih eksperimentih.
Table 6: Degradation improvement of active sludge during various experiments.

Cas Povecanje
SE predobzdelave DD SRT Vrsta procesa depl)er:iir(;:[rlj;t\a/lin;1 ! Vir
-1 0
(kI kg™ SS] ultrazvokom [%] [dan] izhodis¢nim
[min] vzorcem [%]
(@) 10 (@) 12
200 (b) 20 i 11 Sarzni, volumen (b) 31 (Wang et
(c) 30 reaktorja 0,5 | (c) 64 al., 1999)
(d) 40 (d) 69
(a) 0
@75 (b) 4,7 Semi- (@111
i (b) 30 (© 8 kontinuirani, (b) 4,93 (Tiehm et
(c) 60 13,1 volumen (c) 7,16 al., 2001)
(d) 150 (d) reaktorja 1| (d)9,71
23,7
(3) 111 W kontinuirani (a) 6,06 (Quarmby
- (b) 356 W - 15 volumen (b) 2’95 etal.,
reaktorja 100 | ’ 1999)
Vse 1 min
(?/)\/?r’nlls v @302 | (Pillietal,
i (b) 0,33 i 4 Sarzni, volumen (b) 10,9 2011, Mao
W/rﬁl reaktorja 1,5 | (c) 12,5 in Show,
(c) 0,52 2007)
W/ml
(@) 10 @) 15 kontinuirani (@) 40 (Apul in
(b) 20 - (b) 7,5 volumen (b) 16 Sanin,
(c) 30 (©)7,5 reaktorja 4 | (c) 95 2010)
(a) 5000 (a) 4 @9 | (@20 o (a) 26,70 .
(b) 5000 (b) 4 ()9 | (1o | comnuiran (b) 21,95 (Bg’t‘%‘fg“a
(c) 2500 (c)2 (c)4 (c) 10 reaktorja 7 | (©) 20,34: 2011'3
(d) 2500 (d) 2 (d)2,2 | (d)10 (d) 8,12
5 . (Erden in
9690 40 57,9 g5 | Sarzni, volumen 44 Filibeli,
reaktorja 150 ml 2010)
(a) 660 (a) 10,87
(b) 1355 ( %y (b) 19,92 (Bougrier
a) 14 Sarzni, volumen *
(c) 2700 - (e) 55 16 reaktorja 100 ml (c) 20,23 etal.,
(d) 6951 (d) 34,29 2005)
e e) 37,
14547 375

povecanje deleza bioplina v primerjavi z izhodi§¢nim vzorcem
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Xing in drugi (2007) so ocenili delovanje ultrazvoka na ¢istilni napravi v Singapurju na realnem
modelnem merilu. Velikost reaktorja za ultrazvoéno predobdelavo je bila 3,5 1, frekvenca sonikatorja
20 kHz, mo¢ 6 kW, stevilo sonotrod, ki so med sabo bile oddaljene 5 cm, pa je bilo 6. Z njihovo
Studijo so zeleli tehni¢no presoditi delovanje izbranega ultrazvocnega sistema na predobdelavo blata
za povecanje tvorbe bioplina pri procesu anaerobne presnove. Imeli so kontrolni reaktor in reaktor, v
katerega so dovajali blato obdelano z ultrazvokom. Pri blatu, ki je bilo obdelano z ultrazvokom, se je
povecala dnevna tvorba bioplina med 13 % in 58 %. Delez metana in ogljikovega dioksida v bioplinu
se ni spremenil ne v kontrolnem reaktorju, ne v reaktorju s predobdelavo. Razmerje med neto
proizvedeno energijo in neto porabljeno energijo za predobdelavo z ultrazvokom je bilo 2,5, pri
predpostavki, da iz 1 m® metana dobimo 2,2 kWh. S $tudijo na realnem modelnem merilu so pokazali,
da predobdelava z ultrazvokom izboljSa proces anaerobne presnove in je energetsko primeren nacin
predobdelave (Xing et al., 2007).

Raziskave Hogana in drugih (2004) na realnem modelnem merilu so pokazale, da se investicija v
predhodno obdelavo blata z ultrazvokom povrne v dveh letih in je torej ekonomsko upravicena.
Ultrazvok so testno vgradili na naslednjih &istilnih napravah: Anglian Water (Velika Britanija),
Kavlinge (Svedska) in Orange County Sanitation District (ZDA) (Hogan et al., 2004).

Preglednica 7: Vpliv predobdelave z ultrazvokom na velikost delcev (Yeow in Peng, 2012).
Table 7: Effect of ultrasound pretreatment on particle size (Yeow and Peng, 2012).

Frekvenca 20 kH ZmanjSanje velikosti delcev
] [um] opombe
Vhodna mo¢ (kW) | Gostota (W/ml) | Cas (min) Zacetna Konc¢na
0,67 32,4
1,28 28,5 :
2,2 2.20 240 209 22.6 Z veCanjem
322 18,1 gostote
15 0,33 1 51 19-29 T ey
0,52 15-21 <l
011 975 zmanjsala.
0,11 033 120 98,9 4.0

Za povisanje razgradnje, zmanjSanje zadrzevalnega Casa, maksimiranje razgradnje organskih snovi ter
njihovo pretvorbo v bioplin bo potrebno nadgraditi sistem ciS¢enja aktivnega blata na Cistilnih
napravah (Braguglia et al., 2011). Braguglia in drugi (2011) so raziskovali anaerobno presnovo s
predobdelavo blata z ultrazvoéno predobdelavo in pregledom ravnovesja med toploto in energijo.
Organska obremenitev se je gibala med 0,7 in 2,8 g OS/l dan. Uporabili so UP400S ultrazvocni
homogenizator, proizvajalca Dr. Hielscher, s frekvenco 24 kHz in mocjo 300 W. Volumen ultrazvo¢no
predobdelanega blata je bil 500 ml. Dovedene specifiéne energije so se gibale med 0,35 in 1,4 kWh/kg
SS, suha snov (SS) blata pa je bila med 2,1 in 5,0 %. Ultrazvoéna sonda, ki so jo uporabili v
eksperimentu, je namenjena delu na laboratorijskem modelnem merilu, zato njena ucinkovitost v
smislu kavitacije in stopnje razgradnje ni bila tako dobra kot pri ultrazvo¢nih sondah, ki so namenjene
realnemu modelnemu merilu. To gre pripisati predvsem konstrukciji dezintegratorja, kjer je na
realnem modelnem merilu razmerje med volumnom ultrazvo¢nega reaktorja (posode) in povrsino
emitorja boljSe, ter vi§jo dozo dovedene energije v posodi v tehnicnem modulu v primerjavi z
laboratorijskim modulom. Uporabili so 2 semi-kontinuirana reaktorja z volumnom 7 1, pri ¢emer je
prvi sluzil kot kontrolni reaktor. Temperatura, pri kateri je potekala anaerobna presnova, je bila 37 °C,
hidravli¢ni zadrzevalni ¢as (HRT) pa 20 dni. Specifi¢na tvorba bioplina (metan in ogljikov dioksid) pri
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ultrazvoéno predobdelanem blatu se je gibala od 0,29 do 0,37 Nm?kg™OSozirana, 0dVisno od pogojev
delovanja. V vseh eksperimentih je pri predhodno obdelanem blatu v primerjavi z neobdelanim nastalo
veé bioplina. Najvedja razlika je bila v primeru organske obremenitve 0,7 g OS/1 dan in zadrZevalnim
¢asom 20 dni. Specificna dovedena energija je bila 5000 ki/kg TS%, stopnja razgradnje pa 9,0 %. V
teh pogojih se je pri kontroli ustvarilo 0,27 Nm3kg'1osdozm bioplina, pri predhodno obdelanem blatu
pa 0,37 Nm3kg'lOSdozirana, kar potrjuje dve razlicni prehranjevalni poti, pri kateri so v kontrolni reaktor
dozirali neobdelano blato, v drugi pa mo¢no razgrajeno blato. Poveanje v proizvodnji bioplina pri
anaerobni presnovi ultrazvoéno predobdelanega blata je zadostovalo samo za 10 % energije, ki je
potrebna za ultrazvoéno predobdelavo. Avtorji poudarjajo, da je blato bilo zelo razred¢eno, njegova
povpreéna koncentracija je bila 23 gl™ (Braguglia et al., 2011). Razli¢ni avtorji so dokazali, da s
povecanjem koncentracije blata in konstantno vhodno specificno energijo, povecamo stopnjo
razgradnje (Nicke et al., 1999; Eder in Guenthert, 2002; v Braguglia et al. 2011). Barber (2005), ki je
delal poskuse na CN v Mannheimu, navaja da 1 kW ultrazvoéne energije, ki se porabi za
dezintegracijo aktivnega blata pred anaerobno fermentacijo, proizvede 7 kW elektricne energije
vkljuéno z izgubami. S poskusi na realnem modelnem merilu in s suho snovjo blata 10 % je dosegel
povelanje bioplina za 35 %, in sicer iz 458 na 591 | bioplina kg™ OSdoziranje-

2.10 Visina podpore za elektri¢no energijo obnovljivih virov, proizvedene na bioplinskih
elektrarnah in elektrarnah na ¢istilnih napravah v Sloveniji

V Sloveniji je visina podpore elektri¢ne energije iz obnovljivih virov energije dolo¢ena z Uredbo o
podporah  elektriéni  energiji, proizvedeni iz  obnovljivih  virov  energije (OVE)
(http://www.borzen.si/si/cp/Shared%20Documents/Podpore_slo.pdf; UL RS §t. 37/2009:1780). Glede
na nazivno elektri¢no mo¢ se proizvodne naprave OVE po tej uredbi delijo na naslednje velikostne
razrede (UL RS st. 37/2009:1780):

1. mikro: nazivne elektricne moc¢i manjse od 50 kW,
male: nazivne elektricne moc¢i manjse od 1 MW,
srednje: nazivne elektriéne moc¢i od 1 MW do vkljuéno 10 MW,
velike: nazivne elektri¢ne moci nad 10 MW do vkljuc¢no 125 MW,
proizvodne naprave OVE nazivne elektricne moci 125 MW in ve¢.

o w

Elektri¢na energija iz proizvodnih naprav na bioplin, proizvedena z vecjim deleZem gnoja in gnojevke,
je upravi¢ena do dodatkov k zagotovljenim cenam ali obratovalnim podporam. Proizvodne naprave
obnovljivih virov energije, ki proizvajajo elektri¢no energijo iz geotermalne energije, bioplina ali
biolosko razgradljivih odpadkov, so upravicene do dodatkov k zagotovljenim cenam ali obratovalnim
podporam, ¢e na letni ravni koristno izrabijo toploto v zahtevanem obsegu vhodne energije goriva.

Ce se letno koristno izrabi toplota v obsegu ve¢ kot 15 % vhodne energije bioplina, je proizvodna
naprava obnovljivih virov energije upravic¢ena do izplacila dodatka v visini 10 % obratovalne podpore
za to proizvodno napravo obnovljivih virov energije. Toplota iz bioplinarne, ki se porabi pri
pridobivanju bioplina, se ne Steje za koristno toploto
(http://www.borzen.si/si/cp/Shared%20Documents/Podpore_slo.pdf). Ce gnoj in gnojevka letno
pomenita prostorninsko ve¢ kot 30 % substrata pri pridobivanju bioplina, je proizvodna naprava
upravigena do izplacila dodatka v vigini 10 % obratovalne podpore za to proizvodno napravo. Ce gnoj
in gnojevka letno pomenita prostorninsko ve¢ kot 70 % substrata pri pridobivanju bioplina, je
proizvodna naprava z nazivno elektri¢cno moc¢jo do 200 kW upravic¢ena do izplacila dodatka v visini 20
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% obratovalne podpore za to proizvodno napravo (UL RS s§t. 37/2009:1780). Za proizvodne naprave
na bioplin, ki pri pridobivanju bioplina uporabljajo substrat, ki vsebuje 40 ali ve¢ prostorninskih
odstotkov glavnega pridelka njiv, v skladu s spremembo Uredbe (Ur.l. RS, §t. 43/2011) za naprave
priklopljene na omrezje po 1. 7. 2012 velja, da niso upravi¢ene do podpore po tej uredbi.

Preglednica 8: Cene zagotovljenega odkupa elektri¢ne energije in obratovalnih podpor za proizvodne
naprave obnovljivih virov energije na bioplin, proizveden iz biomase
(http://www.borzen.si/si/cp/Shared%20Documents/Podpore_slo.pdf; UL RS §t. 37/2009:1780).

Table 8: Guaranteed purchase prices and operating support for electricity from renewable energy
plants as a fuel using biogas produced from biomass.

el rares | Mesremenidd [ remeibidd [T oo | Obratoveing
proizvodne ?jk Jeneg ?jk Jeneg 9 dk Jeneg podpora
naprava odkupa odkupa odkupa [EUR/MWH]
[EUR/MWh] [EUR/MWh] [EUR/MWh]
mikro (< 50 kW) 118,72 41,33 160,05 102,85
mala (<1 MW) 111,75 44,00 155,76 96,61
srednja ( do 5 MW) 96,18 44,59 140,77 80,97*

*od 1 MW do vklju¢no 10 MW

Za naprave, priklopljene na omrezje po 1. 7. 2012, velja da proizvodne naprave na bioplin, ki pri
pridobivanju bioplina uporabljajo substrat, ki vsebuje 40 ali ve¢ prostorninskih odstotkov glavnega
pridelka njiv, niso upravicene do podpore (UL RS §t. 43/2011:2096).

Preglednica 9: Cene zagotovljenega odkupa elektri¢ne energije in obratovalna podpora za proizvodne
naprave obnovljivih virov energije na bioplin, proizveden iz biolosko razgradljivih odpadkov
(http://www.borzen.si/si/cp/Shared%20Documents/Podpore_slo.pdf; UL RS §t. 37/2009:1780).

Table 9: Guaranteed purchase prices and opearating support for electricity from renewable energy
plants as a fuel using biogas produced from biological wastes.

Velikostni razred Cena zagotovljenega odkupa Obratovalna podpora
proizvodne naprava [EUR/MWHh] [EUR/MWHh]
mikro (< 50 kW) 101,12
mala (<1 MW) 139,23 99,82
srednja ( do 5 MW) 129,15 89,30*

*od 1 MW do vkljucno 10 MW

Preglednica 10: Cene zagotovljenega odkupa elektri¢ne energije in obratovalna podpora za proizvodne
naprave obnovljivih virov energije — plin iz blata ¢istilnih naprav odpadnih voda
(http://www.borzen.si/si/cp/Shared%20Documents/Podpore_slo.pdf; UL RS §t. 37/2009:1780).

Table 10: Guaranteed purchase prices and operating support for electricity from renewable energy
plants as a fuel using biogas produced municipal wastewater treatment plants.

Velikostni razred Cena zagotovljenega | Obratovalna podpora
proizvodne naprava | odkupa [EUR/MWh] [EUR/MWh]
mikro (< 50 kW) 85,84 45,99
mala (< 1 MW) 74,42 34,57
srednja ( do 5 MW) 129,15 26,24*

*od 1 MW do vkljucno 10 MW
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Ce se letno koristno izrabi toplota v obsegu ve¢ kot 15 % vhodne energije plina nastalega iz blata
Cistilne naprave odpadnih voda, je proizvodna naprava OVE upravicena do izplacila dodatka v viSini
10 % obratovalne podpore za to proizvodno napravo OVE. Toplota, ki se porabi pri pridobivanju
plina, se ne Steje za koristno toploto.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 Splo$ne analize
Med sploS$ne analize smo pristeli analize vsebnosti suhe snovi, organske snovi, meritve pH in

prevodnosti, mletje lignoceluloznih vzorcev in predobdelava blata iz CN z ultrazvokom.

3.1.1 Suha in organska snov

UPORABLJENA OPREMA
Susilnik, Zarilna pe¢, analitska tehtnica Mettler Toledo AL204, zarilni lon¢ki.

Slika 14: Zarilna pe¢ Nabertherm (levo) in susilnik Binder.
Figure 14: Muffle furnace Nabertherm (left) and drying oven Binder.

Slika 15: Analitska tehtnica Kern.
Figure 15: Analytical balance Kern.

POSTOPEK DELA

Suho snov in organsko snov v vzorcih smo dolocili po metodi 2540 B in 2540 G (APHA, 2005).

Suha snov je definirana kot snov, ki ostane v posodi po segrevanju vzorca (suSenje v pecici pri neki
definirani temperaturi) pri temperaturi 105 °C. Za izvedbo meritve smo potrebovali Zarilne loncke,
susilnik, zarilno pecico in eksikator. Preden zacnemo z izvajanjem meritev, je potrebno prazne loncke
segrevati 1h v zarilni peci na temperaturi 550 °C (e merimo tudi organsko snov), oz. l1h na
temperaturi med 103 in 105 °C, ¢e merimo samo suho snov. Meritve nasih vzorcev smo opravili v treh
ponovitvah.

Pred zacetkom meritev smo loncke za 1 uro zgali na 550 °C in jih dali hladit v eksikator. Sledilo je
tehtanje praznega zarilnega loncka. Nato smo v stehtan lonc¢ek dodali vzorec in stehtali, nato pa ga
prenesli v susilnik, kjer je bila temperatura 105 °C. Vzorce smo po 24 urah vzeli iz susilnika in jih
prenesli v eksikator, da so se ohladili. Nato smo jih stehtali. Postopek smo ponavljali tako dolgo,
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dokler nismo zagotovili, da je bila razlika med zadnjo tezo vzorca in trenutno tezo istega vzorca
manjsa od 4%. Nato smo po naslednji enacbi dolocili delez suhe snovi:

SS(%) = (A—CB_)-BlOO o
Kjer so:

A — teza suhega substrata [mg] + teza lonc¢ka [mg]

B — teza lon¢ka [mQ]

C — teZa svezega substrata [mg] + teza loncka [mg]

D — teza ostanka [mg] + teza loncka po sezigu [mg]

Loncke iz merjenja suhe snovi smo prenesli v zarilno pe¢ na temperaturo 550 °C za 3 ure. Po koncanju
smo lonc¢ke pustili, da so odvedli del toplote, nato pa smo jih prenesli v eksikator. Ko so dosegli sobno
temperaturo, smo jih stehtali. Postopek smo ponavljali tako dolgo, dokler nismo zagotovili, da je bila
razlika med zadnjo teZo vzorca in trenutno teZo istega vzorca manj$a od 4 %. DeleZ organske snovi
dolo¢imo po naslednji enacbi:

(A-D)"100
A-B (8)

0S(%) =
3.1.2 pH in prevodnost

Za merjenje pH smo uporabili meter HQ40D proizvajalca Hach Lange, ki je bil opremljen s sondo za
pH in prevodnost. Pred meritvami smo izvedli kalibracijo po navodilih proizvajalca.

3.1.3 Mletje lignoceluloznih vzorcev
Lignocelulozne vzorce smo mleli z meSalcem Philips blender HR2096 z mocjo 800 W. Vzorce smo

mleli tako dolgo, dokler njihovi delci niso bili manjsi od 2,5 cm. Za pripravo tekocih vzorcev za
merjenje dusika smo vzorce zmleli na velikost manjso od 1,5 mm.

Slika 16: Prostostoje¢i mesalnik Philips HR2096 z mo¢jo 800 W.
Figure 16: Blender Philips HR2096 for mixing of substrates and inocula.
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3.1.4 Predobdelava blata i, Cistilne naprave 7 ultrazvokom

Za predobdelavo blata smo uporabili ultrazvocni homogenizator UP200H proizvajalca Hielscher, ki
deluje na frekvenci 24 kHz in z mo¢jo 200 W. Za vsako predobdelavo smo uporabili ¢aso volumna
800 ml, ki smo jo napolnili s 500 ml blata. Na ultrazvo¢nem homogenizatorju smo uporabili sondo
S40, ki ima premer 40 mm in dolzino 100 mm in je primerna za obdelavo volumnov do 1000 ml.
Sonda je bila v ¢aso potopljena do globine 2 cm nad dnom. Pri predobdelavi smo z merilnikom porabe
elektricne energije Energy Check 3000 (Voltcraft, Nemcija) merili dejansko mo¢ ultrazvocnega
homogenizatorja in porabo elektri¢ne energije. Vzorce smo ultrazvo¢no obdelali 10, 15, 20 in 25
minut.

Eden izmed glavni parametrov pri razgradnji blata z ultrazvokom je stopnja razgradnje (DD), ki
temelji na topnem KPK. Izra¢unamo jo po naslednji enacbi (Muller, 2000; Khanal et al., 2007; Erden
in Filibeli, 2010):

KPKyz—KPKneobdelan

KPKNaoH—KPKneobdelan

DD = ( ) x 100 (9)

Pri tem so:

KPKyz — koncentracija topnega KPK obdelanega z ultrazvokom [mg/I]
KPK eobdelan — KONncentracija topnega KPK surovega blata [mg/l]
KPKnaon — koncentracija topnega KPK po alkalni razgradnji [mg/1]
DD - stopnja razgradnje [%]

Povecana stopnja razgradnje (DD) je dolo¢ena kot snov, ki je lahko takoj uporabljena pri pridobivanju
metana med anaerobno presnovo (Erden in Filibeli, 2010; Wang et al., 2005).

Za alkalno razgradnjo blato obdelamo 10 minut z 1 M NaOH raztopino v razmerju 1:2 pri temperaturi
90 °C. Supernatant pridobimo z 10 minutnim centrifugiranjem vzorcev pri 30.000 g, ali 20 minutnim
centrifugiranjem pri 15.000 g pri temperaturi 4 °C (Khanal et al., 2007; Erden in Filibeli, 2010).

Upadanje stopnje razgradnje (DD) je mozno pojasniti z mo¢nim oksidacijskim vplivom radikalov. Do
stopnje dovedene specifi¢ne energije (SE), ko DD $e narasca, hidroksilni radikali selektivno napadajo
organske snovi, ki se sproscajo v tekoco fazo in povecajo DD. Nad neko doloceno stopnjo SE zacne
DD padati. Ve¢ topnih organskih snovi mineralizira in DD zacne upadati. Visoke dovedene
ultrazvocne energije pospesujejo oksidacijo zaradi radikalov, kar vodi v mineralizacijo pred topnostjo
blata. Drugi razlog za zmanjsanje DD je lahko temperatura. Vecje poviSanje temperature pri predhodni
obdelavi z ultrazvokom privede do vecje nasi¢enosti parnega tlaka, zaradi Cesar parni mehurcki tezje
razpadejo in tako zmanjsajo intenziteto kavitacije (Erden in Filibeli, 2010).

Specifiéna energija je definirana z naslednjo enac¢bo (Bougrier et al., 2005; Erden in Filibeli, 2010):

SE[ W P (10)
kg SS1  SSo-V

Kjer so:

P —moc¢ [W]

t — ¢as predobdelave z ultrazvokom [s]

V —volumen vzorca [l]

SSy — zacetna suha snov vzorca [g/]]

A — povrsina ultrazvoéne sonde [cm’]
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Pri razgradnji blata z ultrazvokom lahko definiramo tudi ultrazvo¢no dozo (UD, [Ws/1]), ki se nanasa
na dovedeno energijo na volumen vzorca. Enacba je naslednja (Tiehm et al., 2001; Pilli et al., 2011):

P-t 11
AL (11)

Gostota ultrazvoka (UD [WI/1]) je definirana kot dovedena mo¢ na volumen vzorca. Enacba je
naslednja (Tiehm et al., 2001; Pilli et al., 2011):

P (12)
UD = -

Intenziteta ultrazvoka (Ul [W/cm?]) je definirana kot dovedena mo¢ na povriino sonde. Enadba je
naslednja (Tiehm et al., 2001; Pilli et al., 2011):

(13)

Slika 17: Homogeniziranje blata iz Cistilne naprave z ultrazvoénim homogenizatorjem UP200H
proizvajalca Hielscher.

Figure 17: Ultrasound pretreatment of wastewater sludge with ultrasound homogenizator UP200H
(Hielscher).
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Slika 18: Merilnik porabe elektri¢ne energije Voltcraft Enefgy Check 3000.
Figure 18: Electricity consumption meter Volfcraft Energy Check 3000.

3.1.5 Meritve celotnega fosforja

Meritve celotnega fosforja so izvedli na Institutu za zdravstveno hidrotehniko na Fakulteti za
gradbenistvo in geodezijo v Ljubljani po metodi ISO 6878 — 1.

3.2 Kemijska potreba po kisiku (KPK)

Merili smo celotno in topno kemijsko potrebo po kisiku, ki jo ozna¢imo s KPK.

UPORABLJENA OPREMA

Pipeta, centrifuga Hettich UNIVERSAL 320 R, centrifuga Allegra™ X-12R Centrifuge, mikrotiterska
plosca, epice, spektrofotometer.

Slika 19: Susilnik Instrumentaria ST-05 (Hrvaska).
Figure 19: Drying oven instrumentaria ST-05 (Croatia).

Priprava reagentov:

Reagent R1: V 500 ml destilirane vode (dH,0) raztopimo 10,216 g K,Cr,0; (suSenega 2h na 105 °C).
Dodamo 167 ml koncentrirane H,SO,4 in dopolnimo z dH,O do 1000 ml.

Reagent R2: 10 g Ag,SO, raztopimo v 1000 ml koncentrirane H,SO,.
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Reagent za KPK: R1 in R2 previdno in po€asi zmeSamo v razmerju 1,5:3,5 (150 ml R1 + 350 ml R2).
To storimo en dan pred uporabo, ker se reagent mocno segreje.
R1 za slepi vzorec: v 1,67 ml koncentrirane H,SO, dodamo destilirano vodo do 10 ml.

Slika 20: Centrifuga Allegra™ X-12R.
Figure 20: Centrifuge Allegra™ X-12R.

Slepi vzorec za KPK: Zmesamo 2,5 ml dH,0, 1,5 ml R1 za slepi vzorec in 3,5 ml R2. Proti slepemu
vzorcu merimo absorbance vseh ostalih vzorcev in umeritvenih raztopin na spektrofotometru.

Za umeritveno krivuljo smo pripravili raztopne glukoze v destilirani vodi (koncentracije 0, 100, 300,
500, 700 in 1000 mg/l). 2,5 ml posameznih raztopin dodamo k 5 ml reagenta za KPK in 2 h
inkubiramo pri 150 °C. Na spektrofotometru absorbancam umeritvenih krivulj vpiSemo direktno
ustrezne KPK vrednosti.

OPIS POTEKA DELA

KPK je kisikov ekvivalent za vsebnost organske snovi v vzorcu, ki jo je mozno oksidirati z mo¢nim
kemijskim oksidantom. Uporabili smo kalijev dikromat (K,Cr,05), ki ve¢ino organskih snovi oksidira
do 95 % — 100 % teoretske vrednosti. KPK se pogosto uporablja kot parameter onesnazenja pri
odpadnih vodah. Za merjenje topnega KPK smo uporabili metodo 5220 D (APHA, 2005), ki smo jo
prilagodili na manj$i vzorec.

Merjenje topnega KPK

Za merjenje topnega KPK smo uporabili supernatant, ki smo ga dobili z 20 min centrifugiranjem
vzorcev na 3500 rpm. Nato smo v epico odpipetirali 500 ul reagenta in 50 pl supernatanta. \VVzorce
smo previdno premesali in dali kuhati za 1,3 h na 130 °C. Ohlajene epruvete smo odpipetirali v
mikrotitersko in na spektrofotometru od¢itali absorbanco pri 545 nm.

Ob merjenju absorbance nam spektrofotometer na podlagi umeritvene krivulje izra¢una KPK
vrednosti vzorcev.

Merjenje celotnega KPK

Vzorce pri merjenju celotnega KPK smo predhodno ustrezno razred¢ili (0 krat, 10 krat, 100 krat), da
smo rezultate dobili v linearnem merljivem obmod¢ju umeritvene krivulje. Test smo izvedli v dveh
paralelnih ponovitvah. V epruvete HACH LANGE z navojem smo odpipetirali po 5 ml reagenta za
KPK. Dodali smo 2,5 ml razred¢enega vzorca, zaprli s teflonskim zamaskom in vsebino premesali.
Vsako epruveto smo odprli, zaprli in postavili za 2 h na 150 °C. Ohlajene epruvete smo centrifugirali
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10 min pri 3000 rpm, da smo odstranili nastalo oborino. Na spektrofotometru smo od¢itali absorbanco.
Spektrofotometer, ki smo ga uporabili pri kivetnih testih, je bil Hach DR/2800.

3.3 Hlapne organske Kisline in celotni anorganski ogljik - titracija

Hlapne organske kisline (HOK) in celotni anorganski ogljik (CAQ) smo dolo¢ili s titracijo s pomocjo
titratorja TIM 840 proizvajalca Hach Lange. Razmerje med HOK in CAO je vodilo glede organske
obremenjenosti reaktorja (Hach Lange). Meritve smo opravili po navodilih proizvajalca.

UPORABLJENA OPREMA
Pipeta, sito, titrator TIM 840 proizvajalca Hach Lange.

Slika 21: Titrator TIM 840 proizvajalca Hach Lange.
Figure 21: Hach Lange titrator TIM 840.

POTEK DELA

Vzorcu smo najprej preko sita odstranili ve¢je delce. Nato smo v plasti¢no ¢aso dali magnet, nalili 100
ml destilirane vode in s pipeto dodali 5 ml pripravljenega vzorca. Tako pripravljeno raztopino smo
postavili na titrator in izmerili HOK in SAO. Na aparaturi potece titracija z 0,1 N H,SO, do pH 5, nato
pa titracijaz 0,1 N H,SO, do pH 4,4.

Preglednica 11: Razmerje HOK/CAO glede na doziranje substrata (Hach Lange).
Table 11: VOA/TIC ratio due to dosing of substrate (Hach Lange).

Razmerje HOK/CAQO | Stanje v reaktorju Ukrep
>0,6 Mocno predoziranje substrata Prenehanje doziranja
05-0,6 Predoziranje s substratom Dodaj manj substrata
0,4-0,5 Reaktor je mo¢no obremenjen Spremljaj delovanje naprave
03-04 Tvorba bioplina je na maksimumu | Doziranje substrata naj bo konstantno
0,2-0,3 Preslabo doziranje substrata Pocasi povecaj doziranje substrata
<0,2 Ob¢utno preslabo doziranje Hitro povecaj doziranje substrata

Vrednosti HOK in CAO se izra¢unajo direktno iz programirane formule na aparaturi. Iz prakse je
znano, da je optimalno razmerje HOK/CAO med 0,3 in 0,4, ¢eprav ima lahko vsaka bioplinska
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naprava ali gniliSe svoje optimalno razmerje. Tako imajo npr. naprave, ki kot substrat uporabljajo
obnovljive surove materiale, za stabilno delovanje razmerje med 0,4 in 0,6 (Hach Lange).

3.4 Plinska kromatografija za dolo¢evanje hlapnih mas¢obnih Kislin

Mascobne kisline so bioloske molekule, ki vsebujejo polarno karboksilno skupino (-COOH), vezano
na nerazvejano alifatsko verigo. En konec kisline je tako polaren in odvisno od pogojev okolja ionski
(karboksilna skupina protonirana/deprotonirana), medtem ko ima drugi konec (ogljikovodikova
veriga) nepolarne lastnosti. Vse mas¢obne kisline so dobro topne v organskih topilih, kot so alkoholi,
heksan in dietileter. Topnost masc¢obnih kislin v vodi pada z dolZino verige (Boyer, 2005). Hlapne
mascobne kisline se uvrs¢ajo med mascobne kisline, ki so topne v vodi in jih lahko destiliramo pri
atmosferskem tlaku. Iz vodne raztopine jih kljub visokim temperaturam vreli§¢a, zaradi ko destilacije z
vodo, lahko odstranimo z destilacijo. To skupino zajemajo v vodi topne mascobne kisline z do 6
ogljikovimi atomi (APHA, 2005).

Hlapne mascobne kisline kratkih verig smo v nasih eksperimentih izmerili s plinskim kromatografom
7890A proizvajalca Agilent.

OPIS SESTAVE APARATURE:

1. Aparat: Plinski kromatograf Agilent 7890A. Aparat smo predhodno ustrezno prilagodili za
analize.

2. Kapilarna kolona Agilent J&W GC Colums DB-FFAP, 30 m x 0,530 mm x 1 um sloj
stacionarne faze.

3. Temperatura programa: Temperatura injektorja 200 °C; temperatura detektorja (FIS —
plamensko ionizirajo¢i) 300 °C; zaetna temperatura kolone 70 °C; zadrzevalni ¢as 1 min,
nato 20 °C/min do 120 °C in naprej 10 °C/min do 200 °C; kon¢na temperatura kolone 200 °C,
zadrzevalni ¢as 3 min.

4. Nosilna plina (mobilna faza) He 5 ml/min; N, 25 ml/min; detektorska plina: H, 30 ml/min;
zrak 400 ml/min

5. Volumen vzorca 1 pl. Predvideni ¢as analize posameznega vzorca je 16 min.

IZVEDBA:

Plinski kromatograf smo umerili z 1 pl kalibracijske raztopine (standard). Na integratorju smo vnesli
ustrezne koncentracije za posamezne eluirane kromatografske vrhove. Nato je sledilo vbrizganje
vzorcev in preracun koncentracije posameznih kislin s prilozenim programom GC Open LAB.

UPORABLJENA OPREMA
Pipeta, epruvete z zamaski, plinski kromatograf 7890 proizvajalca Agilent.
UPORABLJENE KEMIKALJE:

e  Ultra ¢ista voda Milli-Q

e Dietileter

e Zveplena kislina

o Krotonska kislina (2-butenojska) (1 g/l)

e Etanol

e Ocetna kislina



50 Kolbl, S. 2014. Izboljsava anacrobne presnove blata iz komunalnih &istilnih naprav in lignoceluloznih substratov pri pridobivanju bioplina.
Dokt. dis. Ljubljana, UL FGG, Podiplomski §tudij Grajeno okolje.

o Butanojska kislina (maslena)

o Propionska kislina (propanojska)
e Valerijanska kislina
e Kapronska kislina

Preglednica 12: Lastnosti kislin in priprava mesanice za standard.
Table 12: Acids properties and standard preparation.

Vrsta Kisline etanol | etanojska | propanojska | butanojska | pentanojska | heksanojska
molekulska masa | 4607 | 60,05 74,08 88,11 102,13 116,16
[g/mol)

gostota [g/l) 790 1049 993 958 939 927
koncentracija [%) | 99,8 99,8 99,5 99 99 98,5
agregatno stanje | tekoce | tekoce tekoce tekoce tekoce tekoce
koncentracija 790 1049 993 958 939 927
kisline [g/l)

V1 [ul) - Kislina 127 95 101 104 106 108
yz [ml) - ultra 99.36

Cista voda

koncentracija za 1

standard [g/l)

Slika 22: Plinski kromatograf Agilent 7890 A.
Figure 22: Gas chromatograph Agilent 7890 A.

Vzorce smo pripravili z etrsko ekstrakcijo:

1. Zavsak vzorec smo pripravili dve Cisti epruveti in ju ustrezno oznadili.
2. 'V eno epruveto smo za vsak vzorec prenesli 0,4 g NaCl. Drugo epruveto smo ohranili suho za

shranjevane etrske faze po ekstrakciji.
3. 'V posamezne epruvete smo prenesli 1 ml vzorca in jih pokrili s pokrovékom.
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4. 'V vsako epruveto smo dali 100 ul internega standarda, ki omogoca preverjanje ponovljivosti
postopka. Epruvete smo pokrili s pokrovckom.

5. Epruvete smo zakisali z dodatkom 200 ul 50 % H,SO, in jih pokrili s pokrovckom.

6. Nato smo dodali 1 ml etra s stekleno pipeto in s pokrovékom dobro zaprli epruveto.

7. Sledilo je ekstrahiranje hlapnih mas¢obnih kislin (HMK) z obra¢anjem epruvet gor in dol 20-
krat.

8. S Pasteurjevo pipeto smo odpipetirali gornjo etrsko fazo v novo, ¢isto epruveto. Faze smo
lazje locili, ¢e smo jih na hitro centrifugirali (max. 2000 obr/min). Epruveto smo natan¢no
zaprli s pokrovckom.

9. Etrsko fazo smo prenesli v 2 ml viale, jim dodali eno spatulo CaCl, in jih zaprli s teflonskimi
pokrovcki s serijsko Stevilko 5182-0717. Tako pripravljene viale smo dali na plinski
kromatograf, kjer smo jim izmerili vsebnost HMK.

3.5 Dolocevanje strukture mikrobne zdruzbe s hitrimi tipizacijskimi tehnikami

Deoksiribonukleinska kislina (DNA) shranjuje genetsko informacijo vseh zivih organizmov, razen
nekaterih virusov. Sestavljena je iz Stirih vrst monomernih enot: deoksiadenozin-5"-monofosfata
(dAMP), deoksigvanozin-5'-monofosfata (dGMP), deoksicitidin-5"-monofosfata (dCMP) in
deoksitimidin-5"-monofosfata (dTMP). Genetska informacija, ki je shranjena v nukleinskih kislinah, je
kodirana z zaporedjem nukleotidov. Nukleinske kisline so linearni polimeri, zgrajeni iz Stirih razli¢nih
monomerov, Ki jih imenujemo nukleotidi. Z uporabo verizne reakcije s polimerazo (PCR) je mogoce
pripraviti ve€ kopij dolocenega fragmenta DNA v roku nekaj ur (Boyer, 2005).

3.5.1 Filtriranje vzorcev

UPORABLJENA OPREMA:
Za filtriranje vzorcev: vodna vakuumska ¢rpalka, 1ij, filtrirni papir MN 640 w ¢ 125 mm, epice.

Vzorce smo filtrirali s pomo¢jo vakuuma. Uporabili smo filtrirni papir MN 640 w ¢ 125 mm. Vzorce
smo po filtriranju postrgali s filtrirnega papirja in jih prenesli v epice in jih zamrznili na -20°C, kjer so
pocakali na nadaljnje meritve.

3.5.2 Izolacija DNA s pomocjo PowerSoil® DNA Isolation Kit

UPORABLJENA OPREMA:
PowerSoil® DNA Isolation Kit, stresalnik Velp Scientifica, stresalnik Vortex Genie 2, centrifuga, led,
pipeta.

V epice smo prenesli 0,25 gramov filtriranega in po potrebi posusenega vzorca.
Epice smo nezno premesali na vibracijskem stresalniku vortex.

V epice smo dodali 60 pl raztopine C1 in na kratko pretresli na stresalniku.

Nato smo na vortexu epice stresali 15 min.

Sledilo je centrifugiranje vzorcev pri 10.000 x g za 3 minute pri sobni temperaturi.
Med 400 in 500 ul supernatanta, ki je ostal, smo prenesli v nove epice.

o g s~whE
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11.
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13.

14.

15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.

V epice smo dodali 250 ul raztopine C2 in pretresli za 5 s, nato pa jih 5 minut inkubirali pri
5°C.

Epice smo centrifugirali 1 minuto na 10.000 x g in sobni temperaturi.

600 pl supernatanta, ki je nastal, smo prenesli v Cisto epico.

V epice smo dodali 200 pl raztopine C3 in na kratko pretresli, nato pa jih 5 minut inkubirali
pri 5 °C.

Epice smo centrifugirali pri 10.000 x g za 1 minuto pri sobni temperaturi.

700 ul supernatanta, ki je ostal, smo prenesli v nove epice.

V epice smo dodali 1200 pl raztopine C4, ki smo jo prej pretresli. Epico smo za 5 sekund
prestresli.

675 ul smo odpipetirali v spin filter in vse skupaj centrifugirali 1 minuto na 10.000 x g in
sobni temperaturi. Po centrifugiranju smo teko¢ino odlili in korak ponovili $e dvakrat.

V epice smo nato dodali 500 pl raztopine C5 in 30 sekund centrifugirali pri 10.000 x g in
sobni temperaturi.

Odlili smo tekoc€ino, ki se je nabrala na dnu epice.

Epice smo centrifugirali pri 10.000 x g za 1 minuto pri sobni temperaturi.

Spin filtre smo previdno polozili v nove epice.

V sredi$ce bele filtrirne membrane smo odpipetirali 100 pl raztopine C6.

Epice smo centrifugirali pri 10.000 x g za 1 minuto pri sobni temperaturi.

1z epice smo odstranili spin filter. DNA je bil tako pripravljen za nadaljne analize.

Vzorce DNA smo 10-krat razred¢ili v vodi za molekularne analize (Sigma-Aldrich, Nemcija).
To smo naredili tako, da smo 80 pl vode dodali 20 ul DNA.

Epice smo zamrznili na temperaturi -20°C.

erSo\ §

A0 W
a

e -
Slika 23: Power Soil® DNA Isolation Kit, ki smo ga uporabili za izolacijo DNA.
Figure 23: Power Soil® DNA Isolation Kit used for DNA extraction.

3.5.3 VeriZna reakcija s polimerazo (PCR — polymerase chain reaction)

Verizna reakcija s polimerazo (PCR, angl. polymerase chain reaction) se uporablja za pomnoZevanje
specificnih DNA fragmentov in vitro in se tudi imenuje »DNA fotokopiranje«. Kopiranje specifi¢nih
DNA fragmentov poteka s pomocjo encima DNA polimeraze. PRC poteka v treh korakih, ki so
temperaturno uravnani (McPherson in Moller, 2006):

Denaturacija dvojno vijaéne DNA pri temperaturi do 94 °C, kjer lo¢imo verigi matricne DNA.
Ohlajanje, pri katerem pride do vezave zaéetnih nukleotidov, temperatura med 50 in 70 °C.
Sinteza DNA s termostabilno polimerazo, pri kateri pride do podaljSevanja verige DNA, pri
temperaturi okrog 72 °C.
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Za PCR potrebujemo (Boyer, 2005):
e Dva sinteti¢na zacetna oligonukleotida
e Termostabilno polimerazo
e Vse §tiri deoksiribonukleozidtrifosfate (IATP, dGTP, dCTP in dTTP).
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Slika 24: Trije koraki verizne polimerizacije: denaturacija dvojno vijatne DNA, prileganje zacetih
nukleotidov in sinteza DNA (http://www.bio.miami.edu/~cmallery/150/gene/c7.20.7.pcr.jpg) (levo) in
aparat za verizno reakcijo s polimerazo MyCycler® thermal cycler (BIO-RAD Laboratories, Inc.,
ZDA)(desno).

Figure 24: 3 steps of chain polimerisaton: denaturation of double stranded DNA, annealing of started
nucleotides and DNA synthesis (http://www.bio.miami.edu/~cmallery/150/gene/c7.20.7.pcr.jpg) (left)

and polymerase chain reaction device MyCycler ® Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc..,
USA) (right).

V raziskavi smo uporabili dva para §iroko specificnih zacetnih oligonukleotidov (Pace et al., 2003;
Muyzer et al. 1993, v Robi¢, 2012):
a) Za bakterije:
> B27f: 5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
> B518r: 5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3"

Dolzina pomnozkov je okoli 500 baznih parov, odvisno od evolucijskih variant gena za 16S
rRNA. Uporabili smo jih pri pripravi pomnozkov za LH PCR in T-RFLP metodi tipizacije.

b) Za arheje:
» A109f: ACKGCTCAGTAACACGT-5’
» A534r: 5"-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’

B27f in A109f sta bila oznacena s fluorokromom 6 FAM. Koli¢ino reagentov v reakcijski mesanici za
25 ul alikvote smo izracunali s programom PCR Calculator, proizvajalca Biometra.


http://www.bio.miami.edu/~cmallery/150/gene/c7.20.7.pcr.jpg
http://www.bio.miami.edu/~cmallery/150/gene/c7.20.7.pcr.jpg
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Protocol: enter name here Biometra  protocol: enter name here Biometra
PCR mastermix setup PCR mastermix setup
Biometra - your source for Biometra Biometra - your source for Biometra
No. of reactions 20 xn x - products in Germany. No. of reactions: 20 rxn n P products in Germany.
Reaction volume per rxn 25 You're located slsewhere? Reaction volume per rxn 25 pl You're located elsewhere?
Safety margin 10 % Find your local distributor at Safety margin 10 % Find your local distributor at
Stock Final conc. . - Stock Final conc. "
Reagent : : Mastermix setup (ul) Reagent : : Mastermix setup (ul)
conc. in reaction conc. in reaction
Additive 1 Additive 1 Additive 1 Additive 1
BSA 10 mg/mL 0.2 mg/mL 11,00yl BSA BSA 1/mg/mL 0.2 mg/mL 110,00yl BSA
PCR Buffer 10 X 1.0X 55,00 pl  PCR Buffer PCR Buffer 10 X 10X 55,00 pl  PCR Buffer
Mg conc of buffer 0 mMm Mg conc of buffer 0mM
separate Mg solution 25 mM 2,5/mM Mg total 55,00 pl  separate Mg sol. separate Mg solution 25 mM 2,5/mM Mg total 55,00 pl  separate Mg sol.
dNTPs 10 mM each 0.2 mM each 11,00 yi  dNTPs dNTPs 10 mM each 0,2 mM each 11,00 I dNTPs
Forward primer 10 pM 0.2 pyM 11,00 I Forward primer Forward primer 10 uMm 0.2 pMm 11,00 pl  Forward primer
Reverse primer 10 uMm 0.2 uM 11,00 yI  Reverse primer Reverse primer 10 uMm 0.2 uMm 11,00 I Reverse primer
Polymerase 5,0 Uipl 1.0U 4,40yl Poly Poly 5.0 Ul 10U 4,40yl Polymerase
Template 10 ng/pl 10/ng Template 10 ng/pl 10 ng
PCR grade water 369,60 pl  PCR grade water PCR grade water 270,60 pl  PCR grade water
528,00 pl  TOTAL MASTERMIX 528,00 yi  TOTAL MASTERMIX
Aliquot per single rxn 24 pl of Mastermix per tube and add 1 pl of Template I Aliquot per single rxn 24 pl of Mastermix per tube and add 1 pl of Template ]

Slika 25: Dolocevanje koli¢ine reagentov v reakcijski meSanici za 25 ul alikvote s programom PCR
Calculator.
Figure 25: Calculation of reagent in reaction mixture for 25 ul aliquots using PCR Calculator.

Preglednica 13:Protokol pomnoZevanja gena za 16S rRNA z reakcijo PCR (Robic, 2012).
Table 13: Amplification of gene 16S rRNA by PCR (Robi¢, 2012).

Vrsta cikla Cas Temperatura Stevilo ciklov
Predcikel 5 min 94 °C 1
Denaturacija DNK 30s 94 °C

Prileganje zac. oligonuk. 30s 57°C 30
PodaljSevanje verige 1 min 52 °C

Podaljsana polimerizacija 7 min 72 °C 1
Zaustavitev, ohranjanje 0 4°C /

Za pomnozevanje gena za 16S rRNA, ki je potekalo po enakem protokolu, kot je zapisan v Preglednici
13, smo uporabljali aparat za verizno reakcijo s polimerazo MyCycler® thermal cycler (BIO-RAD
Laboratories, Inc., ZDA). Produkte smo hranili pri 4 °C (Robic, 2012).

3.5.4 Gelska elektroforeza

Z elektroforezo preverjamo Cistost in velikost fragmentov DNA v vzorcu. Ta tehnika omogoca
lo¢evanje molekul na osnovi naboja in velikosti, kjer DNA potujejo skozi agarozni gel, ki je v
elektricnem polju. Elektroforeza poteka v eksperimentalnih razmerah (bazi¢ni pH), v katerih so vse
DNA molekule negativno nabite in zato potujejo proti pozitivni elektrodi (anodi). Zaradi precne
povezanosti molekul gela ta deluje kot molekulsko sito, ki dovoljuje majhnim molekulam, da se
gibljejo hitreje kot velike. Molekule se pri tem loCujejo tako na osnovi naboja kot tudi velikosti, pri
modificirani poliakrilamidni gelski elektroforezi pa samo na osnovi velikosti molekul (Boyer, 2006).

POTEK DELA

Pripravili smo 1 % agarozni gel v 0,5x TBE pufru. Nanagali smo 1 ul 1 kb DNK lestvice GeneRuler™
DNA Ladder Mix (marker) ter 5 pl vzorca, resuspendiranega v 3 ul nalagalnega pufra. Elektroforeza
je tekla 25 — 30 minut pri 100 mV in 400 A. Sledilo je 10 minutno barvanje gela v etidijevem bromidu
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(EtBr), ki se vkljuci v vijacnico DNK, nato 10 minut razbarvanja v destilirani vodi. V komori z UZ-
transimulatorjem smo vzpodbudili fluoresciranje etidijevega bromida ter z optimizacijo izboljsali
lo¢ljivost slike (Robic, 2012).

Slika 26: Potek elektroforeze (levo) in slika agaroznega gela z vidnimi pomnozki PCR(desno).
Figure 26: Agarose electrophoresis (left) and agarose gel (right) with PCR amplicons.

3.5.5 Restrikcijski polimorfizem dolZine koncénih fragmentov (T-RFLP, angl. Terminal restriction
fragment lenght polymorphism)

T-RFLP vzorce pridobimo in analiziramo v seriji korakov, ki so kombinacija PCR-ja, restrikcijske
encimske presnove in kapilarne ali gelske elektroforeze. Vzorec DNA se najprej razgradi z
restrikcijskimi encimi. Nastali fragmenti DNA se lo¢ijo z gelsko elektroforezo, prenesejo na
membrano in hibridizirajo z DNA-sondo, kateri sledi analiza z avtoradiografijo. Ker ima DNA
vsakega posameznika edinstveno zaporedje baz, jo restrikcijski encimi reZejo na razlicnih mestih, zato
nastanejo fragmenti z razli¢nimi dolzinami (Boyer, 2005).

Za vsak vzorec smo pripravili dve restrikcijski reakciji z razli¢nima encimoma, Hhal in Mspl.

Preglednica 14: Primerjava lastnosti restrikcijskih endonukleaz Hhal in Mspl (Stres, 2013).
Table 14: Comparison of properties of restriction endonucleases Hhal and Mspl (Stres, 2013).

Mspl Hhal
Mesto restrikcije | 5"C|CGG 3 5" GCG|C '3
Optimalna temperatura delovanja 37 °C 37°C
Cas delovanja 1-16h 1-16h
Termalna inaktivacija Da: inkubacija 20 min pri 80 °C Ne

Vpliv metilacije DNK na CpG metilacija blokira

. . Ne vpliva ; .
delovanje encima P delovanje encima

vir Moraxella sp. Haenophilus haemolyticus
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Slika 27: Shematicen prikaz tehnike T-RFLP pri tipizaciji genov za 16S rRNA zdruzbe (Giintzig et al.,
2002, v Stres, 2006).
Figure 27: Illustration of T-RFLP method (Giintzig et al., 2002, v Stres, 2006).

Za eno restrikcijsko meSanico, v konénem volumnu 30 pl, smo v naslednjem vrstnem redu v
mikrocentrifugirko dodali:

e 55 ul Sigma vode H,0

o 3 ul pufra Tango 10x

e 1,5 ulencima (Hhal/Mspl)

e 20 pl ocis€enega produkta PCR

To smo premesali in inkubirali 16 ur pti 37 °C. Po konc¢ani inkubaciji smo restrikcijske meSanice z
encimom Mspl inaktivirali z 20-minutno inkubacijo pri 80 °C. Po inaktivaciji smo meSanice ocistili s
kompletom High Pure PCR Product Purification Kit. Restrikcijskih meSanic z encimom Hhal nismo
inaktivirali, ampak smo jih direktno ocistili s kompletom. Razrezanim in ocis¢enim produktom PCR
smo dodali 0,4 ul standarda GeneScan™ -500 ROX™ SIZE STANDARD (Applied Biosystems,
ZDA) in 7 pl deioniziranega formamida. Pred injiciranjem v kapilarno elektroferezo ABI 3130xI
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ZDA) smo meSanico 2 minuti denaturirali pri 95 °C in nato
ohladili na ledu. Injekcija v kapilare je trajala 27 sekund pri napetosti 1,8 kV. Dobljene podatke smo
analizirali s programom R-language (http://www.r-project.org/).

3.6 Merjenje biometanskega potenciala (BMP) z Automatic Methane Potential Test System
(AMPTS 1)

Biometanski potencial (BMP) predstavlja eksperimentalno doloceno vrednost maksimalne koli¢ine
metana, ki bo nastala na gram organske obremenitve dolocene biomase s substratom. BMP doloc¢amo s
testom BMP, kjer za dolo¢eno znano koli¢ino odpadkov v SarZznem sistemu pri anaerobnih razmerah
izmerimo koli¢ino nastalega metana ali bioplina (ter njegovo procentno sestavo) (Lesteur et al., 2010).
Za anaerobno presnovo razli¢nih substratov in dolo¢evanje biometanskega potenciala smo uporabili
napravo Automatic Methane Potential Test System (AMPTS I1). AMPTS Il je analiti¢na naprava
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laboratorijske skale, ki omogo¢a meritve ultra nizkih hitrosti tvorbe biometana, proizvedenih med
anaerobno presnovo biolosko razgradljivih substratov. Na ta nacin lahko lazje dolo¢imo optimalni
retenzijski ¢as in uporabno mesanico substratov za anaerobno presnovo in ocenimo potrebo po
dodatkih. BMP test se uporablja za doloCevanje anaerobne biorazgradljivosti in koncnega
biometanskega potenciala iz odpadnih snovi ali biomase ter dolo¢evanja hitrosti razgradnje v procesu
anaerobne presnove. AMPTS 1l je sestavljen iz dveh vecjih enot. Prva enota vkljucuje 15 steklenic
volumna 500 ml, ki predstavljajo anaerobne fermentorje. Vsak fermentor je opremljen s plinotesnim
gumijastim pokrovom in mehanskim mesalom, ki je vodeno preko mreze in ra¢unalnika. Fermentorji
so potopljeni v termo regulirano vodno kopel, kjer lahko vzdrzujemo mezofilno ali termofilno
temperaturno obmocje. Druga enota zajema 45 manjsih steklenic volumna 100 ml, ki vsebujejo 3 M
NaOH za fiksacijo CO; in napravo za merjenje volumna plina. Merjenje plina poteka na principu
izpodrivanja tekogine in vzgona (Bioprocess Control, Svedska).

3.6.1 Dolocevanje suhe snovi (SS) in organske snovi (0S)
Suho snov in organsko snov smo dolo¢ili po metodi 2540 B in 2540 G (APHA, 2005).
3.6.2 Priprava inokuluma in substrata

Za BMP test potrebujemo vsaj en substrat in inokulum. Inokulum je biomasa iz bioplinske naprave, ki
obratuje na realnem modelnem merilu. Pred zagonom BMP testa moramo izmeriti SS in OS
inokuluma in substratov. Inokulum mora biti svez. Da bi zmanjsali tvorbo bioplina, ki nastane iz
inokuluma, ga lahko inkubiramo v anaerobnih pogojih za 2 do 5 dni pri temperaturi, pri kateri bomo
izvajali dolo¢evanje BMP. Ko se ne ustvarja ve¢ bistvena koli¢ina plina, je inokulum pripravljen.
BMP lahko izvedemo tudi brez inkubacije inokuluma. Pri tem moramo koli¢ino bioplina/biometana, ki
nastane iz inokuluma odsteti od bioplina/biometana, ki je nastal iz meSanice inokuluma in substrata. V
nasih primerih inokuluma nismo inkubirali in smo nastali metan, ki je nastal zaradi inokuluma,
upostevali pri prera¢unu biometanskega potenciala. Inokulume smo pridobili iz BPE Sijanec, BPE
Vudja vas, BPE Kolar in CCN Saleske doline. Inokulum smo takoj po odvzemu v 60 1 sodih prepeljali
v laboratorij, kjer smo ¢im prej naredili potrebne meritve in preracune ter zagnali AMPTS. Substrat, ki
smo ga uporabili za merjenje BMP, smo do zagona shranili v hladilniku na 4 °C, vendar ne dlje kot 5
dni.

3.6.3 Organska obremenitev za BMP

Organsko obremenitev, ki jo predstavljajo lignocelulozni substrati, smo dolocili glede organske
obremenitve, s katero je obremenjena bioplinska elektrarna Vuéja vas. Njena povpre¢na organska
obremenitev znasa 10 gOSgsstratal linokutum iz fermentorja (€€ pogledamo obdobje od novembra 2011 do marca
2012). V BMP testih smo izbrali obremenitev realnega modelnega merila omenjene bioplinske
elektrarne, kar je znasalo 10 g OSgypstratal linokuiuma (Priloga B).

Organsko obremenitev blata iz CN smo dologili glede obremenitve gnilis¢éa CCN Saleske doline.
Njihova povpre¢na obremenitev znasa 2,4 ¢ OSpjae/ linokuuma- S tako obremenitvijo smo izvajali BMP
teste pri substratu iz KCN, starost blata je bila med 2 in 3 dni.
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3.6.4 Priprava 3 M NaOH raztopine

3 M NaOH raztopina se uporablja za fiksacijo CO,. Pripravili smo jo po navodilih proizvajalca na
naslednji nacin:

a) 240 g cistega NaOH smo pomesali z destilirano vodo do 2 1.

b) Pripravili smo 0,4 % raztopino timoftaleina, ki je sluzil kot pH indikator. Pomesali smo 40 mg
timoftaleina in 9 ml 99,5 % etanola ter dodali 1 ml destilirane vode.

c) 10 ml pH indikatorja smo zlili v pripravljeno 2 | raztopino NaOH.

d) Za BMP-je na 0,5 I modelnem merilu smo s pripravljeno raztopino iz to¢ke ¢ napolnili 100 ml
steklenice do viSine 80 ml in jim nataknili gumijaste zamaske z dvema cevkama, ki smo jih
prej namazali s petelinckovo mastjo in jih zaprli s plasticnimi pokrovi. Za BMP-je na 5 |
modelnem merilu smo napolnili 250 ml steklenice do visine 200 ml in podaljsali cevke na
gumijastih zamaskih.

3.6.5 Priprava reaktorjev na 0,5 I modelnem merilu

Vse meritve dolo¢evanja BMP (inokulum, inokulum + vzorecl, inokulum + vzorec 2...) smo izvajali v
treh ponovitvah. Za en vzorec to pomeni, da smo 3 reaktorje napolnili samo z inokulumom in so nam
predstavljali izhodis¢ni vzorec, pozitivno kontrolo smo pripravili v drugih treh, ki smo jim dodali
glukozo, v naslednjih 3 reaktorjih je bil inokulum in merjeni substrat. Pred doziranjem v anaerobne
reaktorje smo substrate in inokulum zmleli s prostostoje¢im mesalnikom Philips in tako v 0,5 |
reaktorjih zagotovili homogenost vzorca.

3.6.6 Priprava reaktorjev na 5 I modelnem merilu

Priprava je enaka kot pri 0,5 | reaktorjih, le da inokuluma nismo zmleli, substrate pa samo na tako
velikost, kot bi jih imeli pri doziranju na realni BPE (d < 20 mm).

3.6.7 Sestava reaktorjev AMPTS-ja na 0,5 in 5 I modelnem merilu

Vse reaktorje smo napolnili z isto koli¢ino inokuluma (4 |, pri uporabi 5 | reaktorjev in 400 ml pri
uporabi 0,5 | reaktorjev). Pri 0,5 I reaktorjih smo inokulum zmleli s prostostoje¢im meSalnikom
Philips HR2096, da smo zagotovili homogen vzorec. Pri polnjenju 5 | steklenic smo inokulm pripeljali
iz bioplinskih elektrarn v 60 1 sodih in jih med polnjenjem reaktorjev nepretrgoma mesali in na tak
nacin zagotovili homogenost inokuluma. Nato smo dodali substrat. Koli¢ino dodanega substrata smo
izraCunali iz suhe in organske snovi, ki smo jih izmerili pred sestavljanjem reaktorjev. Obremenitev
reaktorjev pri dolo¢evanju BMP lignoceluloznih substratov je bila dnevna obremenitev bioplinske
elektrarne Organica Nova in je znasala 10 g OS/1, pri blatu iz CN pa je bila obremenitev 2,4 g OS/I.
Tri steklenice nismo napolnili s substratom in so nam predstavljale izhodi$¢éni vzorec, katere nastali
metan smo na koncu odsteli od produkcije metana iz reaktorjev, v katere smo dodali substrat.
Sestavljanje reaktorjev je prikazano pri doloc¢evanju BMP-jev posameznih substratov. Po polnjenju z
inokulumom in substrati smo reaktorje osteviléili, vratove steklenic namazali s silikonsko mastjo,
nadeli gumijaste zamaske z mesalom, nataknili plasticne navoje z motorcki in zatesnili. Reaktorje smo
polozili v vodne kopeli, kjer smo pred tem destilirano vodo segreli na 37 °C. Potopljeni grelniki so
vzdrzevali temperaturo vode na 37°C. Reaktorje smo povezali z enoto za fiksacijo ogljikovega
dioksida, kjer smo pri 0,5 | reaktorjih uporabili 1 steklenico 80 ml 3 M NaOH raztopine za en reaktor,
za 5 | reaktor pa 4 steklenice z 200 ml 3 M NaOH raztopine. Od tu naprej smo pretok plina povezali na
enoto za merjenje koli¢ine nastalega metana. Skozi cevko na vratu steklenice smo vsak reaktor 2
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minuti prepihovali z N, in tako zagotovili anaerobne pogoje. Nato smo na rafunalniku zagnali
program za spremljanje tvorbe metana. Takoj po zagonu smo inokulumu izmerili pH, SS, OS, HOK in
CAO. Reaktorje smo tako pustili od 25 do 45 dni in spremljali tvorbo metana. Vmes smo kontrolirali
nivo vode v vodni kopeli in delovanje mesal. Po preteku 25 do 45 dni smo reaktorje razdrli in za
vsakega izmerili SS, OS, pH, HOK/SAO, celotni dusik in amonijski dusik. Vsako eksperimentalno
varianto smo izvedli v treh ponovitvah.

3.6.8 Izrac¢un biometanskega potenciala (BMP)

Biometanski potencial smo izracunali iz koli¢ine metana, ki je nastala iz 1 g OS substrata. Uporabili
smo naslednjo enacbo:

. . . %4 i -V;
BMP(blometanskl potenaal) — substrat&inokulum — " inokulum (14)
OSsubstrat

Kjer so:

BMP — normaliziran volumen metana, ki se proizvede iz 1 g OS dodanega substrata [ml CH,/g OS],
Vaubstratzinokalum — Ce€lOtni volumen metana, ki se je proizvedel v reaktorju, kjer je bil inokulum in
substrat [ml],

Vinokuum — povprecna tvorba celotnega metana, ki je nastala v reaktorjih z izhodis¢nim vzorcem (samo
inokulum) [ml],

OSqubstrat — Organska snov dodanega substrata [g]

Slika 28: AMPTS Il na 0,5 | modelnem merilu (levo) in povéano Stevilo steklenic za fiksacijo CO, na
5 | modelnem merilu (desno).

Figure 28: 0,5 liter laboratory scale of AMPTS I (left) and increased number of CO, fixing units at
upgraded 5 liter scale (right).

Slika 2: AMPTS Il na51 modelnerﬁ merilu.
Figure 29: Upgraded 5 | AMPTS I
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3.6.9 Izracun koeficienta hidrolize

Hidroliza je omejujoci korak v procesu anaerobne presnove in je merilo, kako hitro se v procesu
anaerobne presnove razgradijo suspendirani delci. 1z rezultatov BMP eksperimentov lahko definiramo
konstanto hidrolize prvega reda, ki jo napisemo kot (Angelidaki et al., 2009):

In((B..-B)/B)=-ku t (15)
kjer so:
B.. - kon¢na tvorba metana [ml],
B - metan proizveden ob dolo¢enem ¢asu t [ml],
ky - konstanta hidrolize prvega reda, ki je definirana kot naklon linearne krivulje [d™]
t — ¢as [d]

3.6.10 Razgradnja organske snovi

Razgradnjo organske snovi dolo¢imo z naslednjo enac¢bo (Bioprocess Control):

0S,4¢ - 0S
razgradnja 0S (%) = zacetek konee . 100 (16)

OSzaéetek
Pri tem so:

OS. . ceree — koliCina organske snovi inokuluma in dodanega substrata v anaerobnem reaktorju na
zacetku eksperimenta [g],

OSkonec — koli¢ina organske snovi v anaerobnem reaktorju na koncu eksperimenta [g],

razgradnja OS — delez organske snovi, ki jo razgradijo mikroorganizmi v procesu anaerobne presnove
[%].

3.7 Merjenje celotnega dusika, dusika po Kjeldahlu in amonijskega dusika

Automatiziran proces za dolo¢evanje celotnega dusika in amonijskega dusika (NH,"-N) temelji na
modificirani Berthelotovi reakciji, kjer je po dializi amonijak zapufran in kloriran v monokloramin, ki
reagira s salicilatom v 5-aminosalicilat. Po oksidaciji in oksidativnem spajanju pride do tvorjenja
zeleno obarvanega kompleksa. Absorpcijo tega kompleksa izmerimo pri valovni dolzini 660 nm.

UPORABLJENA OPREMA
Enota za razklop Skalar SA5620 in SA5640, aparatura za merjenje dusika in amonijskega dusika
Skalar San++

PRIPRAVA VZORCEV
Vzorce smo pripravili po navodili proizvajalca po metodi NEN 7433.

Ce ima vzorec manj kot 15 % suhe snovi, smo 500 g vzorca 5 minut mleli z mes$alnikom Philips
HR2096. Pri vzorcih, ki so imeli ve¢ kot 15 % suhe snovi, smo vzorec razred¢ili do vsebnosti suhe
snovi 15 % in ga mleli 5 minut z mesalnikom Philips HR2096. Vpliv redéenja smo upostevali pri
preracunu koncentracije dusSika.
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Pri vzorcih, ki so imeli ve¢ kot 30 % suhe snovi, smo le te zmleli, da je bila njihova velikost priblizno
1 mm.

Slika 30: Skalar San++ za merjenje dusika in amonijskega dusika (levo) in enota za razkldf) cjligﬁa
Modelno merilor SA5620 in SA5640 (desno).

Figure 30: Skalar San ++ for measurement of total nitrogen and ammonium nitrogen (left) and
digestion block (right).

Za amonijski dusik smo teko¢e vzorce centrifugirali, da smo jim odstranili vecje delce. Supernatant, ki
je ostal, smo uporabili za merjenje amonijskega dusika. Vsi vzorci so pred meritvami bili razredéeni za
faktor 10. Na Skalarju smo za amonijski dusik uporabili naslednje pufre: A, C, D, E, F in deionizirano
vodo namesto pufra G.

PROCEDURA ZA RAZKLOP ZA MERJENJE CELOTNEGA DUSIKA

Proceduro za razklop smo naredili po navodilih proizvajalca. Njihova metoda sloni na NEN metodah
7430+7431+7433. V bucko smo dali 5 ml ali 1 g vzorca. Nato smo dodali 22 ml Zveplene kisline
H,S0,(95%) in premesali. Sledilo je dodajanje 5 ml vodikovega peroksida in nezno mesanje buck. Ko
je penjenje v buckah prenehalo, smo Se dvakrat dodali po 5 ml vodikovega peroksida in po vsakem
dodajanju bucke premesali. Nato smo dodali Se 1 ml 10 g/l CuSO4.5H,0 raztopine. Bucke smo
prenesli v enoto za razklop, kjer smo vzorce toplotno obdelali. Najprej je temperatura pol ure naras$¢ala
na 120 °C, nato se je za 10 minut ustavila na 120 °C. Sledilo je kuhanje vzorca pri 330 °C za toliko
Casa, da se je vzorec razbarval ali pa je postal svetlo zelenomoder. To je po navadi trajalo 2,5 h. Nato
smo bucke pustili, da so se ohladile in jih do 250 ml napolnili z deionizirano vodo. Za vsak razklop
smo uporabili tudi kontrolo, kjer smo namesto vzorca uporabili deionizirano vodo. Bucke smo
premesali in vzorec prelili v epruveto, kjer je bil pripravljen za meritev na Skalarju San++.

UPORABLJENI REAGENTI pri Skalarju SAN++:
e PUFERA
o Potrebne kemikalije:
= 33 g kalijevega natrijevega tartrata C;H,OsKNa.4H,0
= 24 g tri-natrijevega citrata CsHsO;Nas.2H,0.
1000 ml deionizirane vode H,0.
3 ml Brij-a 35 (30 %).
o Priprava:
= V 800 ml destilirane vode raztopi kalijev natrijev tartrat. Dodaj tri-natrijev
citrat in raztopi. Do 1 litra dopolni z deionizirano vodo. Preveri pH in ga po
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potrebi prilagodi na 5,2+0,1 z zvepleno kislino (H,SO,4, 95-97 %). Dodaj brij
in pomesaj. Raztopina mora biti shranjena v temni steklenici v hladilniku in je
stabilna najvec¢ 1 teden.
e PUFERB
o Potrebne kemikalije:
= 33 g kalijevega natrijevega tartrata C,H,OsKNa.4H,0O
= 24 gtri-natrijevega citrata CgHs0;Nas.2H,0
= 4,5 g natrijevega hidriksida NaOH
= 1000 ml deionizirane vode H,0.
= 3 ml Brij-a 35 (30 %).
o Priprava:
= V 800 ml destilirane vode raztopi kalijev natrijev tartrat. Dodaj tri-natrijev
citrat in raztopi. Do 1 litra dopolni z deionizirano vodo. Preveri pH in ga po
potrebi prilagodi na 5,2 + 0,1 z zvepleno kislino (H,SO,, 95-97 %). Dodaj brij
in pomesaj. Potem dodaj natrijev hidroksid in ga raztopi. Raztopina mora biti
shranjena v temni steklenici v hladilniku in je stabilna najvec 1 teden.
e PUFERC
o Potrebne kemikalije:
= 25 g natrijevega hidroksida NaOH.
= 80 g natrijevega salicilata C;HsNaOs,
= 1000 ml deionizirane vode H,0.
o Priprava:
= Natrijev hidroksid raztopni v 50 ml deionizirane vode. Dodaj 800 ml
deionizirane vode. Nato dodaj natrijev salicilat,do 1 | dopolni z deionizirano
vodo ter dobro premesaj. Raztopina mora biti shranjena v temni steklenici v
hladilniku in je stabilna najvec 1 teden.
e PUFERD
o Potrebne kemikalije:
= 1 g natrijevega nitroprusida Na,[Fe(CN)sNO].2H,0.
= 1000 ml deionizirane vode H,0.
o Priprava:
= 'V 800 ml deionizirane vode raztopi natrijev nitroprusid. Nato dopolnido 11z
deionizirano vodo in premeSaj. Raztopina mora biti shranjena v temni
steklenici in je stabilna najvec 1 teden.
e PUFERE
o Potrebne kemikalije:
= 2 g natrijevega dikloroizocianurata C3N3;O3Cl,Na.2H,0.
= 1000 ml deionizirane vode H,O.
o Priprava:
=V 800 ml deionizirane vode raztopi natrijev dikloroizocianurat. Nato dopolni
do 11z deionizirano vodo in premesaj. Raztopina je stabilna najvec 1 teden.
e PUFERF
o Potrebne kemikalije:
= 40 g natrijevega hidroksida NaOH.
= 1000 ml deionizirane vode H,0.
o Priprava:
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=V 800 ml deionizirane vode raztopi natrijev hidroksid. Nato dopolni do 1 | z
deionizirano vodo in premesaj. Raztopina je stabilna najvec 1 teden.
e PUFERG
o Potrebne kemikalije:
= 400 mg Bakrovega (Il) sulfata CuSO,.5H,0
» 44 ml Zveplene kisline H,SO,4(95-97 %)
= 956 ml deionizirane vode
o Priprava:
=V 800 ml deionizirane vode dodaj zvepleno kislin in dobro premesaj. Dodaj
bakrov (II) sulfat in dobro premesa;j.

PRIPRAVA STANDARDA
V 500 ml deionizirane vode raztopi 5,7285 g amonijevega klorida (NH4CI). Tako pripravljen standard
ima koncentracijo dusika 3000 mg N/1.

MERJENJE DUSIKA PO KJELDAHLU
Meritve dusika po Kjeldahlu so naredili na Institutu za zdravstveno hidrotehnilo na Fakulteti za
gradbenis$tvo in geodezijo v Ljubljani po metodi SIST EN 25663.

MERJENJE NITRATNEGA DUSIKA
Meritve nitratnega dusika (NOs™-N) so naredili na Institutu za zdravstveno hidrotehniko na Fakulteti za
gradbeni$tvo in geodezijo v Ljubljani po metodi SIST ISO 7890-1.

IZRACUN PROSTEGA AMONIJAKA NH;
Koli¢ina prostega amonijaka od temperature in pH procesa. Koli¢ino prostega amonijaka smo
izraCunali po naslednji ena¢bi (Rajagopal et. al., 2013):

-1
—pH
NH;(prosti) = TAN - <1 + nglgz) (17)

10—(0,09013+ &)
Kjer so:
NH; — prosti amonijak [mg/1]
TAN — celotni amonijski dusik (NH,-N) [mg/1]
T (°K) — temperatura [°K]

3.8 Merjenje velikosti delcev blata iz Cistilne naprave

Velikost delcev blata iz CN smo izmerili na Fakulteti za gradbeniitvo in geodezijo v Ljubljani z Laser
Particle Sizer-jem Analysette 22 Wet Dispersion Unit (Fritsch, Nemc¢ija). Merjenje velikosti delcev je
potekalo po navodilih proizvajalca, ki zadostujejo standardu ISO 13320. Obmocje dolo¢evanja
velikosti delcev s to napravo je med 0,08 in 2000 um. Vgrajen polprevodni laser zelene barve (A = 532
nm, 7 mW) izvaja meritve manjsih delcev, medtem ko infrardeci polprevodni laser (A = 850 nm, 9
mW) skrbi za meritve velikosti ve¢jih delcev. Pri merjenju smo uporabljali programsko opremo
FRITCSH Mas control software.

Pri rezultatih, ki jih dobimo, naslednje oznake pomenijo:
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Omegian — Velikost delca, ki razdeli frekvencéno porazdelitev na pol; 50% mase ima delce z veéjo
velikostjo in 50 % mase ima delce manjse [uml].

Dinean — povprecna velikost delcev [um]

Dnmoge — Velikost delca, ki se najpogosteje pojavi pri porazdelitvi velikosti [pm].

>

e\
Slika 31: Laserski merilnik velikosti delcev Fritsch Analysette 22.
Figure 31: Laser particle sizer Fritsch Analysette 22.

kKumulativni odstotek  [9]
odstotek [op)

velikost delcev [pm]

Slika 32: Prikaz rezultatov meritev velikosti delcev. Crta oznaGuje vsoto vseh presevkov, s stolpci je
oznaden odstotek (http://www.fritsch-sizing.com/encyclopedia/introduction-into-particle-sizing/).

Figure 32: Particle size distribution measured with Analysette 22. Line represents sum volume, bars
represent volume.

3.9 Merjenje viskoznosti

Viskoznost je fizikalna koli¢ina, ki podaja odziv tekoCine na strizno deformacijo. Dolo¢ena je kot
razmerje med strizno napetostjo in strizno hitrostjo in podaja notranje trenje tekocin. Viskoznost je
zelo odvisna od temperature (http://sl.wikipedia.org/wiki/Viskoznost). Pri ¢istih vzorcih je viskoznost
dokaj enostavno dolociti, medtem ko pri kompleksnih vzorcih, kot so to gosc¢a iz bioplinskih elektrarn
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in vhodni substrati, poleg temperature na viskoznost vplivajo tudi velikost in oblika delcev,
eksopolisaharidi (EPS), vsebnost ionov in penjenje vzorcev.

| : v". | —
Slika 33: Potek meritev viskoznosti z reometrom Rheolab QC (Anton Paar, Nemcija) in prikaz
rezultatov meritev s programsko opremo Rheoplus.

Figure 33: Measurements of viscosity using rheometer Rheolab QC (Anton Paar, Germany) and output
of results with Rheoplus software.

Viskoznost smo merili na Naravoslovno tehniski fakulteti v Ljubljani. Uporabili smo reometer
Rheolab QC proizvajalca Anton Paar (Nemcija). V posodico reometra smo dali priblizno 15 — 20 ml
vzorca in jo nataknili na sondo. Nato smo zagnali program Rheoplus in izmerili viskoznost pri
razli¢nih hitrostih vrtenja sonde. Pred meritvijo smo vse vzorce segreli na sobno temperaturo in na ta
nacin izlocili napako vpliva temperature na viskoznost.

3.10 Analiza lignina, celuloze in hemiceluloze z analizami NDV, KDV, KDL
3.10.1 Analiza NDV - dolocevanje lignina, celuloze in hemiceluloze

Z analizo NDV dolo¢imo nevtralna detergentska vlakna (Neutral-Detergent Fiber), ki predstavljajo
ostanke po razgradnji v detergentu. Vlaknasti ostanki, ki ostanejo, predstavljajo celulozo,
hemicelulozo in lignin.

Reagenti za NDV:
¢ Raztopina nevtralnega detergenta: V 1 | destilirane vode smo dodali 30 g natrijevega dodecil
sulfata, 18,61 g etilendiamintetraocetni dinatrijev sol dihidrata, 6,81 g natrijevega borata, 4,56
g dibazi¢nega, anhidrirnega natrijevega fosfata in 10 ml trietilen glikola. Nato smo preverili,
¢e je pH v rangu med 6,9 in 7,1.
e Natrijev sulfit — Na,SO,.
Potek dela:
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1)
2)
3)
4)

5)
6)

7)

8)
9)

Vzorce smo posusili na temperaturi 50 °C in jih s terilnico zmleli na velikost zrnc 1 mm.
Stehtali smo prazne filter vrecke.

V vsako vrecko smo dodali 0,5 g suhega vzorca.

Stehtali smo vrecko s suhim vzorcem in vrecko zatesnili 4 mm od zgornjega roba ter vzorec
enakomerno porazdelili po vrecki. Za vsako razgradnjo smo uporabili tudi prazno vrecko, ki
je sluzila kot kontrola.

Sledile so NDV, KDV in KDL analize.

Na posebne pladnje smo nalozili vzorce in jih dali v analizator vlaken. V analizator vlaken
smo dodali 1900 do 2000 ml nevtralnega detergenta in 20 g natrijevega sulfita, posodo
hermeticno zaprli in vklopili meSanje in gretje na 100°C za 75 min.

Po ekstrakciji smo analizator izklopili, iz posode izpustili vroco tekocino. Nato smo posodo
napolnili z vodo in vzorce trikrat prali 5 min pri temperaturi 70 do 9 0°C. Po vsakem
posameznem pranju smo vodo iz posode izpustili in jo zamenjali s Cisto.

Po pranju smo vzorce vzeli iz posode in jih potopili v aceton za 10 minut.

Nato smo vzorce pod pipo sprali z vodo in jih ¢ez no¢ dali susit na temperaturo 102 = 2 °C.

10) Suhe vzorce smo zlozili v eksikator. Ko so se ohladili na sobno temperaturo smo jih stehtali.
11) NDF smo izracunali po naslednji formuli:

(W3 - (W1 ' C1))
W, -10

(18)

%NDF = 0

Kjer so:

W; — teza vrecke [mg]

W, — teza vzorca [MQ]

W; — teza suhih vreck po ekstrakciji [mg]
C, — korekcijski faktor prazne vrecke [-]

3.10.2 Analiza KDV — doloéevanje celuloze in lignina

Z metodo KDV dolo¢imo kisla detergentska vlakna po razgradnji s H,SO, in cetil trimetil amonijevim
bromidom (CTAB). Vlakna, ki ostanejo, so celuloza in lignin.

Reagenti za KDV:

Raztopina kislega detergenta v 1 | 1,00N H,SO, dodamo 20 g cetil trimetil amonijevega
bromida.

Potek dela, ki je povezan z analizo NDV:
12) Na posebne pladnje smo nalozili suhe vzorce iz NDV analize in jih dali v analizator vlaken. V

posodo smo nalili kisli detergent tako, da smo prekrili vse vrecke. Posodo smo zaprli in
vklopili meSanje in gretje na 100 °C za eno uro.

13) Po ekstrakciji smo analizator izklopili in iz posode izpustili vroco teko¢ino. Nato smo posodo

napolnili z vodo in vzorce trikrat prali 5 min pri temperaturi 70 do 90 °C. Po vsakem
posameznem pranju smo vodo iz posode izpustili in jo zamenjali s Cisto.

14) Po pranju smo vzorce vzeli iz posode in jih potopili v aceton za 10 minut.

15) Nato smo vzorce pod pipo sprali z vodo in jih ¢ez no¢ dali susit na temperaturo 102 + 2 °C.
16) Suhe vzorce smo zlozili v eksikator. Ko so se ohladili na sobno temperaturo, smo jih stehtali.
17) KDV smo izracunali po naslednji formuli:



Kolbl, S. 2014. Izboljsava anaerobne presnove blata iz komunalnih &istilnih naprav in lignoceluloznih substratov pri pridobivanju bioplina. 67
Dokt. dis. Ljubljana, UL FGG, Podiplomski $tudij Grajeno okolje.

(W3—(W1'C1)) . 100 (19)

2

%KDV =

W, — teZa vrec¢ke [mg]

W, — teza vzorca [mg]

W; — teza suhih vreck po ekstrakciji [mg]
C; — korekcijski faktor prazne vrecke [-]

3.10.3 Analiza KDL - dolocéevanje lignina

S to metodo dolo¢imo surova vlakna (lignin), ki so organski ostanek po razgradnji z 0,255 N H,SO,4
in 0,313N NaOH. Pri tem smo uporabili naslednje reagente:

e Raztopina zveplene kisline: 1,25g H,SO,/100 ml

e 0,313N raztopina natrijevega hidroksida: 1,25 g NaOH/100 ml.

Potek dela:

18) Na posebne pladnje smo nalozili suhe vzorce iz ADF analize in jih dali v analizator vlaken. V
posodo smo nalili 1900 do 2000 ml raztopine zveplene Kisline tako, da smo prekrili vse
vreCke. Posodo smo zaprli in vklopili meSanje in gretje na 100 °C za 40 minut.

19) Po ekstrakciji smo analizator izklopili in iz posode izpustili vro¢o teko¢ino. Nato smo posodo
napolnili z vodo in vzorce trikrat prali 5 min pri temperaturi 50 do 90 °C. Po vsakem
posameznem pranju smo vodo iz posode izpustili in jo zamenjali s Cisto.

20) V posodo smo nalili 1900 do 2000 ml 0,313N NaOH tako, da smo prekrili vse vrecke. Posodo
smo zaprli in vklopili mesanje in gretje na 100 °C za 40 minut.

21) Po ekstrakciji smo analizator izklopili in iz posode izpustili vroco teko¢ino. Nato smo posodo
napolnili z vodo in vzorce trikrat prali 5 min pri temperaturi 50 do 90 °C. Po vsakem
posameznem pranju smo vodo iz posode izpustili in jo zamenjali s ¢isto.

22) Po pranju smo vzorce vzeli iz posode in jih potopili v aceton za 10 minut.

23) Nato smo vzorce pod pipo sprali z vodo in jih ¢ez no¢ dali susit na temperaturo 102 + 2 °C.

24) Suhe vzorce smo zlozili v eksikator. Ko so se ohladili na sobno temperaturo, Smo jih stehtali.

25) Nato smo vzorce v zarilnih lonckih sezgali v Zarilni pe€ici pri temperaturi 600 °C (2h).

26) Zarilne lonéke smo zlozili v eksikator. Ko so se ohladili na sobno temperaturo, Smo jih
stehtali.

27) KDL smo izracunali po naslednji enacbi 14:

(W3 - (W1 ’ C1))
W, -10

0 (20)

% KDL =

W, — teza vrecke [mg]

W, — teZa vzorca [mg]

W; — teza organske snovi po zarenju (izguba teze po sezigu) [mg]
C; — korekcijski faktor prazne vrecke [mg]

Na podlagi vseh meritev (KDL, KDV, NDV) lahko dolo¢imo koli¢ino posameznih vlaken v vzorcih.
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Slika 34: Ankom vrecke (levo) in Ankon Fiber Analyzer za dologevanje vsebnosti lignina, celuloze in
hemiceluloze (desno).

Figure 34: Ankom filter bags (left) and Ankom Fiber Analyzer for determination of lignin, cellulose
and hemicellulose (right).

3.11 Racunska optimizacija sestave anaerobnih reaktorjev za tvorbo biometana

Za optimizacijo procesov se pogosto uporabljajo statistine tehnike, kot je design of experiment
(DOE), znotraj katere obstaja poseben razred response surface design za nacrtovanje razlicnih
mesanic, kjer so pomembni delezi med posameznimi komponentami oziroma faktorji. Povezavo med
komponentami meSanic za ¢im bolj$i odziv naredimo s pomocjo pristopa mixture design. Pri tem je
koli¢ina materiala konstanta, saj je odziv odvisen od relativnih razmerij med komponentami
(sestavinami) v meSanici in ne od koli¢ine meSanice (Rao et al., 2011).

Za naértovanje in analizo eksperimentov z mesanico substratov smo izbrali Mixture Desing and
triangular surfaces, kjer so uporabljeni naslednji modeli: linearni model, kvadratni model, posebno
kubi¢ni model in polni kubi¢ni model (Rao et al., 2011).

Izrazi visjega reda so pri modelih mesanic pogosto potrebni, saj so meSanice kompleksne. Simplex
lattice in simplex centroid designs je na¢rtovanje z mejnimi tockami. Za napovedovanje glede lastnosti
mesanic je zazeljeno, da je znotraj simplexa ze ve¢ ponovitev. Uporabili smo metodo Simplex-lattice.
Kvadratni in kubi¢ni model lahko podobno poenostavimo, kjer dobimo $tiri standardne modele, ki se
prilegajo podatkom meSanice. Podane so naslednje enacbe za 3 spremenljivke za tri modele (Statsoft):

e Linearni model:

y=byx;+ by xy+ b3 x3 (21)
e Kvadratni model:
Y =by x1+ Dby X3+ b3 x3+ b1y Xy Xy + by3xg X3+ byz Xy x3 (22)
o Specialni kubicni model:
(23)

y=b1'x1+b2'x2+b3'X3+b12'x1'x2+b13'x1'x3+b23'x2'x3+b123'x1'x2'x3

Pri tem so:
y — odziv BMP v modelu [ml CH,/(g OS)]
b1, by, b3, b1a, b3, D23, 123 — koeficienti regresije za odziv BMP pri Cisti meSanici [-]
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X1, X2, X3 - neodvisne spremenljivke (glej prilogo A) (med 0 in 1, vsota vseh mora biti 1) [-]

Za modeliranje smo uporabili podatke iz kofermentacije razlicnih substratov, ki so omenjeni ze v
prejsnjih poglavjih. Za modeliranje optimalne meSanice substratov smo uporabili programsko opremo
STATISTICA (http://www.statsoft.com/). Tabele z vhodnimi podatki za Statistico so podane v Prilogi
A.

Mesanice in njihova razmerja je mogoce povzeti s pomocjo trikotniskega (tri-komponentni) grafa.
Predpostavimo, da imamo zmes, ki je sestavljena iz 3 razli¢nih komponent: A, B in C. Vsako
mesanico teh treh sestavin lahko povzamemo z eno to¢ko na trikotnem koordinatnem sistemu, s tremi
spremenljivkami. Vsota vsake zmesi je 1,0 ,tako da je proporcije komponent v vsaki zmesi mogoce
razlagati preko taksnih razmerij. Ce prikazemo te podatke v 3D razsevnem diagramu (scatterplot),
postane jasno, da tocke tvorijo trikotnik v 3D prostoru . Le to¢ke znotraj trikotnika, Kjer je vsota
vrednosti komponent enaka 1, so veljavne mesanice. Zato lahko enostavno grafi¢no prikazemo samo
trikotnik, ki povzema vrednosti komponent (strukturni delezi) za vsako meSanico.
Za vsak podrobni faktor obstaja na oglis¢u trikotnika ¢ista meSanica, Ki vsebuje samo eno sestavino.
Zato so koordinate v oglis¢u trikotnika 1 (ali 100 %) za ustrezne sestavine, in 0 za vse druge
komponente. Pri priblizevanju nasprotnima oglis¢ema je vrednost ustrezne sestavine enaka 0 in 0,5
(ali 50 % , itd) za ostale sestavine (Statsoft).
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Slika 35: Trikotni grafi¢ni prikaz sestavin A, B in C (http://www.statsoft.com/Textbook/Experimental-
Design/button/1#mixture).

Figure 35: Triangular scatterplot for mixture of components A, B and C.

Za premikanje po merilu delezev mesanic se premikamo po premicah, ki so oznacene na trikotniku
Sliki 36.


http://www.statsoft.com/
http://www.statsoft.com/Textbook/Experimental-Design/button/1#mixture
http://www.statsoft.com/Textbook/Experimental-Design/button/1#mixture
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Slika 36: Grafi¢ni prikaz gibanja deleza meSanice sestavin A, B in C v trikotnem grafi¢énem prikazu
(http://www.statsoft.com/Textbook/Experimental-Design/button/1#mixture).

Figure 36: Graphical outline of changes in the share of mixture of components A, B and C in regular
scatterplot.

Grafi povrSinskih plastnic nam omogocajo dvodimenzionalni pogled, kjer so vse tocke, ki imajo enak
odziv, povezane v plastnice konstantnih odzivov (Rao et al., 2011), v nasem primeru glede na BMP.
3D povrsinski grafi omogocajo bolj jasen pogled na odzive pri razli¢nih kombinacijah.

Mixture Surface Plot of PVSD Mixture Contour Plot of PVSD
(component amounts) (component amounts)

cD

1

GW

Slika 37: 3D in plos¢inski prikazi napovedanih vrednosti s programom za modeliranje razliénih
mesanic (Rao et al., 2011).

Figure 37: Mixture 3D surface plots and contour plots created with mixture design software (Rao et
al., 2011).

3.12 Priprava eksperimentov za anaerobno presnovo na 0,5 | in 5 I modelnem merilu

Za izvedbo vseh eksperimentov, kjer smo merili tvorbo biometana, smo uporabili Automatic Methane
Potential Test System (AMPTS II). Sestavo in delovanje AMPTS smo podali v poglavju 2.6. Pri vseh
eksperimentih smo se drzali protokola, ki smo ga tam opisali, vsem vhodnim substratom in inokulumu
pa smo pred sestavljanjem izmerili suho snov (SS) in organsko snov (OS), da smo lahko izracunali
koli¢ino substrata, ki ga je treba dozirati v anaerobne reaktorje. Inokulum (biomasa) nam je sluzila kot
vir mikroorganizmov za anaerobno pretvorbo organskih snovi v metan. Na koncu smo od izmerjenih
vrednosti odsteli biometan, ki je nastal pri izhodis¢nem vzorcu.

Za optimizacijo anaerobne presnove smo najprej definirali uporabljeno biomaso iz razli¢nih
bioplinskih elektrarn (BPE) in komunalnih &istilnih naprav (KCN) ter razli¢ne substrate, ki smo jih


http://www.statsoft.com/Textbook/Experimental-Design/button/1#mixture
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izbrali glede na potencialne mozne substrate iz papirniske industrije in bioloske odpadke, ki bi jih v
prihodnosti ob pridobljenih okoljskih dovoljenjih na BPE lahko uporabljali kot substrat. Na ta nacin bi
zmanjSali uporabo energetskih rastlin pri pridobivanju bioplina, zmanjsali negativen vpliv na
samooskrbo s prehrano ter odvisnost bioplinskih elektrarn od vremenskih pogojev in posledi¢no letine.
Lastnosti bioplinskih elektrarn, iz katerih smo pridobili inokulum in substrate, njihova velikost,
obmodje delovanja ter gnilis¢ée CCN Saleske doline, so podane v Prilogi B.

| Industrijski metanski donos I

v

ealni -substrati, inokulum, velikost delcev
ealne - organske obremenitve
salni éas - inokulum

AMPTS Il nadgradnja
*ogrevanje » fiksacija CO,

*kontrola temperatur
*5Lali 10 L volumet

VALIDACUAS L VELIKOSTI

SEMI-KONTINUIRANI
BMP - ocene
\L A 4
SARZNI BMP - ocene
Priprava0,5 Lin5L v . . UZ + encimi,
reaktorjev 24 substratov Kodigestija Paloma + encimi

Zmanjsevanje velikosti delcev z
mletjem pri 0,5 L velikosti

Analiza velikosti delcev

Metanski donosiv0,5Lin +Vpliv8ar? substratov

5L reaktorjih \é *Primerjava metanskih donosov z uporabo
iste opreme, inokuluma in substratov iz
| KORELACHE realnega ¢asa terrealne bioplinarne.

Identifikacija: Izboljsave: N2

strdni, tekodi Dodajanje substratov

*Primerjava podatkov z encimov Funkcionalna kakovost
objavljenimi podatki za \l, inokuluma in uporaba
substrate in inokulum donostnost substratowziealneskale

Izbirainokuluma od zagona,
ponovna vcepitev
mikroorganizmov ali
ekstrapolacijarezultatov
pred uporabo novih
substratov.

*Metanski donos *Kraj3i ¢as sestave —_—> PRIMERJAVA

* Hitrost hidrolize ~ *Manj3a variabilnostv razli¢nih
razredih substratovin |—l,
inokulomov

BIOPLINSKA
*Velikost napake < 10 % LAZJE ODLOCANJE NA REALNEM

ELEKTRARNA podatki
izrealne skale MODELNEM MERILU

PREGLED RAZLIK MED METANSKIMI DONOSI
Slika 38: Shema eksperimentov, ki smo jih izvedli na laboratorijskem modelnem merilu za
optimizacijo delovanja bioplinskih naprav.

Figure 38: Experimental outline. Schematic representation of experimets conducted in doctoral
disseration for optimization of functioning of biogas plants.

Za optimizacijo delovanja anaerobnih procesov smo naredili ve¢ eksperimentov, ki so podani v

preglednici 15 in se med seboj razlikujejo glede na sistem (Sarzni ali semi-kontinuirani), vrsto

predobdelave, velikost reaktorjev in uporabljene substrate, vse z namenom lazjega odlo¢anja na

realnem modelnem merilu. Pri tem smo (glej sliko 38):

1) Nadgradili sistem AMPTS Il na 5 | velikost, kjer smo uporabili realne substrate, realno organsko
obremenitev in realni inokulum ter naredili korelacije med 0,5 | in 5 | metanskimi donosi.

2) Na 5 | pilotnem modelnem merilu ocenili biometanski donos 24 substratom, ki so bili v trdni in
tekoci obliki in jih primerjali z Ze obstoje¢imi objavljenimi podatki.

3) Z dodajanjem razli¢nih aditivov v obliki encimov in mikroorganizmov v ocenili vpliv na
pridobivanje metana in njihovo donosnost.
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4) S kombinacijo razli¢nih substratov v Sarznih sistemih optimizirali nastajanje metana.

5) S specialnim kubi¢nim modelom smo predvideli optimalne kombinacije za ¢im veéji BMP za
kombinacije razli¢nih substratov.

6) V semi-kontinuiranih procesih testirali delovanje encimov na dehidriranem blatu Paloma iz
papirniske industrije in uéinek ultrazvoka s kombinacijo hidrolitskih encimov na povecanje tvorbe
metana blata iz CCN Saleske doline, kjer smo v obeh primerih uporabili realne substrate in realni
inokulum.

7) 'V semi-kontinuiranem procesu z blatom iz Palome smo testirali vpliv delovanja encimov na

mikrobno zdruzbo z uporabo PCR in T-RFLP.
8) Spremljali delovanje BPE Vugdja vas.

Preglednica 15: Pregled opravljenih eksperimentov za doktorsko nalogo.
Table 15: Review of conducted experiments in doctoral dissertation.

Velikostno Uporabljeni Uporaba Kombinacije
Eksperimenti modelno Vrsta procesa P b )¢ PO b )
merilo substrati encimov susbtratov
1: Test_ up(_)rat_)e koruz_ne sﬂaze, peletov 051 Sarni Koruzr_la silaza, Ne Da
slame in njunih kombinacij peleti slame
2: Te§t upqabe koruzpefllaze v 051 Sarni Koruzna'silaza, Ne Da
kombinaciji s koruznim §rotom koruzni $rot
3:Nadgradnja 0,5 | AMPTS Il na5 | 5 Sarsmi Inokulum in Ne Ne
modelno merilo @ glukoza
4: Primerjava metanskega donosa med 5 Inokulum in
0,5 I'in 5 I modelnim merilo na AMPTS 05in51 Sarzni Ne Ne
I glukoza
5: Testi uporabe komunalnih odpadkov 51 Sarzni Bioloski odpadki Ne Ne
Micelij, lizin, kvas,
6: Test uporape |r]dus_tr|jsk|h odpadkov 51 Sarsi ost.ankl sveze Ne Ne
za pridobivanje bioplina mletih klavniénih
kosti,
7: Test uporabe surovin kmetijskega S qukatne} buca,
. S 51 Sarzni gnila muskatna Ne Ne
izvora za pridobivanje bioplina »
buca, krmna repa
8: Test uporabe hidrolitskih encimov na 5 Ne
povetanje tvorbe metana iz tritikale in 51 Sarzni Tritikala Da
blata iz CCN Saleske doline
9: BMP blata iz CN in kombinacija z 5] Sarni Blato iz KCN, Ne Da
bioloskimi odpadki bioloski odpadki
10: BMP blata iz CCN Saleske doline Sy Blato iz KCN,
. o 51 Sarzni . Ne Da
in zelenega odreza ter kombinacije zeleni odrez
11: Optimizacija anaerobne presnove s Paloma,
kombiniranjem substratov 5 dehidrirano blato —
dehidriranega papirniskega blata, 51 Sarzni Kraft proces, Ne Da
bioloskimi odpadki iz gospodinjstva in bioloski odpadki,
koruzno silazo koruzna silaza
12: Vpliv ultrazvoka in hidrolitskih Semi- Blato iz CN,
encimov na pridobivanje biometana 51 Kontinuirani obdelava z Da Ne
blata iz CCN Saleske doline ultrazvokom
13: Vpliv hidrolitskih encimov na
izplen biometana odpadnega Semi- Odveeno blato iz
dehidriranega blata iz papirniske 51 S Da Ne
: " : SO kontinuirani Palome
industrije v semi-kontinuiranem
procesu anaerobne presnove
. o . . Realna . Koruzna silaza,
\];;15 Spremljanje delovanje BPE Vucja modelno konstier:?]:;ani oljéne tropine, Ne Ne
merilo gnoj, vinasa, sirek
. . . Semi- Odvecno blato iz
15: Analiza mikrobne zdruzbe 51 kontinuirani Palome Da Ne
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3.12.1 Priprava reaktorjev na 0,5 | modelnem merilu z uporabo AMPTS za razli¢ne eksperimente

Za eksperimente na 0,5 | modelnem merilu smo vse inokulume in substrate mehansko obdelali z
meSalnikom Philips. Temperaturo v termostatski kopeli smo nastavili na 38 + 1 °C. Za dolocitev
koli¢ine metana, ki ga dobimo iz substrata, smo uporabili napravo AMPTS II proizvajalca Bioprocess
Control. Reaktorje volumna 0,5 | smo sestavili, kot je opisano v metodah in meritvah za 0,5 | velikost
AMPTS. V dveh lo¢enih eksperimentih smo uporabili naslednje substrate:

(1) pripravljena koruzna silaza iz meSalne jame BPE Vugja vas in peleti slame,

(2) pripravljen substrat iz meSalne jame BPE Vuc¢ja vas in koruzni $rot.

3.12.1.1 Priprava eksperimenta 1: Test uporabe koruzne silaze, peletov slame in njunih kombinacij
za pridobivanje biometana na 0,5 1 AMPTS 11

Za dolocevanje biometanskega potenciala smo kot substrat uporabili koruzno silazo, ki jo kot surovino
uporabljajo na BPE Organica Nova v Vucji vasi ter pelete iz slame. Inokulum smo pridobili iz
fermentorja 1 iz zgoraj omenjene BPE. Organska obremenitev v vseh primerih je bila 10 g OS
substrata/l inokuluma. Uporabili smo tudi izhodis¢ni vzorec, v Kkatero nismo dozirali substrata.
Sestava pilotnih reaktorjev je podana v tabeli 16. Koruzno silazo smo odvzeli iz meSalne jame (MJ),
kjer se nahaja ze pripravljena meSanica za doziranje v anaerobne reaktorje bioplinske naprave. Pred
sestavljanjem smo inokulumu in substratom izmerili SS, OS in pH (preglednica 17).

Pri tem smo uporabili naslednje okrajsave:

MJ — meSalna jama

Preglednica 16: Pregled sestave pilotnih reaktorjev za dolo¢evanje BMP.
Table 16: Design of pilot reactors for determination of BMP.

Substrat Glukoza koruzna silaza iz MJ | Peleti
Izhodis¢ni vzorec - - -
Kontrola z glukozo 10 g OS glukoze/Il = -
Koruzna silaza iz MJ - 10g OS iz MJ/l
Koruzna silaza iz MJ - - 10 g OS iz pelet/I
Koruzna silaza iz MJ + . .
. = 59 0S iz MJ/I 5 g OS iz pelet/l
peleti
Koru_zna silaza iz MJ + ) 75008 iz MIL 2590Siz
peleti pelet/L
*razmerje glede na organsko obremenitev
Preglednica 17: Lastnosti vhodnih substratov in inokuluma iz BPE Vu¢ja vas.
Table 17: Characterization of input substrates and inoculum from BGP Vugja vas.
Parameter koruzna silaza iz MJ Peleti Inokulum
suha snov: SS [%] 8,28 £ 0,12 85,66 + 0,33 6,50+0,11
organska snov: OS [% SS] 79,32 +£0,77 90,74 £ 1,06 70,80+ 0,52
organska snov: OS [% SM] 6,57 £ 0,24 77,73+0,37 4,60+ 0,43
pH 6,67 +0,02 - 7,65+0,01
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3.12.1.2 Priprava eksperimenta 2: Test uporabe koruzne silaZe v kombinaciji s koruznim Srotom za
pridobivanje biometana na 0,5 | AMPTS |1

Za dolocevanje biometanskega potenciala smo kot substrat uporabili ze pripravljeno mesanico iz
mesalne jame (koruzno silazo in kravji gnoj, ki ju kot surovino uporabljajo na BPE Organica Nova v
Vugji vasi) ter koruzni $rot. Za dolocitev koli¢ine metana, ki ga dobimo iz substrata, smo uporabili
napravo AMPTS | proizvajalca Bioprocess Control. Inokulum smo pridobili iz fermentorja 1 iz zgoraj
omenjene BPE. Reaktorje volumna 0,5 | smo sestavili, kot je opisano v metodah in meritvah za 0,5 |
velikost AMPTS. Uporabili smo 200 ml inokuluma, ki smo ga razred¢ili z 200 ml vode. Organska
obremenitev v vseh primerih je bila 10 g OS substrata/l inokuluma. Uporabili smo tudi izhodi$¢ni
vzorec, v katero nismo dozirali substrata. Sestava pilotnih reaktorjev je podana v preglednici 18.

Koruzno silazo in gnoj smo odvzeli iz mesalne jame (MJ), kjer se nahaja Ze pripravljena meSanica za
doziranje v anaerobne reaktorje bioplinske naprave.

Preglednica 18: Sestava reaktorjev v treh ponovitvah v eksperimentu 2.
Table 18: Reactor design in triplicates in experiment 2.

Koruzna . Koruzna Koruzni Srot
Reaktor Inokulum [ml] silaza [g OS] Koruzni $rot [g OS] silaza [g] [l
1-3 200 0 0 0 0
4-6 200 15 0,5 241 1,2
7-9 200 1,8 0,2 28,9 0,5
10-12 200 1,9 0,1 30,5 0,2
13-15 200 2 0 32,2 0

Preglednica 19: Lastnosti vhodnih substratov in inokuluma iz BPE Vugja vas
Table 19: Characterization of input substrates and inoculum from BGP Vugja vas.

Parameter Koruzna silaZa Inokulum Koruzni Srot
SS [%] 8,20 +£ 0,23 6,38 £ 0,02 42,83+0,13
OS [% SS] 75,86 + 0,91 71,88 + 0,29 93,41+ 0,03
OS [% SM] 6,22 +0,25 4,59 +0,03 40,00+0,11
pH 6,82 + 0,02 8,15+ 0,01 -
HOK [mg/1] 7800 + 883 4612 + 563 =
CAO [mg/1] 8003 £ 152 16677 £+ 1808 -
HOK/CAO 0,923+ 0,012 0,276 £ 0,006 -
Neelotni [Ma/l] 2942 + 150 3050 + 250 -
NH,*-N [mg/I] 1460 + 190 2129 +£90 -
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3.12.2 Priprava reaktorjev na 5 | modelnem merilu za Sarine eksperimente od $t. 3 do st. 12

Zaradi artefaktov glede na industrijsko modelno merilo in neponovljivost ter priprave
homogeniziranih substratov in inokuluma, smo se odloc¢ili eksperimente izvesti na vecjem 5 |
eksperimentalnem modelnem merilu. Najprej smo morali nadgraditi AMPTS 1l na 5 | velikost, kar je
opisano v poglavju 3.12.2.1 Eksperiment 3: Nadgradnja 0,5 | AMPTS Il na 5 | velikost. Sledila je
primerjava biometanskih potencialov med 0,5 | modelnim merilom, Kjer smo uporabili standardni
postopek in inokulum zmleli, ter 5 I modelnim merilom, kjer inokuluma in biomase nismo mleli.

Za eksperimente na 5 | modelnem merilu smo izbrali substrate, ki so industrijsko pomembni za
delovanje bioplinskih elektrarn in katerih vir ni zelo oddaljen, da se po nepotrebnem ne povecajo
stro$ki transporta do lokacije bioplinskih naprav. Substrate smo razdelili v tri skupine:

e substrati, ki izvirajo iz komunalnih odpadkov,

e substrati, ki izvirajo iz industrije,

e substrati, ki izvirajo iz kmetijstva.

Bioloski komunalni odpadki so definirani kot organska frakcija odpadkov iz gospodinjstva, kot so
kuhinjski odpadki, odpadki od sadja, vrtni odpadki in se zbirajo lo¢eno od ostalih odpadkov. Danes je
znano, da povezovanje in zdruzevanje aerobnega (kompostiranje) in anaerobnega (anaerobna
presnova) procesa zmanjsuje negativni vpliv na okolje. Da bi lahko bioloske odpadke uspesno vpeljali
v proces anaerobne presnove, morajo ti biti dobre kvalitete, narejena pa mora biti tudi strategija
njihovega zbiranja. Razli¢ne strategije zbiranja vplivajo na lastnosti zbranih bioloskih odpadkov. V
sistemu zbiranja bioloskih odpadkov poznamo (Cecchi et al., 2011):
e mehansko loc¢ene bioloske odpadke (angl. Mechanicaly separated organic fraction of
municipal solid wastes (MS-OFMSW)),
e loceno zbrane bioloske odpadke (angl. Separately collected organic fraction of municipal solid
wastes (SC-OFMSW)) in
e bioloske odpadke, ki jih separiramo na viru (angl. Source sorted organic fraction of municipal
solid wastes (SC-OFMSW)).

Raziskave in izku$nje razli¢nih avtorjev kazejo, da so odpadki, ki se zbirajo loGeno ali jih separiramo
na viru, dobre kvalitete in imajo visok biometanski potencial, medtem ko je za mehansko lo¢evanje
odpadkov potrebno veliko energije, biometanski potenciali pa so nizki (Cecchi et al., 2011).

V devetih lo¢enih eksperimentih na 5 | modelnem merilu smo uporabili naslednje substrate:
1. glukoza,
bioloski odpadki,
micelij, lizin, ostanke sveze mletih klavniénih kosti (OSMKK) in kvas
muskatna buca, gnila muskatna buca in krmna repa,
tritikala in blato iz CCN Salegke doline,
blato iz CCN Saleske doline in bioloski odpadki,
blato iz CCN Saleske doline in zeleni odrez,
dehidrirano papirnisko blato iz procesa Kraft, dehidrirano papirnisko blato iz Palome, koruzna

O N~ WDN

silaza in bioloski odpadki.
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3.12.2.1 Eksperiment 3: Nadgradnja 0,5 | AMPTS Il na 5 | velikost

Zaradi povecanega volumna in pretoka plina je bilo treba prilagoditi volumen in $tevilo steklenic z 3
M NaOH raztopino. Za eksperiment dolocitve $tevila steklenic napolnjenih z 3 M NaOH raztopino
smo uporabili 12 steklenic volumna 5 1, ki so nam sluZile kot anaerobni reaktorji, kot je opisano v
poglavju 3.6.6 Priprava reaktorjev na 5 | modelnem merilu. Reaktorje smo napolnili s 3 | inokuluma in
jim dodali 10 g glukoze. 3 reaktorje smo direktno povezali z enoto za merjenje metana, ostale pa smo
pred povezavo z enoto za merjenje metana v treh paralelkah povezali z 250 ml steklenicami,
napolnjenimi s 3 M NaOH raztopino, kot je prikazano na sliki 39. Vse reaktorje smo sestavili v treh
ponovitvah. Spremljali smo pridobivanje metana v prvih dneh anaerobne presnove, ko je tvorba
metana najvecja. Pred zagonom nadgrajenega sistema AMPTS II smo reaktorje prepihali z dusikom.
Da bi zadrzali vse karakteristike inokuluma, ga pred zagonom AMPTS II nismo inkubirali oziroma
wrazplinili«, kot je to navedeno v navodilih proizvajalca (Kolbl e tal. 2014).

Termostatsko kopel smo naredili iz vodoodpornega stiropora Styrofoam (Synthos XPS). Kopel je
vsebovala tudi pokrov z luknjicami za vratove 5 | reaktorjev. Za ogrevanje vode smo uporabili
grelnike 3691 Aquarioum Heater z moc¢ji 300 W proizvajalca Eheim Jager (Nemcija) in potopna
mesala NWA 1.6 adj Newave (Kitajska), ki so omogocala enakomerno distribucijo toplote v
termostatski kopeli. Za spremljanje temperature smo uporabili termometre. Za en AMPTS Il smo
naredili dve vodni kopeli, kamor lahko postavimo do deset 5 I reaktorjev. Za zagotovljeno meSanje
vsebine anaerobnih reaktorjev smo podaljsali mesala (Kolbl e tal. 2014).

Slika 39: Termostatska vodna kopel za 5 | reaktorje, narejena iz vodo nepropustnega stiropora. V
kopeli sta grelnika za gretje vode in mesalo za krozenje vode (levo) in podaljSanje meSala v 5 1
reaktorju (desno) (Kolbl et al. 2014).

Figure 39: Waterproof thermostatic water bath used for heating 5 | reactors with two water heaters and
mixer for circulation of water (left) and mixing shaft extension in 5 | reactor (right) (Kolbl et al. 2014).

Podaljsali smo tudi cevke na gumijastih zamaskih 250 ml NaOH steklenic, da smo preprecili direktni
pretok bioplina brez vezanja CO,. Sestavo plina po odstranjevanju (vezanju) CO, smo preverili z
merilnikom plina Driager X-am 7000 in Sewerin Multitech 410, tem da smo plin predhodno posusili
tako, da smo ga napeljali skozi hermeti¢no zaprto steklenico, v kateri smo imeli silika gel v obliki zrnc
in od tam naprej v posebno plasti¢no vrecko Tedlar bag (Adtech) (Kolbl et al., 2014).
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Slika 40: Shema sestave eksperimenta za doloc¢anje potrebnega $tevila 250 ml steklenic 3 M NaOH
raztopine za nadgradnjo AMPTS Il na 5 | modelno merilo (levo) in steklenice volumna 250 ml
napolnjene z 3 M NaOH raztopino za vezanje ogljikovega dioksida iz reaktorjev (desno) (Kolbl et al.
2014).

Figure 40: Schematic outline of number of 250 ml bottles containing 3 M NaOH for CO, stripping
from biogas during upgrade of AMPTS 1l to 5 L scale (Kolbl et al. 2014).

£ , P = \‘
Slika 41: Tedlar vrecka (Adtech) za shranjevanje plinov in merilnik sestave plinov Drager X-am 7000
(levo) in merilec plina Sewerin Multitec 410 (desno).
(http://www.sewerin.com/cms/en/alt/products/gas/gas-warning-devices/multitec-410.html)

Figure 41: Tedlar bag (Adtech) for biogas collecting and gas detection device Drager X-am 7000 and
gas measurement device Sewerin Multitec 410 (right)
(http://www.sewerin.com/cms/en/alt/products/gas/gas-warning-devices/multitec-410.html).



78 Kolbl, S. 2014. Izboljsava anacrobne presnove blata iz komunalnih &istilnih naprav in lignoceluloznih substratov pri pridobivanju bioplina.
Dokt. dis. Ljubljana, UL FGG, Podiplomski §tudij Grajeno okolje.

3.12.2.2 Eksperiment 4: Primerjava metanskega donosa med 0,5 | in 5 | modelnim merilom AMPTS
I

Za definiranje razlike metanskega donosa na 0,5 in 5 | Sarznem modelu smo uporabili biomaso iz BPE
Vugja vas. Za 0,5 1 modelno merilo smo biomaso zmleli s prostostoje¢im mesalnikom Philips
HR2096, da smo ji zmanjsali velikost delcev. Za mehansko obdelano in neobdelano biomaso smo
dolocili velikost delcev z mokro sejalno analizo, kot je prikazano na sliki 42. Uporabili smo sita
velikosti 10, 3, 1 in 0,2 mm (slika 42). Vse smo naredili v 6 paralelkah. Presejane vzorce smo razdelili
v 4 skupine glede na velikost delcev: velikost delcev vecja od 10 mm, velikost delcev med 3 in 10
mm, velikost delcev med 1 in 3 mm, ter velikost delcev manjSa od 1 mm. Razli¢nim skupinam (glede
na velikost delcev) smo dolocili suho snov in med sabo primerjali predobdelane in neobdelane vzorce
(Kolbl et al., 2014). Sedem paralelk zmlete biomase smo napolnili v 0,5 | reaktorje do volumna 0,4
litra, 7 paralelk neobdelane biomase pa smo napolnili v 5 | reaktorje do volumna 4 | in zagnali
AMPTS Il za merjenje tvorbe biometana (Kolbl et al., 2014).

AH zmleti vzorec 500 gr

J

SITO 10,6mm x 10,6 mm s$tirikotnik
vzorecAH1la, b, c, % 40,30 gr

N ——— 459,70 gr
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J
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Slika 42: Shema sejalne analize mletih vzorcev iz BPE Vugdja vas.
Figure 42: Sieve analysis of homogenized samples from BGP Vug¢ja vas.
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3.12.2.3 Priprava eksperimenta 5: Test uporabe komunalnih odpadkov za pridobivanje biometana
nabs | Sarinem AMPTS II

Za doloc¢evanje BMP smo uporabili naslednje komunalne odpadke: bioloske odpadke iz restavracij in
gospodinjstev, ki smo jih oznadili z A, B, C, D, E, G in so bili zbrani lo¢eno. Lastnosti vhodnih
substratov so podane v preglednici 20. Kot inokulum smo uporabili biomaso iz BPE Sijanec. Uporabili
smo tudi izhodis¢ne vzorce, kjer nismo dodajali substrata. Za dolo¢evanje parametrov, Kot so suha
snov, organska snov in dusik, smo vzorce odpadkov iz restavracij mehansko obdelali, da je bila
velikost delcev manjsa od 15 mm (slika 43 in 44). Sestavljanje in zagon nadgrajenega AMPTS Il na 5
I velikost smo izvedli, kot je opisano v poglavju 3.6.6 Priprava reaktorjev na 5 | modelnem merilu.

"
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Slika 43: Loc¢eno zbrani bioloski odpadki v bioloko razgradljivih vreckah.
Figure 43: Separately colected organic wastes in biodegradable bags.

Preglednica 20: Fizikalno kemijski parametri substratov: bioloski odpadki iz restavracij A, B, C, D, E,
G.

Table 20: Physco-chemical parameters of input substrates: biological wastes from reastaurants A, B,
C,D,Eand G.

Vzorec Predobdelava | Velikost delcev | SS [%0] 0S[% SS] | OS[% SM] | TKN [mg 1]
A| mehanska* <15 mm 30.90+1.39 | 78.99+3.71 24.38+0.35 974+13
B | mehanska* <15 mm 28.64+2.41 | 95.38+0.03 | 27.33+£2.39 1203+72
odpadkiiz |C| mehanska* <15 mm 38.18+2.87 | 76.18+3.38 | 29.13+3.08 2076+12
restavracij |D| mehanska* <15mm  |44.1120.53 | 67.72+1.10 | 29.87+0.15 2306+12
E mehanska* <15 mm 28.60+1.20 | 71.14+1.08 | 20.35+1015 2029+32
G| mehanska* <15 mm 57.54+2.30| 71.07+1.57 | 53.3843.05 4810+100
inokulum brez <15 mm 559+0,2 | 71,07+0,72 | 4,04+03 3906 =42

*prostostoje¢i mesalnik Philips

Bioloski odpadki so vsebovali razli¢ne vrste hrane, vse od jaj¢nih lupin, olupkov krompirja, pomarang,
mandarin in jabolk, do kavnih usedlin, solate, kvaSenega testa, smokijev, lupine orehov, cajnih vreck
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in ostale hrane na stopnji fermentacije (Slika 43). Zbrani so bili v biolosko razgradljivih vreckah, v
katerih pa ni bilo izcedne vode, ki se ponavadi pojavi pri daljSem zadrzevalnem ¢asu odpadkov v
bioloskih zabojnikih. Vse substrate smo mehansko obdelali z meSalnikom Philips, da je njihova
velikost delcev bila taksna, kot je na realni bioplinski elektrarni (d < 25 mm) pred doziranjem v
anaerobne reaktorje.

Slika 44: Mehansko obdelani bioloski odpadki. Premer posode je 30 cm,
Figure 44: Mechanically homogenized biological wastes. Diameter of container is 30 cm.
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3.12.2.4 Priprava eksperimenta 6: Test uporabe industrijskih odpadkov za pridobivanje biometana
nabs | Sarfnem AMPTS II

Industrijski biolosko razgradljivi odpadki, ki smo jih uporabili v nasih eksperimentih, so bili naslednji:
micelij gliv, lizin, pivovarniski kvas, dehidrirano sekundarno blato iz papirniSke industrije, ostanke
sveze mletih klavni¢nih kosti (OSMKK) in odpadno blato iz papirniske industrije iz procesa Kraft (za
proizvodnjo papirne kase). Odpadno blato iz papirniSke industrije iz procesa Kraft ter dehidrirano
sekundarno blato iz papirniske industrije Paloma smo obravnavali v eksperimentu 11: Optimizacija
anaerobne presnove s kombiniranjem substratov: dehidrirano papirnisko blato, bioloski odpadki iz
gospodinjstva in koruzna silaza. V tem eksperimentu smo uporabili naslednje substrate:

o micelij gliv,

e ostanke sveze mletih klavni¢nih kosti (OSMKK),

e lizinin

e pivovarniski kvas.

Micelij gliv smo prejeli iz obrata Lek iz Lendave. Micelij gliv je stranski proizvod, ki nastane pri
proizvodnji klavulanske kisline. Lizin je esencialna aminokislina, ki jo ljudje in Zivali zauZijemo s
hrano. Navadno se uporablja in dodaja kot aditiv k prehrani (http://wiki.fkkt.uni-lj.si/index.php/Lizin;
Boyer, 2005). OSMKK smo pridobili iz mesnopredelovalne industrije. Kot inokulum za OSMKK,
micelij in lizin smo uporabili biomaso iz BPE Sijanec. Pripravili smo tudi negativne kontrole, brez
dodatka substrata. Substratov predhodno nismo mehansko obdelali. Velikost delcev OSMKK ni
presegala 1 cm. Lizin smo dobili v obliki fino mletega prahu, micelij pa v tekoc¢i obliki. Za kvas iz
pivovarniske industrije smo uporabili biomaso iz CCN Saleske doline. Organska obremenitev
reaktorjev v primerih micelija, lizina in OSMKK je bila 10 g OS/I, v primeru kvasa pa 2,4 g OS/I.
Zadrzevalni Cas je znaSal 32 dni (okrog 50 % realnega modelnega merila), za pivovarniski kvas pa 32
dni (okrog 91 % realnega modelnega merila). Temperatura delovanja anaerobnih reaktorjev je bila 38
+ 2 °C. Vse reaktorje smo naredili in sestavili v treh ponovitvah. Vsem vhodnim substratom in
inokulumu smo izmerili naslednje parametre: SS, OS, pH, HOK/CAO, NH,*-N in celotni dusik, kar je
podano v preglednici 21.

Preglednica 21: Lastnosti vhodnih substratov in uporabljenega inokuluma.

Table 21: Characteristics of input substrates and inocula in experiment 6.

nokulum BPE | ggmk micelij lizin | Rokulum CONT

Sijanec Saleske doline

g/lrggggzlé?ava Ne Da" Ne Ne Ne Ne
Velikost delcev <20 mm <10 mm Tekocina Prah <2mm <2mm
SS [%] 6,41 +0,06 8,30+ 0,61 33,95+0,02 | 8690+0,02 | 221+0,01 32,55+ 0,56
0S [% SS] 74,46 + 0,31 79,3 £5,71 95,05 +0,12 7,90 +£0,54 | 55,08+0,32 | 93,15+0,07
0S [% SM] 4,77 +0,22 6,58+ 0,39 | 32,27+0,49 6,86+ 0,72 1,22+0,13 30,32+ 0,54
pH 7,47 +0,01 - 5,68 £0,01 - 7,53 0,02 -
HOK [mg/I] 4027 =50 = = = 2777 £123 =
CAO [mg/l] 11284 + 54 = = = 5671 +£48 =
HOK/CAO 0,357 + 0,003 - - - 0,490 + 0,026 -
NH,*-N [mg/I] 742 £ 51 = = = 2277 £ 61 =
Neeiowt [M0/1] 7380 £ 10 7954 + 95 6722 + 224 533+3 5671 + 38 974+ 13

*zmleto v mesno predelovalni industriji
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3.12.2.5 Priprava eksperimenta 7: Test uporabe surovin kmetijskega izvora za pridobivanje
biometana na 5 | Sarinem AMPTS 11

V naSih eksperimentih, ki smo jih izvedli, so naslednji substrati kmetijskega izvora: muskatna buca,
gnila muskatna buca, krmna repa, koruzna silaza in tritikala.
V tem eksepriment smo kot substrat uporabili naslednje substrate:

¢ muskatna buca,

e gnila musSkatna buca in

e krmna repa.

Eksperiment s tritikalo je podan v poglavju 3.12.2.8 Priprava eksperimenta 8: Test vpliva uporabe
hidrolitskih encimov za pove&anje proizvodnje metana iz tritikale in blata iz CCN Saleske doline na 5
I modelnem merilu AMPTS II.

Substrate smo s prostostoje¢im mesalnikom Philips mehansko obdelali na delce < 20 mm (glej tabelo
22), kot bi jih na bioplinarni pred doziranjem v meSalne jame, kjer je velikost delcev manjsa od 25
mm. Krmne repe in koruzne silaze nam ni bilo treba mleti, saj smo jo dobili ze v predhodno obdelani
obliki. Izmerjeni parametri substratov in velikost delcev so podani v preglednici 22. Kot inokulum
smo uporabili biomaso iz BPE Sijanec. Vse anaerobne reaktorje smo sestavili v treh ponovitvah,
organska obremenitev je v vseh primerih bila 10 g OS/I inokuluma.

Preglednica 22: Lastnosti vhodnih substratov kmetijskega izvora in uporabljenega inokuluma.
Table 22: Characteristics of input substrates and inocula in experiment 7.

In0kvu.|.um BPE Muskatna buca Gnila muskatna buca Krmna repa
Sijanec

Mehanska predobdelava ne Da’ Da” Da”
Velikost delcev <20 mm <10 mm <1lmm <15mm
SS [%] 5,59 + 0,2 12,10+ 0,76 9,50 + 0,01 10,30 + 0,30
0S [% SS] 71,07 + 0,72 84,00 + 0,86 69,50 + 1,51 92,70 + 0,41
05 [% SM] 4,04+0,3 10,13 +1,24 6,57+ 0,24 9,58 + 0,27
pH 7,47+ 0,01 - i i
HOK [mg/l] 4136 + 213 - = -
CAO [mg/l] 11234 + 58 - _ _
HOK/CAO 0,368 + 0,018 - = -
NH,"-N [mg/I] 829 + 40 - - _
Neetorni [Mg/1] 3906 + 42 4823 £ 49 5304+ 15 979 + 8

*prostostojeci mesalnik Philips

**naribano na rezance
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3.12.2.6 Priprava eksperimenta 8: Test uporabe hidrolitskih encimov za povecanje pridobivanje
biometana iz tritikale in odvecnega blata iz CCN Saleske doline na 5 | §arfnem AMPTS 11

Blato za predobdelavo smo pridobili iz Centralne &istine naprave Saleske doline. Vzorce smo vzeli iz
zgoi&evalnika (sludge thickener) tik pred vstopom v anaerobno gnilis¢ée. CCN Saleske doline je
velikosti 50.000 PE in zajema mehansko in bioloSko ¢iS€enje odpadne vode. Odve¢no blato iz
primarnega in sekundarnega zgoscevalnika se nadalje obdela v gnilis¢u (slika 45 in 46). Za
zgo§Cevanje blata se uporablja zgoséevalnik, preko katerega se doseze vsebnost suhe snovi v blatu
med 2 in 4 %. Gnili§¢e sestavljata 2 anaerobna reaktorja volumna 960 m®. Proces anaerobne presnove
poteka pri temperaturi med 35 in 37°C. Bioplin, ki nastane, se porabi na plinskem motorju z mocjo
150 kW. Toplota, ki se pri tem ustvarja, se porabi za ogrevanje gnilisc¢a.

Linija obdelave blata

Th T EEEe
NSkl

Biolo3ko &istenje
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|
|
.
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Slika 45: Tehnoloska shema Centralne Cistilne naprave Saleske doline. (http://www.kp-
velenje.si/index.php?option=com_content&view=article&id=126:centralna-istilna-naprava-aleke-

doline&catid=67:0dvajanje-in-ienje&ltemid=201).
Figure 45: Techonogical scheme of central municipal wastewater plant of Saleska valey.

M I i} -
Slika 46: Pogled na gnilis¢e CCN Saleske doline (http://www.kp-
velenje.si/index.php?option=com_content&view=article&id=126&Itemid=201).
Figure 46: Anaerobic digesters at WWTP Saleska valley.
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Povecanje prirastka biometana (BMP) smo preizkusali na dveh specifi¢nih primerih, in sicer za BPE
Sijanec in CCN Saleske doline. Kot inokulum za lignocelulozni substrat tritikalo smo uporabili
biomaso iz BPE Sijanec iz anaerobnega reaktorja 1, kot inokulum za odveéno aerobno blato iz &istilne
naprave pa smo uporabili anaerobno biomaso iz CCN Saleske doline iz prvega anaerobnega reaktorja.
V primeru tritikale smo v pilotne 3arzne reaktorje dozirali 3000 ml biomase iz BPE Sijanec, v primeru
blata iz CN pa 3000 ml biomase iz CCN Saleske doline. Organska obremenitev s tritikalo je bila 10 g
0S/1, za blato iz CN pa 2,35 g OS/I. Uporabili smo mesanico encimov proizvajalca Novozymes in
encime Micropan Biogas proizvajalca Eurovix, ki smo jih dnevno dozirali glede na vsebnost suhe
snovi in organske snovi, po navodilih proizvajalca (Priloga C). Tabela encimov, ki smo jih uporabili v
eksperimentih, je podana v Prilogi C. Dnevna koli¢ina vsakega posameznega encima proizvajalca
Novozymes za blato iz CN je znasala 114 pl, koli¢ina Micropan Biogas pa 0,15 g. Pri tritikali smo
dnevno dozirali 420 ul posameznega encima Novozymes in 0,30 g Micropan Biogas, ki smo jih
raztopili v destilirani vodi. Za doziranje smo uporabili 50 ml brizgo. Pri doziranju skozi cevko na
gumijastem zamasku smo le to splaknili $e z 10 ml destilirane vode. Skupaj je bilo dozirano 15 ml
tekoCine. Reaktorjem brez dodajanja encimov smo dnevno dozirali 15 ml destilirane vode. MeSanje v
reaktorjih je bilo zagotovljeno z mesali, ki so bila vodena racunalnisko. Skupaj smo tako uporabili 30
reaktorjev (n = 2 nadgrajena AMPTS Il). Lastnosti uporabljenih substratov in inokuluma so podane v
preglednici 23.

Preglednica 23: Izmerjeni vhodni parametri substratov in biomase v eksperimentu 8 (Kolbl et al.,
2014).
Table 23: Characteristics of input substrates and inocula in experiment 8 (Kolbl et al., 2014).

. Inokulum BPE Odvecno Inokulum iz CCN Saleske
Parameter Tritikala .. .
Vudja vas aerobno blato doline
SS [%] 9,01+0,3 7,44 +0,05 5,34 +£0,18 2,18+0,01
OS [%] 73+0,63 70,63 +0,28 79,96 £ 0,18 54,90 = 0,26
OS [% SM] 6,62 + 0,27 5,30 + 0,05 4,27 +£0,01 1,20 + 0,01
pH 7,6 +0,01 7,54 £0,01 5,80+ 0,01 7,50+ 0,01
HOK [mg/1] - 4406 + 163 - -
CAO [mg/l] - 15071 + 249 - -
HOK/CAO - 0,292 + 0,006 - -
Neetomi [Mo/1] 7584 + 119 6765+ 73 3117 +£ 42 2663 + 30
NH,"-N [mg/I] 1037 +67 856 +39 127 +12 884 + 122
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3.12.2.7 Eksperiment 9: Test uporabe odveénega blata iz CN in kombinacija 7 bioloskimi odpadki za
pridobivanje biometana na 5 | Sarinem AMPTS |1

Kot inokulum smo uporabili aktivno biomaso iz prvega anaerobnega reaktorja CCN Saleske doline.
Blato, ki je sluzilo kot substrat, smo vzeli iz zgos$€evalnika. Kot kosubstrat smo uporabili bioloske
odpadke, ki se loCeno zbirajo v gospodinjstvih. Za dolocitev suhe snovi, organske snovi in ostalih
parametrov, ki so prikazani v spodnji preglednici 24 in 25, smo bioloSke odpadke mehansko obdelali s
prosto stoje¢im mesalnikom Philips, na delce manjse od 15 mm. Na podlagi SS in OS smo izra¢unali
koli¢ino substrata, ki ga moramo dozirati v reaktor. Reaktorje in meritve smo izvedli, kot je opisano v
poglavju Materiali in metode. Uporabili smo 5 | reaktorje. Vse meritve smo naredili v treh ponovitvah.
Merili smo SS, OS, pH, HOK, CAO, Neeiomi, amonijski dusik in BMP (preglednica 25). Substrate smo
dozirali, kot je prikazano v tabeli 24. Organska obremenitev reaktorjev brez upostevanja biomase je
bila 2,35 g OS/I.

Vsebnost suhe snovi v blatu na zacetku eksperimenta je znaSala 2,44 %, bioloskih odpadkov 32,74 %,
biomasa iz CCN Salegke doline pa je imela 2,21 % suhe snovi. Najmanj organske snovi v sveZzem
vzorcu je vsebovala biomasa, sledijo blato in bioloski odpadki. pH blata je znasal 6,81, pH biomase pa
7,53. V blatu je bilo nekoliko ve¢ hlapnih organskih kislin (3553 mg/l), v biomasi pa je koncentracija
znaSala 2777 mg/l. Ob¢utno ve¢ celotnega anorganskega ogljika (CAO) je bilo v biomasi (5671 mg/l)
kot v blatu (564 mg/l). Razmerje med HOK in CAO je pri blatu 6,343, pri biomasi pa 0,490.

Preglednica 24: Doziranje substratov v pilotne reaktorje in organska obremenitev pri eksperimentu 9.
Table 24: Organic loading and dosage of pilot reactors in experiment 9.

Substrat Organslfggtél;le]memtev Doziranje [ml ali g] Voda [ml]
Biomasa 0 3000 0
Glukoza (Sigma Aldricht) 2,35 7,1 150
Blato iz CN 2,35 405 0
Bioloski odpadki 2,35 27,2 170
Blato iz CN + biologki 13,6 g bioloski odpadki in

odpadki Lirs+11rs 202 ml blata iz CN 8

Preglednica 25: Izmerjeni vhodni parametri substratov in biomase za dolo¢evanje BMP s standardno
napako v eksperimentu 9.

Table 25: Input parameters of substrates and inoculum for determination of BMP with standard
deviation of experiment 9.

Parameter Blato Biolo§ki odpadki | Inokulum iz CCN Saleske doline

SS [%] 2,44+0,015| 32,74+0,60 2,21 +0,01

OS [%] 71,20+ 0,02 | 79,18+0,98 55,08 + 0,32
0S [% SM] 1,74+0,12 | 2592+381 1,22 +0,13
pH 6,81+ 0,01 - 7,53 + 0,02
HOK [mg CH;COOH/I] | 3553 + 214 - 2777 + 123
CAO [mg CaCO4/1] 564 + 41 - 5671 + 48

HOK/CAO 6,343+ 0,8 - 0,490 + 0,026
Neetotni [Mg/1] - - 5671 £38
NH;"-N [mg/1] - - 2277 £ 61
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3.12.2.8 Eksperiment 10: Test uporabe blata iz CCN Saleske doline in zelega odreza ter njunih
kombinacij za pridobivanje biometana na 5 | §arfnem AMPTS |1

Blato iz CCN Saleske doline, ki je sluzilo kot substrat, smo vzeli iz zgo§&evalnika. Koncentracija suhe
snovi v blatu je bila nekoliko vi§ja, zaradi suSe, ki je trajala daljSe obdobje. Kot kosubstrat smo
uporabili svezi zeleni odrez, ki smo ga pridobili iz CRO Puconci. Zeleni odrez je predhodno bil
obdelan z meSalcem Mashmaster (Komptech), velikost delcev na ta nacin obdelanega zelenega odreza
je bila manjsa od 25 mm. Zeleni odrez smo takoj po odvzemu dali v plasti¢ne vrece, ga pripeljali v
laboratorij in vsem vzorcem dolocili suho snov, organsko snov ter ostale parametre, ki so prikazani v
spodnji tabeli. Kot inokulum smo uporabili aktivno biomaso iz prvega anaerobnega reaktorja BPE
Sijanec iz Ormoza. BPE Sijanec kot substrat uporablja lignocelulozne substrate. Mikroorganizmi, ki
so prisotni v inokulumu BPE Sijanec, so prilagojeni na razgradnjo lignoceluloze, zato smo
predpostavljali, da razgradnja zelenega odreza ne bo predstavljala Soka. Na podlagi SS in OS smo
izraCunali koli¢ino substrata za organsko obremenitev reaktorjev. Reaktorje in meritve smo izvedli kot
je opisano v poglavju Materiali in metode. Uporabili smo 5 | reaktorje. Vse meritve smo naredili v treh
ponovitvah. Merili smo SS, OS, pH, HOK, CAO, Negjomi, NH;*-N in BMP. Substrate smo dozirali kot
je prikazano v preglednici 26. Organska obremenitev reaktorjev brez upostevanja biomase je bila 2,35
g OS/1, temperatura delovanja procesa anaerobne presnove pa 37 °C + 2 °C.

Preglednica 26: Doziranje blata iz CN in zelenega odreza in njune kombinacije v eksperimentu 10.
Table 26: Dosing of wastewater sludge, green cuttings and their combinations in experiment 10.

Skupna organska
Delez substrata glede na Blato iz CN . obremenitev
vsebnost Cg)]S [mi] Zeleni odrez [g] | Voda [ml] vhodnih substratob
[g OS]
100 % zeleni odrez 0 29,6 188 7,05
50 % blato, 50% zeleni odrez 135,7 16,7 95 7,05
75 % blato, 25 % zeleni odrez 203,6 7.4 32 7,05
85 % blato, 15 % zeleni odrez 230,7 4.4 11 7,05
90 % blato, 10 % zeleni odrez 2443 3 0 7,05
95 % blato, 5 % zeleni odrez 257,9 15 0 7,05

Preglednica 27: Izmerjeni vhodni parametri substrata blata iz CN in zelenega odreza ter biomasa iz
BPE Sijanec.
Table 27: Characteristics of input substrates and inoculum from BGP Sijanec in experiment 10.

Parameter inokulum BPE Sijanec Blato iz CN zeleni odrez
SS [%] 842+0,11 3,53+ 0,04 2574
0S [% SS] 67,82+0,27 73,02 +0,27 82,04
OS [% SM] 5,77+0,10 2,58 £ 0,04 21,12
pH 8,01 + 0,01 6,78 + 0,01 _
HOK [mg/l] 7030 + 46 4243 + 32 }
CAO [mg/1] 30202 £ 630 252+ 10 }
HOK/CAO 0,233 +0,073 16,837 +£3,2 -
Neetotmi [M/1] 6710 £ 250 6629 N
NH,"-N [mg/I] = 756 -
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3.12.2.9 Eksperiment 11: Test optimizacije anaerobne presnove s kombiniranjem dehidriranega
papirniskega blata iz procesa Kraft, papirniskega blata Paloma, bioloskih odpadkov iz gospodinjstev
in koruzne silaze s 5 | AMPTS Il za pridobivanje biometana

Za izboljSanje in optimizacijo blata iz papirniske industrije smo dolocili biometanske potenciale
dehidriranega papirnis$kega blata iz procesa Kraft ter dehidriranega blata iz Palome. Ob teh substratih
smo izmerili BMP $e bioloskim odpadkom iz gospodinjstev in koruzni silazi, nato pa naredili njihove
kombinacije. V tem eksperimentu smo uporabili biomaso iz BPE Sijanec. Reaktorje volumna 5 | smo
napolnili z inokulumom in jih sestavili, kot je opisano v metodah za 5 | velikost za dolo¢evanje BMP.
Uporabili smo naslednje substrate:

(A) papirnisko blato iz procesa Kraft (Graz, Avstrija), ki ga bomo nadalje imenovali blato Kraft,

(B) papirnisko blato iz Palome,

(C) koruzna silaza,

(D) bioloski odpadki iz gospodinjstev.

R B
ho Rt

Slika 47: Dehidrirano papirnisko blato iz procesa Kraft (levo) in dehidrirano blato iz Palome (desno)
(Kolbl et al. 2014).

Figure 47: Dehydrated paper mill sludge from Kraft prces (left) and dehydrated sludge from Paloma
(right) (Kolbl et al. 2014).

Preglednica 28: Izmerjeni vhodni parametri substratov pri dolo¢evanju BMP odve¢nega dehidriranega
blata iz dveh papirniskih industrij (blato Kraft in Paloma), bioloskih odpadkov iz gospodinjstva in
koruzne silaZe ter inokuluma iz BPE Sijanec v eksperimentu 11 (Kolbl et al. 2014).

Table 28: Characteristics of input substrates to determine BMP of paper mill sludges Kraft and
Paloma, OFMSW, silo maize and inoculum from BGP Sijanec in experiment 11 (Kolbl et al. 2014).

blato Kraft Paloma BmlOék.l Kgrugna Inokulum
Parameter odpadki silaza
SS [%] 36,71+ 0,86 19,66 +0,03 | 2556+0,28 | 36,14+ 1,89 7,47+0,19
OS [% SS] 43,44 + 0,78 78,37 0,26 | 93,39+0,31 | 94,79+2,04 68,99+ 0,70
OS [% SM] 15,94+ 0,15 13,31+0,02 | 23,87 +0,31 34,29 £ 2,46 516 +0,18
oH - - - - 7,61+0,01
HOK [mg/I] - - - - 3745+ 303
CAO [mg/l] - = = - 11985 + 41
HOK/CAO = = - - 0,312+ 0,024
Teetomi [MO/I] 1943 + 21 1055 + 35 2112 + 45 1113+ 17 7102 + 105
NH,*-N [mg/I] = - - - 1204 + 59
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Organska obremenitev v vseh primerih je bila 10 g OS/I, temperatura obratovanja pa 38 + 2 °C. Vsak
substrat posebej smo dali v tri reaktorje, prav tako devet kombinacij (vse smo izvedli v treh
ponovitvah). Enakomerni delez organske obremenitve v razmerjih za posamezen substrat (1), dva
substrata (0,5 : 0,5), kombinacijo treh substratov (0,33 : 0,33 : 0,33) in Stirih substratov (0,25 : 0,25 :
0,25 : 0,25) smo dolo¢ili glede na celotno organsko obremenitev 10 g OS/l, ki je enaka dvakratni
obremenitvi reaktorjev na BPE (preglednica 28 in 29) . Skupaj smo tako sestavili 45 reaktorjev (Kolbl
etal., 2014).

Preglednica 29: Doziranje reaktorjev za dolocitev BMP z oznakami ¢rk za substrate blato Kraft,
Paloma, koruzna silaza, bioloski odpadki in njihove kombinacije.

Table 29: Dosing of reactors with paper mill sludge from Kraft proces and Paloma, silo maize,
biological wastes and their combinations.

Blato Kraft = | Paloma = Koruzna Biolo_ﬁki _ _ ocb)rrgs]r:esnki?e

A B silaza = C | odpadki = D | Razmerje organske snovi v

[q] [q] [q] [q] [g OSIL]
Inokulum - - - - - -
Glukoza - - - - - 10
Blato Kraft 188,1 - - - - 10
Paloma - 225,3 - - - 10
Koruzna silaza - - 91,5 - - 10
ol e R Y : 10
A+D 94,1 - - 62,8 0,5:0,5 10
B+D - 112,7 - 62,8 0,5:0,5 10
A+C 94,1 - 45,8 - 0,5:0,5 10
B+C - 112,7 45,8 - 0,5:0,5 10
A+B 94,1 112,7 - - 0,5:0,5 10
C+D - - 46 62,8 0,5:0,5 10
A+C+D 62,7 - 30,5 41,9 0,33:0,33:0,33 10
B+C+D - 75,1 30,5 41,9 0,33:0,33:0,33 10
A+B+C+D 47,0 56,3 22,9 31,4 0,25:0,25:0,25:0,25 10
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3.12.3 Semi-kontinuirani eksperimenti na 5 I modelnem merilu AMPTS 11

3.12.3.1 Eksperiment 12: Test vpliva ultrazvoka in hidrolitskih encimov na pridobivanje biometana
blata iz CCN Saleske doline na 5 | semi-kontinuiranem AMPTS |1

Vpliv ultrazvoka, hidrolitskih encimov in njunih kombinacij na tvorbo metana pri procesu anaerobne
presnove smo preizku$ali na primeru blata iz CCN Saleske doline. Kot inokulum smo uporabili
biomaso iz BPE Sijanec iz anacrobnega reaktorja 1, za substrat smo izbrali odve&no aerobno blato iz
CCN Saleske doline, ki smo ga vzeli iz zgo$Gevalnika, preden vstopi v anaerobni reaktor. Za
mehansko predobdelavo blata smo uporabili ultrazvo¢ni homogenizator UP200H proizvajalca
Hielscher, ki deluje na frekvenci 24 kHz in z mocjo 200 W. Za vsako predobdelavo smo uporabili
¢aSo volumna 800 ml, ki smo jo napolnili s 500 ml blata. Nato smo UZ sondo potopili v ¢aso. Sonda je
bila potopljena do globine 2 ¢cm nad dnom. Pri predobdelavi smo z merilnikom porabe elektri¢ne
energije Energy Check 3000 (Voltcraft, Nem¢ija) merili dejansko mo¢ ultrazvoénega homogenizatorja
in porabo elektrine energije. Vzorce smo ultrazvo¢no obdelali 10, 15, 20 in 25 min, kjer je bila
gostota predobdelave z ultrazvokom za blato 1 0,174 W/ml in 0,35 W/ml za blato 2. Ultrazvo¢no
predobdelanim vzorcem smo merili temperaturo, pH, skupne neraztopljene snovi, organske
neraztopljene snovi, anorganske neraztopljene snovi, skupne raztopljene snovi, organske raztopljene
snovi, anorganske raztopljene snovi, KPK, celotni fosfor, celotni dusik in velikost delcev. V pilotne 5 |
reaktorje smo dozirali 3000 ml biomase in koli¢ino blata iz CN, ki je ustrezala 7,04 g OS. Po 24
dnevih kontinuiranega delovanja anaerobnih reaktorjev in doziranja blata 1 smo zaceli dozirati blato 2
iz CCN Saleske doline, ki je vsebovalo manj suhe in organske snovi. Volumna substrata za doziranje
in volumen odvzemanja biomase nismo povecali. Pilotnim reaktorjem smo vsak dan odvzeli 282 ml
biomase, prav tako pa smo dozirali 282 ml blata iz CN. Sestava pilotnih reaktorjev je podana v
preglednici 30. Eksperimentalne variante smo izvedli v duplikatih. Za predobdelavo smo uporabili tudi
hidrolitske encime proizvajalca Novozymes, ki smo jih dozirali dnevno po navodilih proizvajalca
(Priloga C).

Preglednica 30: Sestava pilotnih reaktorjev pri semi-kontinuiranem procesu blata iz CN in
predobdelavi z ultrazvokom in dodajanju hidrolitskih encimov.

Table 30: Dosing of reactors in semicontinuous process with ultrasound treated and untreated
wastewater sludge and enzymatic pretreatment.

Cas predobdelave z | Doziranje hidrolitskih

Pilotni reaktor Koli¢ina blata iz CN .
ultrazvokom encimov Novozymes

Neobdelano blato iz CN - -

Blato iz CN + encimi - 4 x 100 pl
uz1 10 min -

UZ1 + encimi 10 min 4 x 100 pl
uz2 15 min -

UZ2 + encimi 282 ml 15 min 4 x 100 pl
Uz3 20 min -

UZ3 + encimi 20 min 4 x 100 pl
uz4 25 min -

UZ4 + encimi 25 min 4 x 100 pl

Dnevna koli¢ina vsakega posameznega encima proizvajalca Novozymes za blato iz CN je znasala 100
ul. Hidravliéni zadrzevalni ¢as v reaktorjih je bil 12 dni. MeSanje v reaktorjih je bilo zagotovljeno z
mesali, ki so bila vodena raCunalnisko. Temperaturo v vodni kopeli smo vzdrzevali na 37 = 2 °C.
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Lastnosti zadetne biomase, blata iz CN ter predobdelave z ultrazvokom so prikazane v preglednici 31
in 32. Vsak peti dan smo vsebini anaerobnih reaktorjev izmerili SS, OS, pH, HOK/CAO, topen KPK,
celotni dusik, amonijski dusik in vsebnost hlapnih mas¢obnih kislin, dnevno pa smo spremljali tvorbo

biometana. Proces anaerobne presnove smo tako skupno spremljali 40 dni.

Preglednica 31: Pogoji predobdelave blata 1 in 2 iz CN z ultrazvokom pri semi-kontinuiranem

eksperimentu.

Table 31: Characteristic of sludge 1 and 2 pretreatment in semi-continuous experiment.

Vzorec | Reakcijski ¢as [min] [ Mo¢ [W]| SE [kJ/kg SS] Gostota moc¢i [W/mL]
blato 1 0 0 0 0
uzi-1 10 87 3335 0,174
uzz2-1 15 87 5002 0,174
uz3-1 20 87 6669 0,174
uz4-1 25 87 8337 0,174
blato 2 0 0 0 0
uz1-2 10 175 18394 0,35
uz2-2 15 175 27590 0,35
uz3-2 20 175 36787 0,35
uz4 -2 25 175 45984 0,35

Preglednica 32: Izmerjeni vhodni parametri blata 1 in 2 iz CN ter biomase iz BPE Sijanec za
kontinuirani eksperiment z ultrazvokom.

Table 32: Characteristics of input wastewater sludge 1, wastewater sludge 2 and inoculums from BGP

Sijanec for semi-continuous experiment with ultrasound.

Parameter Blato 1 Blato 2 biomasa iz BPE Sijanec
SS [%] 3,23+ 0,04 1,13+0,14 8,45+ 0,05

OS [% SS] 71,3+0,27 60,39+ 0,1 67,42+ 0,13

OS [% SM] 2,30+ 0,04 0,68 = 0,09 5,7+0,08

pH 573+0,01 6,89+ 0,01 8,02+ 0,02

HOK [mg/l] 4200 + 160 1088 + 30 7100 + 240

CAO [mg/1] 268 + 37 154 + 20 30213 + 390
HOK/CAO 18,82 +2 9+ 1,43 0,235+ 0,015
Neetomi [M/1] 323+ 10 1900 = 30 6630 = 65
NH,"-N [mg/1] 165+5 350+ 15 4680 + 50
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3.12.3.2 Eksperiment 13: Test vpliva hidrolitskih encimov na izplen biometana odpadnega
dehidriranega blata iz papirniske industrije v 5 | semi-kontinuiranem AMPTS |1

V papirniski industriji kot stranski produkt nastane veliko odve¢nega blata, ki ga je treba stabilizirati
ali s kompostiranjem ali z anaerobno presnovo. Cis¢enje odpadne vode iz papirniske industrije
predstavlja velik stroSek, anaerobno presnovo pa otezuje pomanjkanje nutrientov in vsebnost lignina
ter zvepla. Obstajajo tudi pozitivne strani uporabe takSnega blata v procesu anaerobne presnove. Blato
iz papirniske industrije vsebuje veliko organske snovi, njegov vir nastanka je vedno na isti tocki, zato
taksnega blata ni potrebno pripeljati od drugje, da bi zadostili koli¢inam, ki so potrebne za anaerobno
presnovo. Ce tako blato anaerobno predelamo v blizini vira ali v okviru vira njegovega nastanka, se
izognemo transportnim in operativnim stroSkom in uskladimo koordinacijo vzdrzevanja procesa. Od
tvorbe bioplina ustvarjamo dohodke, uporabimo pa lahko tudi odveéno toploto, (Hagelqvist, 2013). Za
razliko od primarnega blata iz komunalnih Cistilnih naprav, je primarno blato iz papirne industrije
slabo anaerobno razgradljivo. Zato v realnosti lahko anaerobno razgradimo samo sekundarno blato
(Elliott in Mahmood, 2007).

Kot nadaljevanje eksperimenta 11 smo preverili, kako dodajanje razli¢cnih hidrolitskih encimov in
zeolita z dodanimi mikroorganizmi vpliva na tvorbo metana v 60 dnevnem semi-kontinuiranem
anaerobnem procesu anaerobne presnove. Vpliv hidrolitskih encimov na tvorbo metana pri odpadnem
dehidriranem blatu iz papirniske industrije pri procesu anaerobne presnove smo preizkusali na primeru
blata iz Palome. Podjetje Paloma d.d. ima distilno napravo velikosti 60.000 PE, kjer letno odistijo
okrog 85700 m? odpadnih voda na leto. Odvecno blato se dehidrira in uporabi za kompostiranje.

Zeolit najdemo v kamninah, ki se nahajajo v blizini aktivnih ali ugaslih vulkanov. Naravni zeoliti so
kristalni, hidrirani alumini-silikati alkalov in alkalnih zemeljskih kationov. Naravni zeoliti se med
seboj razlikujejo glede na prostorsko razporeditev SiO, in AlO, (Montalvo et al., 2012). Zeoliti
zmanjSujejo koncentracijo amonijaka in amonijevega iona, ki sta prisotna v substratih in produkte, ki
se ustvarjajo med procesom anaerobne presnove proteinov, aminokislin in seénine. Zeolit je u¢inkovit
ionski izmenjevalec, ki iz anaerobnega iztoka ali odpadne vode odstrani amonijev ion. Zeoliti so
sposobni tudi dobro absorbirati kovine, kot so baker, kadmij, svinec in cink, ki so v visokih
koncentracijah toksi¢ne za mikroorganizme. Zaradi velike sposobnosti absorpcije zeolit predstavlja
ucinkovito oporo mikroorganizmom pri anaerobnih in anaerobnih procesih ¢iS¢enja odpadne vode
(Montalvo et al., 2012, Montalvo et al., 2005). Zeolite lahko modificiramo tako, da na njihovo
povrsino damo elemente v sledovih (Fe, Ni, Co) v razli¢nih koncentracijah. Te mikroelemente potem
lahko metanogeni in acidogeni mikroorganizmi uporabijo pri encimski biosintezi. Posledi¢no se zato
zeolite uporablja za stabilizacijo in optimizacijo procesov anaerobne presnove. Z mobilizacijo
hemicelulitskih bakterij na zeolit se lahko izboljsa tvorba biometana, saj z odstranitvijo hemiceluloze
ustvarimo dostop do celuloze in na ta nacin pospeSimo encimsko hidrolizo celuloze v substratih (Weil3
etal., 2010).

Kot inokulum smo uporabili biomaso iz BPE Sijanec iz anaerobnega reaktorja 1, kot substrat pa smo
uporabili biolo§ko odpadno blato iz Palome iz Sladkega Vrha, ki nastane kot stranski produkt pri
proizvodnji papirja in prasi¢jo gnojevko z bliznje farme prasi¢ev. Po 45 dneh smo reaktorjem zaceli
dodajati tudi prasi¢jo gnojevko, ki smo jo dobili iz bliznje farme prasicev.

Uporabili smo 4000 ml inokuluma, dnevna organska obremenitev reaktorjev je znasala 2,2 g OS/1 dan.
Vsem reaktorjem smo dnevno dozirali 66,1 g blata Paloma in 183,4 ml vode, kar je skupaj naneslo 230
ml in predstavlja 5,4 % celotnega volumna, ki ga dnevno zamenjamo v posameznem reaktorju. Trije
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reaktorji, ki jim nismo dodajali encimov, so nam sluzili kot kontrola, ostalim smo dodajali hidrolitske
encime Novozymes, Micropan Biogas, Novalin, Biofuture in zeolit. Priporo¢ena koli¢ina doziranja
encimov in dodatkov je podana v Prilogi C. Hidravli¢ni zadrZevalni ¢as v reaktorjih je znaSal 18 dni.
Temperatura, pri kateri je potekala anaerobna presnova, je bila 37 = 2 °C (Kolbl et al., 2014).
Vhodnemu substratu in inokulumu smo izmerili SS, OS, pH, HOK/CAO, dusik in amonijski dusik. Po
zagonu eksperimenta smo vsak peti dan spremljali SS, OS, pH, HOK/CAO, dusik, nitratni dusik,
hlapne mascobne kisline, topen KPK in viskoznost, dnevno pa smo spremljali tvorbo metana. V tem
eksperimentu smo izvedli tudi analizo mikrobne zdruzbe, predstavljeno pa v poglavju 4. To smo
naredili, kot je opisano v poglavju 3.5 Doloc¢evanje mikrobne zdruzbe. Po 28 dneh smo zaceli dozirati
dehidrirano blato 2, ki je bilo prav tako iz Palome, vsebovalo pa je manj organske snovi. Od 28 do 45
dne smo dozirali 71,4 g dehidriranega blata 2 in 179,6 ml vode, po 45 dnevu pa smo zaceli dodajati Se
60 ml prasi¢je gnojevke in prav toliko manj vode.

Preglednica 33: Izmerjeni vhodni parametri odveénega dehidriranega blata iz Palome in prasicje
gnojevke v eksperimentu 13.

Table 33: Characteristics of input substrates of dehydrated paper mill sludge from Paloma and pig
slurry in experiment 13.

) Dehidirano blato 1 - | Dehidirano blato 2 Inokulum
Prasicja gnojevka

Parameter Paloma - Paloma
SS [%] 0,33+0,01 16,99 £+ 0,02 17,64 +0,02 8,53+0,18
OS [% SS] 41,03+ 1,19 78,37 +0,27 69,83+ 0,12 69,17 + 0,60
OS [% SM] 0,13+£0,01 13,31+ 0,01 12,32+ 0,09 590+0,16
pH 7,24 +£0 6,60 £ 0,01 6,54 + 0,01 7,87 £0,01
HOK [mg/1] 1403 + 61 3549 + 494 3212 + 359 5534 + 247
CAO [mg/l] 2232 +£ 55 15087 + 2957 14932 + 3247 13275+ 175
HOK/CAO 0,69 +0,38 0,237 £ 0,01 0,215+ 0,02 0,417 +£0,01
Teetomi [M0/1] 2500 + 25 1055 + 35 905 + 40 5230 + 60
NH,*-N [mg/I] 300 + 12 - - 1301 + 39
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3.12.4 Spremljanje delovanja BPE Vudja vas
3.12.4.1 Eksperiment 14: Spremljanje delovanja bioplinske elektrarne Vudja vas

BPE Vugja vas je elektrarna, ki za proizvodnjo elektriéne energije uporablja organsko biomaso, kot je:
koruzna silaza, gnojevka, gnoj, vinjasa, micelij, oljéne tropine, koruzni $rot in tritikala. Njena nazivna
mo¢ znaSa 4 MW. Substrate se preko 4 mesalnih jam dozira v fermentorje in nato naprej v konéne
zalogovnike (Slika 48). Volumen meSalne jame (slika 50), od katerih je vsaka narejena iz armiranega
betona in z notranje strani, za$¢itena z neprepustno zai¢ito iz poliestra, je 235 m® (premer 10 m,
globina 3 m). Za mesSanje substrata se uporabljata dve potopni mesali. Substrat se red¢i z vodo, ki se
zbira v jami za zbiranje meteorne vode. Za pridobivanje metana je zgrajenih 6 fermentorjev in 3
konéni zalogovniki. Vsak fermentor ima 3.931 m® celotne prostornine (visina 8,69 m, premer 24 m),
njegova spodnja ploséa je narejena iz armiranega betona, plas¢ pa je narejen iz emajlirane plocevine,
debeline 8 mm.

Slika 48: Bioplinska elektrarna Vucja vas iz zraka.
Figure 48: Biogas plant Vu¢ja vas from the air.

Za plinotesnost in shranjevanje nastalega plina se uporablja dvoslojni plinohram z volumnom 1490
m?®, ki ima 8 cm zunanje izolacije, ki je zaiGitena s trapezno plogevino (zaiita pred vremenskimi
vplivi). Za homogenizacijo vsebnosti fermentorjev (F1, F2, F3, F4, F5 in F5) se uporabljajo tri mesala
(slika 49), od tega sta dve fiksno namesceni na dno fermentorja in ju je mogoce izvzeti tudi takrat, ko
je fermentor poln. Tretje mesalo je montirano v sam fermentor, vendar je pritrjeno na bok fermentorja
ter nastavljivo po visini, lahko mu spreminjamo kot oziroma smer meSanja. V zgornjem delu
fermentorja je instalirana odvodna cev za biolin, ki je narejena iz legiranega jekla. Za regulacijo tlaka
v fermentorju je vgrajen regulator pod in nad tlaka. Vnos substratov poteka s pomocjo érpalke preko
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podzemne napeljave. Za avtomatsko pretakanje prevretega substrata iz fermentorja 1 v fermentor 2
(F2), iz fermentorja 2 v fermentor 3 (3), iz fermentorja 4 (F4) v fermentor 5 (F5) in iz fermentorja 5 v
fermentor 6 (F6) je narejen preliv. Za vzdrzevanje mezofilnih pogojev v fermentorju so na stranski
steni v cevni kac¢i montirane ogrevalne cevi iz legiranega jekla, ki so povezane z razdelilcem toplote s
predizoliranimi cevmi za toplovod. Kot vir energije se izkori$¢a odveéna toplota plinskega motorja.
Prva dva konéna zalogovnika imata 5.350 m® celotne prostornine (premer 28 m, visina 8,69 m) in
spodnjo plosco narejeno iz armiranega betona, plas¢ pa je narejen iz emajlirane plocevine debeline 8
mm. Volumen plinohrana, ki je montiran na vrh konénega zalogovnika, znasa 1490 m*. Za mesanje
vsebine se uporabljajo $tiri meSala. Plin se na motorje odvaja po odvodni cevi za plin. Konéni
zalogovnik 3 nima plinohrama, njegov volumen znasa 1356 m® (premer 15 m, vi§ina 8,69 m). V
kon¢nem zalogovniku se hrani teko¢i del iz fermentorja, ki se predhodno na separatorju lo¢i na tekoco
in trdno fazo (Keter Organica). Na BPE Vu¢ja vas smo 6 mesecev spremljali delovanje procesa. Merili
smo predvsem SS, OS, pH vhodnih substratov in pripravljenih meSanic iz mesalnih jam, biomaso v
fermentorju F1 in F4, biomaso v konéna zalogovnika KZ1 in KZ2 ter nivo nastalega bioplina in
proizvedeno elektricno energijo.

\ D

B\ \\\\ \\
g | \3 R

S

Slika 49: Potopni mesali v anaerobnem reaktorji BPE Vucja vas.
Figure 49: Plungers in anaerobic digester of BGP Vugja vas.

Slika 50: Mesalna jama (MJ) za doziranje substratov.
Figure 50: Mixing shaft for dosing of substrates.
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4 REZULTATI IN DISKUSIJA OPRAVLJENIH EKSPERIMENTOV
4.1 Rezultati in diskusija eksperimentov na 0,5 | modelnem merilu

4.1.1 Rezultati eksperimenta 1: Test uporabe koruzne silaZe, peletov slame in njunih kombinacij za
pridobivanje biometana na 0,5 | §arfnem AMPTS II

Najvecji biometanski potencial 438+10 ml CH,/g OS smo opazili pri koruzni silazi iz meSalne jame
(MJ), najmanjSega 248+10 ml CH,/g OS pa pri¢akovano pri peletih (Grafikon 1). Kombinacija
substratov pelet in koruzne silaze iz MJ je dala zanemarljivo vecji izplen metana kot samo peleti, v
primerjavi z meSanico iz MJ pa za okrog 43 % manj metana. Vecji del metana je v vseh primerih
nastal v prvih dveh dneh poizkusa. Nizji BMP ob prisotnosti peletov lahko pripiSemo vsebnosti lignina
v peletih, ki je anaerobno nerazgradljiv in ovira proces hidrolize, posledi¢no pa nastane manj
biometana. Kontrola z glukozo nam je dala nekoliko manjsi BMP, kot je teoretsko mozen.
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Grafikon 1: Biometanski potencial dolocen na 0,5 1 pilotnih reaktorjih iz pripravljene mesanice iz

mesalne jame (MJ) v kombinaciji s peleti iz slame s podanimi standardnimi deviacijami.

Graph 1: Biomethane potential of prepared mixture from biogas plant mixing chamber with
combination of straw pellets using 0,5 | AMPTS.

Najvegji koeficient hidrolize, ki je znasal ky = 0,83 d™ smo opazili pri peletih, sledili so koruzna silaza
iz MJ, glukoza, 1 g OS iz peletov + 1 g OS iz koruzne silaze iz MJ in 0,5 g OS iz peletov + 1,5 g OS iz
koruzne silaze iz MJ (Grafikon 2). Koeficienti hidrolize potrjujejo, da se je vecina biometana ustvarila
v prvih dveh dneh, ko je bil koeficient hidrolize najveéji. Pri koruzni silazi iz MJ je koeficient
hidrolize (k) spet nekoliko narastel sedmi dan, ko se je tudi nekoliko povecala tvorba metana.
Najverjetneje je takrat prislo do vecje pretvorbe dodatnega organskega materiala, ki je po sedmih dneh
hidroliziral in se s pomo¢jo mikroorganizmov pretvoril v biometan. Po sedmih dneh je dnevna tvorba
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metana zacela upadati, na razpolago je bilo manj lazje dostopnega materiala za metanogene

mikroorganizme in posledi¢no je nastalo manj biometana.
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Grafikon 2: Koeficient hidrolize peletov in koruze silaze iz meSalne jame (MJ) ter njunih kombinacij v

eksperimentu 1.
Graph 2: Hydrolysis coefficient of straw pellets, silo maize from mixing chamber and their

combinations in experiment 1.
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4.1.2 Rezultati eksperimenta 2: Test dolocevanje BMP pripravljene mesanice iz BPE v kombinaciji
koruznim Srotom na 0,5 1 AMPTS 11

Kombinacija koruzne silaze in koruznega Srota se je izkazala za uspe$no pri razmerju organskih
obremenitev 0,5 g OS/I iz koruznega srota in 1,5 g OS/I koruzne silaze iz meSalne jame BPE. V
primerjavi z doziranjem samo koruzne silaze iz mesalne jame je BMP narasel iz 588 + 4 ml CH,/g OS
na 667 + 13 ml CHy/g OS, kar je 13 % povecanje. V ostalih primerih je BMP bil bistveno nizji
(Preglednica 34, Grafikon 3). V grafikonu 3 in 4 kratica OS pomeni organsko snov.
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Grafikon 3: Biometanski potencial koruzne silaZze iz meSalne jame in kombinacije koruzne silaze z

mokro mletim koruznim zrnjem s podano standardno deviacijo.

Graph 3: Biomethane potential of prepared mixture from biogas plant mixing chamber, corn meal and
their combination using 0,5 I AMPTS with standard deviation.

V prvih dveh dneh je bila tvorba metana velika, nato se je do okrog 20 dneva tvorba metana nekoliko
zmanjs$ala in nato naprej zacela spet nekoliko narasc¢ati pri kombinaciji 0,2 g OS iz koruznega $rota +
1,8 g OS iz koruzne silaze, 0,5 g OS iz koruznega §rota + 1,5 g OS iz koruzne silaze (Grafikon 3).

Najvegji koeficient hidrolize 0,4869 d™ je imela mesanica 0,2 g OS iz koruznega §rota + 1,8 g OS iz
koruzne silaze. Tukaj se je v prvem dnevu nastalo 38,6 % vsega metana, v drugem dnevu pa Ze 61 %
vsega metana. Pri ostalih substratih in njihovih meSanicah je bil koeficient hidrolize manjsi. Pri
koruzni silaZi je znagal 0,1267 d in v prvih dveh dneh je nastalo samo 24,2 % vsega metana, medtem
ko je pri mesanici 0,1 g OS iz koruznega §rota + 1,9 g OS iz koruzne silaze, kjer je bil ky = 0,273 d™, v
prvih dveh dneh nastalo 47,5 % vsega metana. Kljub visokemu koeficientu hidrolize meSanice 0,2 g
OS iz koruznega Srota + 1,8 g OS iz koruzne silaze iz MJ, je ta imel med vsemi substrati in
kombinacijami najmanjsi BMP.
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Grafikon 4: Koeficient hidrolize pripravljene koruzne silaze iz meSalne jame, koruznega Srota ter
njunih kombinacij v eksperimentu 2.

Graph 4: Hydrolysis coefficient of silo maize from mixing chamber, corn meal and their combinations
in experiment 2.

Najve¢ji BMP kombinacije si lahko razlagamo s tem, da je bilo na razpolago najve¢ zmletega
koruznega Srota, ki so ga mikroorganizmi lahko hitreje uporabili za pretvorbo v metan. Razlike v
razgradnji organske snovi se med reaktorji niso bistveno razlikovale (preglednica 34). Najmanjsa

razgradnja je pricakovano bila pri izhodis¢nem vzorcu, kjer nismo dodajali nobenih substratov.

Preglednica 34: Izmerjeni parametri po kon¢anem eksperimentu 2.

Table 34: Characteristics of anaerobic reactors at the end of experiment 2.

0,59 0S 0.2g0S 0.1g0S
Reaktor Koruzni Srot + | koruzni §rot + | Koruzni Srot + 2g0S izhodiS¢éni
1.5g0S 1.890S 19g0S koruzna silaza vzorec
koruzna silaza | koruzna silaza | koruzna silaza

SS [%] 2,99 + 0,04 2,97 +0,03 3,06 +£0,08 3,08+0,10 3,32+0,53
0S [% SS] 66,78 £ 0,77 67,10£0,17 67,80 £ 0,68 67,02+0,51 67,48 £1,16
0S [% SM] 1,99 + 0,01 2,00 + 0,02 2,07 £0,03 2,06 = 0,05 2,25+0,40
pH 7,91 +£0,02 8,14+ 0,25 7,99 +£ 0,03 7,93 +£0,02 8,03+ 0,05
NH4+ -N [mg/I] 1065 + 40 1084 £ 62 1085 + 42 1166 +37 1053 + 89
BMP [ml CH4/g OS] 667 £ 13 298 £ 15 450 £29 588 +4 =
Razgradnja OS [%] 58,4 57,9 56,2 56,3 51,1
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4.1.3 Ugotovitve iz eksperimenta 1 in 2

Pri uporabi 0,5 I AMPTS smo morali substrate in inokulum mehansko obdelati, zaradi ¢esar sSmo jim
spremenili lastnosti, posledicno je tudi kinetika nastajanja biometana potekala hitreje, kot bi na
realnem modelnem merilu. Z dodajanjem peletov iz slame je tvorba metana v vseh primerih drasti¢no
upadla, zato njihove uporabe za pridobivanje bioplina ne priporo¢amo, saj vsebuje velik delez lignina,
Ki pa je anaerobno nerazgradljiv.

Pri uporabi koruznega $rota v kombinaciji s koruzno silazo smo zaznali povecano tvorbo metana.
Dodajanje koruznega Srota je pozitivno vplivalo na proces anaerobne presnove, kar je razvidno tudi iz
kinetike produkcije metana. Kombinacija, kjer je koruzni S$rot predstavljal 25 % organske
obremenitve, je bila najboljsa. Pri visokih cenah energetskih rastlin in koruzi v obliki silaze ali zrna,
koruzni Srot kratkoro¢no lahko predstavlja dodaten substrat, ki ga je mozno uporabiti za pridobivanje
metana, vendar je njegova uporaba za daljSe casovno obdobje vprasljiva zaradi visoke nakupne cene in
konflikta med uporabo energetskih rastlin za pridobivanje bioplina in samooskrbo ljudi s prehrano.



100 Kolbl, S. 2014. Izboljsava anacrobne presnove blata iz komunalnih &istilnih naprav in lignoceluloznih substratov pri pridobivanju bioplina.
Dokt. dis. Ljubljana, UL FGG, Podiplomski §tudij Grajeno okolje.

4.2 Rezultati in diskusija eksperimentov na 5 | modelnem merilu v $arZznem nacinu
4.2.1 Rezultati in diskusija eksperimenta 3: Nadgradnja 0,5 I AMPTS Il na 5 | velikost

Stevilo in volumen steklenic po navodilih proizvajalca za 0,5 1 anaerobne reaktorje v sistemu AMPTS
II ni zadoscalo za nadgradnjo na 5 | velikost (Grafikon 5). Da smo lahko zagotovili u¢inkovito vezanje
ogljikovega dioksida pri maksimalnem pretoku bioplina ¢ez mejno plast plin-tekocina in
maksimalnem volumnu, smo Stevilo steklenic eksperimentalno povecali iz ene 100 ml steklenice na
Stiri 250 ml steklenice na en anaerobni reaktor in podaljSali cevke na zamaSkih na notranji strani
steklenic. Delez metana, ki je nastal v anaerobnih reaktorjih, ki so bili povezani s Stirimi 250 ml
steklenicami 3 M NaOH, smo izmerili z merilcem plina Sewerin Multitec 410 in je znasal ve¢ kot 99,5
% (Kolbl et al., 2014). 1z tega smo lahko sklepali, da §tiri steklenice NaOH zadostujejo za u¢inkovito
vezanje ogljikovega dioksida med maksimalno hitrostjo nastajanja bioplina v 5 | anaerobnih
reaktorjih.
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Grafikon 5: Dolocanje zadostnega Stevila 250 ml steklenic s 3 M NaOH raztopino za ucinkovito

vezanje ogljikovega dioksida med maksimalno hitrostjo produkcije bioplina v 5 | reaktorjih v

nadgrajenem AMPTS |1 (Kolbl et al., 2014).

Graph 5: Determination of sufficient number of 250 ml flasks containing 3 M NaOH for efficient
carbon dioxide stripping during maximum biogas production rates in 5 | reactors connected to AMPTS
Il equipment (Kolbl et al., 2014).

Z uspe$no nadgradnjo AMPTS Il na 5 | velikost smo vse nadaljnje eksperimente izvajali na
nadgrajenih 5 | reaktorjih. Za eksperimente na 0,5 I modelnem merilu smo morali inokulum in
substrate zmleti, da smo jih lahko natancno dozirali. S tem smo spremenili lastnosti substratov in
inokuluma. Z nadgradnjo komercialnega sistema AMPTS Il iz 0,5 | velikosti na 5 | velikost smo
razvili in validirali napravo za eksperimente, kjer lahko uporabljamo realni inokulum iz realne
bioplinske naprave in realne substrate v taks$ni obliki kot jih dozirajo v anaerobne reaktorje na
bioplinarnah (Kolbl et al., 2014).

Ugotovitve iz eksperimenta 3

S povecanjem velikosti anaerobnih reaktorjev, novo termostatsko kopeljo in grelniki, povecanim
Stevilom in volumnom steklenic z 3 M NaOH raztopino in podaljSanimi mesali smo uspesno
nadgradili in validirali AMPTS Il na 5 I velikost. Pri pripravi eksperimenta sedaj lahko uporabljamo
realne substrate in inokulum ter velikost delcev kot na realnem modelnem merilu, zmanjsa se Cas
priprave zaradi opustitve razplinjevanja inokuluma, mletja inokuluma in substratov.
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4.2.2 Rezultati in diskusija eksperimenta 4: Primerjava metanskega donosa med 0,5 | in 5 |
modelnim merilom AMPTS II

Alikvoti, ki so bili mehansko predobdelani, imajo drugacno porazdelitev delcev v primerjavi z
neobdelanimi alikvoti. Razmerje med zac¢etnim in kon¢nim delezem suhe snovi v obmo¢ju >10 mm je
bilo 1,9 v obmocju 10 > 3 mm pa 0,4 (grafikon 6), kar jasno ponazarja, da je pri§lo do bistvenih
modifikacij pri mehanski obdelavi pri to¢no tistih velikostnih razredih, ki jih v zadnjem casu
povezujejo z bistvenim izboljSanjem produkcije metana Ze pri siliranju koruzne silaze (Herrmann et
al., 2012a; Herrmann et al., 2012b), vendar z omejenim ekonomskim profitom (Kolbl et al., 2014).
Proizveden metan v 0,5 | in 5 | reaktorjih smo normalizirali in med sabo primerjali normalizirane
vrednosti metana (Grafikon 7). Pri mehansko obdelanih vzorcih v 0,5 | reaktorjih je izplen metana bil
za 15 % visji v primerjavi z neobdelanimi vzorci v 5 1 reaktorjih, korelacija med 0,5 1 in 5 1 reaktorji je
ostala visoka (R°=0,96) (grafikon 7). Prav tako so se pri mletih vzorcih hitrosti hidrolize pove&ale tudi
do 2,5 krat. Kljub veliki organski obremenitvi reaktorjev v tem eksperimentu ni prislo do inhibicije
zaradi kratko veriznih maScobnih kislin, kot to poro¢ajo Herrmann in drugi (2012a,b) in je v skladu s
pozitivnim ucinkom zmanjSevanja velikosti delcev trdnih bioloskih odpadkov za tvorbo bioplina
(Bruni et al., 2010a; Herrmann et al., 2012a; Lauwers et al., 2013; Palmowski in Muller, 2003; Raposo
et al., 2011; Kolbl et al., 2014). 1z tega lahko sklepamo, da smo z zmanj$anjem velikosti delcev
pozitivno vplivali na proces anaerobne presnove, kar ponazarjajo tudi pomembne razlike med donosi
metana in kinetika hidrolize med 0,5 | in 5 | modelnim merilom. Vse to kaze na moznost povecanja
tvorbe metana na realnem modelnem merilu na BPE Vugja vas z uporabo mehanske predobdelave
(Kolbl et al., 2014). Objave Herrmanna in drugih (2012a,b) kazejo, da zmanj$evanje delcev pod 8 mm
ne zagotavlja niti povracila vloZene energije s pove¢anim izkoristkom tvorbe metana.
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Grafikon 6: Razlike v suhi snovi biomase iz BPE Vuc¢ja vas nehomogeniziranega (NH) in
homogeniziranega (H) vzorca za dolocitev razlik v proizvodnji metana v 0,5 1 in 5 I pilotnih reaktorjih
AMPTS (Kolbl et al., 2014).

Graph 6: The significant differences in particle size distribution of real scale aliquots for fully active
Vucja vas biogas plant reactor before (NH) and after (H) mechanical treatment imposed for

determination of mismatch in volumes of produces methane in 5 and 0,5 | AMPTS system,
respectively (Kolbl et al., 2014).
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Grafikon 7: Razlike v proizvodnji metana (normalizirana vrednost) med mehansko obdelanimi in
neobdelanimi (realnimi) vzorci pri uporabi 0,51in 51 AMPTS Il (Kolbl et al., 2014).

Graph 7: The resulting mismatch in volumes of produced methane from mechanically pretreated and
real-scale aliquots as determined using 0,5 and 5 | AMPTS Il equipment and normalized to 5 | real-
scale particle size methane production (Kolbl et al., 2014).

Ugotovitve iz eksperimenta 4

S primerjavo 0,5 | skale, kjer smo vzorce mehansko predobdelali in 5 | skale, kjer nimamo nobenih
predobdelav, smo zmanjsali napake, ki se pojavljajo zaradi modifikacij substratov in inokuluma in
pokazali, da na majhnih modelnih merilih (0,5 I) s predobdelavami precenimo biometanske potenciale.
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4.2.3 Rezultati eksperimenta 5: Test uporabe komunalnih odpadkov za pridobivanje bioplinana 5 |
Sarinem AMPTS 11

Koncentracija hlapnih organskih kislin v inokulumu pred zagonom eksperimenta je bila 4136 + 213
mg/l, celotnega anorganskega ogljika 11234 + 58 mg/l, njuno razmerje HOK/CAO = 0,368 + 0,018,
celotnega amonijskega dusika 829 + 40 mg/l in pH = 7,47.

V odpadkih A, kjer je biometanski potencial (BMP) z 30,90 + 1,39 ml CH,/g OS bil najmanjsi, so se
nahajale kavne usedline, jaj¢ne lupine, veliko papirja itd.. TakSni substrati so tezje razgradljivi in
posledi¢no je BMP pri njih manjsi. Najvec¢jo tvorbo biometana smo izmerili pri bioloskih odpadkih D
(473 £ 150 ml CH,/g OS) in E (493 + 184 ml CH,/g OS) (grafikon 8). Visji BMP lahko pripisemo
vecji koli¢ini kuhinjskih olj, ki so jih vsebovali bioloski odpadki. V bioloskih odpadkih A, B, C in G je
ve€ina metana nastala v prvih treh do Stirih dneh, medtem, ko je pri odpadkih D in E strmo narascala
prvih sedem do osem dni, nato pa je tvorba metana zacela pocasi upadati.
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Grafikon 8: Biometanski potencial bioloskih odpadkov A, B, C, D, E in G v eksperimentu 5 S
standardno deviacijo.

Graph 8: Biomethane potential of restaurant biological wastes A, B, C, D and G in experiment 5 with
standard deviation.

Vsi bioloéki odpadki so najvi§ji koeficient hidrolize dosegli prvi dan, bioloéki odpadki G

odpadki G, kjer je prvi in drugi dan dnevna tvorba metana glede na organsko obremenitev bila najvisja
in je dosegla vrednost 120 BMP/dan in 139 BMP/dan, v tem vrstnem redu, kar je okrog 75 %
celotnega BMP bioloskih odpadkov G. Pri bioloskih odpadkih C je v prvih dveh dneh nastalo okrog
72 % BMP. To lahko pripisSemo hitro razgradljivim sestavinam v bioloskih odpadkih, ki so jih
mikroorganizmi lahko hitreje uporabili za hrano in pretvorbo v metan. Najmanjsi koeficient hidrolize
smo zaznali pri bioloskih odpadkih D. V tem primeru je v prvih dveh dneh nastalo okrog 33 %
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biometanskega potenciala. Koeficient hidrolize ni kazalnik, kateri substrati bodo imeli najvisji BMP,
ampak kazalnik, pri katerih substratih bo hidroliza hitreje potekla in posledi¢no v kolik§nem casu se
bo BMP priblizal maksimalnemu BMP-ju. Na hitrost hidrolize vpliva tudi delez lignina v substratu in
prisotnost mas¢ob. V nasem primeru smo imeli razlicne vrste bioloskih odpadkov, ki so vsebovali

razlicne deleze lignina, celuloze in hemiceluloze ter razli¢ne deleze mascob v obliki olj ali masla, zato
so razli¢ni tudi koeficienti hidrolize in izmerjeni BMP-ji, ki so podani v preglednici 35.
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Grafikon 9: Koeficient hidrolize bioloskih odpadkov eksperimenta 5 s standardno deviacijo.
Graph 9: Hydrolysis coefficient of restaurant solid organic wastes in experiment 5 with standard

deviation.

Preglednica 35: Izmerjeni razli¢ni parametri v anaerobnih reaktorjih po kon¢anem eksperimentu 5 s
podano standardno deviacijo (Kolbl et al., 2014).
Table 35: Various measured parameters of samples from anaerobic reactors at the end of experiment
with standard deviations (Kolbl et al., 2014).

Vsorec Odpadki iz restavracij IzhodisEni
A B c D E G vzorec
BM1P 1 201 £10.5 310+21.4 319+11.5 473 £150 493 + 184 340 £25.5 =
[CH4g* OS™]

SS [%] 5,34 £+ 0,03 5,49 +0,07 5,67+0,1 5,61+0,13 5,60 0,07 5,53+0,09 5,53+£0,05
OS [% SS] 75,05+ 0,37 67,76 £ 0,35 74,81 £ 0,40 74,55+0,19 | 62,62+0,39 76,16 + ,044 68,38 +0,24
0S [% SM] 4,01 3,72 424 418 3,51 421 3,78

pH 7,45+ 0,01 7,44 +£0,01 7,44 £0,01 7,44 +£0,01 7,45+ 0,01 7,45+ 0,01 7,44 £ 0,00
HOK [mg/1] 2934 £ 25 2861 £7 2991 +£ 23 3014 +24 2870+ 6 2869 + 54 3203 +57
CAO [mg/l] 9867 + 54 9628 £ 74 9985 +59 9973 + 342 9650 + 45 10046 + 149 9652 + 113
HOK/CAO 0,297 £0,001 | 0,297+0,002 | 0,300 +0,001 | 0,304 +0,009 | 0,298+ 0,002 | 0,286+ 0,007 | 0,333+0,010
Ntotal [mg/I] 4331 +20 4325+10 4448 + 1 4437 +£59 4381+ 18 4112 +68 4126 + 65

NH,*-N [mg/I] 1020 £ 28 1171 £1 1010 £29 930 + 48 1065 £ 18 852 +48 1040 + 40
R%gréir]lja 10,6 16,2 85 95 10,6 17,7 6,9
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Delezi suhe snovi, organske snovi in pH po koncu eksperimenta se med razli¢nimi bioloskimi odpadki
niso bistveno razlikovali. To velja tudi za koncentracije hlapnih mascobnih kislin, ki so bile v
reaktorjih s substrati v nekoliko visjih koncentracijah kot pri kontrolnem reaktorju, kjer se je nahajal
samo inokulum. Koncentracije amonijskega dusika in amonijaka so bile izven inhibitornega obmogja,
koncentracije celotnega duSika pa med 4100 in 4500 mg/l. Najvecjo razgradnjo organske snovi so
imeli odpadki G, najmanjSo pa odpadki C in izhodi$¢éni vzorec (preglednica 35). Zakljucki iz
eksperimenta 5 so podani v poglavju 4.2.6.
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4.2.4 Rezultati eksperimenta 6: Test uporabe industrijskih odpadkov za pridobivanje bioplina na 5 |
modelnem merilu AMPTS |1

Industrijski odpadki so se med seboj razlikovali v vsebnosti SS, OS, koncentraciji dusika, velikosti
delcev in glede na to ali so bili v trdni ali teko¢i obliki, posledi¢no smo pri¢akovano izmerili tudi
razlicne metanske potenciale. Z OSMKK smo oznacili ostanke sveze mletih klavni¢nih kosti.
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Grafikon 10: BMP industrijskih odpadkov za pridobivanje biometana s standardno deviacijo, kjer
OSMKK predstavlja ostanke sveze mletih klavni¢nih kosti.

Graph 10: Biomethane potential of industry wastes for biomethane production in experiment 6 where
residues of fresh milled slaughterhouse bones is marked as OSMKK.

V vseh primerih je tvorba metana potekala najhitreje v prvih treh dnevih, ko je nastalo najve¢ metana,
kar nakazuje, da je bila mikrobna zdruzba uporabljene biomase sposobna brez vecjih prilagoditev
uporabiti nove substrate za pridobivanje bioplina. Najve¢ji BMP smo izmerili pri miceliju 271 + 7 ml
CH,/g OS, kjer je ve€ina biometana nastala v prvih §tirih dnevih, najmanjSega 186 + 38 ml CH,/g OS
pa pri lizinu (glej grafikon 10).
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Grafikon 11: Koeficient hidrolize industrijskih odpadkov za pridobivanje biometana v eksperimentu 6
s standardno deviacijo, kjer OSMKK predstavlja ostanke sveze mletih klavni¢nih kosti.

Graph 11: Hydrolysis coefficient of various industrial wastes for biomethane production used in

experiment 6 with standard deviation. OSMKK represents residues of fresh milled slaughterhouse
bones.
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Najvegji koeficient hidrolize ky = 1,0965 d™ so imeli anaerobni reaktorji z micelijem. V prvih dveh
dnevih je tukaj hidroliza potekala najhitreje, tvorba metana je prvi dan dosegla ze 47 % celotne tvorbe
metana. Pri OSMKK je prvi dan BMP dosegel 27 % kon¢nega BMP-ja. Dnevni biometanski potencial
kvasa je prvi dan znasal 88,5 BMP/dan, kar je 35,4 % kon¢nega BMP, koeficient hidrolize pa je bil
0,5472. Najman;jsi koeficient hidrolize ky = 0,2588 d™* je imel substrat lizin, kjer je prvi dan dnevni
BMP znasal 25 BMP/dan, kar je 13 % kon¢nega BMP-ja (Grafikon 11).
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Grafikon 12: SS in OS industrijskih odpadkov za pridobivanje biometana po kon¢anem eksperimentu
s standardno deviacijo, kjer OSMKK predstavlja ostanke sveze mletih klavni¢nih kosti.

Graph 12: TS and VS of various industrial wastes for biomethane production used in experiment 6 at
the end of anaerobic process. OSMKK represents residues of fresh milled slaughterhouse bones.
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Grafikon 13: HOK, CAO in HOK/CAO industrijskih odpadkov za pridobivanje biometana po
koncanem eksperimentu 6 s standardno deviacijo, kjer OSMKK predstavlja ostanke sveze mletih
klavni¢nih kosti.

Graph 13: VOA, TAC and VOA/TAC of various industrial wastes for biomethane production used in
experiment 6 at the end of anaerobic process. OSMKK represents residues of fresh milled
slaughterhouse bones.
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Delezi SS in OS se po koncanem eksperimentu med razlicnimi anaerobnimi reaktorji niso bistveno
razlikovali. Pri lizinu smo zaznali nekoliko vi§jo koncentracijo hlapnih organskih kislin, ki so se
povecale zaradi dodajanja lizina, ki je aminokislina. Vendar do inhibicije ni prislo, saj je sistem imel
zadostno alkalnost, ki pomaga pri uravnavanju pH. Alkalnost je znaSala okrog 18.000 mg/l. Kvas in
izhodis¢ni vzorec CCN Saleske doline sta imela manj§i HOK in CAO v primerjavi z ostalimi
industrijskimi odpadki, med sabo se pa bistveno nista razlikovala (glej grafikon 13).

Najvedjo razgradnjo organske snovi smo opazili pri kvasu (19,9 %), sledi izhodigéni vzorec CCN
Saleske doline s 17 %, nato micelij s 14,6 %, OSMKK s 13,5 %, izhodi§¢ni vzorec BPE Sijanec s 13,8
% in lizin s 11,5 %.

Koncentracije amonijskega dusika so bile v vseh primerih izven inhibitornega podroc¢ja in se med
seboj niso bistveno razlikovale. Nizjo koncentracijo amonijskega dusika sta imela le izhodi$¢ni vzorec
CCN Saleske doline in kvas, kjer je kot inokulum bila uporabljena biomasa iz omenjene CN. Pri
anaerobnih reaktorjih z micelijem in OSMKK po kon¢anem eksperimentu je koncentracija celotnega
dusika znasala med 5357 + 89 mg/l in 5487 + 86 mg/l, v tem vrstnem redu, kar je za priblizno 20 %
manj kot pri izhodi§énem vzorcu BPE Sijanec (glej grafikon 14).
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Grafikon 14: Koncentracija dusika, amonijskega dusika in pH industrijskih odpadkov za pridobivanje
biometana po kon¢anem eksperimentu 6 s standardno deviacijo, kKjer OSMKK predstavlja ostanke
sveze mletih klavni¢nih kosti.

Graph 14: Total nitrogen, ammonium nitrogen concentrations and pH of various industrial wastes for

biomethane production used in experiment 6 at the end of anaerobic process. OSMKK represents
residues of fresh milled slaughterhouse bones.
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4.2.5 Rezultati eksperimenta 7: Test uporabe surovin kmetijskega izvora za pridobivanje bioplina na
5| Sarinem AMPTS 1|

Biometanski potencial kmetijskih substratov je prikazan na grafikonu 15. Med vsemi substrati sta
podoben BMP imeli muskatna buca in krmna repa, in sicer 366,2 + 43 ml CH,/g OS in 371,9 + 4,2 ml
CH4/g OS. Najvecji BMP, ki je znasal 439,2 + 84 ml CH,/g OS, smo opazili pri gnili muskatni buci.

Koeficienti hidrolize substratov kmetijskega izvora se med seboj niso bistveno razlikovali in so se
gibali med 0,7600 in 0,8625 (grafikon 16). Vsi substrati so Ze po prvem dnevu dosegli med 53 in 58 %
kon¢nega BMP-ja, po drugem dnevu pa med 73 in 79 % konénega BMP-ja. Nato je dnevna tvorba
metana zacela upadati in se po desetem dnevu ni vec bistveno spremenila.
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Grafikon 15: BMP substratov, ki izvirajo iz kmetijstva s standardno deviacijo v eksperimentu 7.
Graph 15: BMP of substrates origin from agriculture in experiment 7 with standard deviation.
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Grafikon 16: Koeficient hidrolize substratov kmetijskega izvora v eksperimentu 7.

Graph 16: Hydrolysis coefficient of substrates origin from agriculture in experiment 7.
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Preglednica 36: Izmerjeni razli¢ni parametri v anaerobnih reaktorjih s substrati kmetijskega izvora po
kon¢anem eksperimentu 7 s podano standardno deviacijo.

Table 36: Characteristics of anaerobic digesters amended with agricultural substrates at the end of
experiment 7 with standard deviation.

Gnila muskatna Muskatna Inokulum BPE

Parameter Krmna repa . . ..

buda buca Sijanec
SS [%0] 520+0,11 5,13+0,04 5,25+0,16 5,29 £0,20
0S [% SS] 75,40 £ 0,35 74,60 +£ 0,25 75,10 + 0,84 71,07 £ 0,72
pH 7,39 +£0,01 7,47 £0,01 7,43 £0,01 7,47 £0,01
HOK [mg/1] 2878 £18 3126 £20 2950 +20 4136 +213
CAO [mg/l] 9561 + 104 10777 + 143 10293 + 54 11233 £ 57
HOK/CAO 0,301 + 0,004 0,290 £ 0,01 0,287 + 0,003 0,370 + 0,020
Niotar [Ma/1] 4270 £ 67 4618 +£250 4503+ 116 3906 + 42
NH,*-N [mg/I] 866 + 36 894 + 90 1047 £ 74 829 +41
Razgradnja OS [%6] 8,6 7,1 11,4 7,2

Nastajanje metana se je najverjetneje upocasnilo, ker so lazje dostopne organske snovi
mikroorganizmi ze razgradili, teZje dostopne razgradljive snovi pa jim $e niso bile na razpolago v taki
obliki, da bi jih lahko porabili. Po kon¢anem eksperimentu je v reaktorjih, ki smo jim dodali substrate,
ostalo nekoliko ve¢ OS (% SS) kot v izhodisénem vzorcu, delez SS pa je bil manjsi, saj smo
substratom na zacetku dodali tudi vodo. Vsebnost HOK in CAO se med substrati ni bistveno
razlikovala, nekoliko vi§jo koncentracijo HOK smo zaznali pri izhodi$¢nem vzorcu. Koncentracije
amonijskega dusika so bile v vseh primerih pod toksi¢nimi koncentracijami, koncentracija celotnega
dusika pa je znaSala 3906 = 42 mg/l za izhodi$¢ni vzorec in 4618 + 250 mg/l za reaktorje, ki so
vsebovali gnilo muskatno buco. Razgradnja organske snovi se je pri substratih na koncu eksperimenta
gibala med 7,1 in 11 % (glej preglednico 36).

4.2.6 Ugotovitve iz eksperimentov 5, 6 in 7

Bioloski odpadki predstavljajo dobro alternativo energetskim rastlinam za pridobivanje bioplina v
procesu anaerobne presnove. Anaerobna presnova, kjer kot substrat uporabljamo bioloske komunalne
odpadke, je zelo zahteven proces. Bioloski odpadki iz razli¢nih virov se med seboj razlikujejo. Na
koli¢ino metana, ki se bo proizvedla, tako vplivajo: vrsta odpadkov, vsebnost soli, vsebnost mascob,
vsebnost vlaken, organska obremenitev anaerobnih reaktorjev, velikost delcev, temperatura procesa in
drugi vplivi. Najve¢ji problem predstavlja nehomogenost odpadkov, zaradi Cesar lahko pride do
preobremenjenosti in kopicenja mascobnih kislin, kar upo€asni proces tvorjenja metana. Zato je
potrebno dnevno spremljanje delovanja reaktorjev, da ¢im bolj zmanjSamo dnevna nihanja v
proizvodnji metana, ki se jim zaradi narave bioloskih odpadkov ne moremo izogniti. Namesto
mezofilnega temperaturnega obmocja lahko preidemo na termofilno obmocje, kjer razgradnja poteka
hitreje, velikost anaerobnih reaktorjev se zmanjsa, prav tako pa se zaradi vi§je temperature zmanjsa
Stevilo patogenih mikroorganizmov. Vendar pa je =zaradi obcutljivosti mikroorganizmov na
spremembe v temperaturi proces tezje voditi. Bioloski odpadki lahko vsebujejo tudi primesi kot so;
les, plastika, kovina in steklo, zato je nujno, da se take odpadke ze zbira loCeno. Prav tako je pred
doziranjem v anaerobne reaktorje potrebna groba mehanska predobdelava, kjer se velikost delcev
zmanjsa, saj se v bioloske odpadke odlagajo organsko razgradljivi materiali, ki so lahko tudi vecjih
dimenzij.
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Pri substratih industrijskega izvora smo v primeru lizina opazili povecano koncentracijo hlapnih kislin,
zato tega substrata ne priporo¢amo za pridobivanje bioplina. Posebna pozornost je potrebna tudi pri
uporabi micelija, saj v anaerobnih reaktorjih pri uporabi vecje koliine tega substrata prihaja do
penjenja, kar pa lahko zamasi plinske cevi na bioplinskih elektrarnah, v najslabSem primeru pa
uhajanje pen iz anaerobnega reaktorja.



112 Kolbl, S. 2014. Izboljsava anacrobne presnove blata iz komunalnih &istilnih naprav in lignoceluloznih substratov pri pridobivanju bioplina.
Dokt. dis. Ljubljana, UL FGG, Podiplomski §tudij Grajeno okolje.

4.2.7 Rezultati in diskusija eksperimenta 8: MoZnost uporabe hidrolitskih encimov za povecanje
tvorbe metana iz tritikale in blata iz CCN Saleske doline na 5 | Sarfenm AMPTS 11

Vpliv dodajanja hidrolitski encimov tritikali in blatu iz CN smo prikazali na grafih 17 in 18. Z
mesanico encimov Novozymes smo pri tritikali dosegli 38 % povecanje tvorbe metana glede na
izhodis¢ni vzorec in 22 % pove¢anje metana pri reaktorjih, ki so vsebovali blato s CN in smo jim
dodajali encime Novozymes v primerjavi z izhodi§¢nim vzorcem. Pri dodajanju encimov Micropan
Biogas ni priSlo do bistvenega povecanja tvorbe biometana, ¢eprav je povpreéno povecanje znaSalo
med 6 in 8 %. Encime in zive kulture, ki se nahajajo v dodatkih za poveCanje tvorbe metana, je v
nekaterih primerih potrebno dozirati daljSe casovno obdobje, da bi lahko videli njihov u¢inek (Kolbl et
al., 2014). Razlike, ki smo jih zaznali v naSem eksperimentu, so v okviru ze prej opazenih razlik pri
drugih avtorjih (Quifiones et al., 2012; Zieminski et al., 2012; Bruni et al., 2010b). Nasi eksperimenti
so bili izvedeni z realnimi velikostmi delcev, kot se jih dozira v fermentorje na bioplinarnah, zato so
tudi razlike, ki so nastale med encimsko obdelanimi in neobdelanimi reaktorji v okviru realnega
modelnega merila.
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Grafikon 17: Biometanski potencial blata iz CN Saleske doline in predobdelave blata s hidrolitskimi
encimi Novozymes in Micropan Bioga s standardno deviacijo pri eksperimentu 8 kot funkcija casa
(Kolbl et al., 2014).

Graph 17: Specific methane yield produced in experiment 8 as a function of time from WWTP Saleska
valey amended with municipal wastewater sludge and treated with hydrolytic enzymes Novozymes
and Micropan Biogas (Kolbl et al., 2014).

Iz biometanskih potencialov smo izracunali tudi koeficiente hidrolize. Koeficient hidrolize se je za
reaktorje z dodajanjem encimov v primeru blata iz CN v primerjavi s kontrolo brez dodajanja encimov
povedal. Za encime Micropan v eksperimentu z blatom iz CN je znadal 0,539 = 0,1 d*, za encime
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Novozymes pa 0,500 + 0,06 d™*, kar tudi prikazuje, da se je ve¢ina metana v obeh primerih proizvedla
ze drugi dan po zagonu eksperimenta (grafikon 17 in 18). V eksperimentu s tritikalo je koeficient
hidrolize znasal 0,282 +0,024 d™. Ce smo tritikali dodali encime Micropan Biogas, je koeficient
hidrolize znasal 0,256 + 0,018 d™, bistveno pa se je povedal pri dodajajnu encimov Novozymes, in
sicer na 0,332 + 0,013 d* (glej grafikona 19 in 20).
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Grafikon 18: Koeficient hidrolize k. blata CN in dodajanja encimov Micropan Biogas ter Novozymes

s standardno deviacijo.

Graph 18: Hydrolysis coefficient of WWS and WWS treated with hydrolytic enzymes Micropan

Biogas and Novozymes.
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Grafikon 19: Specifi¢ni komulativni izplen metana na 5 | modelnem merilu z AMPTS Il kot funkcija
Casa za inokulum iz BPE Sijanec in substrata tritikale z dodajanjem hidroliti¢nih encimov Micropan
Biogas in Novozymes s standardno deviacijo (Kolbl et al., 2014).

Graph 19: Specific methane yield produced in 5 I AMPTS Il test as a function of time from BGP
Sijanec inoculum amended with triticale and treated with hydrolytic enzymes Novozymes and

Micropan Biogas (Kolbl et al., 2014).
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V primeru tritikale koeficienta hidrolize z encimi Novozymes in z encimi Micropan Biogas po
vrednosti nista veliko odstopala od pozitivne kontrole. Do takih majhnih razlik med reaktorji z
izhodi$nim vzorcem in reaktorji, obdelanimi z encimi, je najverjetneje prislo zaradi narave
lignoceluloznega substrata tritikale, kjer celuloza ni dostopna zaradi ovoja lignina in hemiceluloze, ki
delujeta kot $¢it pred mikrobnimi napadi. Lignin je anaerobno skorajda nemogoce razgraditi,
enostavnejsi dostop do hemiceluloze in celuloze pa ovira sama zgradba tritikale. Delovanje dodatka
Micropan Biogas najverjetneje ni bilo tako u¢inkovito, da bi se hitrost hidrolize in s tem koeficient
hidrolize bistveno povecala. Na drugi strani je viden le za 6 do 8 % vecji izplen biometana v
primerjavi z izhodis¢nim vzorcem, kar lahko pripisemo temu, da so se lazje razgradljive snovi ob
dodajanju Micropan Biogas prej in lazje razgradile oziroma so encimi Micropan Biogas pospesili
razgradnjo lazje razgradljivih in dostopnej$ih snovi, kar je Se bolj ocitno za encime Novozymes, kjer
je tvorba metana ob¢utno narasla.

Z analizami NDV, KDL in KDV, ki so opisane v poglavju 2.9, smo doloc¢ili tudi deleZe lignina,
celuloze in hemiceluloze v primeru tritikale. Odstotki lignina, celuloze in hemiceluloze se med
reaktorji bistveno niso razlikovali. Dodatno dozirani lignin, hemiceluloza in celuloza v obliki tritikale,
so se s pomo¢jo mikroorganizmov razgradili do te mere, da je njihovo razmerje bilo podobno razmerju
pri izhodis§énem vzorcu, Kjer ni bil doziran noben substrat. VVsebnost celuloze v anaerobnih reaktorjih
je bila med 14,5 in 16,6 %, hemiceluloze med 25,1 do 27,9 % in lignina med 57,4 in 58,5 %. Delez
hemiceluloze pri tritikali, ki smo ji dodajali encime Novozymes, je v primerjavi z izhodi§¢nimi
vzorcem manjsi za 2,8 %, deleza celuloze in hemiceluloze se bistveno nista spremenila. Rezultati
meritev so prikazani na grafikonu 21 in 22. Na podlagi rezultatov lahko sklepamo, da se zaradi
doziranja encimov delezi lignina, hemiceluloze in celuloze v primerjavi s pozitivho kontrolo niso
spremenili. Doziranje encimov ni pripomoglo k boljsi razgradnji lignina, celuloze in hemiceluloze do
te mere, da bi to v nasem eksperimentu lahko zaznali, saj smo imeli zaprt sistem in koli¢insko okrog
6,6 krat ve¢ inokuluma kot substrata (grafikon 21).
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Grafikon 20: Koeficient hidrolize ky za inokulum iz BPE Sijanec in substrat tritikala in dodajanja
encimov Micropan Biogas ter Novozymes s standardno deviacijo.

Graph 20: Hydrolysis coefficient of triticale and triticale treated with hydrolytic enzymes Micropan
Biogas nad Novozymes.

Razlike v spremembah celuloze, hemiceluloze in lignina so zelo majhne tudi pri normaliziranih
vrednostih (grafikon 22), predvidevamo da so zakrite zaradi ozadja lignoceluloznega inokuluma
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(biomase). Zato so za opazovanje sprememb lignina, celuloze, hemiceluloze, vpliva encimov in
produkcije metana pomembne $tudije na kontinuiranih reaktorjih, kjer se lahko priblizamo realnemu
delovanju anaerobnega procesa.
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Grafikon 21: Delez celuloze, hemiceluloze in lignina v posameznih reaktorjih pri eksperimentu z
inokulumom iz BPE Sijanec, tritikalo in dodajanjem encimov Micropan Biogas in Novozymes po 34
dneh s standardno deviacijo.

Graph 21: Cellulose, hemicelulose and lignin share in anaerobic reactors at the end of experiment 9,
using inoculum from BGP Sijanec amended with triticale and pretreated with Novozymes and
Micropan Biogas.
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Grafikon 22: Normalizirana vsebnost celuloze, hemiceluloze in lignina v posameznih reaktorjih pri
eksperimentu z inokulumom iz BPE Sijanec, tritikalo in dodajanjem encimov Micropan Biogas in
Novozymes po 34 dneh s standardno deviacijo.

Graph 22: Normalized cellulose, hemicelulose and lignin share in anaerobic reactors at the end of
experiment 9, using inoculum from BGP Sijanec amended with triticale and pretreated with
Novozymes and Micropan Biogas.
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Grafikon 23: Suha snhov (SS), organska snov (OS) in pH v pilotnih reaktorjih po 34 dneh procesa
anaerobne presnove s standardno deviacijo pri eksperimentu 9.

Graph 23: Total solids (TS), volatile solids (VS) and pH in anaerobic pilot reactors at the end of 34
days experiment number 9.

V reaktorjih, kjer smo dodajali encime, je prislo do boljse razgradnje organske snovi v primerjavi z
reaktorji z izhodi$¢nim vzorcem (biomasa + substrat), saj je bila vsebnost organske snovi glede na SS
nekoliko niZja. Z dodajanjem encimov Micropan Biogas smo pri tritikali dosegli 17 % razgradnjo
organske snovi, z dodajanjem encimov Novozymes pa 15,8 %. Brez encimske obdelave je razgradnja
organske snovi pri tritikali bila samo 7,9 %. Podobno smo zaznali pri blatu iz CN, kjer je razgradnja
OS samo blata znasala 9,6 %, pri dodajanju encimov Micropan Biogas in Novozymes pa se je
povecala na 25 % in 27,2 % v tem vrstnem redu. Vecja razgradnja organske snovi pomeni, da se je
organska masa pretvorila v bioplin, vendar v razli¢ne deleze ogljikovega dioksida in metana, kar je
tudi razvidno iz biometanskih potencialov, kjer je najve¢ metana nastalo pri reaktorjih, ki smo jim
dodajali encime Novozymes, pri podobni organski razgradnji dodajanja Micropan Biogas pa je metana
nastalo bistveno manj. Vrednost pH pri eksperimentu s tritikalo se je gibala med 7,20 in 7,35, pri
eksperimentu z blatom iz CN pa je bila med 7,35 in 7,50 ter je bila znotraj ugodnih pogojev za proces
anaerobne razgradnje (grafikon 23).

Razmerje med hlapnimi organskimi kislinami (HOK) in celotnim anorganskim ogljikom (CAOQO) se
med reaktorji pri eksperimentu s tritikalo ni bistveno razlikovalo in se je gibalo okrog 0,300. Pri
eksperimentu z blatom iz CN je bilo to razmerje nekoliko visje, med 0,320 in 0,350. Tako razmerje
nakazuje, da je reaktor ustrezno organsko obremenjen (grafikon 24).
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Grafikon 24: Vsebnost hlapnih organskih kislin (HOK) in celotnega anorganskega ogljika (CAO) po
kon&ani anaerobni presnovi tritikale in blata iz CN ter dodajanju encimov Micropan Biogas in
Novozymes, z uporabo inokuluma iz BPE Sijane in CCN Saleske doline in podanimi standardnimi
deviacijami. Z rumeno so oznaéeni vzorci eksperimenta s trititikalo (T), z rdeco pa vzorci z blatom iz
CN (B).

Graph 24: Volatile organic acids (VOA)V and total inorganic garbon (TIC) concentrations at the end of
experiment 9, using inocula from BGP Sijanec and WWTP Saleska valley amended with triticale and
WW sludge and pretreated with Novozymes and Micropan Biogas, where samples from experiment
with tritical are coloured yellow and marked with (T) and samples of experiment with wastewater
sludge (B) are coloured red.

Po koncanem eksperimentu se koncentracije celotnega dusika pri tritikali niso bistveno razlikovale.
Najvecjo koncentracijo med 4145 in 4212 mg/I so imeli SarZni reaktorji s tritikalo, ki smo jim dodajali
encime Micropan Biogas in Novozymes, najmanjSo pa kontrola z glukozo (grafikon 25).
Koncentracija amonijskega dusika se je v vseh naSih primerih gibala pod mejo 1500 mg/l, ki je
toksi¢na za mikroorganizme (Chernicharo, 2007).

V anaerobnih reaktorjih smo po 34 dneh izmerili tudi koncentracijo topnega KPK (grafikon 26).
Najveéja vrednost topnega KPK pred eksperimentom je bila pri tritikali in je znaSala 18,65 g KPK/I,
pri inokulumu iz BPE Sijanec, ki smo ga uporabili za tritikalo, pa 11,13 g KPK/I. Po 34 dneh je
najvecja koncentracija KPK, ki je znasala 18,57 g KPK/I, bila pri reaktorju, ki je vseboval tritikalo.
Najmanj topnega KPK na koncu eksperimenta pri tritikali je bilo v primeru dodajanja encimov
Novozymes, kar bi lahko nakazovalo da so mikroorganizmi substrate, ki so se raztopili v vodi, delno
Ze porabili za pridobivanje metana. Koncentracija se je gibala okrog 14,8 + 0,27 g KPK/I. Nekoliko
vi§ja je bila koncentracija KPK pri doziranju encimov Micropan Biogas. Rezultati za tritikalo in blato
iz CN so podani na grafkonu 26. Koncentracija topnega KPK blata iz CN pred eksperimentom je bila
5,03 g KPK/I, inokuluma pa 7,31 g KPK/l. Po 34 dneh med razli¢nimi reaktorji ni bilo zaznati vecje
razlike v koncentraciji KPK. Nekoliko pri eksperimentu s tritikalo izstopa topen KPK pri predobdelavi
s hidrolitskimi encimi Novozymes, ki je v primerjavi z Micropan Biogas manjsi za 7 %. V primeru



118 Kolbl, S. 2014. 1zboljava anaerobne presnove blata iz komunalnih ¢istilnih naprav in lignoceluloznih substratov pri pridobivanju bioplina.
Dokt. dis. Ljubljana, UL FGG, Podiplomski §tudij Grajeno okolje.

blata iz CN so reaktorji, ki so bili predobdelani z encimi Novozymes, po 34 dneh imeli najvegji
biometanski potencial in najmanj$o koncentracijo topnega KPK.
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Grafikon 25: Koncentracija celotnega in amonijskega dusika po 34 dneh procesa anaerobne presnove v
Sarznih pilotnih reaktorjih eksperimenta s tritikalo in blatom iz CN ter dodajanja encimov Micropan
Biogas in Novozymes z uporabo inokuluma iz BPE Sijanec in CCN Saleske doline in podanimi
standardnimi deviacijami.. Z rumeno so oznaceni vzorci eksperimenta s trititkalo (T) na koncu
eksperimenta, z rde¢o pa vzorci iz eksperimenta s blatom iz CN (B).

Graph 25: Total nitrogen and ammonium nitrogen concentrations at the end of experiment 9, using
inocula from BGP Sijanec and WWTP Saleska valley amended with triticale and WW sludge and
pretreated with Novozymes and Micropan Biogas, where samples from experiment with triticale are
coloured yellow and marked with (T) and samples from experiment are coloured red with wastewater
sludge with (B).
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Grafikon 26: Koncentracija topnega KPK v 5 I pilotnih reaktorjih po 34 dneh v posameznih reaktorjih
pri eksperimentu dodajanja hidrolitskih encimov Micropan Biogas in Novozymes tritikali in blatu iz
CN s standardno deviacijo ter koncentracije topnega KPK tritikale, blata iz CN, inokuluma iz BPE
Sijanec in inokuluma iz CN Saleske doline pred zagonom eksperimenta. Z rumeno in modrimi stolpci
so oznaceni vzorci eksperimenta s tritikalo (T) po koncu eksperimenta, z rumeno in zelenimi stolpci
vzorci tritikale in inokuluma iz BPE Sijanec pred zagonom eksperimenta. Z modro so oznaceni vzorci
eksperimenta z blatom iz CN (B) po koncu eksperimenta, z rdeo pa blata iz CN in inokuluma iz CN
pred zagonom eksperimenta.

Graph 26: Soluble COD concentrations before the start and at the end of experiment 9, using inocula
from BGP Sijanec and WWTP Saleska valley amended with triticale and WW sludge and pretreated
with Novozymes and Micropan Biogas, where samples at the end of experiment with ftriticale are
coloured yellow and have blue column and are marked with (T), samples of triticale and inoculum
from BGP Sijanec before the start of experiment are marked yellow and have green columns. Samples
marked with blue colour and blue columns are from experiment with wastewater sludge at the end of
experiment (B), samples of wastewater sludge and inoculum from wastewater plant before the sta are
coloured red with wastewater sludge with (B).

Za oceno stroskov in koristi obeh bioplinskih elektrarn smo uporabili model stroSkov in koristi, ki je
prikazan na sliki 51. Izbrali smo podoben postopek, kot so ga uporabili Herrmann in drugi (2012b). Za
izraun smo uporabili najmanjso porast v proizvodnji metana zaradi dodajanja hidrolitskih encimov,
pod katero bi bioplinarna delovala z izgubo. Porast obratovalnih stroSkov zaradi nakupa, skladis¢enja,
ravnanja in doziranja se uravnotezi s pove¢ano tvorbo metana in prihranki, ki izhajajo iz zagotovljene
odkupne cene elektri¢ne energije v istem tarifnem razredu (koli¢insko proizvajamo enako koli¢ino
elektricne energije, zaradi manjSe zagotovljene cene odkupa glede na velikostni razred bioplinske
elektrarne). Zato so prihranki povezani z zmanj$anjem koli¢ine potrebnega substrata (v primeru BPE
Sijanec) in zmanj$anju porabe zunanje elektri¢ne energije (BPE Sijanec in CCN Saleske doline).
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Prerac¢une smo naredili tudi za realno modelno merilo, katerih podrobnosti zaradi poslovnih razlogov
ne smemo objaviti v doktorski nalogi. Celotno pokritje stroskov, ob dodajanju hidrolitskih encimov na
realnem modelnem merilu, bi dosegli pri 8 % vec¢ji produkciji metana (5 krat manjs$a tvorba kot smo jo
opazili v Sarznih eksperimentih), kar nakazuje na velik potencial za oc€itno ucinkovito izboljSanje

pretvorbe substratov na obeh bioplinskih elektrarnah, kljub razlikam v uporabljenih substratih.

Dodatni vplivi na zmanj$anje Vviskoznosti in posledicno manjSo porabo elektricne energije so

predstavljali dodatne prihranke, ki bi se jih spladalo raziskati na BPE Sijanec in CCN Saleske doline

(Kolbl et al., 2014).

Slika 51: Shematski prikaz postopka analize stroskov in koristi za dolocitev najmanj$ega donosa
metana, ki pokrije stroske za predobdelavo substratov s hidrolitskimi encimi na BPE Sijanec in CCN
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Saleske doline (Kolbl et al., 2014).

Figure 51: Schematic outline of cost-benefit procedure used to determine the lowest increase in
methane yields needed to cover the expenses of hydrolytic enzyme application in agricultural biogas

plant Sijanec and MWWTP of Saleska waley (Kolbl et al., 2014).
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Stopnja povecanja prirastka metana v nasem eksperimentu je podobna eksperimentom drugih avtorjev

(Mudhoo, 2012; Carlsson et al., 2012), ki so pri Sarznih reaktorjih dosegli med 8 in 45 % povecanje

tvorbe metana. V eksperimentu smo prikazali naslednje izboljsave (Kolbl et al., 2014):
1.

Z uporabo inokulumov iz realnega modelnega merila, brez modifikacij, kot so razplinjevanje,
dodajanje mikroelementov, redcenje in mletje ali filtriranje, smo minimizirali vpliv izbire
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o

inokuluma in s tem zagotovili, da je inokulum ohranil tako funkcionalno kvaliteto, kot jo ima v
anaerobnem reaktorju na realnem modelnem merilu v ¢asu vzoréenja. Edina modifikacija pri
takem sistemu je transport inokuluma do laboratorija in polnjenje pilotnih reaktorjev.

Substrati, ki smo jih testirali v naSem eksperimentu, se uporabljajo na teh dveh bioplinskih
napravah, zaradi ¢esa nam ni treba uvesti dobe aklimatizacije.

Da bi posnemali in imeli take pogoje, kot so na realnih bioplinskih napravah, je nasa organska
obremenitev in velikost delcev substratov v 5 | pilotnih reaktorjih bila taksna, kot je v realnih
anaerobnih reaktorjih, iz katerih smo pridobili inokulum.

Ker substratov in inokuluma predhodno nismo mleli, smo skraj$ali ¢as priprave eksperimentov.

Z uporabo hidrolitskih encimov smo v obeh primerih ob¢utno povecali tvorbo biometana.

Ocene iz analize stroskov in koristi kazejo, da Zze 8 % poveCana tvorba metana vrne stroske
predobdelave substratov s hidrolitskimi encimi.
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4.2.8 Rezultati in diskusija eksperimenta 9: MoZnost uporabe BMP blata iz CN in kombinacija 7
bioloskimi odpadki za pridobivanje bioplina na 5 | §arfnem AMPTS 11

Po zagonu AMPTS Il je proces anaerobne presnove deloval. Anaerobna presnova je potekala 32 dni.
Vecina biometana se je v vseh primerih ustvarila v prvih 3 dnevih, nato je nastajanje metana pocasi
nara$calo. Najvec¢ji BMP so dosegli bioloski odpadki, ta je znasal 241,5 + 15,7 ml CH,/g OS, medtem
ko je BMP blata iz CN bil le 165,9 + 1 ml CH,/g OS. Kljub 31 % manjsemu BMP blata iz CN smo pri
kombinaciji blata iz CN in bioloskih odpadkov dosegli 244,7 + 12,3 ml CH,/g OS. Iz tega lahko
sklepamo, da iz BMP posameznih substratov ni mogoce napovedati kaksen bo BMP kombinacij
substratov in s kombiniranjem substratov z manjsim BMP lahko dosezemo povecanje BMP-ja
(grafikon 27).
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Grafikon 27: Tvorba metana v 32 dneh glede na organsko obremenitev blata iz CN in bioloskih

odpadkov s standardno deviacijo.

Graph 27: Cumulative methane yield of biological wastes, wastewater sludge and their combination
after 32 days with standard deviation.
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Grafikon 28: Koeficient hidrolize blata iz CN, organskih odpadkov in njune kombinacije v

eksperimentu 9 s standardno deviacijo.

Graph 28: Hydrolysis coefficient of biological wastes, wastewater sludge and their combination as a
function of time in experiment 9 with standard deviation.
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Najvedji koeficient hidrolize je pri bil blatu iz CN doseZen Ze prvi dan in je znagal 0,659 + 0,012 d™.
Pri ostalih substratih je bil maksimum dosezen drugi dan. Najvedji koeficient hidrolize so dosegli
biologki odpadki (0,879 + 0,020 d™), priblizno enakega pa kombinacija blata iz CN in bioloskih
odpadkov (0,541 + 0,012 d™) (grafikon 28).

Vsebnosti suhe snovi, organske snovi in pH po 34 dnevih se med posameznimi reaktorji niso bistveno
razlikovale, kar je prikazano na grafu 29. pH se je gibal v obmocju 7,5, vsebnost SS okrog 4,2 % , OS
v suhi snovi okrog 65 % in OS v sveZzi masi okrog 2,8.
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Grafikon 29: Suha snov (SS), organska snov (OS) in pH v anaerobnih reaktorjih pri eksperimentu
dolo¢evanja BMP blata iz CN, bioloskih odpadkov in njunih kombinacij po 32 dneh s standardno
deviacijo.
Graph 29: Total solids, volatile solids and pH in anaerobic pilot reactors amended with biological
wastes, wastewater sludge and their combination after 32 days of experiment 9 with standard
deviation.

Pri merjenju HOK, CAO in HOK/CAQO nismo zaznali bistvenih razlik (grafikon 30). Najmanjsa
koncentracija hlapnih maséobnih kislin (HMK) je bila pri bioloskih odpadkih. Do veéje standardne
deviacije je najverjetneje prislo zaradi same narave bioloskih odpadkov, ki vsebujejo razlicne oblike
dostopne hrane in vsebujejo ve&je delce v primerjavi s teko¢im blatom iz CN. Slaba lastnost bioloskih
odpadkov je, da lahko vsebujejo tudi nezaZelene anorganske snovi, kot so plastika, les, kovine. Te
snovi lahko poskodujejo ¢rpalke, zamasijo cevi, v anaerobnih reaktorjih spros¢ajo toksi¢ne snovi. Zato
je pred doziranjem bioloskih odpadkov treba le te sortirati in take tujke odstraniti. Visje razmerje med
HOK/CAO v vseh primerih nakazuje, da bi na realnem modelnem merilu organsko obremenitev
morali nekoliko zmanjsati, da ne bi prislo do prenasi¢enosti. Posledi¢no bi se lahko porusilo
ravnovesje med mikroorganizmi, proces hidrolize bi potekal pocasneje, kopiciti pa bi se pricele
kisline, kar bi pomenilo padec pH, umiranje metanogenih mikroorganizmov in posledi¢no vedno
slabso tvorbo metana ali celo zaustavitev procesa nastajanja metana.
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Grafikon 30: Hlapne organske kisline (HOK), celotni anorganski ogljik (CAO) in HOK/CAO po 32
dnevih v anaerobnih reaktorjih pri eksperimentu doloevanja BMP blata iz CN in bioloskih odpadkov
s standardno deviacijo.

Graph 30: Volatile organic acids and total anorganic carbon concentrations after 32 days of
experiment 9, using inoculum from WWTP SaleSka valey amended with WW sludge and biological
waste and their combinations.
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Grafikon 31: Koncentracija celotnega duSika in amonijskega dusika po 32 dneh v anaerobnih
reaktorjih pri eksperimentu doloéevanja BMP kvasa, blata iz CN in bioloskih odpadkov s standardno
deviacijo.

Graph 31: Total nitrogen and ammonium nitrogen concentrations at the end of experiment 9, using

inoculum from WWTP Saleska valley amended with WW sludge and biological waste and their
combinations with standard deviation.

NajmanjSa koncentracija dusika in amonijskega dusika po 32 dnevih je bila v biomasi (inokulumu
CN), malenkost je narasla v ostalih anaerobnih reaktorjih, kar je podano na grafikonu 31, vendar
ve¢jih bistvenih razlik med reaktorji nismo zaznali. Najvecjo koncentracijo amonijskega dusika smo
izmerili pri blatu iz CN (607 mg/1). Koncentracije NH,"-N so bile pod 1500 mg/l, pri katerih pride do
toksinosti za anaerobne mikroorganizme in poslediCno ustavitve procesa anaerobne presnove
(grafikon 31).
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Ugotovitve iz eksperimenta 9

Kombinacija bioloskih odpadkov in blata iz CN se je izkazala kot zelo dobra. Koncentracija
amonijskega dusika je po pri¢akovanjih ostala pod mejo toksi¢nosti. S predhodno anaerobno presnovo
bioloskih odpadkov proizvedemo bioplin, digestat pa lahko naprej uporabimo kot kompost, ob
predpostavki, da ne presega zakonsko predpisanih koncentracij tezkih kovin in drugih toksi¢nih snovi.
Za bolj podrobno analizo tvorjenja biometana in vpliv sestave bioloSkih odpadkov na izplen metana bi
bilo potrebno izvesti kontinuirani anaerobni proces na pilotni napravi. Prav tako je treba upostevati
tudi stroske transporta bioloskih odpadkov na bioplinsko elektrarno.
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4.2.9 Rezultati eksperimenta 10: MoZnost uporabe blata iz CCN Saleske doline, zelenega odreza ter
njunih kombinacij za pridobivanje bioplina na 5 | Sarinem AMPTS 11

Rezultati tvorbe metana so prikazani na grafikonu 32. Najve¢ metana je nastalo v reaktorjih, kjer smo
imeli 95 % organske snovi blata iz CN in 5 % organske snovi zelenega odreza. V tem primeru je
biometanski potencial znasal 487 + 23 ml CH,/g OS. Vse ostale kombinacije so imele bistveno man;jsi
biometanski potencial, ki se je gibal med 264 + 27 in 309 + 43 ml CH,/g OS. Najman;jsi BMP 148 +
30 ml CH4/g OS je pricakovano bil pri zelenem odrezu. Zeleni odrez vsebuje vecji deleZ lignina, ki je
anaerobno nerazgradljiv, zato je posledi¢no tudi BMP manjsi. Najve¢ metana se je vV vseh primerih
ustvarilo prvih 8 do 10 dni, nato je dnevna tvorba metana zacela upadati in se umirjati. To nastajanje
metana je nekoliko bolj postopno v primerjavi z ostalimi eksperimenti, kjer se je vefina metana
ustvarila ze v prvih petih dnevih, zato so tudi koeficienti hidrolize v vseh primerih nekoliko nizji kot
so bili pri ostalih eksperimentih. VVzroke za to lahko najdemo v povecani koncentraciji amonijskega
dusika in vi§jemu pH ter posledi¢no povecani koncentraciji prostega amonijaka NHj, ki ovira
delovanje metanogenih arhej in s tem zmanj$a nastajanje metana.
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Grafikon 32: Biometanski potencial blata iz CN ter zelenega odreza (ZO) in njune kombinacije v
razli¢nih razmerjih organske snovi kot funkcijo ¢asa in podano standardno deviacijo.

Graph 32: Cumulative methane vyield of wastewater sludge, green cuttings (ZO) and their
combinations based on organic loading ratios as function of time and given standard deviation.

Zaradi postopne produkcije metana v vseh primerih so si podobni tudi koeficienti hidrolize. 1z
koeficientov hidrolize lahko razberemo, da je bila tvorba metana najveéja prvi dan po zagonu
eksperimenta, razen pri kombinaciji 95 % blata iz CN in zelenega odreza, ki je maksimum dosegla
osmi dan. Drugi in tretji dan je dnevna tvorba metana v vseh primerih nekoliko upadla, nato pa spet
narasla. Njihova vrednost se je gibala od 0,19713 d™ do 0,383712 d™. Po dvanajstem dnevu je tvorba
metana zacela pocasi upadati (preglednica 37).



Kolbl, S. 2014. Izboljsava anaerobne presnove blata iz komunalnih &istilnih naprav in lignoceluloznih substratov pri pridobivanju bioplina. 127

Dokt. dis. Ljubljana, UL FGG, Podiplomski $tudij Grajeno okolje.

Vsebnosti suhe snovi, organske snovi in pH se med reaktorji niso bistveno razlikovale (grafikon 32).
Najvisjo vsebnost suhih snovi po 40 dneh so imeli reaktorji z glukozo (7,77 + 0,25 %), najmanjSo pa
zeleni odrez (6,84 + 0,56 %), ki je prav tako imel najmanj$o vsebnost organskih snovi (65,13 %

oziroma 4,46 %).

Preglednica 37: Biometanski potencial blata iz CN in zelenega odreza (ZO) ter njune kombinacije
glede na razmerje organske snovi po koncu eksperimenta s standardno deviacijo in koeficient

hidrolize.

Table 37: Biomethane potential and hydrolysis coefficient of wastewater sludge, green cuttings and
their combinations relating to organic loadings, at the end of experiment with standard deviation.

Substrat BMP [ml CH,/g OS] K [d™]

zeleni odrez (ZO) 148 =30 0,238377
3,525 g OS iz blata CN + 3,525 g OS iz ZO 264 +27 0,329677
5,2875 g OS iz blata CN + 1,7625 g OS iz ZO 270 + 42 0,383712
5,9925 g OS iz blata CN + 1,0579 g OS iz ZO 287+ 16 0,259219
6,345 g OS iz blata CN + 0,705 g OS iz ZO 309 + 43 0,197131
6,6975 g OS iz blata CN + 0,3525 g OS iz ZO 487 +23 0,317916
blato CN 452 + 17 0,213277
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Grafikon 33: Vsebnost SS, OS in pH v Sarznem eksperimentu z zelenim odrezom in kombinacijami
blata iz CN in zelenega odreza glede na vsebnost organske snovi po 40 dnevih. Podane so standardne

deviacije meritev.

Graph 33: Total solids, volatile solids and pH of wastewater sludge, green cuttings and their
combinations relating to their organic loading and glucose after 40 days with standard deviations.

Vsebnost HOK in CAO se pri vseh reaktorjih ni bistveno razlikovala. Rezultati so podani na grafikonu
34. Koncentracija HOK je bila med 6096 mg/l in 6569 mg/l, koncentracija celotnega anorganskega
ogljika (CAO) med 32596 mg/I in 35937 mg/l, njuno razmerje pa med 0,177 in 0,195.
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Grafikon 34: Koncentracija hlapnih organskih kislin (HOK) in celotnega anorganskega ogljika (CAQ)
ter razmerje med HOK/CAO s podanimi standardnimi deviacijami za eksperiment z zelenim odrezom
in kombinacijami z blatom iz CN pri razliénih delezih organske obremenitve blata iz CN in zelenega
odreza, ki smo ga oznacili z ZO v $arznih reaktorjih po 40 dnevih.

Graph 34: Volatile organic acids and total inorganic carbon concentrations and their ratio (HOK/CAQ)
of wastewater sludge, green cuttings and their combinations and glucose after 40 days in batch
reactors. Green cuttings were marked with ZO.

7000 600
= 6000 - .
2
£ 5000 -
< - 400 _
I 4000 - E
z - 300 =
£ 3000 - =
- z
2 - 200
7 2000 |
1000 - - 100
0 -0

3 z = + + + + + <

g O Q z z z z Z §

£ 2 o 5o Co Do S o Co x

>N = g ﬁsN EN SN EN EN =)

= < S S . SN =N N =B

3 g 3 T8 33 33 313

g % ég ég ég ég é'g, N celotni

Fi N N 0 i 58 N N H4+-N

E Qo o~ Q< Qo 0o

£ @ & e & 5o et NH3

i a i) S o
w wy N

Grafikon 35: Koncentracija celotnega dusika, amonijskega dusika in amonijaka po 40 dnevih v
anaerobnih reaktorjih pri dolo¢evanja BMP v $arznem sistemu z zelenim odrezom, blatom iz CN,
njunimi kombinacijami pri razliénih delezih organske obremenitve blata iz CN in zelenega odrez, ki
smo ga oznacili z ZO v Sarznih reaktorjih po 40 dnevih, s standardno deviacijo.

Graph 35: Total nitrogen, ammonium nitrogen and ammonia concentrations of reactors with
wastewater sludge, green cuttings and their combionations after 40 days in batch reactors. Green
cuttings were marked with ZO.
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Manjsi BMP zelenega odreza smo pricakovali zaradi same strukture tega substrata, saj je lignin tisti, ki
upocasnjuje proces anaerobne presnove. Lignin deluje kot zaS¢ita, ki onemogoca razgradljivim delom
substrata, da bi se hidrolizirali (Hendriks and Zeeman, 2009).

Ugotovitve iz eksperimenta 10

Pri uporabi zelenega odreza moramo biti pozorni na sledece:

starost zelenega odreza,

delez lignina v zelenem odrezu (lignin ni anaerobno razgradljiv),

velikostne frakcije zelenega odreza so prevelike za takojSno doziranje v anaerobni reaktor,
zato ga je treba predhodno mehansko obdelati,

treba je upostevati transportne stroske za kosnjo in transport zelenega odreza,

¢e uporabljamo zeleni odrez, ki smo ga pridobili iz obcestnih jarkov, lahko vsebuje povecane
koncentracije tezkih kovin,

veje, ki jih ponavadi vsebuje, je potrebno odstraniti,

&e elimo zeleni odrez uporabljati kot kosubstrat na CN, je treba modificirati dozirni sistem in
Crpalke,

glede majhnega prirastka metana je ekonomska upravi¢enost uporabe zelenega odreza
vprasljiva,

Koli¢ina zelenega odreza je odvisna od letnega ¢asa in ni vedno na razpolago, zato ni celoletni
vir substrata za BPE.
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4.2.10 Rezultati in diskusija eksperimenta 11: Test optimizacije anaerobne presnove s
kombiniranjem dehidriranega papirniSkega blata iz procesa Kraft, papirniskega blata Paloma,
bioloskih odpadkov iz gospodinjstev in koruzne silaZe s 5 | SarZnim AMPTS 11

V eksperimentu so oznake substratov naslednje:
e A =dehidrirano blato iz procesa Kraft,
e B =dehidrirano blato iz Palome,
e C =koruzna silaza,
e D = bioloski odpadki,
e A+ B =dehidrirano blato iz procesa Kraft + dehidrirano blato iz Palome
e A + C =dechidrirano blato iz procesa Kraft + koruzna silaza
e A+ D = dehidrirano blato iz procesa Kraft + bioloski odpadki
e B + C =dehidrirano blato iz Palome + koruzna silaza
e B+ D =dehidrirano blato iz Palome + bioloski odpadki
e D+ C =koruzna silaza + bioloski odpadki
e A+ C+ D = dehidrirano blato iz procesa Kraft + koruzna silaza + bioloski odpadki
e B+ C+ D =dehidrirano blato iz Palome + koruzna silaZza + bioloski odpadki
e A+ B+ C+ D =dehidrirano blato iz procesa Kraft + dehidrirano blato iz Palome + koruzna
silaza + bioloski odpadki

Biometanski potencial odpadnega papirniSkega dehidriranega blata iz procesa Kraft (A) in
dehidriranega blata iz Palome (B) (grafikon 36) je v primerjavi s klasiénimi substrati, kot sta koruzna
silaza (C) in bioloski odpadki (D), obcutno manjsi. Pri blatu iz Palome dobimo iz 1 tone substrata 3,5
krat manj metana v primerjavi s koruzno silazo, v primeru dehidriranega blata iz procesa Kraft (A) pa
se proces anaerobne presnove ustavi. Koli¢ina metana, ki se je proizvedla v reaktorjih z dehidriranim
blatom (A), je bila manjsa od koli¢ine metana, proizvedene v kontrolnih reaktorjih brez dodajanja
substrata. Pri reaktorjih, ki so vsebovali dehidrirano blato, smo izmerili tudi do Stiri krat visjo
koncentracijo topnega KPK kot pri ostalih, kar potrjuje, da je bil proces metanogneze inhibiran.
Manjs$o inhibicijo smo zaznali tudi pri ostalih reaktorjih, ki so vsebovali dehidrirano blato s
kombinacijo z ostalimi substrati (preglednica 38). Z zmanjSevanjem deleza dehidriranega blata (A) v
reaktorjih se je tudi zmanj$ala inhibicija (Kolbl et. al., 2014).

Narejene so bile tudi kombinacije omenjenih substratov, ki so podane v preglednici 38. Najve¢ji izplen
metana pri kofermentaciji s Palomo, kjer je bilo razmerje med organskimi obremenitvami med
substrati 1:1, je bil v primeru bioloskih odpadkov in blata iz Palome, vendar Se vedno ob¢utno manjsi
kot pri fermentaciji bioloskih odpadkov in nekoliko manj$i od fermentacije koruzne silaze, ¢e
primerjamo BMP glede na koli¢ino vhodnega substrata. Najvecji BMP = 367 + 72 ml CH,/g OS smo
izmerili pri kombinaciji koruzne silaZe in organskih odpadkov. Med posameznimi substrati je bil po
pricakovanjih najvecji izplen BMP dosezen pri bioloskih odpadkih, kjer se je vecina metana
proizvedla ze v prvih Sestih dneh. Substrati Paloma, bioloski odpadki ter koruzna silaza inokulumu
niso predstavljali nobenih bistvenih problemov glede njihove razgradnje v metan. Tako je na primer
pri blatu Paloma v obdobju 15 dni, med 20 in 35 dnevom nastalo Se dodatnih 32 % metana, kar
nakazuje na primernost inokuluma kljub temu, da ga nismo prej inkubirali nekaj dni pri temperaturi 38
°C in na njegovo sposobnost, da lahko razgradi nov lignocelulozni substrat pri organski obremenitvi
10 g OS/I. Na splosno velja, da sekundarnemu dehidriranemu blatu iz papirniske industrije
primanjkuje hranilnih snovi, kot to navajajo razli¢ni avtorji (Bayr in Rintala, 2012; Hagelqvist, 2013;
Karlsson et al., 2011), vendar v nasem primeru blata iz Palome tega nismo opazili (Kolbl et al., 2014).
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Grafikon 36: Akumulirana tvorba metana kot funkcija ¢asa za razlicne kombinacije papirniSkega
odpadnega blata iz dveh papirnic (oznaka A in B), koruzne silaze (oznateno s C) in bioloSkih
odpadkov (oznaceno z D) v eksperimentu kofermentacije. Metan, ki se je proizvedel pri izhodi§¢nem
vzorcu (samo inokulum), smo odsteli, zato dobimo negativne vrednosti v reaktorjih z inhibicijo (Kolbl
etal., 2014).

Graph 36: Acumulated methane produced as function of time from various combinations of
dehydrated wastewater sludge from Kraft process (marked as A), dehydrated wastewater sludge from
Paloma (marked as B), maize silage (marked as C) and OFMSW (marked as D) in codigestion
process. The background methane produced from control (inoculum) was substracted generating
negative values in inhibited reactors (Kolbl et al., 2014).
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Grafikon 37: Kombinacije specificnih metanskih potencialov s standardno deviacijo za dve vrsti
papirniSkega odpadnega blata (oznaka A in B), koruzne silaze (ozna¢eno s C) in bioloskih odpadkov
(oznaceno z D) in njihovih razlicnih kombinacij (Kolbl et al., 2014).

Graph 37: Biomethane potentials in codigestion experiment of paper pulp sludges (A and B), silo
maize (C), OFMSW (D) and their various combinations (Kolbl et al., 2014).
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Preglednica 38: Biometanski potencial substratov, koncentracije topnega KPK in koeficienti hidrolize
substratov iz papirniske industrije v kombinaciji s koruzno silazo in bioloskimi odpadki s standardno
deviacijo v reaktorjih na koncu eksperimentov (Kolbl et al., 2014).

Table 38: Biomethane potential, soluble COD concentration and hydrolysis coefficient of substrates
from paper mill industry with combination of silo maize and organic fraction of municipal solid
wastes (OFMSW) with standard deviation (Kolbl et al., 2014).

Substrat BMP [ml CH,/g OS] Topen KPK [g/I] ki [d7]
A = dehidrirano blato iz procesa Kraft -140,4+0,6 92,97 -
B = dehidrirano blato iz Palome 74+£172 14,32 0,540585
C = koruzna silaza, 256,1+4,1 22,88 0,676756
D = bioloski odpadki 371+ 104 30,02 0,78483
A+B -84,3+ 14,4 61,80 -
A+C -105,2 +2.7 69,28 0,156503
A+D -132,7+0,9 64,42 -
B+C 187 +249 32,84 0,478363
B+D 224 £443 25,23 0,79227
C+D 367 £ 72 26,20 0,52944
A+C+D 90+24,9 57,84 0,501811
B+C+D 212+33 31,06 0,708125
A+B+C+D 146 £ 224 35,09 0,663812
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Grafikon 38: Vsebnost SS in OS v reaktorjih za dve vrsti papirniskega odpadnega blata (oznaka A in
B), koruzne silaze (oznaceno s C) in bioloskih odpadkov (oznaceno z D) in njihovih razli¢nih
kombinacij na koncu eksperimenta 11 s podanimi standardnimi deviacijami.

Graph 38: Total solids and volatile solids of anaerobic reactors containing paper pulp sludges (A and
B), silo maize (C), organic fraction of municipal solid wastes - OFMSW (D) and their combinations at
the end of experiment 11 with standard deviations.
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Med doloéanjem suhe snovi, organske snovi in merjenjem koli¢ine nastalega metana je bilo v primeru
dehidriranega papirniskega blata Kraft (A) zaznati izrazitejsi vonj po zveplu (H,S) in gnilih jajcih.
Zveplo lahko v presezenih mejnih koncentracijah zavre proces anaerobne presnove in poskoduje
plinski motor.

Pri kombinacijah s papirniskim blatom iz procesa Kraft smo opazili tudi vi§jo koncentracijo hlapnih
organskih kislin v primerjavi s kombinacijami brez papirniskega blata Kraft. Koncentracija HOK je v
primerih A+D in A+C dosegla 9415 in 8156 mg/l, takrat smo zaznali tudi moc¢no inhibicijo, z
zmanjS$evanjem deleza blata pa se je koncentracija HOK zmanjSala na podobno koncentracijo, kot so
jo imele kombinacije ostalih substratov (grafikon 39).
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Grafikon 39: Hlapne organske kisline (HOK) in celotni anorganski ogljik (CAO) v reaktorjih na koncu
eksperimenta 11 za dve vrsti papirniSkega odpadnega blata (oznaka A in B), koruzne silaZe (oznaéeno
s C) in bioloskih odpadkov (oznaéeno z D) in njihovih razli¢nih kombinacij.

Graph 39: Volatile organic acids (VOA) and total inorganic carbon (TAC) in anaerobic reactors

containing paper pulp sludges (A and B), silo maize (C), organic fraction of municipal solid wastes -
OFMSW (D) and their combinations at the end of experiment 11 with standard deviations.

Z zmanjSevanjem deleza papirniskega blata (A) je pH v reaktorjih iz 7,24 narastel na 7,66, ki je v
izven inhibitornega obmocja za anaerobne arheje. Koncentracija amonijskega dusika je v vseh
primerih bila zunaj inhibitornega obmocja (grafikon 40).
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Grafikon 40: Koncentracija celotnega dusika, amonijskega dusika NH4"-N in pH v reaktorjih na koncu
eksperimenta 11 za dve vrsti papirniSkega odpadnega blata (oznaka A in B), koruzne silaZze (ozna¢eno
s C) in bioloskih odpadkov (oznaceno z D) in njihovih razli¢nih kombinacij.

Graph 40: Total nitrogen, ammonia nitrogen and pH in anaerobic reactors containing paper pulp

sludges (A and B), silo maize (C), organic fraction of municipal solid wastes - OFMSW (D) and their
combinations at the end of experiment 11 with standard deviations.

Ugotovitve iz eksperimenta 11

e Kombinacija razli¢nih substratov je lahko na eni strani reSitev za povecanje prirastka
biometana in na drugi strani moznost za zmanjSanje odvisnosti od uporabe energetskih rastlin
za pridobivanje bioplina in uporabe samo enega substrata.

e Koruzna silaza in ostale energetske rastline po naSem mnenju nimajo dolgoro¢ne perspektive
za pridobivanje bioplina zaradi tekmovanja s hrano in eti¢nih meril uporabe.

o Kofermentacija lahko predstavlja u¢inkovit postopen nacin, kako opustiti energetske rastline
in za pridobivanje bioplina uporabiti sicer energetsko manj ucinkovite biolosko razgradljive
substrate, ki v okolici predstavljajo ostanke iz razli¢nih industrij in kmetijstva.

e Pred uporabo dolocenega substrata in kombinacij substratov je smiselno njihov medsebojni
odziv, kar se ti¢e produkcije metana in potencialno toksi¢nih snovi, eksperimentalno preveriti
ter dolociti njihov optimum, glede na koli¢ino substrata, ki nam bo na razpolago.

e Najvedji biometanski potencial Smo v nasem eksperimentu dosegli z bioloskimi odpadki ter s
kombinacijo bioloskih odpadkov in koruzne silaze.
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4.2.11 Primerjava izmerjenih BMP z rezultati iz literature

Biometanski potenciali substratov iz naSih eksperimentov so bili primerljivi z BMP substratov iz
literature (Grafikon 41). Velika nihanja v produkciji metana pri substratih istega razreda, ki smo jih
zaznali v nasih eksperimentih (na primer pri bioloskih odpadkih), so se pojavila tudi pri meritvah
drugih avtorjev, kjer so bile uporabljene tudi razlicne metode pri sestavljanju reaktorjev. Vendar se
variabilnost izmerjenih metanskih donosov med Sarzami za organske odpadke ni bistveno razlikovala
od raztrosa metanskih donosov bioloskih odpadkov, ki jih najdemo v literaturi, kot so to podali
Raposo in drugi (2011). Razprsenost objavljenih podatkov lahko pripis§emo razlicnim pristopom k
pripravi AMPTS, predobdelavam, dodatkom, modelnemu merilu in stradanju, ki se med posameznimi
Studijami razlikujejo in predstavljajo vir variabilnosti ocene metanskega donosa. Nasprotno pa nase
analize razli¢nih SarZ istega substratnega razreda na 5 | nemodificirane pilotnem modelnem merilu
kazejo, da so razlike znotraj istega substratnega razreda dejansko lahko zelo velike, tudi do + 80 %
(npr. substratni razred §t. 10 na grafikonu 41) (Kolbl et al., 2014). Tabela zbranih metanskih
potencialov, ki smo jih zbrali iz literature, je podana v Prilogi D.
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Grafikon 41: Primerjava variabilnosti BMP znotraj razredov substratov: Meritve iz literature v
primerjavi z meritvami iz nasih eksperimentov na nadgrajenem 5 | modelnem merilu AMPTS Il ter
razlicne Sarze substratov znotraj istega razreda substratov. V grafikonu Stevilke pomenijo naslednje
substrate: 1 — sekundarno papirnisko blato, 2 — koruzna silaza, 3 — tritikala, 4 — pSeniéni otrobi, 5 —
koruzna polenta, 6 — klavni¢ni ostanki, 7 — lizin, 8 — micelij, 9 — pivovarniski kvas, 10 — bioloski
odpadki, 11 — krmna repa, 12 - muskatna buca, 13 — gnila muskatna buéa, 14 — blato iz KCN (Kolbl et

al. 2014).

Graph 41: High variability in methane yields within substrate classes observed in published literature
in comparison to methane yields obtained using novel 5 1 AMPTS Il equipment and different batches
of substrates from the same substrate classes. The Graph numbers indicate the following substrates: 1 -
secondary sludge of paper mill, 2 — silo maize, 3 - triticale, 4 - wheat bran, 5 - corn meal, 6 — slaughter
house wastes, 7 - lysine, 8 - mycelium, 9 - brewing yeast, 10 - OFMSW, 11 - forage turnips, 12 -
muscat pumpkin, 13 - Muscovy rotten pumpkin, 14 - sludge from municipal wastewater treatment
plant (Kolbl et al., 2014).
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Ugotovitve primerjav izmerjenih BMP z rezultati iz literature

Razlike v metanskih donosih pri uporabi 5 | AMPTS Il in enaki pripravi eksperimentov ter analiz smo
zaznali samo pri substratih istega razreda. Zaradi takih razlik med substrati istega razreda, razli¢nimi
pripravami, velikostnimi modelnimi merili eksperimentov, razli¢nimi viri inokulumov in posledi¢no
razlicnimi lastnostmi vhodnih komponent, je za bolj objektivne odlocitve na realnem modelnem
merilu treba izvesti eksperimente, ki vsebujejo realni inokulum in substrate, da se izmerjeni BMP ¢im
bolj priblizajo tistim na realnem modelnem merilu. Z BMP dolo¢imo, kaksen bi potencialno lahko bil
biometanski izplen nekega substrata, vendar dolgoroéno ne moremo predvideti obnaSanja procesa, kot
¢e bi doloCeno vrsto substrata v anaerobni reaktor dozirali dnevno. Zato so potrebne raziskave na
semi-kontinuiranem pilotnem modelnem merilu, ki jih podajamo v naslednjem poglavju.
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4.3 Rezultati semi-kontinuiranih eksperimentov na nadgrajenem 51 AMPTS 11

4.3.1 Rezultati in diskusija eksperimenta 12: MozZnost uporabe ultrazvoka in hidrolitskih encimov za
pridobivanje biometana iz blata CCN Saleske doline na 5 | semi-kontuniuranem AMPTS 11

V prvem delu podajamo rezultate sprememb lastnosti blata 1 in blata 2 iz CCN Saleske doline zaradi
predobdelave z ultrazvokom.

4.3.1.1 Vpliv ultrazvoka na spremembo dusika in fosforja v blatu CN

Ultrazvo¢no obdelanemu blatu 2 (kot substratu) se je koncentracija celotnega fosforja v primerjavi z
neobdelanim blatom (340 mg/l) v vseh primerih povecala. Koncentracija fosforja je najbolj narasla pri
specifiéni energiji 18394 kJ kg™ SS (to je pri UZ1-2) in sicer na 460 mg/l. Pri UZ2-2 in UZ2-3 je
koncentracija celotnega fosforja padla na 393 in 392 mg/l, pri najdaljSem Casu predobdelave z
ultrazvokom pa je znaSala 346 mg/l. Vrednost celotnega dusSika pri neobdelanem in ultrazvocno
obdelanem blatu 2 se je gibala med 210 in 423 mg/l. Najvec nitratnega dusika 200 mg/1 pri blatu 2, je
bilo pri 15 minutni predobdelavi z ultrazvokom, najmanj pa pri 10 minutni predobdelavi. Vsebnost
dusika po Kjeldahlu se je pri vzorcih z blatom 2 gibala med 135 in 233 mg/l. Rezultati meritev so
prikazani na grafikonu 42.
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Grafikon 42: Koncentracije celotnega fosforja (TP), celotnega dusika (TN), nitratnega (NOz N),
amonijskega dusika (NH,*-N) in dusika po Kjehldahlu (TKN) vhodnega blata 1 in blata 2 iz CN pred
in po obdelavi z ultrazvokom pred doziranjem v anaerobni reaktor.

Graph 42: Concentrations of total phosphorus (TP), total nitrogen (TN), nitrate (NO; N), ammonium
nitrogen (NO4"-N) and Kjehldahl nitrogen (TKN) of wastewater sludge 1 and 2 before and after
ultrasound pretreatment and before dosing to anaerobic digesters.
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Pri predobdelavi z ultrazvokom smo izmerili tudi velikost delcev. Z ultrazvokom so se delci zmanjsali,
v manjSi meri pa so se sprostile tudi znotrajceli¢ne snovi, ki so botrovale k povecanju topnega KPK
(grafikona 45 in 46). Ve¢je zmanjsanje delcev smo dosegli pri vi§jih dovedenih specifi¢nih energijah
ultrazvoka oziroma pri daljSem Casu predobdelave z ultrazvokom. V preglednici 39 in 40 so prikazane
spremembe v velikosti delcev pri razli¢nih specifi¢nih energijah. Oznake d10, d50 in d90 pomenijo, da
ima 10 %, 50 % in 90 % delcev (glede na volumen) manjsi ali enak premer kot je pri d10, d50 in d90.

Pri blatu 1 smo najvedje zmanj$anje velikosti delcev dosegli pri specifi¢ni energiji 5002 kJ kg™ SS.
Povprec¢na velikost delca se je v tem primeru zmanjsala za 67,4 %. Pri podaljSevanju casa
predobdelave z ultrazvokom se je povprecna velikost delcev nekoliko povecala, kar nakazuje, da je
prislo do blagega ponovnega zlepljenja delcev in je 15 minutna predobdelava z ultrazvokom
predstavljala mejno velikost, do katere so se delci v blatu 1 lahko zmanjsali. Show in drugi (2007)
navajajo, da so vezne sile v mikro kosmih (celicah) mnogo bolj mo¢ne kot tiste v makro kosmih, ki so
sestavljene iz rahlih zdruzZenih vezi. Najverjetneje je povrSina makro kosmov, ki je izpostavljena
ultrazvoku, vec€ja in zato pride do vecjega obsega raztrganja in zmanjSanja delcev. Tudi pri
predobdelavi blata 2 z ultrazvokom je bila Ze 10 minutna predobdelava zadostna za zmanjSanje delcev.
Velikost delcev neobdelanega blata 1 in 2 v nasem primeru je bila za 65 % manjsa od velikosti delcev
blata v eksperimentih Erdena in Fillibei-ja (2010), prav tako velikost delcev obdelanih z ultrazvokom.

Odstotek (%)

200

e[ 1eobdelano blato | J7]1 =~ eesees uz2

uz3 uz4

Grafikon 43: Porazdelitev velikosti delcev pri prvem sklopu blata 1 z vsebnostjo suhe snovi 3,5 % in
razliénih ¢asih obdelave z ultrazvokom.

Graph 43: Particle size distribution of wastewater sludge 1 that contained 3,5 % TS as a function of
ultrasound pretreatment time.

Pri blatu 2 smo z ultrazvokom velikost delcev glede na srednjo velikost delca (mean particle size
based on volume weight) zmanjsali za 75 %. Pri blatu 1 smo opazili nakazovanje na ponovno
zlepljanje delcev pri predobdelavi daljsi od 10 minut (UZ3-1; preglednica 39). Pri ultrazvo¢ni obdelavi
blata 2 smo pri porazdelitvi velikosti delcev UZ2-2 in UZ3-2 opazili dva vrhova, ki sta najverjetneje

nastala zaradi u¢inkovitejSega zmanjSevanja manjsih delcev kot vecjih, kar navajajo tudi Pilli et al.
(2011).
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Preglednica 39: Sprememba velikosti delcev blata 1 s suho snovjo 3,5 % pri razli¢nih specifiénih

energijah.

Table 39: Change in particle size of wastewater sludge 1 that contained 3,5 % TS as a function of
specific energy.

Specifi¢na energija D(4,3) [um] — | velikost z najvisjo
’ [kJ kg™ SS]gJ d10 [m] | dS0 [um] | S0 [um] (povi)r[cl:éjg frekvenco [Jumi
Blato 1 0 5,7 28,5 83,9 37,7 54,02
uzi-1 3335 2 13,4 54,7 21,8 37,79
uzz2-1 5002 1,8 9,3 27,1 12,3 12,12
uz3-1 6669 15 9,7 40 15,8 10,65
uz4-1 8337 15 8,9 38 15 10,65

Pri blatu 2 ni prislo do ponovnega zlepljenja delcev. Povprecna velikost delcev se je zmanjSala za 75,1

%, in sicer iz 38,5 um na 9,6 um, Kar je prikazano v preglednici 40. Porazdelitev velikosti delcev je
prikazana v grafikonu 44.
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Grafikon 44: Porazdelitev velikosti delcev pri drugem sklopu blata 2 z vsebnostjo suhe snovi 1,1 % in
razli¢nih ¢asih obdelave z ultrazvokom.

Graph 44: Particle size distribution of wastewater sludge 2 that contained 1,1 % TS as a function of
ultrasound pretreatment time.

S predobdelavo blata z ultrazvokom smo vplivali tudi na razgradnjo blata (DD). Na grafikonu 45 je
prikazana stopnja razgradnje blata 1, ki se je spreminjala glede na specificno energijo. Najvecjo
stopnjo razgradnje blata 1, ki je znagala 18,11 %, smo dosegli pri specifiéni energiji 5002 kJ kg™ SS.
Z vecanjem specificne energije je stopnja razgradnje zacela upadati. Podoben, a obraten vpliv smo
zaznali tudi pri velikosti delcev. Tam, kjer se je velikost delcev zmanjSevala, je stopnja razgradnje
naraS¢ala. Maksimalno stopnjo razgradnje in najmanjSo povprecno velikost delcev smo dosegli pri
enaki specifini energiji. Pri pojavu ponovnega Sibkega zlepljenja delcev se je zacela zmanjSevati tudi
stopnja razgradnje blata 1.
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Preglednica 40: Sprememba velikosti delcev blata 2 s suho snovjo 1,1 % pri razli¢nih specifi¢nih
energijah.

Table 40: Change in particle size of wastewater sludge 2 that contained 1,1 % TS as a function of
specific energy.

Specifi¢na energija D(4,3) [um] | velikost z najvisjo
’ [kJ kg™ SS]gJ d10 [ym] | d50 fum] | d90 [um] (povi)l:::léjg frekvenco [Jumi
Blato 2 0 3,9 26,7 91,4 38,5 57,64
uzl-2 18394 15 8,6 39,6 15,2 8,21
uz2-2 27590 15 8,5 46,5 16,9 7,21
uz3-2 36787 1,2 7,5 39,7 145 7,21
uz4 -2 45984 1,1 6 23,6 9,6 7,45
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Grafikon 45: Stopnja razgradnje (DD) blata 1 in sprememba koncentracije topnega KPK blata 1 v
odvisnosti od specifi¢ne energije (SE).

Graph 45: Disintegration degree (DD) and changes in soluble COD concentration of WWS-1 as a
function of specific energy (SE).

Stopnja razgradnje blata 1 je sovpadala tudi s koncentracijo topnega KPK. Pri specifi¢ni energiji 5002
kJ kg™ SS (UZ1-2) smo dosegli koncentracijo topnega KPK 2316 mg/l, kar $e dodatno potrjuje, da
smo v tem obmoc¢ju dosegli bolj intenzivno raztrganje trdnih snovi. Z ve¢anjem specifi¢ne energije je
koncentracija topnega KPK v blatu 1 zacela upadati. Torej je do neke mere koncentracija topnega
KPK narasScala, nato pa je zacela upadati, kar je prikazano tudi v raziskavah Erdena in Fillibeli-ja
(2010). ZmanjSevanje stopnje razgradnje si lahko razlagamo z mocénim oksidativnim vplivom
radikalov, kot to omenjata Zze Erden in Fillibeli (2009).
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Grafikon 46: Stopnja razgradnje (DD) blata 2 in sprememba koncentracije topnega KPK blata 2 v
odvisnosti od specificne energije (SE).

Graph 46: Disintegration degree (DD) and changes in soluble COD concentration of WWS-2 as a
function of specific energy (SE).

Pri predobdelavi blata z ultrazvokom, le tega nismo hladili, zato se je posledi¢no s podalj$anjem Casa
obdelave zacelo segrevati. Temperatura obdelanega blata je zacela naras€ati, v nasprotju z rezultati
Erdena in Fillibelija (2010) pa se pH vrednost ni spreminjala. Pri preodobdelavi blata-1 z ultrazvokom
ni bilo zaznati spremembe v pH, zacetni pH neobdelanega blata in konéni pH z ultrazvokom
obdelanega blata je znasal 5,76. Temperatura je iz 20,5 °C po 25 minutni predobdelavi z ultrazvokom
narasla na 58 °C. Pri blatu 2 tudi nismo opazili nobene vecje bistvene spremembe. Zaradi manjSe
gostote blata 2 je temperatura po dovedeni najvecji specifi¢ni energiji, ki je bila za 551 % vi§ja od SE
dovedene pri blatu 1, narasla na 70 °C. Zaradi narave blata se najverjetneje iz lipidov niso sprostile
aminokisline, posledi¢no pa tudi ni prislo do zmanjSanja pH. Pri tako nizkem pH je do te pretvorbe
mogoce ze prislo brez predobdelave oziroma je bila koncentracija aminokislin v vzorcih blata Ze tako
visoka, da nadaljnje izlo¢anje le teh ni spremenilo pH.

Pri vi§jih temperaturah hitrost hidrolize naraste, kar lahko privede od povecane produkcije organskih
kislin (Batstone in Jensen, 2011). Vendar tudi toplota, ki se je sprostila pri predobdelavi z ultrazvokom
ni bistveno zmanj$ala pH v blatu 1 in blatu 2. Wang et al., (2005) so raziskovali mehanizem
razgradnje blata z ultrazvokom. Pri blatu z vi§jim pH in enako dolzino predobdelave z ultrazvokom so
opazili, da se sprosti ve¢ topnega KPK kot pri blatu z niZjim pH. Pri kinetiénem modelu, kjer je bila
odvisna spremenljivka stopnja razgrandnje, so ugotovili, da ima koncentracija blata (SS) majhen vpliv
na stopnjo razgradnje, velik vpliv pa imajo pH, intenziteta ultrazvoka in gostota ultrazvoka. Na
podlagi tega lahko za na$ eksperiment predvidevamo, da je blato 1 brez predobdelave Ze bilo na meji
maksimalne topnosti oziroma se topnost kljub predobdelavi z ultrazvokom ni dosti povecala, zato tudi
vpliv na anaerobno presnovo ni bil tako izrazit. K temu je najverjetneje pripomogel tudi nizek pH, saj
povecanje izlo¢anja topnega KPK naras¢a z vecanjem pH, kaj so predstavili tudi Wang et al. (2005).
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Grafikon 47: Spreminjanje temperature in pH blata 1 pri obdelavi z ultrazvokom v odvisnosti od
specificne energije.

Graph 47: Temperature and pH variations of wastewater sludge 1 supernatant as a function of specific
energy.
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Grafikon 48: Spreminjanje temperature in pH blata 2 pri obdelavi z ultrazvokom v odvisnosti od
specifi¢ne energije.

Graph 48: Temperature and pH variations of wastewater sludge 2 supernatant as a function of specific
energy.

Pri blatu 1 je koncentracija dusSika v supernatantu narascala z naras¢anjem specifi¢ne energije, in sicer
iz 1010 mg/l na 1540 mg/l, kar je 52,5 % povedanje pri specifi¢ni energiji 8337 kJ kg™ SS in
reakcijskem casu 25 minut. Koncentracija fosforja v supernatantu blata 1 je do specificne energije
5002 kJ kg SS in reakcijskega asa 15 minut podasi narai¢ala iz 43 mg/l na 50 mg/l, nato je
koncentracija za¢ela strmo naras¢ati in pri specifi¢ni energiji 8337 kJ kg™ SS in reakcijskem Gasu 25
minut dosegla najvi§jo vrednost 68 mg/l, kar je 58,1 % poveCanje koncentracije v primerjavi z
neobdelanim blatom, kar je prikazano tudi na grafikonu 49.
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Grafikon 49: Gibanje dusika in fosforja supernatanta blata 1 obdelanega z ultrazvokom pri razli¢ni
specificni energiji.

Graph 49: Phosphorus and nitrogen concentrations of wastewater sludge 1 supernatant as a function of
specific energy.

Pri blatu 2 sta koncentraciji dusika in fosforja v supernatantu naras¢ali do specifi¢ne energije 27590 kJ
kg™ SS in reakcijskega ¢asa 15 minut in dosegli vrednost 209 mg/I (celotni topen dusik) in 36 mg/I
(celotni topen fosfor). Koncentracija dusika je narasla za 95 %, koncentracija fosforja pa za 38,5 %. Z
vecanjem specificne energije sta koncentracija dusika in fosforja v supernatantu zaceli upadati, kar je
prikazano na grafikonu 50.
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Grafikon 50: Gibanje dusSika in fosforja v supernatantu blata 2 pri razli¢ni specifi¢ni energiji.

Graph 50: Phosphorus and nitrogen concentrations of wastewater sludge 2 supernatant as a function of
specific energy.
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4.3.1.2 Vpliv ultrazvoka in encimov na nastajanje metana

Dnevno tvorbo metana glede na organsko obremenitev in kumulativno tvorbo metana smo spremljali
40 dni, kar je prikazano na grafih 51, 52, 53 in 54. Ve¢ja nihanja pri dnevni produkciji metana glede
na gram dozirane organske snovi smo zaznali pri zagonu eksperimenta. Prvih 10 dni, ko smo v
reaktorje dozirali neobdelano in obdelano blato 1, je bila tvorba metana v reaktorjih z obdelanim
blatom 1 v primerjavi z neobdelanim blatom manjs$a. V petem dnevu je v obdelanih reaktorjih, ki smo
jih obdelali z ultrazvokom in dozirali hidrolitske encime (UZ4 + Novozymes) tako nastalo do 40 %
manj metana. Povpre¢na specifi¢na tvorba metana neobdelanega blata 1 v obdobju med dnevi 1 in 24
je bila 265 + 35 ml CH,/g OS. Med dnevi 7 in 10 so vsi predobdelani vzorci dohiteli neobdelane
vzorce. Dnevna tvorba metana glede na organsko obremenitev pri vzorcih UZ1 je bila v obmocju
kontrole z neobdelanimi vzorci. Najveéjo kumulativno tvorbo metana 7320 ml CH,/g OS za obdobje
od dneva 1 do 24 smo izmerili pri vzorcu UZ2+Novozymes, ki je bila za 14,9 % visja od kontrolnih
reaktorjev. Sledili so reaktorji z UZ1+Novozymes in UZ4+Novozymes. Povecana tvorba metana pri
vzorcih blata 1, ki so bili obdelani samo z ultrazvokom v obdobju od dneva 1 do 24, je bila v
primerjavi z neobdelanimi vzorci blata 1 zanemarljiva. Deublein in Steinhauser (2010) navajata, da se
Cas za regeneracijo metanogenih mikroorganizmov giblje med 5 in 16 dnevi. Povecano kumulativno
tvorbo metana v nasem primeru smo opazili od dneva 16 napre;j.

Vpliv amonijaka smo zmanjsali z doziranjem blata 1, ki je vsebovalo nizje koncentracije duSika in
nizji pH kot perutninski gnoj. Vpliv predobdelave z ultrazvokom in encimi je postal o€iten, vendar ne
pa tudi vpliv obdelave samo z ultrazvokom. V naSem primeru tvorba metana vzorcev obdelanih samo
z ultrazvokom ni bila o€itno vecja od neobdelanih vzorcev, kar je v nasprotju z drugimi raziskavami
na laboratorijskem in realnem modelnem merilu (Apul in Sanin, 2010; Barber, 2005; Braguglia et al.,
2011; Erden in Filibeli, 2010; Hogan et al., 2004; Tiehm et al., 2001; Neis et al., 2000; Xing et al.,
2007). Vzrok temu je lahko v manjsi topnosti KPK in inhibiciji s prostim amonijakom, ki smo ga
pridobili z inokulumom iz BPE Sijanec, kjer so kot substrat uporabljali tudi pi$¢ancji gnoj. Po 16
dneh, kar je okrog 1,33 kratnik hidravli¢nega zadrzevalnega Casa, Se je vecina biomase v reaktorjih Ze
delno zamenjala z novo biomaso. Posledi¢no so se zmanjsale koncentracije dusika in inhibitorni vpliv
amonijaka na mikroorganizme. Na to sta najverjetneje vplivala tudi starost in pH blata.

Po 24 dnevih smo v reaktorje zaceli dozirati blato 2, ki smo ga predhodno obdelali na enak nacin kot
blato 1. Po 40 dnevih semi-kontinuiranega eksperimenta je v vzorcih, ki so bili obdelani samo z
ultrazvokom, nastalo le 7,5 % ve¢ biometana kot pri neobdelani vzorci blata. Pri vzorcih, ki smo jim
dodajali samo encime, smo izmerili 14,4 % ve¢ biometana kot pri izhodi$¢nih vzorcih, kar je tudi vec¢
od vzorcev obdelanih z ultrazvokom. Najvecji donos biometana smo dosegli s kombinacijo ultrazvoka
in encimov, in sicer v primerih UZ2+Novozymes in UZ4+Novozymes, kjer je nastalo 24,4 % in 25,2
% ve¢ biometana v primerjavi z neobdelanimi vzorci. Z ultrazvo¢no predobdelavo smo blatu zmanjsali
velikost delcev, s ¢imer smo olajSali difuzijo hidrolitskih encimov v matrico blata in izboljsali kontakt
med blatom in encimi. Zaradi tega je prislo do boljse razgradnje blata in posledi¢no tudi vecje tvorbe
biometana pri kombinacijah z ultrazvokom in encimi.



Kolbl, S. 2014. Izboljsava anaerobne presnove blata iz komunalnih &istilnih naprav in lignoceluloznih substratov pri pridobivanju bioplina. 145
Dokt. dis. Ljubljana, UL FGG, Podiplomski $tudij Grajeno okolje.

600

550 -

500 -

450 - 3
400 -
350

300 -

o
L
o

200 -

Produkcijametana (ml CH,/g OS dan)

150 - Sarza 1 — blato 1 (dan 1-23) Sarza 2 — blato 2 (dan 24-40)

100

50 - -#-blatoCN --e-- UZ2 ——UZ3 —0—UZ4 —X=UZI

0 5 10 15 20 Z5 30 35 40

Cas (dan)

Grafikon 51: Dnevna tvorba metana blata iz CN, obdelanega z ultrazvokom glede na organsko obremenitev anaerobnega reaktorja.
Graph 51: Daily methane yield of wastewaters sludge and ultrasonically pretreated wastewater sludges relating to organic loading of anaerobic digesters.



146

Kolbl, S. 2014. Izboljsava anaerobne presnove blata iz komunalnih &istilnih naprav in lignoceluloznih substratov pri pridobivanju bioplina.

Dokt. dis. Ljubljana, UL FGG, Podiplomski §tudij Grajeno okolje.

12000
10000

‘% 8000 - Sarza 1 — blato 1 (dan 1-23)
£ >
“.3 <
<9
=
=4
2 6000 -
=
e
=
=
_E Sarza 2 — blato 2 (dan 24-40)
= < >
£ 4000 -
o

2000 -

= blatoCN =X=TUZl --@--UZ2 Uz3 =—>=—UZ4
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Cas (dan)
Grafikon 52: Kumulativna tvorba metana blata iz CN obdelanega z ultrazvokom.

Graph 52: Cumulative methane yield of wastewater sludge and wastewater sludge pretreated with ultrasound.
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Grafikon 53: Dnevna tvorba metana blata iz CN obdelanega z ultrazvokom in hidrolitskimi encimi Novozymes glede na organsko obremenitev anaerobnega
reaktorja.

Graph 53: Daily methane yield of nonpretreated and pretreated wastewater sludge with ultrasound and hydrolytic enzymes Novozymes relating to organic
loading of anaerobic digesters.
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Grafikon 54: Kumulativna tvorba metana blata iz CN obdelanega s hidrolitskimi encimi in ultrazvokom.
Graph 54: Cumulative methane yield of wastewater sludge pretreated with ultrasoud and hydrolytic enzymes Novozymes.
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Koncentracije ocetne, propanojske, valerianske in maslene kisline, ki smo jih izmerili s plinskim
kromatografom, so bile prvih 15 dni nekoliko visje, predvidevamo da zaradi inhibicije z amonijakom.
Po 15 dnevih je njihova koncentracija padla in ostala nizka do konca 40 dnevnega semi-
kontinuiranega eksperimenta. Koncentracije etanola in heksanojske kisline so bile ves cas
eksperimenta nizke (Priloga E).
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Grafikon 55: Gibanje koncentracije amonijaka (NH;) v anaerobnih reaktorjih z blatom iz CN
obdelanih z ultrazvokom in encimi Novozymes v 40-dnevnem semi-kontinuiranem procesu

Graph 55: Changes in ammonia concentration in anaerobic reactors of non-pretreated and pretreated
wastewater sludge with ultrasound and Novozymes enzymes in 40 day semi-continuous process.

800
]
700 { % ) )
o =<=0=<= blato CN === blato CN + Novozymes
\ = UZ1 + Novozymes ce+ @+ UZ2 + Novozymes
600 - ) .‘\ = === UZ3 + Novozymes = + UZ4 + Novozymes

NH; (mg/l)
B a1
o o
o o

w
o
o

200

100

Cas (dan)

Grafikon 56: Gibanje koncentracije amonijaka (NHz) v anaerobnih reaktorjih z blatom iz CN,
obdelanih z ultrazvokom in encimi v 40-dnevnem semi-kontinuiranem procesu.

Graph 56: Changes in ammonia (NH3) concentration in anaerobic reactors with combinations of non-
pretreated and pretreated wastewater sludge with combination of ultrasound and Novozymes enzymes
in 40 day semi-continuous process.
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Wang et al. (2005) so na podlagi eksperimentalnega kineti¢nega modela, pri katerem so uporabili blato
iz CN, zaklju¢ili da pH in koncentracija blata mo¢no vplivata na razgradnjo. Pri modelu, kjer je bil
topen KPK po predobdelavi z ultrazvokom odvisna spremenljivka, so podali velikostno merilo vpliva.
Na KPK ima najvecji vpliv pH blata, sledijo koncentracija blata, intenziteta ultrazvoka in gostota
ultrazvoka (Wang et al., 2005). Z ultrazvo¢no predobdelavo se pH blata v naSem eksperimentu ni
bistveno spremenil, kar bi lahko nakazovalo, da je to lahko tudi eden izmed vzrokov za pocasnej$o
izboljSavo produkcije metana v vseh primerih nasih vzorcev, saj je koncentracija prostega amonijaka
do 16 dne v reaktorjih presegla mejno koncentracijo toksi¢nosti za anaerobne arheje vV primerjavi z
eksperimenti, ki so jih opravili drugi avtorji. Po znizanju koncentracije amonijaka si je sistem
opomogel do te mere, da smo ocitno zaznali vplive obeh predobdelav.

Podobno lahko izberemo tudi iz analiz s titratorjem, kjer smo spremljali koncentracijo hlapnih
organskih kislin in pufersko kapaciteto (celotni anorganski ogljik - CAQO). V prvih desetih dnevih je
koncentracija hlapnih organski kislin nara$cala (Grafikon 57), kar je skladno z visoko koncentracijo
amonijaka, katerega posledica je zakisanje v anaerobnih reaktorjih. Ker se je puferska kapaciteta
manj$ala, bistvenih sprememb v pH v anaerobnih reaktorjih ni bilo (Grafikon 60) in posledi¢no je bilo
povecano tudi razmerje med HOK in CAO. Prvi dan je naraslo iz 0,22 na 0,5 deseti dan pa je zacelo
spet upadati do vrednosti okrog 0,3 (Grafikon 59), pri kateri je ostalo celoten nadaljnji semi-
kontinuirani proces, kar je znotraj optimalnega podro¢ja. Ker je koncentracija hlapnih masc¢obnih
kislin po 10 dneh padla, prav tako se je zmanjsala koncentracija amonijskega dusika in amonijaka pod
toksi¢no koncentracijo, se je stanje v anaerobnih reaktorjih stabiliziralo. Vse to na ra¢un upada
koncentracije hlapnih mascobnih kislin, puferske kapacitete, njunega razmerja, amonijskega dusika in
amonijaka ter vrednosti pH, katerih vrednost se je gibala v mejah normale. Izmerjene vrednosti se med
razli¢no obdelanimi eksperimentalnimi variantami niso bistveno razlikovale.
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Grafikon 57: Koncentracija hlapnih organskih kislin v anaerobnih reaktorjih v eksperimentu 12.
Graph 57: Volatile organic acids concentration in anaerobic reactors of experiment 12.
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Grafikon 58: Koncentracija celotnega anorganskega ogljika (CAO) v anaerobnih reaktorjih v
eksperimentu 12.
Graph 58: Concentration of total inorganic carbon (TIC) in anaerobic reactors of experiment 12.
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Grafikon 59: Razmerje med hlapnimi organskimi kislinami in celotnim anorganskim ogljikom
(HOK/CAO) v anaerobnih reaktorjih v eksperimentu 12.

Graph 59: Volatile organic acids (VOA) and total inorganic carbon (TIC) ratio in anaerobic reactors of
experiment 12.
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Grafikon 60: Vrednost pH v anaerobnih reaktorjih v eksperimentu 12.
Graph 60: Value of pH in anaerobic reactors of experiment 12

Ugotovitve iz eksperimenta 12

e Pri obdelavi blata samo z ultrazvokom smo izmerili 7,5 % ve¢ bioplina kot pri neobdelanih
vzorcih.

e Ucinek predobdelav samo z ultrazvokom je bil manjsi, kot so jih imeli razlicni avtorji
(Zielewicz in Sorys, 2008; Hogan, 2004, Pilli et al., 2011; Braguglia et al., 2011; Xing et al.,
2007), ki so se ukvarjali s tem podrocjem.

e Zencimsko predobdelavo blata je nastalo 14,4 % ve¢ biometana kot v izhodis¢énem vzorcu.

e S kombinacijo ultrazvoc¢ne in encimske predobdelave s hidrolitskimi encimi Novozymes je
bila tvorba metana v obdobju 40 dni v primerjavi s kontrolo vecja za 25,2 %.

e Vzroke za slabSo ucinkovitost ultrazvoéne predobdelave lahko pripiSemo: starosti blata, pH
blata in povecani koncentraciji amonijaka v inokulumu.

e Predobdelave niso u¢inkovite, ¢e SO vV procesu razli¢ne inhibitorne snovi, ki presegajo mejo
normalnega delovanja. Pogoj za uéinkovitost predobdelav je, da je proces anaerobne presnove
brez predobdelav stabilen in znotraj obmo¢ja normalnega delovanja.

o V eksperimentu je amonijak prvih 17 dni deloval inhibitorno na metanogene arheje, zato kljub
predobdelavam blata z ultrazvokom in encimi ni prislo do nobenih sprememb Vv tvorbi metana.
Opazili smo celo, da se je nastajanje metana ob predobdelavi s hidrolitskimi encimi v
nekaterih primerih zmanjsalo v primerjavi z izhodis¢nim vzorcem.

e Iz zgoraj nastetih razlogov lahko sklepamo, da samo z zmanjSevanjem velikosti delcev ni
mozno z gotovostjo trditi, da se bo tvorba metana ob¢utno povecala, saj je to v veliki meri
odvisno tudi od biokemijskih parametrov znotraj procesa anaerobne presnove.

e Perez-Elvira et al. (2009) navajajo, da so ultrazvo¢ne sonde na laboratorijskem modelnem
merilu manj uCinkovite kot na realnem modelnem merilu, prav tako pa se na realnem
modelnem merilu za predobdelavo z ultrazvokom uporabi le en del substrata, drugi del ostane
neobdelan, z namenom, da se zmanjsa stroSke in poveca zmoznost dehidracije blata. To je
lahko tudi eden izmed vzrokov za slabsi prirastek metana v naSem eksperimentu.
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4.3.2 Rezultati in diskusija eksperiment 13: MoZnost uporabe hidrolitskih encimov za povecanje
tvorbe bioplina iz odpadnega dehidriranega blata papirniSke industrije v 5 | semi-
kontinuiranem AMPTS 11

Dnevna tvorba metana glede na organsko obremenitev (ml CH,/(g OS dan)) je podana na grafikonu
61. Pri dehidriranem blatu, ki mu nismo dodajali encimov, je povpre¢na dnevna tvorba metana med
osmim in osemindvajsetim dnevom znasala 134,6 + 12,7 ml CH,/(g OS dan), pri reaktorjih, ki smo jim
dodajali dodatke v obliki encimov in mikrobnih zdruzb pa 188,7 + 12 ml CH,/(g OS dan) za encime
Novozymes, 195,1 + 10,9 ml CH,/(g OS dan) pri encimih Novalin, 156,1 + 7,5 ml CH4/(g OS dan) pri
Biofuture, 158,7 += 13 ml CH,/(g OS dan) pri Micropan Biogas in 147,7 += 13 ml CH,/(g OS dan) pri
zeolitu M. Vsi dodatki so imeli pozitiven vpliv na pridobivanje metana. Na zacetku med 1 in 5
dnevom je opazen velik padec v produkciji metana. Inokulum, ki smo ga uporabili, je bil na bioplinski
elektrarni dnevno organsko obremenjen z 10 g OS/I. Predvidevamo, da se je med prvim in tretjim
dnevom $e porabljala organska snov, ki je izvirala iz inokuluma, po tretjem dnevu pa je prisla do le
prisla izraza za 4,5 krat manjs$a organska obremenitev z dehidriranim blatom, zato je tudi tvorba
metana upadla. Razlike med posameznimi reaktorji v prvih petih dnevih niso bile o€itne. Po 28 dneh,
ko smo zaceli dozirati dehidrirano blato 2 iz Palome, ki je vsebovalo manj organske snovi, je tvorba
metana upadla za priblizno 25 % v vseh primerih. Najmanj metana je nastalo pri blatu, ki mu nismo
dodajali encimov, najve¢ metana pa z dodajanjem encimov Novozymes in Novalin. Povpre¢na dnevna
tvorba metana blata brez dodajanja encimov je v obdobju od dneva 29 do 45 znaSala 82,4 + 10,7 ml
CH,/(g OS dan), najvecjo tvorbo pa smo opazili pri dodajanju encimov Novozymes (128,6 + 13,5 ml
CH4/(g OS dan)) in Novalin (133,9 + 12,5 ml CH,/(g OS dan)). Od 46 dne naprej, ko smo zaceli
dodajati prasi¢jo gnojevko, ki nam je predstavljala vir dusika, je dnevna tvorba metana v vseh
primerih zacela nihati. Pri dodajanju encimov Novozymes in Novalin smo med dnevom 50 in 51
opazili skokovit porast v tvorjenju metana, nakar se je stanje vrnilo nazaj na nivo pred skokom, Se
vedno pa so se pojavljala veéja nihanja (grafikon 61). Povpreéna dnevna tvorba metana od 46 dne
naprej se v vseh anaerobnih reaktorjih ni spremenila bistveno in je bila podobna obdobju med 29 in 45
dnem. Razlike med tvorbo metana med dehidriranim blatom, ki mu nismo dodajali encimov in blatom
z dodanimi encimi so prikazane na grafikonu 62. Najve¢jo tvorbo metana v primerjavi z izhodisénimi
vzorci smo opazili pri encimih Novozymes in Novalin, manjsi izplen, a e vedno vecji kot pri
izhodis¢énih vzorcih pa pri dodatkih Biofuture, Micropan Biogas in zeolitu M. Z Novozymes in
Novalin encimi smo tako v 60-ih dneh glede na izhodis¢ni vzorec proizvedli od 40 do 43 % vec
metana, z Micropan Biogas, Biofuture in zeolit-om M pa od 13 do 17 % ve¢ metana (grafikon 62).

Iz literature je znano, da tvorba metana pri razliénih vrstah papirniskega blata zelo niha in se od
primera do primera lahko zelo razlikuje. Tako je na primer vrednost BMP primarnega papirniskega
blata pri mezofilnih in termofilnih pogojih okrog 210 in 230 ml CH,/g OS, v tem vrstnem redu in za
sekundarno papirnisko blato pa okrog 50 in 100 ml CH,/g OS v tem vrstnem (Bayr in Rintala, 2012).
Pri drugih avtorjih, ki so prav tako izvajali podobne eksperimente s papirniskim blatom, se vrednosti
BMP za primarno papirnisko blato 45 ml CH,/g OS in med 85 do 200 ml CH,/g OS za sekundarno
papirni§ko blato (Bayr in Rintala, 2012, Karlsson et al., 2011). V naSem eksperimentu smo opazili
podobne vrednosti, ki so se spreminjale glede na Sarzo blata od priblizno 82 do 188 ml ml CH,/g OS.
To nakazuje, da je tvorba metana odvisna tudi od vrste procesa v papirniski industriji in od tega ali gre
za primarno ali sekundarno blato kot v primeru Bayr in Rintala (2012). V nasem primeru je uporaba
hidrolitskih encimov pozitivno vplivala na metanski donos.
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Grafikon 61: Dnevna tvorba metana glede na organsko obremenitev papirniskega blata brez predobdelave z encimi in z dodajanjem encimov Novozymes,
Novalin, Biofuture, Micropan Biogas in zeolita M.

Graph 61: Daily methane yield relating to organic loading of dehydrated paper mill sludge from Paloma with and withouth enyzmatic pretreatment with
Novozymes, Novalin, Micropan Biogas and zeolit M.
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Grafikon 62: Dnevna kumulativna tvorba metana iz papirniskega blata brez predobdelave z encimi in z dodajanjem encimov Novozymes, Novalin, Biofuture,
Micropan Biogas in zeolita M.

Graph 62: Cumulative methane production relating to organic loading of dehydrated paper mill sludge from Paloma with and withouth enyzmatic pretreatment
with Novozymes, Novalin, Micropan Biogas and zeolit M.
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Iz literature je znano, da tvorba metana pri razliénem papirniskem blatu zelo niha in se od primera do
primera lahko zelo razlikuje. Tako je na primer vrednost BMP primarnega papirniS$kega blata pri
mezofilnih in termofilnih pogojih okrog 210 in 230 ml CH,/g OS, v tem vrstnem redu, za sekundarno
papirnisko blato pa okrog 50 in 100 ml CH,/g OS v tem vrstnem (Bayr in Rintala, 2012). Pri drugih
avtorjih, ki so prav tako izvajali podobne eksperimente s papirniskim blatom, se vrednosti BMP za
primarno papirni§ko blato 45 ml CH,/g OS in med 85 do 200 ml CH,/g OS za sekundarno papirnisko
blato (Bayr in Rintala, 2012, Karlsson et al., 2011). V naSem eksperimentu smo opazili podobne
vrednosti, ki so se spreminjale glede na $arZo blata od priblizno 82 do 188 ml CH,/(g OS dan). To
nakazuje, da je tvorba metana odvisna tudi od vrste procesa v papirni industriji in od tega, ali gre za
primarno ali sekundarno blato, kot v primeru Bayr in Rintala (2012).

S plinskim kromatografom smo vsak peti dan izmerili tudi vsebnost hlapnih mas¢obnih kislin v
reaktorjih. V vseh primerih koncentracija nobene izmed ocetne, propanojske, maslene, valerijanske in
kapronske kisline in etanola ni presegla koncentracije 25 mg/l. Nizke koncentracije hlapnih masc¢obnih
kislin pri anaerobni presnovi papirniS$kega blata so pri organski obremenitvi 2,2 g OS/l izmerili tudi
Karlsson et al. (2011), pri ve¢jih organskih obremenitvah pa je koncentracija hlapnih mas¢obnih kislin
narasla.

Vrednost pH se je prvi dan eksperimenta v vseh primerih gibala okrog 7,9, nakar je do petega dne pH
narastel na 8,0 do 8,1. Do dvajsetega dne se je pH pri izhodi§énem vzorcu, kjer smo imeli samo
dehidrirano blato Paloma, ustalil med 7,9, pri vseh ostalih reaktorjih, ki smo jim dodajali encime pa pri
8,1 (grafikon 63). Od dvajsetega dne naprej je pH zacel postopoma padati, vse do okrog 7,4. Trend
padanja se je ustavil in obrnil navzgor Sele pri 45. dnevu, ko smo v anaerobne reaktorje zaceli dodajati
tudi prasi¢jo gnojevko.

Vsak peti dan smo izmerili tudi suho snov in organsko snov v vseh reaktorjih. Vsebnost suhe snovi je
v vseh primerih iz 8,76 %, kot je bila na zacetku eksperimenta, do petinstiridesetega dneva padala na
4,46 %, nato se je ustalila na tem nivoju. Podoben trend smo zaznali tudi pri vsebnosti organske snovi,
glede na svezo maso (OS (% SM)), ki je iz okrog 6,15 % zdrsnila na okrog 3,05 % pri vseh anaerobnih
reaktorjih. Razlike pa smo zaznali v vsebnosti organske snovi v suhih vzorcih reaktorja z zeolitom. Do
petintridesetega dneva se je vsebnost organske snovi v suhi snovi v vseh primerih, razen pri reaktorjih,
ki smo jim dodajali zeolit M (Ipus M), gibala med 68,8 in 71,8 %, do petinpetdesetega dneva pa se je
zmanj$ala na 65 do 66 %. Pri reaktorjih z zeolitom M je delez OS (% SS) iz 70,13 % dvajseti dan
padel na 66,98 %, do petinpetdesetega dneva pa na 61,6 % (priloga F, grafikon F1).

V prvih dneh eksperimenta smo opazili najvecjo hitrost razgradnje organske snovi, ki pa je po desetem
dnevu mo¢no padla in se nato dvajseti dan pri kontrolnih reaktorjih in reaktorjih z encimi Novozymes
spet dvignila, pri drugih pa je Se vedno padala. Velik padec smo opazili tudi trideseti dan, ko se je
razgradnja pribliza 2 %, nato pa je zacela spet nekoliko naraséati do petintridesetega dne. Sledi
neenakomerno padanje in naras¢anje razgradnje, vendar se vse krivulje gibljejo med 5 % in — 1,9 %,
kar pomeni, da se v nekaterih primerih dodana organska snov ni razgradila (Priloga F, grafikon F1).
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Grafikon 63: Gibanje pH skozi ¢as v reaktorjih brez encimske predobdelave in z encimsko obdelavo.
Graph 63: Variations in pH in reactors with and without enzymes pretreatment as a function of time.

Do slabse produkcije metana je najverjetneje prislo zaradi slabse razgradnje organske snovi v blatu in
najverjetneje zaradi pomanjkanja nutrientov. Ko smo dodali prasi¢jo gnojevko, je tvorba metana
zaCela nihati, kar lahko nakazuje na spremembe, na katere so se mikroorganizmi prilagajali.
Sekundarno blato je v glavnem sestavljeno iz mikrobne biomase, ki je slabse razgradljiva zaradi niti
glikana, ki so med seboj povezane s peptidnimi vezmi v mikrobnih celi¢nih stenah, medtem ko
primarno blato vsebuje ve¢ celuloze in je zato tvorba metana v tem primeru lahko vecja (Appels et al.,
2008; Bayr in Rintala, 2012).

Kumulativni delez razgradnje organske snovi je bil po 55-ih dneh v vseh primerih podoben. Kontrolni
reaktor, ki smo mu dodajali samo blato Paloma, je v 55-ih dneh dosegel 64,4 % razgradnjo organskih
snovi. Za 3,7 % vecjo razgradnjo smo dosegli z dodajanjem encimov Novozymes, encimi Novalin so
razgradnjo v primerjavi z izhodi§¢nim vzorcem povecali za 1,4 %, encimi Biofuture pa za 2,9 %. Pri
dodajanju Micropan Biogas smo opazili za 2,3 % manjSo razgradnjo kot pri izhodis¢nem vzorcu, pri
dodajanju zeolita M pa za 0,3 % manjSo razgradnjo organske snovi (Priloga F, grafikon F3).

Vsak peti dan smo v anaerobnih reaktorjih izmerili tudi koncentracijo celotnega dusika in amonijskega
dusika. Rezultati so prikazani na grafikonu 64 in 65. Koncentracija celotnega dusika je iz okrog 7500
mg/ postopoma v 25 dneh v vseh primerih padla na okrog 1900 mg/l, nakar je zacela postopoma spet
rasti in se ustalila med 2500 in 2900 mg/l. Podobna situacija je bila tudi pri amonijskem dusiku,
katerega koncentracija je iz zacetne 1400 mg/l v petnajstih dneh padla na 550 mg/l in se do 60 dne
ustalila med 380 in 400 mg/l. Koncentracija amonijskega dusika se je skozi celi eksperiment gibala
pod mejo toksi¢nosti in kljub dodajanju prasi¢je gnojevke ni narasla. Posledi¢no so bile tudi
koncentracije amonijaka (NH3) pod mejo toksi¢nosti. Iz tega lahko sklepamo, da dodajanje prasicje
gnojevke kot vira dusika ni negativno vplivalo na proces anaerobne presnove.
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Grafikon 64: Spreminjanje koncentracije celotnega dusika v anaerobnih reaktorjih v eksperimentu 13.
Graph 64: Variations in total nitrogen concentrations in anaerobic reactors in experiment 13.
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Grafikon 65: Spreminjanje koncentracije amonijskega dusika v anaerobnih reaktorjih v eksperimentu

13.

Graph 65: Variations in ammonium nitrogen concentrations in anaerobic reactors in experiment 13.

S titracijo smo spremljali in vsak peti dan izmerili alkalnost (koncentracijo celotnega anorganskega
ogljika) ter koncentracijo hlapnih organskih kislin.
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Grafikon 66: Spreminjanje alkalnosti v anaerobnih reaktorjih v eksperimentu 13.
Graph 66: Alkalinity changes in effluent for anaerobic reactors in experiment 13.
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Grafikon 67: Spreminjanje koncentracije hlapnih organskih kislin (HOK) v iztokih iz anaerobnih
reaktorjev v eksperimentu 13.
Graph 67: Variations in VOA concentrations in effluent for anaerobic reactors in experiment 13.
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Grafikon 68: Razmerje HOK/CAOQ v iztokih iz anaerobnih reaktorjev v eksperimentu 13.
Graph 68: VOA/TAC ratio in effluent for anaerobic reactors in experiment 13.

Vsebnost dusika v dehidriranem blatu iz Palome, kot substratu, je bila okrog 1055 mg/l, kar je za
polovico manj kot pri papirniskem blatu, ki sta ga za anaerobno presnovo uporabila Bayr in Rintala
(2012). Ceprav v nasem primeru koncentracija amonijskega dusika ni padla pod 200 mg/l, kot v
primeru Prochazka in drugih (2012), smo vseeno zaznali veéji upad pH iz 8.1 na 7,4, Kar je najbrz
tudi posledica manjSanje puferske kapacitete in zmanj$anje koncentracije celotnega dusika. Lin in
drugi (2009) navajajo, da pH ni dobro merilo za stabilnost anaerobnega procesa, ¢e imamo visoko
pufersko kapaciteto. Do majhnih sprememb v pH pride, ko se v procesu zgodijo ve¢je spremembe.
Zato lahko alkalnost uporabimo kot direkten kazalnik procesa. V nasem primeru je dodajanje prasicje
gnojevke, kot vira dusika, obrnilo tudi trend padanja celotnega anorganskega ogljika (alkalnosti), ki je
spet zacel pocasi nara$cati (grafikon 66). Tako kot v eksperimentu Prochazka in drugih (2012), smo
tudi pri nas zaznali manjSe metanske donose, najverjetneje zaradi nizke koncentracije amonijskega
dusika, vendar je v naSem primeru dodajanje prasi¢je gnojevke ustavilo padanje pH, prav tako pa
povpreéna dnevna tvorba metana v obdobju dodajanja gnojevke ni upadla v primerjavi z obdobjem
med 29 in 45 dnem, ¢eprav je Se vedno nihala.

Vzrok za slabo pufersko kapaciteto in posledi¢no padanje vrednosti pH ter akumuliranje hlapnih
mascobnih kislin je lahko tudi v pomanjkanju dusika (Bayr in Rintala, 2012, Lin et al., 2009).
Alkalnost stabilnega procesa anaerobne presnove blata se giblje med 1000 in 5000 mg CaCOs/I (Lin et
al., 2009), medtem ko nekateri avtorji porocajo o stabilnem procesu tudi pri 10.000 mg CaCOg/| pri
uporabi bioloSkih odpadkov (Banks et al.,, 2011). V naSem primeru je zaradi zmanjSevanja
koncentracije dusika, nizanja pH in padanja alkalnosti, ki sicer ni bila na meji stabilnosti procesa,
tvorba metana zacela upadati, vendar smo z dodajanjem prasicje gnojevke priskrbeli nov vir dusika, ki
je stabiliziral pH, ustavil padanje alkalnosti in produkcije metana. Na slab$o stabilnost procesa je
nakazalo razmerje HOK/CAO (grafikon 68), ki se je po 30 dneh krepko dvignilo ¢ez 0,400. K takemu
razmerju ni botrovalo kopic¢enje hlapnih organskih kislin, ampak padec alkalnosti., kar je verjetno
povezano tudi z zmanjSevanjem prevodnosti v anaerobnih reaktorjih. Scano in drugi (2014) navajajo,
da vrednost pH v njihovih eksperimentih z bioloskimi odpadki nikoli ni padla pod 7 zaradi dobre
puferske kapacitete, kljub temu, da je razmerje med HOK/CAO seglo tudi do 0,65 ob organski
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obremenitvi 5 kg OS/m?® dan. Organsko obremenitev so potem znizali na 2,5 do 3 kg OS/m’ dan, da so
ostali znotraj stabilnega obmocja.
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Grafikon 69: Prevodnost v anaerobnih reaktorjih, ki smo jim dodajali encime in anaerobnih reaktorjih
brez dodajanja encimov v eksperimentu 13.

Graph 69: Conductivity in anaerobic reactors with and without addition of hydrolytic enzymes in
experiment 13.

Na grafikonu 69 je predstavljena prevodnost v anaerobnih reaktorjih ob razli¢nih dnevih. V vseh
primerih smo najvecjo prevodnost izmerili takoj na zaCetku eksperimenta, tretji dan se je gibala med
24 in 25 mS/cm. Do 25 dne smo zabelezZili velik upad na okrog 11 mS/cm, petinstirideseti in Sestdeseti
dan pa se je prevodnost v vseh anaerobnih reaktorjih ustalila pri okrog 6 mS/cm. Razlike med
posameznimi reaktorji so bile zanemarljive, zato lahko sklepamo, da dodajanje encimov ni imelo
vpliva na prevodnost. Glavni vpliv na prevodnost je imel nac¢in ogrevanja reaktorjev.
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Grafikon 70: Spreminjanje koncentracije topnega KPK v anaerobnih reaktorjih v eksperimentu 13.
Graph 70: Variations in soluble COD concentrations in anaerobic reactors in experiment 13.
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Zacetna koncentracija topnega KPK v vseh anaerobnih reaktorjih je znasala okrog 80 g/l (grafikon 70).
Do petnajstega dneva je ta Se naprej strmo padala v vseh primerih, nakar se je padanje do Sestdesetega
dneva pocasi umirilo in za vse primere ustavilo okrog koncentracije med 3,97 in 4,52 g/l. ZmanjSanje
koncentracije topnega KPK bi lahko pomenilo, da je dehidrirano blato Paloma slabse topno, organska
snov je tezje dostopna mikroorganizmom, posledi¢no se je tvorba metana ¢ez ¢as zmanjsala. Zaradi
upadanja tvorbe metana smo izmerili tudi viskoznost kot funkcijo deformacijske hitrosti iztoka iz
anaerobnih reaktorjev. Grafi so prikazani v prilogi G. Iz rezultatov meritev je mozno sklepati, da
encimi niso imeli vpliva na viskoznost. Visja viskoznost na zacetku eksperimenta izvira iz viskoznosti
uporabljenega inokuluma.

Ugotovitve iz eksperimenta 13
Dehidrirano blato iz papirniske industrije tudi po dehidraciji vsebuje veliko vode. Njegovo
odstranjevanje z odvozom na primerna odlagaliséa ali v sezigalnico predstavlja okrog 60 % celotnih

v v

stroskov za Ci§Cenje take odpadne vode. Pricakovati je, da se bodo stroski v Evropi in ZDA zaradi
zaostrovanja standardov pri ¢iS€enju odpadne vode, viSanja cen goriv in zmanjSevanja razpolozljivih
povrsin za odlaganje blata, povecali (Wood et al., 2009). Zato stabilizacija z anaerobno presnovo
odpira druga¢no moznost ravnanja s tem organsko razgradljivim odpadkom, katerega stranski produkt
je naravni vir energije v obliki bioplina. V nasem eksperimentu smo uspeli Sestdeset dni nepretrgoma
proizvajati biometan iz dehidriranega blata iz Palome. Kljub nihanju razli¢nih parametrov tvorba
metana za razli¢ne SarZe ni nihala, ¢eprav je zelo pocCasi upadala. Z dodajanjem prasicje gnojevke smo
trend pocasnega padanja uspeli zaustaviti. Razmerje HOK/CAO nakazuje na nizko alkalnost, ki je s
casom padla in koncentracijo kislin, ki je sicer na zacetku upadla, potem pa zacela mo¢no nihati, kar
nakazuje, da je treba koli¢insko zmanj$ati vnos dehidriranega blata. Po drugi strani se je koncentracija
topnega KPK ¢ez Cas zmanjSala in stabilizirala med 3,9 in 4,5 g/l. Iz tega lahko sklepamo, da je
dehidrirano blato v vodi slabo topno in kot tako nedostopno kot vir hrane mikroorganizmom in
posledi¢no slabo razgradljivo. Najverjetneje mineralne snovi, ki jih je vsebovalo dehidrirano blato v
vodi niso bile topne, zato je tudi prevodnost po Sestdesetih dnevih moéno padla (Preglednica 41). Z
encimi smo v obdobju 60-ih dni uspeli povecati tvorbo biometana za 43 %. Uporaba encimov je
enostavna, ni nam potrebno vgrajevati dodatne strojne opreme za predobledalo substratov, prav tako
nimamo dodatnih stroskov s servisiranjem, vzdrzevanjem in obrabo morebitne dodatne strojne
opreme. Ekonomsko se uporaba encimov izplaéa v primeru, ¢e so stroSki nakupa, skladi$éenja,
ravnanja in doziranja encimov v anaerobne reaktorje manjsi od prihodka, ki ga ustvarimo zaradi
povecane tvorbe metana na racun dodajanja hidrolitskih encimov.

Preglednica 41: Opazene spremembe med reaktorji , ki smo jim dodajali razli¢ne hidrolitske encime.
Table 41: Changes in reactors due to pretreatments with different hydrolytic enzymes.

Parameter Razlike med reaktorji Spremembe \,: obdobju od t, do
kon¢ni
prevodnost ni bistvenih razlik padec za 75 %
NH,"-N ni bistvenih razlik padec za 70 %
Ncelotni ni bistvenih razlik padec za 55 %
topen KPK ni bistvenih razlik padec za 90 %
pH majhne razlike v obsegu med 7,3 in 7,55 padec za 8 % (iz 7,9 na 7,3)
CAO opazne manjse razlike med reaktorji zmanjS$anje med 30 % in 40 %
HOK velike razlike med reaktorji, nihanje velika nihanja, padec tudi do 70 %
CAO/HOK velike razlike med reaktorji, nihanje velika nihanja, dvig za 46 %
povecanje tvorbe metana za 43 %
BMP opazne razlike med reaktorji pri dodajanju encimov Novozymes
in Novalin




Kolbl, S. 2014. Izboljsava anaerobne presnove blata iz komunalnih &istilnih naprav in lignoceluloznih substratov pri pridobivanju bioplina. 163
Dokt. dis. Ljubljana, UL FGG, Podiplomski $tudij Grajeno okolje.

4.4 Rezultati raunske optimizacije sestave substratov za delo¢evanje biometanskega potenciala

Z uporabo programske opreme STATISTICA smo naredili grafe povrSinskih plastnic in 3D povrSinske
grafe, ki prikazujejo optimalno kombinacijo meSanic za podane substrate glede na delez organske
snovi, ki jo prispevajo. NajboljSe rezultate smo dobili pri uporabi specialnega kubi¢nega modela, zato
v nadaljevanju prikazujemo samo te rezultate. Za vse kombinacije smo v tabelah podali tudi statistiko.
Vrednost R? predstavlja merilo prileganja premice, ki jo dobimo iz regresijske enagbe. Primernost
modela smo ocenili z determinacijskim koeficientom R% ki odraza povezavo med eno ali veé
napovedanimi spremenljivkami. Blizje Stevilki 1 je ta vrednost, boljSe je prileganje. Vrednost p je
definirana kot najmanjsi nivo pomembnosti, ki zavrne nicto hipotezo, da ni razlik. Zazeljeno je, da so
vrednosti p majhne, kar pomeni, da imajo koresponden¢ni koeficienti pomemben vpliv (Rao et al.,
2011). Ustreznost modelov smo prav tako testirali s F — testom, s katerim testiramo razlike med
variancami. F-test za testiranje regresijskega modela pove, da manjsa, kot je vrednost F, boljsi je
regresijski model.

4.4.1 Rezultati optimizacije BMP treh kombinacij substratov

Za modeliranje smo uporabili naslednje substrate: blato iz procesa Kraft, blato iz papirniske industrije
Paloma, koruzna silaza in bioloski odpadki. Na 3D in plos¢inskih grafih smo naenkrat lahko prikazali
kombinacije za samo 3 substrate, zato smo prikazali naslednje grafe kombinacij:

e Dblato iz papirniske industrije Paloma + koruzna silaza + bioloski odpadki

e Dblato iz procesa Kraft + blato iz papirniske industrije Paloma + bioloski odpadki

e Dlato iz procesa Kraft + koruzna silaza + bioloski odpadki

e Dblato iz procesa Kraft + blato iz papirniske industrije Paloma + koruzna silaza

Preglednica 42: Regresijski koeficienti za linearni, kvadratni in specialni kubi¢ni model za pri¢akovani
odziv BMP kombinacij papirniskega blata iz procesa Kraft, papirniskega blata iz Palome, koruzne
silaze in bioloskih odpadkov.

Table 42: Regression coefficient for linear and quadratic model for expected response of BMP of
combinations paper sludge from Kraft process, silo maize and biological wastes.

Modeli — koeficienti regresije Odziv BMP
Koeficient Linearni | Kvadratni Spec.l?lr_n Izmerjeni | Napovedani
kubi¢ni

(A) blato Kraft b, -264,813 -154,527 -140,40 -140,400 -140,400
(B) Paloma b, 94,576 70,674 73,50 73,500 73,500
(C)koruzna silaza b, 252,253 248,728 256,47 256,100 256,467
(D) bioloski odadki by 331,775 363,295 371,03 370,600 371,033
AB b1, - -76,981 -184,60 -132,700 -132,667
AC b3 - -456,881 -652,93 -79,600 -79,600
AD D14 - -795,881 -991,93 -105,200 -105,200
BC bys - 81,493 88,87 187,200 187,200
BD b4 - -0,041 7,33 224,100 224,100
CD D34 - 295,926 214,87 367,300 367,467
ABC b1o3 - - 5634,23 90,400 90,400
ACD bias - - 2346,90 212,00 212,000
BCD boas - - -1518,20 146,100 146,233
p 0 0,00003 0,00003 - -
R® 0,822957 | 0,944773 0,981115 - -
F 54,23 10,66 16,67 - -
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odziv BMP = —140,4x, + 73,5x, + 256,47x5 + 371,03x, — 184,60x;x, — 652,93x,x3
—991,93x,x4 + 88,87x,x3 + 7,33x,x,4 + 214,87x3x, + 5634,23x, %, x5
+ 2346,9xx3x, — 1518,2x,x3%,

Z uporabo ANOVA smo statisticno preverili primernost modelov. V vseh primerih modeliranja
kombinacij papirniS8kega blata iz procesa Kraft, papirniskega blata iz Palome, koruzne silaze in
bioloskih odpadkov se je izkazalo, da je najbolj$i specialni kubi¢ni model, katerega napovedane
vrednosti se najbolj prilegajo izmerjenim vrednostim (R? = 0,981115) in je model statisti¢no
pomemben (p < 0,05, F = 16).

Najvecji BMP z uporabo modeliranja smo napovedali pri kombinaciji, kjer uporabljamo samo koruzno
silazo in bioloske odpadke, ostalih dveh substratov pa ne dodajamo. Dodajanje blata Kraft in blata iz
Palome v vseh primerih tako v modelu kot v eksperimentu zmanj$a biometanski potencial. Na
grafikonu 71 smo podali odziv vseh 4 substratov na napovedani biometanski potencial, ob pogoju, da
v preseCis¢u vseh krivulj vsi substrati prispevajo 25 % organske snovi. Z zmanj$evanjem organske
snovi posameznega substrata, krivulje ostalih substratov prikazujejo enakomerno porazdeljeno
organsko obremenitev med te tri substrate. Tako v primeru doziranja samo bioloskih substratov
dobimo napovedano vrednost BMP 371 ml CH4/g OS. Z zmanjSevanjem deleza bioloskih odpadkov
na organsko obremenitev 0, so organske obremenitve ostalih substratov 0,33:0,33:0,33 (vsota $tirih je
1), pri 25 % organski obremenitvi (0,25) pa so tudi pri ostalih v razmerju 0,25:0,25:0,25 (vsota vseh 4
je enaka 1).

DV: BMP; R-sqr=,9811
Model: Special Cubic

500
400
300}
wn
g 200
©
>
E 100
A
?
& O
~100k ] — blato Kraft
(,25)
—— Paloma
-200 }
(,25)
300 ! ! ! ! — koruzna silaza
) (,25)
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
’ ’ ? ’ ’ " —— bioloski odpadki
Pseudo-Component Value (,25)

Grafikon 71: Specialni kubi¢ni model napovedanih vrednosti BMP za meSanice papirniskega blata iz
procesa Kraft, papirniSkega blata Poloma, koruzne silaze in bioloskih odpadkov glede na delez
organske obremenitve posameznega substrata. V prese¢iS§¢u vseh krivulj je delez organske snovi
vsakega substrata 0,25.

Graph 71: Trace plot of estimated responses of BMP of Kraft process sludge, paper pulp sludge from
Paloma, silo maize and biological wastes. At the intersection of the curves organic proportion of each
substrate is 0,25.
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Iz enacbe odziva smo izracunali, da je najboljsi odziv BMP, ki znasa 382,67 ml CH,/g OS, pri
kombinaciji, kjer imamo 0,25 deleze koruzne silaze in 0,75 delez bioloskih odpadkov.

Na 2D in 3D grafih kombinacij lahko lazje razberemo katere kombinacije so se izkazale za najboljse.
Obmocja, ki so obarvana s temno rdeo barvo, imajo najbolj$i odziv BMP. V vseh primerih, kjer
kombiniramo tudi blato Kraft, se odziv BMP ob vecanju deleza tega blata zmanjSuje in je lahko tudi
negativen (grafikoni 74 do 79).

BMP
(ml CH./g OS)

bioloski
odpadki

Bl > 350
Il < 330
B < 280
[ 1<230
[ <180
Paloma Il <130

I <80
Grafikon 72: 3D prikaz napovedanih vrednosti BMP specialnega kubi¢nega modela za meSanice
Palome, bioloskih odpadkov in koruzne silaze, glede na delez organske obremenitve posameznega
substrata.

Graph 72: Mixture 3D surface plots maize of special cubic model for paper sludge from Paloma,
biological wastes and silo maize regarding to fraction of organic matter of each substrate.

Fitted Surface; Variable: BMP
DV: BMP; R-sqr=,9251; Adj:,893
Model: Special Cubic
bioloski odpadki
0,0091,00

Il > 350

Il <330

[ <280

<230

o0 % <180

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 B <130
Paloma koruzna silaza I <80

Grafikon 73: Plos¢inski prikaz napovedanih vrednosti BMP specialnega kubi¢nega modela za
mesanice Paloma, bioloskih odpadkov in koruzne silaze, glede na delez organske obremenitve
posameznega substrata.

Graph 73: Overlaid contour plot of special cubic model for mixture of paper sludge from Paloma,
biological wastes and silo maize regarding to fraction of organic matter of each substrate.
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BMP
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bioloski
odpadki
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Grafikon 74: 3D prikaz napovedanih vrednosti BMP specialnega kubi¢nega modela za meSanice
Palome, bioloskih odpadkov in papirniSkega blata iz procesa Kraft, glede na delez organske
obremenitve posameznega substrata.

Graph 74: Mixture 3D surface plots of special cubic model for mixture paper sludge from Paloma,
biological wastes and paper pulp sludge from Kraft process regarding to fraction of organic matter of
each substrate.

Fitted Surface; Variable: BMP
DV: BMP; R-sqr=,9811; Adj:,9724
Model: Special Cubic (some terms were removed from full model)
bioloski odpadki
0,004 1,00

I > 300
B <220
1,00 [ <120
<20
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
B < -80
blato Kraft Paloma B <-180

Grafikon 75: Plos¢inski prikaz napovedanih vrednosti BMP specialnega kubi¢nega modela za
mesanice Paloma, bioloskih odpadkov in papirniskega blata iz procesa Kraft, glede na delez organske
obremenitve posameznega substrata.

Graph 75: Overlaid contour plot of special cubic model for mixture paper sludge from Paloma,
biological wastes and paper pulp sludge from Kraft process regarding to fraction of organic matter of
each substrate.
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Grafikon 76: 3D prikaz napovedanih vrednosti BMP specialnega kubi¢nega modela za meSanice
bioloskih odpadkov, papirniSkega blata iz procesa Kraft in koruzne silaze, glede na delez organske
obremenitve posameznega substrata.

Graph 76: Mixture 3D surface plots of special cubic model for mixture of silo maize, biological wastes
and paper pulp sludge from Kraft process regarding to fraction of organic matter of each substrate.

Fitted Surface; Variable: BMP
DV: BMP; R-sqr=,9881; Adj:,983
Model: Special Cubic
bioloski odpadki
0,004 1,00

Hl > 300
B < 220
[ <120
<20
B <-80
blato Kraft koruzna silaza Bl <-180

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Grafikon 77: Plos¢inski prikaz napovedanih vrednosti BMP specialnega kubi¢nega modela za
mesSanice bioloskih odpadkov, papirniskega blata iz procesa Kraft in koruzne silaze, glede na delez
organske obremenitve posameznega substrata.

Graph 77: Overlaid contour plot of special cubic model for mixture of silo maize, biological wastes
and paper pulp sludge from Kraft process regarding to fraction of organic matter of each substrate.



168 Kolbl, S. 2014. Izboljsava anacrobne presnove blata iz komunalnih &istilnih naprav in lignoceluloznih substratov pri pridobivanju bioplina.
Dokt. dis. Ljubljana, UL FGG, Podiplomski §tudij Grajeno okolje.

BMP
(ml CH,/g OS)

Il > 200

Bl < 140
<40

blato Kraft g < _60

Il <-160
Grafikon 78: Plos¢inski prikaz napovedanih vrednosti BMP specialnega kubi¢nega modela za
mesanice Palome, papirniSkega blata iz procesa Kraft in koruzne silaze, glede na delez organske
obremenitve posameznega substrata.

Graph 78: Mixture 3D surface plots of special cubic model for mixture of paper pulp sludge from
Paloma, biological wastes and paper pulp sludge from Kraft process regarding to fraction of organic
matter of each substrate.

Fitted Surface; Variable: BMP
DV: BMP; R-sqr=,9811; Adj:,9724
Model: Special Cubic (some terms were removed from full model)
koruzna silaza
0,0041,00

I > 250
Bl < 240
1,00 4 : 0,00 E : igo
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
B < -60
blato Kraft Paloma B < -160

Grafikon 79: 3D prikaz napovedanih vrednosti BMP specialnega kubi¢nega modela za meSanice
Palome, papirniSkega blata iz procesa Kraft in koruzne silaze, glede na delez organske obremenitve
posameznega substrata.

Graph 79: Overlaid contour plot of special cubic model for mixture of paper pulp sludge from Paloma,
biological wastes and paper pulp sludge from Kraft process regarding to fraction of organic matter of
each substrate.
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4.4.2 Modeliranje BMP kombinacije blata iz CN in bioloskih odpadkov

Za modeliranje kombinacije dveh substratov smo lahko uporabili kvadratni model, program pa nam ne
omogoca, da bi rezultate grafi¢no prikazali, zato je podana samo preglednica. Ker imamo samo dve
neodvisni spremenljivki, specialnega kubi¢nega modela nismo mogli uporabiti. Pri modeliranju
kombinacij blata iz CN in bioloskih odpadkov se je izkazalo, da ne linearni in ne kvadratni model nista
najbolja za napovedovanje odziva BMP, saj je bilo prileganje slabo (R*= 0,79297; F = 6,5879), kljub
temu, da je kvadratni model statisticno pomemben (p < 0,05). Ena¢bo odziva BMP smo podali pod
preglednico 43.

Preglednica 43: Regresijski koeficienti za linearni, kvadratni in specialni kubi¢ni model za pri¢akovani
odziv BMP kombinacij blata iz CN in bioloskih odpadkov.

Table 43: Regression coefficient for linear and quadratic model for expected response of BMP of
combinations wastewater sludge and biological wastes.

Modeli — koeficienti regresije Odziv BMP
Koeficient Linearni Kvadratni Spec.lfllr_n Izmerjeni | Napovedani
kubicni

(A)  bioloski | by 305,7383 318,637 - 308,8700 | 318,6367
odpadki
(B) blatoizCN | b, 235,2551 248,153 - 248,1534 248,1534
AB bi - -154,780 - 244,7000 |  244,7000
p 0,019405 0,042524 - - -
R’ 0,565655 0,792970 - - -
F 9,116213 6,587902 - - -
Enacba odziva BMP:

odziv BMP = 318,637x; + 248,153x, — 154,78x,x,

4.4.3 Modeliranje BMP kombinacije blata iz CN in zelenega odreza

Za modeliranje kombinacije blata iz CN in zelenega odreza smo lahko uporabili kvadratni model.
Program ne omogoca, da bi rezultate graficno prikazali, zato je podana samo preglednica 44. Ker
imamo samo dve neodvisni spremenljivki, specialnega kubi¢nega modela nismo mogli uporabiti.

Preglednica 44: Regresijski koeficienti za linearni, kvadratni in specialni kubi¢ni model za pri¢akovani
odziv BMP kombinacij blata iz CN in zelenega odreza.

Table 44: Regression coefficient for linear and quadratic model for expected response of BMP from
combinations of wastewater sludge and green cuttings.

Modeli — koeficienti regresije Odziv BMP
Koeficient Linearni Kvadratni Skp ec.'? Im Izmerjeni Napovedani
ubiéni
(A) blatoizCN | by 408,5727 440,621 - 470 440,62
(B) zeleni odrez | b, 137,3489 167,981 - 154 167,99
AB (1:1) b1, - -315,210 - 299 225,49
p 0,000033 0,093181 - - -
R’ 0,604707 0,663468 - - -
F 29,06563 3,14291 - - -
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Pri modeliranju kombinacij blata iz CN in zelenega odreza se je izkazalo, da ne linearni in ne
kvadratni model nista najbolj3a za napovedovanje odziva BMP, saj je bilo prileganje slabo (R? =
0,663468; F = 3,14291), kvadratni model statisti¢no nepomemben (p > 0,05).

Enacba odziva BMP je naslednja:
odziv BMP = 440,621x, + 167,981x, — 315,21x;x,

V preglednici 45 so podani napovedani odzivi BMP v primerjavi z izmerjenimi BMP. Iz podatkov je
mozno razbrati, da se vrednosti izmerjenega in napovedanega BMP precej razlikujejo.

Preglednica 45: 1zmerjeni in napovedani biometanski potencial kombinacij blata iz Cistilne naprave in
bioloskih odpadkov z modeliranjem s programom STATISTICA.

Table 45: Measured and predicted response using STATISTICA for combinatons of wastewater
sludge and green cuttings for various combinations.

Razmerje organske obremenitve Izmerjeni Napovedani
blato iz CN zeleni odrez BMP (ml CH4/g OS) BMP (ml CH4/g OS)
1 0 470 440,62
0 1 154 167,99
0,5 0,5 299 225,49
0,75 0,25 280 313,36
0,85 0,15 275 359,53
0,9 0,1 321 384,99
0,95 0,05 507 412,02

4.4.4 Ugotovitve iz racunske optimizacije sestave substratov za doloCevanje biometanskega
potenciala

Za modeliranje kombinacije razli¢nih substratov smo uporabili program STATISTICA in metodo
Simplex-lattice. V primeru, kjer smo uporabili tri substrate, je najvecji vpliv na odziv BMP imelo
blato Kraft in blato Paloma. Z manjSanjem njune koli¢ine, je odziv BMP narascal. Oba substrata sta
organsko slabse razgradljiva, blato Kraft pa je delovalo tudi inhibitorno na proces anaerobne presnove,
kar je prikazano tudi v eksperimentu 11. Optimalni odziv BMP smo dosegli, ¢¢ smo kombinirali
koruzno silazo in bioloske odpadke. Najboljse prileganje smo dosegli s specialnim kubi¢nim
modelom, medtem ko linearni in kvadratni model nista primerna za napovedovanje optimalne
kombinacije substratov za optimizacijo BMP.
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4.5 Rezultati spremljanja delovanja BPE Vucdja vas

Na BPE Vug¢ja vas smo spremljali delovanje naprave. Lastnosti vhodnih pripravljenih substratov v
Stirth meSalnih jamah so prikazane v prilogi H na grafikonih HI do H4. Povpre¢na suha snov v
pripravljenih mesanicah v mesalnih jamah (MJ) je bila med 9,4 in 9,8 %, organska snov (v suhem
vzorcu) med 76 in 77 %, vrednost pH pa okrog 7. Vsebnosti suhe snovi in organske snovi v mesalnih
jamah skozi ¢as nista nihali, medtem ko je bilo nihanje pH precejsnje, kar je najverjetneje posledica
doziranja razli¢nih substratov (olj¢ne tropine, vinasa, sirek, koruzna silaza, koruzni $rot in gnoj) ob
razli¢nih dnevih (grafikon 84) in dodajanja razli¢ne koli¢ine vode in meSanja vsebine v mesalni jami
pred doziranjem v anaerobni reaktor. Dnevna sestava doziranih substratov je podana v grafikonu 80. V
mesecu novembru se je na bioplinarni kot substrat ob koruzni silazi, gnoju in olj¢nih tropinah
uporabljala tudi vinjasa, ki je stranski proizvod pri pridelavi sladkorja iz sladkornega trsa. Od sredine
decembra 2011 do konca aprila 2012 so dozirali tudi povprecno 22880 kg suhega in mokrega
koruznega Srota na dan. Oba sta poleg koruzne silaze vsebovala najve¢ organske snovi v suhem vzorcu
(grafikon 81). Vsebnost organske snovi gnoja je nihala zaradi razli¢ne vsebnosti slame, ki se uporablja
kot nastilja za Zivino. Skupaj so tako v mesecu februarju iz vseh substratov, katerih meSanice so
sestavili v megalnih jamah in jih pre¢rpali v anaerobne fermentorje, dozirali med 9 in 11 t OS/m® dan,
kar je enako povprecju 10 g OS/I, kot v eksperimentih na pilotnem modelnem merilu. Substrati v
meSalni jami so bili pripravljeni, ko je delez dodane vode, ki so jo ¢rpali iz zbiralnikov, dosegel okrog
93,5 %, (pripravljen substrat iz meSalnih jam je vseboval okrog 6,5 % SS) (grafikoni od 83 do 85).
Organska snov v mesalnih jamah je prav tako nihala zaradi razli¢ne vrste doziranih substratov, nac¢ina
mesanja, koli¢ine dodane vode, dolZine meSanja substrata v mesalni jami, segrevanja meSalnih jam na
30°C in produkcije metana, ki se je Ze pri¢ela v mesalnih jamah.

Zaradi susnega obdobja, ki je nastopilo poleti 2011, je koli¢ina koruzne silaze, ki BPE Vucja vas
predstavlja primarni substrat za tvorbo bioplina, bila omejena, po mesecu aprilu 2012 pa je doziranje
substratov skorajda prekinjeno, zato smo monitoring prekinili v mesecu aprilu 2012. V anaerobnih
fermentorjih in kon¢nem zalogovniku 1 in 2 smo spremljali tudi dnevni nivo plina. 1z grafov 83 in 84
vidimo, da je tudi nivo plina skozi ¢as nihal, saj so ga kontinuirano porabljali plinski motorji, ki SO
proizvajali elektrino energijo in odvecno toploto. V mesecu aprilu, ko je zaCelo zmanjkovati
substratov, vidimo da je nivo plina v fementorju 3 in 6 padel pod 10 %. V konénih zalogovnikih je
tudi nastajal plin, Ceprav v ta dva anaerobna reaktorja nismo dozirali svezega substrata, ampak
biomaso iz fermentorjev 3 in 6, vendar je koli¢ina metana v primerjavi s fermentorji od 1 do 6 bila
majhna.

Sestavo plina nam na BPE Vucja vas niso dovolili prikazati, podajamo pa povprecno proizvedeno
elektricno energijo (kW) in povpre¢no dnevno porabo plina na 4 plinskih motorjih, vsak nazivne moci
1 MW (grafikon 89). Povpre¢na dnevna elektrika na BPE Vuéja vas (oznaceno kot Noval, Nova 2,
Nova 3 in Nova 4) se je gibala malo nad 1 MW. V mesecu januarju 2012 je prislo do upada
proizvodnje elektriCne energije zaradi zamenjave koruzne silaze s sirkom, ki ima v primerjavi s
koruzno silazo manjsi biometanski izplen in posledi¢no iz iste koli¢ine substrata dobimo manj metana.
Po dodajanju olj¢nih tropin, ki vsebujejo vecji delez mascob, in koruzne silaze (od februarja 2012
naprej), je povpre¢na dnevna proizvedena elektricna energija spet narasla nazaj na 1 MW, vendar je v
mesecu aprilu 2012 zacela nihati zaradi pomanjkanja substratov. Podoben trend smo opazili tudi pri
povprecni dnevni porabi plina na plinskih motorjih 1, 2, 3 in 4.
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Grafikon 80: Gibanje dnevne koli¢ine razli¢nih substratov, ki smo jih dozirali v anaerobne reaktorje BPE Vugja vas.
Graph 80: Variations in daily amount of different substrates used for anaerobic digesters in BGP Vudja vas.
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Grafikon 81: Gibanje dnevne vsebnosti organske snovi razli¢nih substratov, ki smo jih dozirali v anaerobne reaktorje BPE Vudja vas.

Graph 81: Daily variations in volatile solids of different substrates used in anaerobic digesters in BGP Vug¢ja vas.
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Grafikon 82: Gibanje dnevne vsebnosti suhe snovi razli¢nih substratov, ki smo jih dozirali v anaerobne reaktorje BPE Vucja vas.
Graph 82: Daily variations in total solids of different substrates used in anaerobic digesters in BGP Vugja vas.
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Grafikon 83: Izmerjena SS, OS in pH meSalne jame 1, preko katere smo substrate dozirali v anaerobne reaktorje BPE Vuéja vas. Podanes so standarne
deviacije meritev.

Graph 83: Daily changes in TS, VS and pH in mixtures of mixing chamber 1 that is used for dosing anaerobic digesters of BGP Vucja vas with standard
deviations.
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Grafikon 84: Izmerjena SS, OS in pH mesalne jame 2, preko katere smo substrate dozirali v anaerobne reaktorje BPE Vu¢ja vas. Podanes so standarne
deviacije meritev.

Graph 84: Daily changes in TS, VS and pH in mixtures of mixing chamber 2 that is used for dosing anaerobic digesters of BGP Vu¢ja vas with standard
deviations.



Kolbl, S. 2014. Izboljsava anaerobne presnove blata iz komunalnih &istilnih naprav in lignoceluloznih substratov pri pridobivanju bioplina.
Dokt. dis. Ljubljana, UL FGG, Podiplomski $tudij Grajeno okolje.

177

mesSalna jama 3

90
- [
k }i ' [
{ [ [
b [
80 - & 14 bOEY /
m .‘ F 'V\ 4 ' V‘ w B K By W
| = -
i [ | SN ‘H | - ? [}
70 ~ [ |
[ |
AGO-
n
n
S
=)
v50_
n
(@]
£
~ 40 -
(=]
>
N—r
3

30 A

20 A
] % e * . »n *

10 Py * . %' " '.0 » * »

O T T T T T T T T T T T T T T T T T T
o = ) o = ) w = N w o = ) = ) w o = )
= (o = = (o = Lo o o © © © © o o o © © ©
= = = = = = = o o o o o o o o o o o o
= = = N NG N N = = = N N N w w w H & »
) ) [O) ) ) ) o () ) ) ) o ) ) [O) ) ) ) )
o o (= o o o o o o o o o o o o o o o o
[ == [ [ = [ = = = = =3 = =3 =3 [ =3 = =3 =3
[N [N [N [N [ [N [ N [N N N N N N N [N N N N

Grafikon 85: Izmerjena SS, OS in pH mesSalne jame 3, preko katere smo substrate dozirali v anaerobne reaktorje BPE Vuéja vas. Podanes so standarne

deviacije meritev.

Graph 85: Daily changes in TS, VS and pH in mixtures of mixing chamber 3 that is used for dosing anaerobic digesters of BGP Vucja vas with standard

deviations.
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Grafikon 86: Izmerjena SS, OS in pH mesalne jame 4, preko katere smo substrate dozirali v anaerobne reaktorje BPE Vu¢ja vas. Podanes so standarne

deviacije meritev.

Graph 86: Daily changes in TS, VS and pH in mixtures of mixing chamber 4 that is used for dosing anaerobic digesters of BGP Vucja vas with standard

deviations.
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Grafikon 87: Dnevno gibanje nivoja plina v plinohranih nad anaerobnimi reaktorjih F1, F2, F3, F4, F5 in F6 BPE Vucja vas.

Graph 87: Daily variations of biogas level in gasholders on to of F1, F2, F3, F4, F5 and F6 of BGP Vug¢ja vas.
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Grafikon 88: Dnevno gibanje nivoja plina v plinohranih nad KZ1 in KZ2 na BPE Vugdja vas.
Graph 88: Daily biogas level in gasholders on top of KZ1 and KZ2 of BGP Vugja vas.
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Grafikon 89: Povpre¢na dnevna proizvodnja elektrike Noval, Nova2, Nova 3, Nova 4 in povprecna dnevna poraba plina na plinskih motorjih na BPE Vu¢ja
vas.
Graph 89: Average daily electricity production from Noval, Nova2, Nova 3, Nova 4 and average daily gas consumption of gas motors at BGP Vucja vas.
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V mesecu januarju 2012, ko je padel tudi plinski nivo v plinohranih, kar pomeni, da je bila tvorba
metana zmanjSana, je bila dnevna poraba plina na plinskih motorjih tudi manj$a in zato tudi
proizvodnja elektri¢ne energije. Podobno je bilo tudi v mesecu aprilu 2012. V obdobju od novembra
2011 do marca 2012 se je v povprecju mesecno na BPE Vucja vas proizvedlo 2865 MW elektri¢ne
energije. V mesecu aprilu je mesecna proizvodnja padla na 1824 MW.

Organska obremenitev anaerobnih reaktorjev je tako od novembra 2011 pa do marca 2012, ko je bilo
na razpolago dovolj substratov, znasala med 9 in 10 kg OS/m® dan, v mesecu aprilu 2012, ko na voljo
ni bilo dovolj substratov, je padla na 3,6 kg OS/m* dan, poslediéno se je tudi tvorba bioplina
zmanj$ala. Povprecni hidravli¢ni zadrzevalni ¢as na BPE Vugja vas je znasal 100 dni (Priloga B).

Delovanje procesa anaerobne presnove smo spremljali v anaerobnem fementorju 1 in 4, v katera smo
tudi dnevno dozirali substrat. Delez suhe snovi v fermentorju 1 (F1) in 4 (F4) se je gibal okrog 8 %,
delez organske snovi glede na suhi vzorec pa med 70 in 80 % v obeh primerih. Vrednost pH je bila v
razponu med 7 in 7,7 (glej grafikon 90 in 91). Veé¢ja nihanja smo zaznali pri vsebnosti hlapnih
organskih kislin (HOK) in celotnem anorganskem ogljiku — alkalnosti (CAO) in razmerju med njima v
fementorju 1 in 4 (Grafikon 92 in 93). Razmerje HOK/CAO je tako segalo od 0,25 do 0,6 v
fementorju 1 in od 0,25 do 0,55 v fermentorju 4, vendar se je vecino ¢asa gibalo med 0,25 in 0,4, kar
je znotraj optimalnega obmocja. To nakazuje, da je kljub raznoliki sestavi substratov proces anaerobne
presnove deloval brez problemov in se hitro prilagodil na spremembe razli¢ne hrane.

Biomasi iz KZ1 in KZ2 smo prav tako izmerili suho snov, organsko snov, pH in razmerje HOK/CAO.
Vsebnost suhe snovi se je gibala med 5 % in 8 %, vsebnost organske snovi glede na suhi vzorec pa od
65 % do 76 % (Grafikon 90 in 92), kar je manj kot v F1 in F4 in kar nakazuje, da se je del organske
snovi iz fermentorjev pretvoril v bioplin. Razmerje med HOK/CAO se je gibalo med 0,25 in 0,29.
Koncentracija HOK ni presegla 4000 mg CH;COOH/I, puferska kapaciteta je bila glede na
koncentracijo kislin zadostna, da ni prislo do tezav v procesu (Grafikon 95). Vrednost pH je ostala
znotraj varnega in optimalnega obmocja za delovanje anaerobnih mikroorganizmov.

Temperatura v anaerobnih reaktorjih in konénem zalogovniku 1 in 2 se je gibala v mezofilnem
temperaturnem obmocju 38 + 2 °C.
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Grafikon 90: Spreminjanje deleza SS, OS in pH v anaerobnem reaktorju F1 BPE Vugja vas skozi ¢as. Podane so standarne deviacije meritev.
Graph 90: Daily changes in TS, VS and pH in anaerobic digester F1 of BGP Vucja vas as a function of time with standard deviations.
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Grafikon 91: Koncentracija CAO, HOK in razmerje HOK/CAO anaerobnega reaktorja F1 BPE Vucja vas skozi ¢as. Podane so standarne deviacije meritev.
Graph 91: Daily changes in TIC, VOA and ratio VOA/TIC in anaerobic digester F1 of BGP Vu¢ja vas as a function of timewith standard deviations.
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Grafikon 92: Spreminjanje deleza SS, OS in pH v anaerobnem reaktorja F4 BPE Vucja vas skozi ¢as. Podane so standarne deviacije meritev.

Graph 92: Daily changes of TS, VS and pH in anaerobic digester F4 of BGP Vuc¢ja vas as a function of time with standard deviations.
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Grafikon 93: Koncentracija CAO, HOK in razmerje HOK/CAO anaerobnega reaktorja F4 BPE Vucja vas skozi ¢as. Podane so standarne deviacije meritev.
Graph 93: Daily changes in TIC, VOA and ratio VOA/TIC in anaerobic digester F4 of BGP Vugja vas as a function of time with standard deviations.
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Grafikon 94: Spreminjanje deleza SS, OS in pH v konénem zalogovniku KZ1 BPE Vuc¢ja vas skozi ¢as. Podane so standarne deviacije meritev.
Graph 94: Daily changes of TS, VS and pH in post digester KZ1 of BGP Vug¢ja vas as a function of time with standard deviations.
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Grafikon 95: Koncentracija CAO, HOK in razmerje HOK/CAO v kon¢nem zalogovniku KZ1 BPE Vucdja vas skozi ¢as. Podane so standarne deviacije
meritev.
Graph 95: Daily changes in TIC, VOA and ratio VOA/TIC in post digester KZ1 of BGP Vu¢ja vas as a function of time with standard deviations.
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Grafikon 96: Spreminjanje deleza SS, OS in pH v konénem zalogovniku KZ2 BPE Vucja vas skozi ¢as. Podane so standarne deviacije meritev.
Graph 96: Daily changes of TS, VS and pH in post digester KZ2 of BGP Vug¢ja vas as a function of time with standard deviations.
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Ugotovitve

e Za obdobje od novembra 2011 do aprila 2012 je znacilno, da je sestava vhodnih substratov
zelo nihala, vendar kljub temu, je tvorba metana potekala nemoteno. Izjema je le prilagajanje
na zamenjavo koruzne silaze s sirkom in obdobje od aprila napre;j, ko ni bilo ve¢ doziranja ne
sirka in ne koruzne silaZe in se je koli¢ina substratov drasticno zmanjsala.

e Zaradi zmanj$anja koliCine substratov in posledicno manjse organske obremenitve reaktorjev,
je bila tudi koli¢ina nastalega metana v mesecu aprilu 2012 v primerjavi s prej$nimi meseci
obcutno manjsa.

o Kiljub raznoliki sestavi vhodnih substratov, ni pri$lo do ve¢jih nihanj v procesu, kar nakazuje
na funkcionalno kvaliteto inokuluma iz BPE Vucja vas. Zaradi ucinkovite metabolne
fleksibilnosti inokuluma je hidroliza novih, raznolikih substratov in njihovih kombinacij
potekala brez problemov.

e Najvedji problem vecjim BPE predstavlja zagotavljanje zadostne koli¢ine substrata.

e Na eni strani je uporaba energetskih rastlin za pridobivanje bioplina moralno sporna in
tekmuje z oskrbo s hrano, na drugi strani pa v Sloveniji opaZzamo trend zaraséanja kmetijskih
povrsin in opustitev kmetovanja.

e V Angliji veliko BPE kot kosubstrat ob koruni silazi in gnojevki uporablja tudi bioloske
odapdke iz gospodinjstev. V Sloveniji veliko tezavo predstavlja birokratski sistem in trajanje
pridobitve okoljskega dovoljenja za koriscenje biolosko razgradljivih odpadkov.
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4.6 Rezultati in diskusija analize mikrobne zdruZzbe

Bakterijske mikrobne zdruzbe so kljucne za razgradnjo polimernih rastlinskih ostankov pri pretvorbi
organskih snovi do acetata, ogljikovega dioksida in vodika, ki pa so klju¢nega pomena za mikrobno
zdruzbo arhej, ki sodelujejo pri proizvodnji metana iz razli¢nih substratov.

Z namenom, da bi ugotovili relativni vpliv dodajanja razli¢nih hidroliticnih encimov na strukturo
mikrobnih zdruzb, smo v vzorcih, ki so bili odvzeti iz kontinuiranega eksperimenta §t. 13 (Moznost
uporabe hidrolitskih encimov za poveéanje produkcije bioplina iz odpadnega dehidriranega blata
papirniske industrije v 5 1 semi-kontinuiranem ampts 1) ob dnevih 0, 15, 20, 30 in 45, analizirali
polimorfizem gena za 16S rRNA kot filogenetskega markerja bakterij in arhej. S hitro tipizacijsko
tehniko T-RFLP smo tako opisali strukturne odmike bakterijske in arhejske mikrobne zdruzbe kot
odziv na dve spremenljivki: dodajanje encimov in ¢as inkubacije v eksperimentu na realno velikih
delcih biomase in substrata. Kot izhodis¢ni vzorec smo uporabili vzorce iz anaerobnih reaktorjev iz
eksperimenta 13, v katere nismo dodajali encimov.

Iz rezultatov je razvidno, da je odziv bakterijskih mikrobnih zdruzb bolj kompleksen od odziva
arhejske mikrobne zdruzbe v istih vzorcih. Spremembe v bakterijskih mikrobnih zdruzbah tekom
eksperimenta (smer gibanja ozna¢ena z rumeno puscico na Grafikonu 97) so bile ve¢je pri encimih
Novozymes, Biofuture in kontroli s Palomo v primerjavi z encimi Novalin, Micropan Biogas in
zeolitom IPUS M (Grafikon 97). Podobno velikih razlik med odzivi arhejskih zdruzb pri razli¢nih
eksperimentalnih dodanih encimih nismo zaznali (Grafikon 98).

Vse mikrobne zdruzbe eksperimentov, tako pri bakterijah kot pri ahrejah, so se razlikovale od
izvornega stanja, odvzetega neposredno iz industrijskega reaktorja, ne glede na dodajanje encimov ali
vrsto dodanih encimov. Analiza vpliva obeh dejavnikov je pokazala, da ima dale¢ vecji vpliv na
strukturo tako bakterijske kot arhejske mikrobne zdruzbe sam c¢as inkubacije. Nasprotno pa je bil
skupen vpliv dodajanja encimov ter vrsta dodanih encimov za ve¢ Kot desetkrat manjsi od samega
vpliva inkubacije skozi Cas.

Zato lahko sklepamo, da ima najvecji vpliv na strukturo bakterijske in arhejske mikrobne zdruzbe Cas
inkubacije, tekom katerega tudi v naravnih sistemih na industrijskem modelnem merilu (Sundberg et
al., 2013; Werner et al., 2011) potekajo razli¢ne adaptacije predstavnikov zdruzb na nihanja ali
spremembe v pogojih okolja, pri ¢emer je bil ugotovljen vpliv dodanih encimov v naSem eksperimentu
manjsi za vsaj eno velikostno stopnjo in zato primerjalno relativno nepomemben.

Nizki vrednosti mere (stress) za odstopanja med odnosi v ve¢dimenzionalnih podatkih mikrobnih
zdruzb in njihovi razvrstitvi na ordinaciji kaZeta, da smo rekonstruirali stabilno in optimalno reSitev
predstavitve odnosov med multi dimenzionalnimi podatki v samo dveh dimenzijah.

Ugotovitve iz eksperimenta analize mikrobne zdruZzbe

Z bolj kompleksnimi ter Gasovno in finanéno zahtevnimi tehnikami globokega sekvenciranja
(Sundberg et al., 2013), Micro Array (Novak et al., 2013) in metagenomiko bi z gotovostjo lahko
pokazali, katere mikrobne skupine bakterij in arhej se razlikujejo med posameznimi vzorci vzetimi ob
razli¢nih ¢asih in iz razli¢nih eksperimentalnih variant. S hitrimi tehnikami ugotavljanja mikrobnih
zdruzb pa smo pokazali, da do dolo¢enih sprememb v strukturi mikrobnih zdruzb bakterij
(razgrajevalcev rastlinskih polimerov) in arhej (proizvajalcev metana) prihaja, vendar pa so bile te
spremembe tekom nasih eksperimentov neodvisne od dodajanja in vrste encimov. Torej v sploSnem ne
moremo zavre¢i nase nicte hipoteze, da med vplivi razliénih encimov tekom nasi eksperimentov ni
razlik.
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Grafikon 97: Prikaz odnosov med mikrobnimi zdruzbami bakterij skozi 45 dni kontinuirane razgradnje
blata Paloma v 5 L AMPTS 1II z dodajanjem razlicnih encimov (nemetri¢no ve¢ dimenzionalno
lestviGenje (NM-MDS), indeks=Bray-Curtis, stress=0.16 in 0.09, Shepard plot R2>0.76 in 0.82).
Sredis¢ni ¢rti prikazujeta relativni vpliv dveh dejavnikov, dodajanja razli¢nih encimov in Casa
inkubacije. Obodni konveksni obrisi predstavljajo geometrijske like, ki vsebujejo vse ¢asovne tocke
variant z dolo¢enim encimom. (Legenda barv: rdeca: Paloma + Micropna Biogas; modra: Paloma +
zeolit IPUS M; roza: Paloma + Novozymes; zelena: Paloma + Novalin; érna barva: Inokulum;
vijoli¢na: Paloma + Biofuture; . Paloma). Rumena pusCica prikazije smer
gibanja strukture mikrobne zdruzbe bakterij skozi ¢as.
Graph 97: The relationship between microbial communities of bacteria through 45 days of continuous
decomposition of sludge Paloma in 5 L AMPTS Il with the addition of various enzymes (nonmetrical
multi dimensional scaling (MDS-NM), index = Bray-Curtis, stress = 00:16 and 00:09, Shepard plot
R2>0.76 and 0.82). The center line shows the relative influence of two factors, the addition of various
enzymes and incubation time. Circumferential convex contours represent geometric shapes containing
all points in time variants of a particular enzyme. (Legend of colors: red color: Paloma + Micropna
Biogas, blue color: Paloma + zeolite IPUS M; pink: Paloma + Novozymes; Green: Paloma + Novalin,
black color: inoculum; purple color: Paloma + Biofuture; fluorescent green color : Paloma). Yellow
arrow shows the movement of microbial communities of bacteria through time.
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Grafikon 98: Prikaz odnosov med mikrobnimi zdruzbami arhej skozi 45 dni kontinuirane razgradnje
blata Paloma v 5 L AMPTS Il z dodajanjem razliénih encimov (nemetri¢no ve¢ dimenzionalno
lestvienje (NM-MDS), indeks=Bray-Curtis, stress=0.16 in 0.09, Shepard plot R2>0.76 in 0.82).
SrediS¢ni Crti prikazujeta relativni vpliv dveh dejavnikov, dodajanja razlicnih encimov in cCasa
inkubacije. Obodni konveksni obrisi predstavljajo geometrijske like, ki vsebujejo vse ¢asovne tocke
variant z dolo¢enim encimom. (Legenda barv: rdeca: Paloma + Micropna Biogas; modra: Paloma +
zeolit IPUS M; roza: Paloma + Novozymes; zelena: Paloma + Novalin; ¢rna: Inokulum; vijoli¢na:
Paloma + Biofuture; : Paloma).

Graph 98: The relationship between microbial communities of archaea through 45 days of continuous
decomposition of sludge Paloma in 5 L AMPTS Il with the addition of various enzymes (nonmetrical
multi dimensional scaling (MDS-NM), index = Bray-Curtis, stress = 00:16 and 00:09, Shepard plot
R2> 0.76 and 0.82). The center line shows the relative influence of two factors, the addition of various
enzymes and incubation time. Circumferential convex contours represent geometric shapes containing
all points in time variants of a particular enzyme. (Legend of colors: red color: Paloma + Micropna
Biogas, blue color: Paloma + zeolite IPUS M; pink: Paloma + Novozymes; Green: Paloma + Novalin,
black color: inoculum; purple color: Paloma + Biofuture; fluorescent green colour : Paloma).
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5 SKLEPI

Obratovalne tezave, s katerimi se soocajo velike bioplinske elektrarne v Sloveniji, so predvsem
pomanjkanje substratov zaradi suSnega obdobja zadnjih dveh let in posledicno manjSega hektarskega
donosa pridelka. Druga njihova slabost je, da ve¢ina BPE v celotni ne izkoris¢a odveéne proizvedene
toplote energije, ki bi jo lahko nekemu uporabniku v blizini prodala po subvencionirani ceni, ta bi jo
pa koristno uporabil. Ceprav se bioplin lahko proizvaja iz razli¢nih biolosko razgradljivih substratov,
na BPE e vedno kot substrat prevladuje koruzna silaza, gnoj in gnojevka, kar pa dolgoro¢no ne
predstavlja resitve za povecanje neodvisnosti od fosilnih goriv, povecuje pa inteznivno pridelavo
energetskih ratlin za pridobivanje bioplina in etanola, namesto za hrano za ljudi in Zivali. Vendar na
drugi strani v Sloveniji opazamo trend opustitve kmetovanja in zaras¢anja kmetijskih povrsin. Za
potrebe biopliona so bile Zze razvite hibridne vrste energetskih rastlin, z namenom ¢im vecjega
prirastka metana. Energetske rastline za pridobivanje bioplina, ki tekmujejo z oskrbo s prehrano, bi
postopoma lahko zamenjali z biolo§kimi komunalnimi odpadki, kar so raziskovali tudi Pognani et al.
(2009). Na primer v Angliji je v zadnjih letih §tevilo bioplinskih elektrarn skokovito naraslo in do
danes znaSa ze 136 elektrarn, ki zajemajo kmetijske bioplinske elektrarne, industrijske bioplinske
elektrarne (papirniska industrija, istilne naprave) in bioplinske elektrarne, ki za substrat uporabljajo
bioloske odpadke (http://www.biogas-info.co.uk/maps/index2.htm).

Transport kravjega gnoje do bioplinskih elektrarn je v Nemc¢iji ekonomsko sprejemljiv na razdalji
manjs$i od 22 km, transport bioloskih komunalnih odpadkov pa na razdalji manjs$i od 425 km
(Lindorfer in Schwarz, 2013). Druga moznost je, da kombiniramo odve&no blato iz CN z biologkimi
odpadki, kar bi z nadaljnim razvojem lahko zaZivelo tudi v vec¢ji meri na realnem modelnem merilu,
saj raziskave kaZzejo na izboljSan proces anaerobne presnove. Vendar na drugi strani procesa
anaerobne presnove, Kjer kot substrat uporabljamo bioloske odpadke, ni enostavno voditi, saj je lahko
struktura odpadkov, ki jih uporabimo, zelo raznolika, kar pa privede do nihanj v proizvodnji metana in
kinetiki procesa. Na mikroorganizme lahko delujejo tudi razli¢ni kationi, kopic¢enje mascobnih kislin,
amonijak, tezke kovine, neéistoe in toksiéne snovi (aromati), ki jih najdemo v odpadkih, kot so
plasti¢ni, kovinski, stekleni in ostali delci od razli¢nih embalaz in jih je potrebno pred doziranjem v
fermentor loCiti od organske frakcije (lacovidou et al., 2012). Za anaerobno presnovo bioloskih
odpadkov je v Sloveniji potrebno pridobiti okoljsko dovoljenje, kot je to navedeno v Uredbi o
predelavi biolosko razgradljivih odpadkov in uporabi komposta ali digestata (UL RS §t. 99/2013:
10787-10796), kar pa po izkusnjah razli¢nih upravljavcev lahko traja tudi vec let, veliko pa je
nasprotovanje tudi lokalne skupnosti, ki si ne zeli stabilizacije tak$nih vrst odpadkov v svoji bliznji
okolici, predvsem zaradi formaldehidov pri izgorevanju bioplina, povecanega lokalnega prometa in
hrupa, smradu in strahu pred neznanim.

Sklepi iz eksperimentov:

1. Z nadgradnjo in validacijo AMPTS Il na 5 | pilotno modelno merilo smo presli iz
modificiranih inokulumov, substratov in neenotne procedure sestavljanja eksperimentov na
vedjo laboratorijsko modelno merilo, kjer smo uporabili substrate, ki imajo velikost delcev kot
na BPE pred doziranjem v anaerobne reaktorje, realni inokulum, realno organsko
obremenitev, realno razmerje med substrati in inokulumom (Preglednica 46), ki se jih
uporablja na bioplinskih elektrarnah.

2. Analize BMP razli¢nih Sarz substratov istega susbstratnega razreda na nasih 5 1 modificiranih
modelnih merilih kaZejo, da so razlike znotraj istega substratnega razreda lahke zelo velike,
tudi do 50 %.
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10.

11.

Ugotovili smo, da imajo encimske predobdelave lignoceluloznih substratov in blata iz ¢istilnih
naprav pozitiven uéinek na pridobivanje biometana. Studije, ki so jih opravili drugi avtorji,
nakazujejo da mehanska predobdelava lignoceluloznih substratov sicer je smiselna, vendar do
dolocene meje. Tako na primer Hermmann in drugi (2012a,b) odsvetujejo zmanjSevanja
velikosti delcev pod 8 mm, saj je energija, ki bi jo morali vloziti, ve¢ja od energije, ki bi jo
pridobili z dodatno proizvedenim metanom.

S kombinacijo 4 razli¢nih substratov v SarZznem sistemu smo predvideli optimalno
kombinacijo, ki sta jo sestavljali koruzna silaza in bioloski odpadki. Z vecanjem koli¢ine
papirniSkega blata se je tvorba metana zmanjSevala, v primeru blata Kraft pa bil proces
inhibitoren.

Z enacbo tretje stopnje v programu STATISTICA smo dosegli najboljse prileganje modela
glede na izmerjene vrednosti in predvideli optimalne kombinacije razli¢nih substratov v
Sarznem nacinu.

S kombinacijo ultrazvoéne predobdelave in hidrolitske encimske predobdelave na primeru
semikontinuiranega anaerobnega procesa z blatom iz CN smo izboljsali uéinkovitost
anaerobne presnove in posledi¢no povecéali tvorbo metana za 24,4 %, z uporabo samo
ultrazvo¢ne predobdelave za 7,5 %, z uporabo samo encimov pa za 14,4 %, v primerjavi z
izhodi$¢nim vzorcem.

Vpliv predobdelave blata iz CN z ultrazvokom je bil manjsi v primerjavi z encimsko
predobdelavo blata. Vendar kot navajajo drugi avtorji (Perez Elvira et al., 2009), je
ucinkovitost laboratorijskih ultrazvocnih sond v primerjavi z industrijskimi majhna, kar je
lahko tudi vzrok slabse ucinkovitosti ultrazvocne predobdelave in posledicno manjSemu
povecanju produkcije metana v naSem primeru v primerjavi z drugimi $tudijami na modelu
realnega modelnega merila ¢istilne naprave.

Najvecji vpliv na ucinkovitost predobdelave z ultrazvokom so imeli: specificna dovedena
energija ultrazvocne predobdelave (SE), stopnja razgradnje blata z ultrazvokom (DD), starost
blata, pH blata in vsebnost inhibitornih snovi. Starost blata, pH, pove¢ana koncentracija
amonijaka in povecana koncentracija hlapnih mascobnih kislin so bili vzrok, da je
predobdelava z ultrazvokom imela manjsi u¢inek na tvorbo metana.

Kljub zmanjsanju velikosti delcev blata z ultrazvokom, ni nujno, da je velikost delcev merilo,
da se bo tvorba metana povecala, saj je proces anaerobne presnove odvisen tudi od bio-
kemijskih procesov, vsebnosti inhibitornih snovi in lastnosti gorvodnega toka blata. Zhang in
drugi (2013) navajajo, da bi za substrate, ki imajo vecjo vsebnost vlaken, mehanska
preodbdelava lahko imela pozitiven vpliv na povecanje tvorbe metana.

Papirnisko blato lahko predstavlja alternativni vir substratov za pridobivanje bioplina. Ker
tako blato vsebuje manj dusika, je priporocljivo, da se pri procesu anaerobne presnove dodaja
substrat, ki je bogat z dusikom. V naSem primeru je to bila prasi¢ja gnojevka.

S hitrimi tehnikami ugotavljanja mikrobnih zdruzb smo pokazali, da do dolocenih sprememb
v strukturi mikrobnih zdruzb bakterij (razgrajevalcev rastlinskih polimerov) in arhej
(proizvajalcev metana) prihaja, vendar pa so bile te spremembe tekom nasSih eksperimentov
neodvisne od dodajanja in vrste encimov, zato v sploSnem ne moremo zavreCi nase nicte
hipoteze, da med vplivi razli¢nih encimov tekom nasi eksperimentov ni razlik.

1z tega lahko zaklju¢imo, da izboljSanje procesa anaerobne presnove in povecanje prirastka metana na

enostaven nacin lahko dosezemo z dodajanjem hidrolitskih encimov. Pri tem odpadejo vlaganja v
dodatne enote in modifikacije substratov z razlicnimi mehanskimi ali kemijskimi predobdelavami.
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Stroski, ki jih ima BPE, so stroski nakupa, transporta in skladi§¢enja encimov. Pomembno je, da se
ucinkovitost encimov preizkusi na pilotnem semi-kontinuiranem modelnem merilu z realnim
inokulumom in realnimi substrati, brez prilagajanja inokuluma in substratov, kot je to obi¢ajno na
laboratorijskem modelnem merilu (glej preglednico 46), saj je le na tak na¢in mozno oceniti, ali bodo
hidrolitski encimi imeli pozitiven vpliv na pridobivanje metana.

Preglednica 46: Gradient v znacilnostih za postavitev in izpeljavo testnih eksperimentov med
objavljeno literaturo in tistih, uporabljenih v tem doktoratu, z namenom, da zagotovimo lazje

odlo¢anje na BPE.

Table 46: The gradient in test set-up characteristics between published literature and those
used in this dissertation with the purpose to provide on-site decision making support.

Literatura* Doktorat Doktorat Doktorat
PARMETRI SARZNI SARZNI SEMI- h/?géllz_ﬁlr\?o
KONTINUIRANI MERILO BPE
dodatne
modifikacije ne/realisti¢na — )
substratov za da velikost delcev nefrealistiéna velikost ne
o delcev kot na BPE
zmanj$anje kot na BPE
velikosti delcev
.. precej razli¢no, .
redCenje substrata . ne/kot na BPE ne/kot na BPE ne/pogojno
samovoljno
ngr:rr]nS:r?i tev prse;:regor\';iglljlggo, kot na BPE kot na BPE kot na BPE
Sarza substratov enojna kot na BPE kot na BPE/multipla multipla
dodajanje pufra v da ne ne ne
inokulum
filtracija da ne ne ne
inokuluma
homogeniziranje da ne ne ne
inokuluma
aklimatizacija q : 3 ne/ iz realnega
; a ne ne/ iz realnega Casa "
inokuluma Casa
mesanje
inokulumov iz da ne ne ne
razlinih virov
razplinjevanje
inokuluma da ne ne ne
mesanje vsebine precej razli¢no kot na BPE kot na BPE kot na PBE
konstanten
meritve plina volument ali konstanten pretok | konstanten pretok kot konstanten
konstanten kot na BPE na BPE pretok
pretok
postavitev prece] razlicen enaka kot pri enaka kot pri Sarznih | realna modelno

med razli¢nimi

semikontinuiranih

eksperimentov studijami eksperimentih eksperimentih merilo

volumen prece) Vr.aﬂlcen’ 51 51 Tabela B1
manj$i od 11

razmerje precej razlicno, kot na BPE kot na BPE kot na BPE

substrat/inokulum

samovoljno

*v (Angelidaki et al., 2009; Carlsson et al., 2012; Raposo et al., 2011; Muller et al., 2004; VDI4630-

2006)
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Hipoteze, ki jih lahko potrdimo, so naslednje:

1) H1: Z dodajanjem encimov lignoceluloznim substratom izboljsamo uéinkovitost anaerobne
presnove.

2) H1: S kombinacijo ultrazvoka in dodajanja encimov blatu iz Cistilnih naprav izboljsamo
ucinkovitost anaerobne presnove, v primerjavi z uporabo samo ene izmed metod predhodne
obdelave.

3) Ho: Ne moremo zavre¢i niéte hipoteze, da encimske predobdelave lignoceluloznih substratov

nimajo vpliva na mikrobne zdruzbe bakterij.

V prihodnosti bi bilo smiselno preiti iz mezofilnega temperaturnega obmoc¢ja na termofilno, kjer je
sicer proces bolj obcutljiv na temperaturne spremembe, vendar zaradi hitrejSe razgradnje organske
snovi in hitrej$e kinetike procesa zmanjsamo velikost anaerobni reaktorjev in posledi¢no zmanj$amo
investicijske stroske. Ostaja pa vprasanje, ali bi toplota, ki se bo proizvedla, lahko pokrila energetske
potrebe po ogrevanju anaerobnih reaktorjev v zimskem ¢asu, ko se zunanje temperature spustijo pod
nic¢lo. Ena izmed mozZnosti je, da se anaerobne reaktorje vgradi v zemljo, ki bi sluzila kot dober
izolator, Ce to ne bi prevec podrazilo investicije.

Prav tako bi bilo smiselno v semi-kontinuiranih eksperimentih testirati doloGene kombinacije
substratov, ki smo jih naredili v Sarznem sistemu, da bi videli, kak$na je razlika med napovedjo
metana v Sarznem sistemu in semi-kontinuiranem, kjer zaradi vsakodnevnega doziranja substratov
inhibitorne u¢inke lahko zaznamo, medtem, ko jih v Sarznih sistemih zaznamo tezje.
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6 SUMMARY

Recent worldwide research initiatives have shown that the chemical, mechanical (physical) and
biological pre-treatments of substrates and their combinations increase methane yields significantly
(Kolbl et al., 2014; Lindmark et al., 2012; Menardo et al., 2012; Zhang and Banks, 2013). Although
the positive impact of pre-treatment on the production of methane is obvious for some substrates, the
ratio of the net increase in the production of biomethane and energy used for pre-treatment, is not
obvious and depends on a number of decisions in the industry and the real parameters of substrates,
such as the following: the nature and extent of pre-treatment, type of substrate, the annual fluctuations
in the chemical properties of substrates, particle size distribution, the inhibitory effects of certain
substrates, organic loading and mixing characteristics of the inoculum, the preadaptation or premixing
of various inocula to accomodate novel substrates, the cost of installing equipment for mechanical
grinding substrates, operating, maintenance and wear and tear costs of equipment and revenue of
biogas plant (Kolbl et al., 2014; Lindmark et al., 2012; Menardo et al., 2012; Zhang and Banks, 2013;
Herrmann et al., 2012; Herrmann et al., 2012b). Profitability of biogas plants (BGP) is limited to
specific cases, which are difficult to generalize, even based on data from the published literature, since
they cover differently modified substrates, which have reduced particle size or are chemically
pretreated leading to changes in their properties and the energy increment (Kolbl et al. 2014; Lauwers
et al., 2013; Palmowski and Muller, 2003; Raposo et al., 2011). Therefore, for decisions on biogas
plants the data resulting from the inoculum of the biogas plants at hand and exact substrates in such a
state and condition as they are used for dosing in anaerobic reactors in the real biogas plant are needed
(Angelidaki et al., 2009; Kolbl et al., 2014). Systematic errors in BMP tests and the lack of uniformity,
next to dependency on several factors are all limiting BMP application to real scale (Angelidaki et al.,
2009; Izumi et al., 2010; Palmowski and Muller, 2000; Walker et al., 2009; Raposo et al., 2011; Kolbl
et al., 2014). Further, because of the lack of uniformity in the preparation of the experiments for the
determination of BMP, the differences in the BMP approaches and the resulting net residence times,
methane yields in a continuous systems are generally lower than in batch systems (Modhoo, 2012). In
the standard approach (Angelidaki et al., 2009, VDI 4630, 2006) during the preparation of anaerobic
reactors biomass and substrates are pretreated by filtration or grinding, where the particle size is
significantly reduced, biomass is also diluted and buffered (VDI 4630, 2006). The other topic is the
disposal of bio-waste to landfill facing a number of environmental problems, such as formation of
methane emissions of odors, minerals and nutrients, reproduction of various microorganisms, insects
and many rodents and birds, which may pose a threat to human health , risk of explosion and toxicity
to surroundings (Pognani et al., 2009). So far, composting represents the main way of treating
biological wastes. On the other hand, biological wastes represent a potential source of energy that can
be converted by biological processeses into biomethane and usefully employed, thus increasing the
share of energy from renewable sources. The EU encourages maximizing the production of electricity
from renewable sources, including the use of bio-waste, hence rising the popularity and the use of
biogas (Pognani et al., 2009; Gunaseelan, 2004). In Germany, 120 from a total of 7500 BGP use bio-
waste as a substrate or co-substrate, in Slovenia there are 2 BGP (Lorenz et al., 2013). The term
codigestion defines anaerobic digestion of two substrates, which are both dosed to the same anaerobic
reactor in order to improve the efficiency of anaerobic metabolism and improve the production of
energy. In the area of agriculture such devices are already a reality. Bbuilding of BGP where sewage
sludge and food wastes are used as substrates in combination has been increasing, even though the
anaerobic digestion of food waste is a difficult process, and the process is in many cases adjusted by
addition of chemicals, substrate pre-treatment and/or by increasment of the temperature in the
anaerobic reactors (lacovidou et al., 2012). Biodegradable substrates also include part of the waste
from various types of industries such as pulp and paper industry and the pharmaceutical industry,
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where a byproduct of papermaking ispaper sludge that contains large fraction s of cellulose and
mycelium from reactor from production of medical drugs (pharmaceuticals). A paper sludge and the
mycelium may also be used as co-substrates in the process of anaerobic digestion, complementing
nutrient requirements of the inoculum.

Anaerobic digestion pricess of sludge from municipal wastewater treatment plants and lignocellulosic
substrates for biogas were carried out systematically. The following hypotheses were put forward:

1. Ho: Mechanical and enzymatic pre-treatment of lignocellulosic substrates have no effect.
H1: We assume that with an appropriate combination of mechanical pretreatment and enzyme
addition to lignocellulosic substrates the efficiency of anaerobic digestion, compared to using
only one of the methods of pre-treatment, can be improved.

2. Ho: Mechanical and enzymatic pre-treatments of wastewater sludge have no effect.
H1: We assume that with a combination of ultrasound and enzyme addition to wastewater
sludge, the efficiency of anaerobic digestion compared to using only one of the methods of
pre-treatment, can be improved.

3. Ho: Mechanical and enzymatic pre-treatments of substrates and combination of the two
pretreatment groups have no effect on the microbial communities of bacteria and archaea.
H1: We assume that the addition of enzymes affects the structure of the bacterial but not
archaeal microbial communities in laboratory scale and time model experiments.

For the optimization of anaerobic digestion , we first defined the biomass from different biogas plants
(BGP) and municipal wastewater treatment plants (municipal WWTP) and various substrates, we have
chosen depending on the potential of possible substrates from paper industry and biological waste that
could be used in the future on BGP if environmental permitts are abtained for. This would
significantly reduce the usage of energy crops for biogas production, reduce the negative impact on
self-sufficiency in food and biogas plants dependence on weather conditions and the crop production.
Properties of biogas plants, from which we obtained the inocula and substrates, their size, range and
WWTP digester Saleska valley, are given in Annex B.

To optimize the performance of anaerobic processes, we have made several experiments that are given
in Table 15 and vary depending on system (batch or semi-continuous), type of pretreatment, size of
reactors and substrates used, with the aim of facilitating decision-making in real scale biogas plants. In
doing so, we have (see Figure 38):

1) Upgraded the AMPTS Il to 5 | scale to enable subsequent use of real substrates, real organic
loading, real inoculum and made correlations between 0.5 liters and 5 liters methane yields.

2) Biomethane yields of 24 substrates in solid and liquid form were estimated on 5 | pilot scale
AMPTS Il and compared them with existing published data.

3) Impacts of various additives in the form of enzymes and micro-organisms were assessed on
the production of methane and profitability.

4) Methane production was optimized with combination of different substrates in batch systems.

5) The special cubic model was used to predict optimal combinations to maximize the BMP for a
combination of different substrates.

6) In a semi- continuous processes we tested enzymes on dehydrated paper mill sludge Paloma
and the effects of ultrasound pretreatment on wastewater sludge with a combination of
hydrolytic enzymes to increase the production of methane sludge from WWTP Saleska valley,
where in both cases we used the real substrates and real inoculum.
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7)

8)

In a semi-continuous process with dehydrated paper mill sludge from Paloma, the effect of
enzymes on microbial population was evaluated using PCR and T- RFLP.
Monitoring of full scale BGP Vu¢ja vas was conducted.

Conclusions from the experiments:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

With the upgrading and validation of AMPTS Il to 5 | pilot scale, we proceeded from
modified inoculula, substrates and non-uniformed procedures of assembling experiments to
larger laboratory scales, where substrates with real particle size (such as on BPE prior to
dosing in anaerobic reactors), real inoculum, real organic loading and real ration between
substrates and inoculum as on BGP (Table 46) were used.

Analysis of BMP from different batches of the same substrates class using 5 | modified scale
indicated that the differences within the same substrate class can vary significanty up to 50 %.
Enzymatic pre-treatment of lignocellulosic substrates and wastewater sludge had positive
effect on the production of biomethane. Studies carried out by other authors suggest that
mechanical pretreatment of lignocellulosic substrates is practicable but to a certain limit. For
example Hermmann et al. (2012a,b) disadvise the reduction of the particle size to less than 8
mm, since the energy that would be used for pretreatment is greater than the energy that would
be produced by additional methane.

With the combination of 4 different substrates in a batch system, we anticipated the optimal
combination, which consisted of corn silage and biological wastes. With the increase in
amount of paper mill sludge the formation of methane has reduced, in the case of Kraft sludge
the process was inhibitory.

With the equation of the third degree using the software Statistica we achieve the best fit to the
model according to the measured values and predicted optimal combinations of different
substrates in batch mode.

The combination of ultrasound pre-treatment and hydrolytic enzyme pre-treatment in the case
of semi-continuous anaerobic process with sludge from WWTP we improved the efficiency of
anaerobic digestion and consequently increased the formation of methane by 24,4 %. When
using only ultrasound pre-treatment the increase in methane formation was 7,5 %. Using only
enzymes 14,4 % the increase in methane formation was achieved. All comparisons were made
to the control sample.

The effect of ultrasound pre-treatment of wastewater sludge was lower in comparison with
enzymatic pre-treatment of sludge. However as reported by other authors (Elvira Perez et al.,
2009) the laboratory ultrasonic probes are less efficient compared to the industry scale probes.
This is one of reasons for lower efficiency of ultrasound pre-treatment and consequently a
lesser increase in the production of methane in our experiment in comparison with other
studies on real scale.

The greatest impact on the effectiveness of pre-treatment with ultrasound had: specific energy
input of ultrasound pre-treatment (SE), degree of degradation of sludge with ultrasound (DD),
sludge age, the sludge pH and the content of inhibitory substances. Sludge age, pH, increased
concentration of ammonia and increased concentration of volatile fatty acids were the cause
for a lesser effect on the formation of methane when sludge was pre-treated with ultrasound.
Despite the reduction in the particle size of the wastewater sludge by ultrasound pre-treatment,
it is not directly evident that the particle size is related to the increased formation of
methanebecause the process of anaerobic digestion is also dependent on the bio-chemical
processes, the content of the inhibitory substances and the characteristics of the upstream flow
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of sludge. Zhang et al. (2013) suggested that substrates that have a higher content of fiber,
mechanical pre-treatment can have a positive impact on increasing the production of methane.

10) Paper mill sludge may represent an alternative source of substrates for production of biogas.
Since paper mill sludge contains less nitrogen, it is recommended that in the process of
anaerobic digestion substrates which are rich in nitrogen are added. The source of nitrogen in
our case was pig slurry.

11) With rapid technigues for the detection of microbial communities, we have shown that certain
changes in the structure of microbial communities of bacteria (disintegrators of plant
polymers) and Archaea (producers of methane) are obvious, but these changes over the course
of our experiments were independent from the addition of enzymes and therefore in general,
we can not discard our zero hypothesis that the effects of various enzymes during our
experiments have no differences.

From this we can conclude that improvement of anaerobic digestion processes and increase in
production of methane in a simple manner can be achieved by the sole addition of hydrolytic enzymes.
No investment costs for additional units and modification of substrates with various mechanical or
chemical pretreatment are needed. Costs of enzymatic pretreatment of BGP consist of: the costs of
purchasing, transporting and storing enzymes. It is important that the effectiveness of the enzymes is
tested in a semi-continuous pilot scale reactor with a real inoculum and realistic substrates without any
adjustment of the inoculum and substrates as has been done on the laboratory scale so far (see Table
46), because only in this way it can be estimated whether hydrolytic enzymes have a positive impact
on the production of methane.

Based on the information obtained from conducted experiments, the following hypotheses were
accepted or could not be discarded in hte latter case:

1) H1: The sole addition of hydrolytic enzymes to lignocellulosic substrates improved significantly the
efficiency of anaerobic digestion.

2) H1: Combination of ultrasound and enzymatic pre-treatment of wastewater sludge improved the
efficiency of anaerobic digestion compared to using only one of the methods of pre-treatment.
3) Ho: We cannot discard the Ho hypothesis that enzymatic pre-treatment of lignocellulosic substrates
have no effect on the microbial community of bacteria. No effects of enzymes on microbial
communities were identified.

In the future it would make sense to switch from mesophilic to thermophilic temperature range despite
greater sensitivity of process to temperature changes. The advantages of termophilic temperature range
are: faster degradation of organic material and rapid Kinetics of the process, reduced size of the
anaerobic reactors and consequently reduced investment costs. The question remains whether the
generated heat can cover the energy need for heating of anaerobic reactors in the winter when outdoor
temperatures fall deeply below zero or whether heat loss due to wind dissipation can be alleviated.
One possibility is that the anaerobic reactors are installed below ground, which would serve as a good
insulator provided that the investment costs are not significantly increased.In a semi-continuous
experiments it would be of high interest to test further combinations of substrates that have been
conducted in a batch system to elucidate the difference between the production of methane in a batch
and semi-continuous system, in which inhibitory effects of daily dosage of substrates can be detected,
while in batch systems this detection is far less obvious.
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PRILOGA A: Vhodni podatki za delo s programom STATISTICA

Preglednica Al:Vhodna tabela za program STATISTICA za kombinacijo treh substratov.
Table Al: Input table used in STATISTICA software for combinations of three substrates.

Neodvisne variable, x; Odvisna variabla, Y
blato Kraft Paloma Koruzna silaza bioloski odpadki BMP (ml CH4/g OS)
1 0 0 0 -141,0
1 0 0 0 -140,4
1 0 0 0 -139,8
0 1 0 0 56,3
0 1 0 0 73,5
0 1 0 0 90,7
0 0 1 0 252,0
0 0 1 0 256,1
0 0 1 0 261,3
0 0 0 1 360,6
0 0 0 1 370,6
0 0 0 1 381,9
0,5 0 0 0,5 -147,0
0,5 0 0 0,5 -132,7
0,5 0 0 0,5 -118,3
0,5 0,5 0 0 -125,0
0,5 0,5 0 0 -79,6
0,5 0,5 0 0 -34,2
0,5 0 0,5 0 -107,9
0,5 0 0,5 0 -105,2
0,5 0 0,5 0 -102,5
0 0,5 0,5 0 162,3
0 0,5 0,5 0 187,2
0 0,5 0,5 0 212,1
0 0,5 0 0,5 179,8
0 0,5 0 0,5 2241
0 0,5 0 0,5 268,4
0 0 0,5 0,5 297,6
0 0 0,5 0,5 367,3
0 0 0,5 0,5 437,55
0,3333 0 0,3333 0,3333 65,5
0,3333 0 0,3333 0,3333 90,4
0,3333 0 0,3333 0,3333 115,3
0 0,3333 0,3333 0,3333 208,7
0 0,3333 0,3333 0,3333 212,0
0 0,3333 0,3333 0,3333 215,3
0,25 0,25 0,25 0,25 123,8
0,25 0,25 0,25 0,25 146,1
0,25 0,25 0,25 0,25 168,8
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Preglednica A2: Vhodna tabela za program STATISTICA za kombinacijo blata iz CN in biologkih
odpadkov.
Table A2: Input table used in STATISTICA software for combination of wastewater sludge and
OFMSW.

Neodvisne variable, x; Odvisna variabla, Y

bioloski odpadki blato iz CN BMP (ml CH,/g OS)
1 0 292,0
1 0 308,9
1 0 355,1
0 1 239,6
0 1 248,2
0 1 256,7
0,5 0,5 229,7
0,5 0,5 2447
0,5 0,5 259,7

Preglednica A3:Vhodna tabela za program STATISTICA za kombinacijo blata iz CN in zelenega
odreza.

Table A3: Input table used in STATISTICA software for combinations of wastewater sludge and
green cuttings.

Neodvisne variable, x; Odvisna variabla, Y
blato iz CN zeleni odrez BMP (ml CH,/g OS)
1 0 453
1 0 470
1 0 487
0 1 136
0 1 154
0 1 172
0,5 0,5 282
0,5 0,5 299
0,5 0,5 316
0,75 0,25 237
0,75 0,25 280
0,75 0,25 323
0,85 0,15 247
0,85 0,15 275
0,85 0,15 303
0,9 0,1 297
0,9 0,1 321
0,9 0,1 345
0,95 0,05 480
0,95 0,05 507
0,95 0,05 528
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PRILOGA B: Karakteristike bioplinskih elektrarn

Preglednica B1: Karakteristike bioplinskih elektrarn, iz katerih smo uporabljali biomaso.

Table B1: Characteristics of biogas plants used in doctoral disseratation.

- . Leto zacetka o Volumen Nazivna Priprava OLR (t S/l razmerje
Bioplinarna Lastnik obratovanja pH T(°C) reaktorjev moé substratoy | ART (dan) | 5, dan) Vrsta substrata 5
(kg OS m™)
mesanje kravji gnoj in
6x3.931m substratov v gnojevka, koruzna
reaktorjev in meSalni jami in silaza, micelij,
. Keter Organica 2 post- dodajanje vode ) olivne tropine, )
BPE Vucja vas doo. 2011 7,96 £0 38+2 reaktorja 4 MW iz vodnih 100 60-70 sirek. suho in 3,5-10
volumna rezervoarjev ter mokro mleto
5.350 m® ogrevanje na koruzno zrnje,
30°C vinjasa
mesanje
substratov v .
e koruzna silaza,
meSalni jami in kravji in prasicji
3 - -
BPE Sijanec | Robert Sijanec 2011 [747+003 | 3842 |3X38BMT oy, | dodajanievode | g, 25-30 | gnojter gnojevka, | 35-10
reaktorji iz vodnih S
. travna silaza,
rezervoarjev ter L
d vinjasa
ogrevanje na
30°C
mesanje
substratov v
meSalni jami in koruzna silaza,
3 PP [P enes
BPE Kolar | Marjan Kolar 2007 768006 | 3842 |4X2077mM1 | dodajanjevode | g, 20-25 | Kraviiin prasidji 35-10
reaktorji iz vodnih gnoj ter gnojevka,
rezervoarjev ter travna silaza
ogrevanje na
30°C
zgosCevanje
1990, od leta Zgozléi:tsarl]siku
CCN Saleske K_omunalro _ 20(|)(7 ogrevanje , ) 40 4 -6 % SS I(prlmarno :n
doline podjetje Velenje | sekundarnega | 7,59+0,02 | 35-37 | 2x960m 150 kW pred 28 2-25 se undarn_o blato v 2,4-7
d.o.o. anaerobnega dozirani razmerju 5:3
reaktorja oziranjém v
anaerobni

reaktor
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PRILOGA C: Seznam uporabljenih encimov v eksperimentih

Preglednica C1: Encimi, ki smo jih uporabili v eksperimentih.

Table C1: Enzymes used in experiments.

o Testni - H T t Pri g
Proizvajalec estni Encimi Uporaba P .. emperavgrno riporoceno
vzorec obmocje obmocje doziranje
NS81217 Amilaze Razgradnja 5-9 30-80 °C
Skroba
Razgradnja
NS8122 Prot ) ; 7-1 40-80 °
Qe 581220 roteaze beljakovin 0 0-80°C 0,1do1%
; . Razgradnja glede na
N NS81233 Hemicelulaze . 6,5-9,5 35-65 °C
g hemiceluloze suho snov
z Razgradnja substrata
NS81022 Lipaze . 5-10 30-50 °C
mascob
NS81210 Celulaze Razgradnja | o ;5 35-65 °C
kompleks celuloze
Encimske
9 sestavine, Hidroliza
'S Mi Sani lisahari . 11
§ |§ropan meSanica po |§a ar!dqv, 6.7 Ni podatka 50 mg/
2 Biogas fakultativnih beljakovin in vzorca
anaerobnih mascob
bakterij
2 200 do 400
2 Razgradnja
o
@ Novalin _ C?IUI?ZG' - lignina in 7-8 35-55°C gt oS
< hidrolitski encimi suhega
o celuloze
2 vzorca
Pretvorba
o _ _ organs_kih 0,07 g/g
2 BFL Posebno izbrani snovi v Ni _ dozirane
2 . .. Ni podatka
° 4400AN | mikroorganizmi | enostavne podatka organske
® organske snovi
kisline,
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PRILOGA D: Biometanski potenciali razli¢nih organskih substratov iz literature

Preglednica D1: Biometanski potenciali razli¢nih organskih substratov.
Table D1: Biomethane potential of various organic substrates.

Stevilka | Substrat BMP (ml CH,/ g OS) Vir
1 papirnisko blato 53,26 (Hagelqvist, 2013)
2 papirniSko blato 118 (Karlsson et al., 2011)
3 papirnisko blato 87 (Karlsson et al., 2011)
4 papirnisko blato 103 (Karlsson et al., 2011)
5 papirniS$ko blato 69 (Karlsson et al., 2011)
6 papirnisko blato 110 (Karlsson et al., 2011)
7 papirnisko blato 117 (Karlsson et al., 2011)
8 papirnisko blato 43 (Karlsson et al., 2011)
9 papirnisko blato 98 (Karlsson et al., 2011)
10 papirnisko blato 95 (Karlsson et al., 2011)
11 papirniSko blato 155 (Karlsson et al., 2011)
12 papirnisko blato 51 (Karlsson et al., 2011)
13 papirnisko blato 132 (Karlsson et al., 2011)
14 koruzna silaza 311 (Herrmann et al., 2012)
15 koruzna silaZa 304 (Herrmann et al., 2012)
16 koruzna silaza 328 (Herrmann et al., 2012)
17 koruzna silaza 325 (Herrmann et al., 2012)
18 koruzna silaza 354 (Herrmann et al., 2012)
19 koruzna silaza 346 (Herrmann et al., 2012)
20 koruzna silaza 335 (Herrmann et al., 2012)
21 koruzna silaza 331 (Herrmann et al., 2012)
22 koruzna silaza 313 (Herrmann et al., 2012)
23 koruzna silaza 364 (Raposo et al., 2012)
24 koruzna silaza 315 (Raposo et al., 2012)
25 koruzna silaza 251 (Raposo et al., 2012)
26 koruzna silaza 349 (Raposo et al., 2012)
27 koruzna silaZa 378 (Raposo et al., 2012)
28 koruzna silaza 328 (Raposo et al., 2012)
29 koruzna silaza 418 (Raposo et al., 2012)
30 koruzna silaza 196 (Raposo et al., 2012)
31 koruzna silaza 233 (Raposo et al., 2012)
32 koruzna silaza 250 (Raposo et al., 2012)
33 koruzna silaza 340 (Raposo et al., 2012)
34 koruzna silaza 334 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007b)
35 koruzna silaza 283 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007b)
36 koruzna silaza 280 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007b)
37 koruzna silaza 366 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007b)
38 koruzna silaza 302 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007b)

se nadaljuje...
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Vil

...nadaljevanje Preglednice D1

39 koruzna silaza 322 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007b)
40 koruzna silaza 313 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007b)
41 koruzna silaza 326 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007b)
42 koruzna silaza 287 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007b)
43 tritikal 351 (Herrmann et al., 2012)

44 tritikal 335 (Herrmann et al., 2012)

45 tritikal 327 (Herrmann et al., 2012)

46 tritikal 318 (Herrmann et al., 2012)

47 tritikal 211 (Raposo et al., 2012)

48 tritikal 286 (Raposo et al., 2012)

49 tritikal 290 (Raposo et al., 2012)

50 tritikal 252 *

51 tritikal 255 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007hb)
52 tritikal 265 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007b)
53 tritikal 232 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007b)
54 tritikal 212 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007hb)
55 tritikal 213 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007b)
56 tritikal 264 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007b)
57 tritikal 236 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007b)
58 tritikal 241 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007b)
59 tritikal 223 (Amon et al., 2007a; Amon et al., 2007hb)
60 tritikal 319 (Esposito et al., 2012)

61 tritikal 335 (Esposito et al., 2012)

62 wheat bran 500 (Deublein & Steinhauser, 2010)

63 wheat bran 600 (Deublein & Steinhauser, 2010)

64 klavniski odpadki 351 (Raposo et al., 2012)

65 klavniski odpadki 381 (Raposo et al., 2012)

66 klavniski odpadki 482 (Raposo et al., 2012)

67 klavniski odpadki 390 (Raposo et al., 2012)

68 klavniski odpadki 230 (Raposo et al., 2012)

69 bioloski odpadki 900 (Hansen et al., 2004)

70 bioloski odpadki 850 (Hansen et al., 2004)

71 bioloski odpadki 790 (Hansen et al., 2004)

72 bioloski odpadki 930 (Hansen et al., 2004)

73 bioloski odpadki 920 (Hansen et al., 2004)

74 bioloski odpadki 760 (Hansen et al., 2004)

75 bioloski odpadki 240 (Hansen et al., 2004)

76 bioloski odpadki 155 (Hansen et al., 2004)

77 bioloski odpadki 110 (Hansen et al., 2004)

78 bioloski odpadki 255 (Hansen et al., 2004)

79 bioloski odpadki 270 (Hansen et al., 2004)

se nadaljuje...
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...nadaljevanje Preglednice D1

80 bioloski odpadki 280 (Hansen et al., 2004)
81 bioloski odpadki 420 (Hansen et al., 2004)
82 bioloski odpadki 410 (Hansen et al., 2004)
83 bioloski odpadki 360 (Hansen et al., 2004)
84 bioloski odpadki 298 (Raposo et al., 2012)
85 bioloski odpadki 573 (Raposo et al., 2012)
86 bioloski odpadki 200 (Raposo et al., 2012)
87 bioloski odpadki 220 (Raposo et al., 2012)
88 bioloski odpadki 160 (Raposo et al., 2012)
89 bioloski odpadki 250 (Raposo et al., 2012)
90 bioloski odpadki 495 (Raposo et al., 2012)
91 bioloski odpadki 353 (Raposo et al., 2012)
92 bioloski odpadki 230 (Raposo et al., 2012)
93 bioloski odpadki 550 (Raposo et al., 2012)
94 bioloski odpadki 92 (Raposo et al., 2012)
95 bioloski odpadki 60 (Raposo et al., 2012)
96 bioloski odpadki 530 (Raposo et al., 2012)
97 bioloski odpadki 187 (Raposo et al., 2012)
98 bioloski odpadki 450 (Raposo et al., 2012)
99 bioloski odpadki 50 (Raposo et al., 2012)
100 |bioloski odpadki 200 (Raposo et al., 2012)
101  |bioloski odpadki 186 (Raposo et al., 2012)
102 | bioloski odpadki 222 (Raposo et al., 2012)
103 | bioloski odpadki 360 (Raposo et al., 2012)
104 glukoza 380 (Hansen et al., 2004)
105 glukoza 360 (Hansen et al., 2004)
106 glukoza 335 (Hansen et al., 2004)
107 | glukoza 351 (Raposo et al., 2012)
108 glukoza 335 (Raposo et al., 2012)
109 blato s CN 320 (Luostarinen et al., 2009)
110 |blatos CN 318 (Luostarinen et al., 2009)
111 blato s CN 278 (Luostarinen et al., 2009)
112 blato s CN 210 (Carrére et al., 2010)
113 |blatos CN 275 (Apul & Sanin, 2010)
114  |blatos CN 294 (Apul & Sanin, 2010)
115 |blatos CN 239 (Apul & Sanin, 2010)
116 blato s CN 295 (Perez-Elvira et al., 2009)

*http://www.biomass-asia-

workshop.jp/biomassws/08workshop/files/4Biogas%20Production%20from%20Residues%200f%20tr

itikal.pdf
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PRILOGA E: Vsebnost hlapnih mas¢obnih kislin v anaerobnih reaktorjih iz eksperimenta 12.
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Grafikon E1: Koncentracija etanojske kisline v kontrolnem reaktorju in reaktorjih obdelanih z
ultrazvokom v 40 dnevnem semi-kontinuiranem procesu.

Graph E1: Concentration of ethanoic acid in control reactor and pretreated reactors with ultrasound in
40 day semi-continuous process.
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Grafikon E2: Koncentracija etanojske kisline v kontrolnem reaktorju in reaktorjih obdelanih z
ultrazvokom in encimi v 40 dnevnem semi-kontinuiranem procesu.

Graph E8: Concentration of ethanoic acid in control reactor and pretreated reactors with ultrasound
and enzymes in 40 day semi-continuous process.
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Grafikon E3: Koncentracija propanojske kisline v kontrolnem reaktorju in reaktorjih obdelanih z
ultrazvokom v 40 dnevnem semi-kontinuiranem procesu.

Graph E3: Concentration of propanoic acid in control reactor and pretreated reactors with ultrasound
in 40 day semi-continuous process.
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Grafikon E4: Koncentracija propanojske Kisline v kontrolnem reaktorju in reaktorjih obdelanih z
ultrazvokom in encimi v 40 dnevnem semi-kontinuiranem procesu.

Graph E8: Concentration of propanoic acid in control reactor and pretreated reactors with ultrasound
and enzymes in 40 day semi-continuous process.
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Grafikon E5: Koncentracija butanojske kisline v kontrolnem reaktorju in reaktorjih obdelanih z
ultrazvokom v 40 dnevnem semi-kontinuiranem procesu.

Graph E5: Concentration of butyric acid in control reactor and pretreated reactors with ultrasound in
40 day semi-continuous process.
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Grafikon E6: Koncentracija butanojske kisline v kontrolnem reaktorju in reaktorjih obdelanih z
ultrazvokom in encimi v 40 dnevnem semi-kontinuiranem procesu.

Graph E7: Concentration of butyric acid in control reactor and pretreated reactors with ultrasound and
enzymes in 40 day semi-continuous process.
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Grafikon E7: Koncentracija pentanojske kisline v kontrolnem reaktorju in reaktorjih obdelanih z
ultrazvokom v 40 dnevnem semi-kontinuiranem procesu.

Graph E7: Concentration of pentanoic acid in control reactor and pretreated reactors with ultrasound in
40 day semi-continuous process.
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Grafikon E8: Koncentracija pentanojske kisline v izhodis¢nem vzorcu in reaktorjih obdelanih z
ultrazvokom in encimi v 40 dnevnem semi-kontinuiranem procesu.

Graph E8: Concentration of pentanoic acid in control reactor and pretreated reactors with ultrasound
and enzymes in 40 day semi-continuous process.
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PRILOGA F: Vsebnost organskih snovi in razgradnja organskih snovi iz eksperimenta 13
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Grafikon F1: Gibanje OS (% SS) v eksperimentu 13.
Graph F1: Variation of VS (% TS) in experiment 13.
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Grafikon F2: Razgradnja organske snovi v eksperimentu 13.
Graph F2: Volatile solids reduction in experiment 13.
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Grafikon F3: Kumulativna razgradnja organske snovi v eksperimentu 13.
Graph F3: Cumulative volatile solids reduction in experiment 13.




Kolbl, S. 2014. Izbolj$ava anaerobne presnove blata iz komunalnih &istilnih naprav in lignoceluloznih substratov pri pridobivanju bioplina. XV
Dokt. Dis. Ljubljana, UL FGG, Podiplomski $tudij grajenega okolja.

PRILOGA G: Spreminjanje viskoznosti biomase iz eksperimenta 13
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Grafikon G1: Viskoznost kot funkcija deformacijske hitrosti za anaerobne reaktorje brez in z
dodajanjem hidrolitskih encimov tretji dan po zagonu eksperimenta 13.

Graph G1: Viscosity as a function of shear rate for anaerobic reactors with and without addition of
hydrolytic enzymes at day 3 in experiment 13.
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Grafikon G2: Viskoznost kot funkcija deformacijske hitrosti za anaerobne reaktorje brez in z
dodajanjem hidrolitskih encimov 25 dan po zagonu eksperimenta 13.

Graph G2: Viscosity as a function of shear rate for anaerobic reactors with and without addition of
hydrolytic enzymes at day 25 in experiment 13.
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Grafikon G3: Viskoznost kot funkcija deformacijske hitrosti za anaerobne reaktorje brez in z
dodajanjem hidrolitskih encimov 35 dan po zagonu eksperimenta 13.

Graph G3: Viscosity as a function of shear rate for anaerobic reactors with and without addition of
hydrolytic enzymes at day 35 in experiment 13.

Viskoznost (Pa s)

.

0,01 -

0,001 -
0 100 200 300 400 500 600
Deformacijska hitrost (1/s)

noenzymes e=mi e Novozymes e e Novalin === Biofuture ee+<¥e+ M.Biogas == zeolit M

Grafikon G4: Viskoznost kot funkcija deformacijske hitrosti za anaerobne reaktorje brez in z
dodajanjem hidrolitskih encimov 45 dan po zagonu eksperimenta 13.

Graph G4: Viscosity as a function of shear rate for anaerobic reactors with and without addition of
hydrolytic enzymes at day 45 in experiment 13.




Kolbl, S. 2014. Izbolj$ava anaerobne presnove blata iz komunalnih &istilnih naprav in lignoceluloznih substratov pri pridobivanju bioplina. XVii
Dokt. Dis. Ljubljana, UL FGG, Podiplomski $tudij grajenega okolja.

10

Viskoznost (Pa s)
o
[

0,01

0,001 -
0 100 200 300 400 500 600
Deformacijska hitrost (1/s)

no enzymes === e Novozymes e e Novalin = =< Biofuture ee+<¥e+ M. Biogas == zeolit M

Grafikon G4: Viskoznost kot funkcija deformacijske hitrosti za anaerobne reaktorje brez in z
dodajanjem hidrolitskih encimov 60 dan po zagonu eksperimenta 13.

Graph G4: Viscosity as a function of shear rate for anaerobic reactors with and without addition of
hydrolytic enzymes at day 60 in experiment 13.
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PRILOGA H: Klasifikacije biomase, ki se lahko uporablja za proizvodnjo elektri¢ne energije

Preglednica HI1: Biomasa, ki se lahko uporablja za proizvodnjo elektricne energije, ki prejema
podpore, razdeljena po virih (UL RS §t. 37/2009:1780).
Table H1: Biomass that can be used for production of electrical energy and recieves support.

Vir biomase — 1. stopnja Vir biomase — 2. stopnja

A — lesna biomasa Al —les iz gozdov in nasadov
A2 - stranski proizvodi in ostanki iz lesnopredelovalne
industrije
A3 — odsluZen les

B — biomasa iz kmetijstva B1 — energetske rastline

B2 — biorazgradljive frakcije izdelkov, ostankov in odpadkov

C — biolosko razgradljivi odpadki | C1 — biolo§ko razgradljivi komunalni odpadki

C2 — biolosko razgradljivi industrijski odpadki

C3 — blato iz Cistilnih naprav odpadnih vod

C4 — pregnito blato iz anaerobne obdelave biolosko
razgradljivih odpadkov

Energetske rastline so lesni ali nelesni pridelek, gojen posebej v energetske namene. Biorazgradljive
frakcije izdelkov, ostankov in odpadkov zajemajo biorazgradljive frakcije izdelkov, ostankov in
odpadkov iz kmetijstva, vkljuéno s snovmi rastlinskega in Zivalskega izvora. BioloSko razgradljivi
komunalni in industrijski odpadki so biolosko razgradljiva frakcija industrijskih in komunalnih
odpadkov, katerih energetsko uporabo dovoljujejo predpisi o ravnanju z odpadki. V kategorijo blata iz
Cistilnih naprav odpadnih voda je uvrsc¢eno odpadno blato komunalnih in industrijskih ¢istilnih naprav
(UL RS st. 37/2009:1780).
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PRILOGA I: Obrazlozitve okrajsav in parametrov

Preglednica I1: Obrazlozitev parametrov pri meritvah eksperimentov.
Table 11: Explanation of parameters that were used in experiments.

SLO ANG enota ObrazloZitev
16S rRNA 16S rRNA - sekvenca gena 16S rRNA
A A (area) (e povrsina ultrazvocne
sonde
Automatic Methane
AMPTS AMPTS ) Potential Test System
BMP BMP (biomethane potential) [ml CH4/(g OS)] biometanski potencial
BPE BGP (biogas plant) - bioplinska elektrarna
. . celotni anorganski ogljik
CAO TIC (total inorganic carbon) [mg CaCO4/1] _ alkalnost
CON MWWTP (municipal ) centralna ¢istilna naprava
wastewater treatment plant)
DD DD (degree of disintegration) [%] stopnja razgradnje
EPS EPS (extracellular polymeric ) zunajceli¢ne polimerne
substances) substance
F1 F1 - fermentor 1
F2 F2 - fermentor 2
H,S H,S - vodikov sulfid
HMK VFA (volatile fatty acids) [mo/l] hlapne mascobne kisline
HOK VOA (volatile organic acids) | [mg CH;COOH/I] hlapne organske Kisline
razmerje med hlapnimi
HOK/CAO VOA/TIC [] organs_klml snovml_m
celotnim anorganskim
ogljikom
HRT HRT (hydr_aullc retention [dan] h1dravhcni zadrZevalni
time) cas
KDL ADL (acid detergent lignin) [%] kisli deter.gethSk' lignin
(lignin)
. i kisl ka vlak
KDV ADF (acid detergent fibers) [%] Isla detergerllts _a V akna
(celuloza in lignin)
ky ky (hydrolysis coefficient) [d7] koeficient hidrolize
COD (chemical oxygen kemijska potreba po
KPK demand) [mg/I] Kisiku
KZ1 KZ1 - kon¢ni zalogovnik 1
KZ2 KZ2 - konéni zalogovnik 2
MJ MJ - meSalna jama
modelno merilo scale - modelno merilo
koncentracija celotnega
Ncelotni Ntotal [mg/l] J g

dusika

se nadaljuje...




XX Kolbl, S. 2014. Izboljsava anaerobne presnove blata iz komunalnih &istilnih naprav in lignoceluloznih substratov pri pridobivanju bioplina.
Dokt. Dis. Ljubljana, UL FGG, Podiplomski $tudij grajenega okolja.

...nadaljevanje
nevtralna detergentska
NDF NDV (neutral detergent [%] viakna (lignin, cgeluloza,
fibers) )
hemiceluloza)
NH; NH; (ammonia) [mg/1] prosti amonijak
NH,*-N TAN (j[otal diss_olved [mg/l] ko.n.centracija}.
ammonium as nitrogen amonijskega dusika
NO;-N NOs-N (nitrate as nitrogen) [mo/l] nitratni dusik
organska obremenitev v
OLR OLR (organic loading rate) [g OS/(1d)] semi-kontinuiranih
reaktorjih
. . organska obremenitev v
OLR OLR (organic loading rate) [g OS/1] Sarznih reaktorjih
0S (% SM) VS (% FM) [%] vsebnost Vorganske snovi v
svezem vzorcu
0S (% S9) VS (% SS) [%] vsebnost organske snovi v
suhem vzorcu
OSMKK OSMKK ) ostanki jsvve.ie mle.tih
klavni¢nih kosti
OVE RE (renewable energy) - obnovljivi viri energije
P P (phosphorus) [mg/1] fosfor
P P (power) [W] moc
verizna reakcija S
PCR PCR (polymerase chain ) polimerazo (kljuéen
reaction) encim pri podvojevanju
DNK)
merilo za kislo, nevtralno
PH PH [ in bazi¢no obmodje
S/l razmerje S/l ratio [kg OS/m™] razmerje med substratom
in inokulumom
SE SE (specific energy) [kJ/kg SS] specifi¢na energija
SM FM (fresh mass) [a]; [kal; [t] sveza masa
SRT SRT (solids retention time) [dan] zadrzevalni Cas blata
SS TS (total solids) [%0] suha snov vzorca
t t (time) [s]; [dan] cas
TKN TKN (total Kjeldahl nitrogen) [mg/1] dusik po Kjeldahlu
T-RFLP (Terminal restriction restrikcijski polimorfizem
T-RFLP fragment length - dolzine kon¢nih
polymorphism) fragmentov
UASB (upflow anaerobic upflow anaerobic sludge
UASB -
sludge blanket) blanket
gostota ultrazvoka,
ubD UD (ultrasound density) Wi dovedena moc¢ na liter

vzorca

se nadaljuje...
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...nadaljevanje
ultrazvo¢na doza —
UD, UD, (ultrasound dosage) [Ws/l] dovedena energija na liter
blata iz CN

ul Ul (ultrasound intensity) [W/cm?] intenziteta ultrazvoka
uz US (ultrasound) - ultrazvok

Vv V (volume) [1]; [m*] volumen

Z0 ZO (green cuttings) - zeleni odrez




