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Povzetek

Zaradi pospeSenega gospodarskega razvoja v zadnjih letih vedno ve€ materialov in surovin
pristane v okolju v obliki odpadnih snovi. Med slednje spadajo tudi odpadne vode. Mlekarske
odpadne vode vsebujejo visoke koncentracije organskih in anorganskih snovi, ki lahko ob
izpustu v naravni ekosistem porusijo njegovo ravnovesie.

V raziskavi sem preucevala, kako lahko z uporabo algnih tehnologij razbremenimo mlekarske
odpadne vode. Ugotovila sem, da alge ucinkovito znizajo koli¢ino fosfatov, amonij pa v
procesu nitrifikacije pretvorijo v nitrate in nitrite.

Tehnike CiSCenja mlekarskih in drugih odpadnih vod bi lahko tako z izboljSanjem njihove
ucCinkovitosti uporabljali SirSe. Na ta nacCin bi manj obremenjevali okolje, alge pa so tudi
uporabna izhodna surovina za industrijske ali druge procese, tudi za proizvodnjo biogoriv.

Summary

With accelerated economic development, more and more materials end up as waste. This
also applies to wastewater. In particular, wastewater in the dairy industry has high
concentrations of organic and inorganic substances, which can cause environmental
degradation.

| researched how algae technologies can handle dairy wastewater. The results show that
algae can reduce phosphate concentrations and convert ammonium to nitrates and nitrites
through the process of nitrification and denitrification.

Such technology could be used on a larger scale. This would cause minor environmental
damage and further algae biomass could be used for industrial use or even biofuels.
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1. UVOD

Nagel razvoj industrije, povezan z razvojem potroSniske druzbe, pomeni ustvarjanje velikih
koli€¢in materialov in surovin, ki jih uporabniki zavrzemo ali spustimo v okolje v obliki odpadnih
vod. Med najvecje onesnazevalce okolja spada zZivilska industrija, znotraj te pa mlekarska
industrija. Mlekarske odpadne vode so obremenjene tako z organskimi kot anorganskimi
snovmi, najveckrat z dusikom in fosforjem.

Alge so zelo preprosto zgrajena skupina fotosinteznih mikroorganizmov, ki svojo biomaso
lahko podvoijijo vsakih 24 ur. Kot avtotrofni organizmi za svojo rast potrebujejo anorganske
shovi, svetlobo in ogljikov dioksid. Ker so sposobne privzema dusikovih in fosforjevih snovi,
bi jih lahko uporabili za razbremenjevanje mlekarskih odpadnih vod.

V Cistilnih napravah lahko z nadzorovanjem procesov in z rednim odstranjevanjem (Zetvijo)
alge uporabimo za ucinkovito razbremenjevanje odpadnih vod in proizvodnjo koristne algne
biomase. Ker je loCevanje biomase od substrata po kon¢anem procesu tezavno, smo alge v
tej raziskavi imobilizirali v kroglice iz natrijevega alginata (Cervantes, Pavlostathisa in Van
Haandel, 2006; Jia in Yuan, 2016).

1.1. NAMEN DELA

Z raziskovalno nalogo smo Zeleli ugotoviti ali algna biokultura lahko privzame dusikove in
fosforjeve snovi iz mlekarskih odpadnih vod.

1.2. HIPOTEZE:

1. Koncentracije anorganskih ionov v substratu se bodo zmanj3ale, ker jih bodo privzele
alge.

Zaradi zmanjSanja koli¢ine anorganskih onesnazil bo elektri¢na prevodnost padala.
3. pH vrednost bo zaradi fotosintezne aktivnosti alg naras¢ala.

N
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2. TEORETICNI DEL

Potrosnja in gospodarski razvoj sta se vzporedno s kvaliteto Zivljenja v zadnjih desetletjih
povecala. Tako nastaja vse vedje Stevilo odpadnih snovi, ki mnogokrat pristanejo v naravnem
okolju. Lahko se kopicijo v ekosistemih in rusijo ravnovesje, lahko povzro¢ajo pomor
nekaterih organizmov ali pretirano razmnozevanje drugih. Z zahtevami po trajnostnem
razvoju se pojavljajo nove in uginkovitej$e tehnike &is&enja odpadnih snovi. Ci&enje lahko
izvajamo Se preden odpadne snovi pridejo v okolje, ali pa jih iz njega odstranijo, ko je Skoda
Ze storjena. V razvoju so tudi tehnike, ki spremenijo obstojece industrijske procese tako, da
Skodljive snovi sploh ne nastajajo.

Biosfera danes podpira skoraj sedem milijard ljudi in pomanjkanje vode na mnogih obmocgjih
postaja vse vecja tezava. V zadnjih 70 letih se je svetovna populacija potrojila, tako okoli 2,2
milijardi ljudi v ve€ kot 62 drzavah trpi zaradi pomanjkanja vode. RazpoloZljive pitne vode je
le okrog 1 % vode na planetu. Velik del razpoloZljive vode se porabi v kmetijstvu in industriji,
zato je pomemben razvoj tehnologij za zmanjSanje porabe in razbremenjevanje vode
(Cervantes idr., 2006).

2.1. Znacilnosti odpadnih vod

Odpadne vode so vode, ki imajo antropogen izvor in z ruSenjem ravnovesja v ekosistemih
negativno vplivajo na okolje. Mesta, industrija in kmetijstvo vsako leto ustvarijo velike koli¢ine
odpadnih vod, iz katerih vodna telesa prejmejo veliko koli¢ino onesnazil.

Na povecano onesnazenost vod sta mo¢no vplivali industrializacija in urbanizacija. Voda ima
tako lahko v sebi raztopljene snovi, ki po uporabi v industrijskih procesih zaidejo v okolje.

Odpadne vode se med seboj razlikujejo, smiselno pa je njihovo Cid€enje oziroma
razbremenitev, preden jih vinemo v okolje (Cervantes idr., 2006).

2.2. Obdelava odpadnih voda

Skrb za okolje se je v ospredju znova pojavila v zadnijih letih prejdnjega stoletja, ko se je
zacCela mnozi€na izgradnja Cistilnih naprav ter kanalizacijskih omreZzij.

Pri obdelavi odpadnih vod uporabljamo vrsto kemijskih, fizikalnih ter bioloSkih postopkov, ki
se med seboj dopolnjujejo. I1zbiramo jih glede na vrsto odpadne vode oziroma snovi, ki jih
zelimo iz nje odstraniti. V vecini primerov uporabljamo postopke pred&is€enja (odstranjevanje
vedjih delcev), primarnega CiS€enja (odstranjevanje usedljivih snovi), bioloSkega oziroma
sekundarnega CiS¢enja (odstranjevanje biorazgradljivih snovi) in postopke terciarnega

Vv v

CiCenja (odstranjevanje predvsem dusikovih in fosforjevih spojin).

V stopnji predciScenja iz odpadne vode odstranjujemo vecinoma trdne, vecje delce. Primarno
CiSCenje je CiS€enje na mehanski ali kemi€ni nacin. Z njim odstranjujemo tako plovne kakor
trdne snovi, lahko odstranimo tudi organske snovi. Sekundarno €iS¢enje poteka z uporabo
mikroorganizmov; to imenujemo bioloSka razgradnja. Terciarno CiSCenje, h kateremu lahko
priStevamo tudi algne tehnologije, je postopek CiS€enja, s katerim dosezemo odstranitev
anorganskih snovi, ve€inoma dusika in fosforja. Razbremenitev vode je odvisna od

doseganja zakonsko predpisanih mejnih vrednosti (Cervantes idr., 2006).

2.3. Mlekarske odpadne vode in njihova obdelava

V mlekarski industriji nastajajo pri predelavi mleka velike koli¢ine obremenjenih odpadnih
voda. Razlog za to je osnovna surovina, mleko, ki ze sama po sebi povzroCa veliko
obremenitev vod (Choi, Dombrowski in Wiesmann, 2007). Obremenjevanje vod je razlicno
glede na tehnolosko fazo in vrsto tehnologije.
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Odpadne vode nastajajo tudi kot posledica €iS&enja cistern, posod in tehnoloske opreme,
odpadnih produktov mleka pri predelavi, odpadnih snovi pri €is€enju polnilnih linij (CIP) in
hlajenja surovega mleka, polproizvodov in proizvodov (Drev in Panjan, 2012).

Tehnologija Cis€enja zaprtih sistemov (CIP, angl. cleaning-in-place) je proces, ki ga
uporabljajo za Cis€enje polnilnih linij. Konvencionalni CIP sistemi imajo Stiri rezervoarije:
hladno vodo, kislino, bazo in vodno paro. Vse informacije zbira in nadzira centralni kontrolni
sistem (Christian in Fryer, 2006). Poraba vode v takem sistemu je premo sorazmerna
njegovi velikosti, temu primerni so tudi stroski. Zaradi Cistil na osnovi anorganskih kislin in
baz je visoka obremenitev tudi z anorganskimi hranili, najveckrat s fosfati, nitrati in amonijem.
Taka odpadna voda ni primerna za izpust v okolje ali uporabo v standardnih industrijskih

Cistilnih napravah (Cervantes idr., 2006).

2.3.1. Znacilnosti anorganskih onesnazil v mlekarskih odpadnih vodah

Nitriti (NO,") so soli dusikove (Ill) kisline. Vnos majhnih koli¢in nitritov je normalen del
dusSikovega kroga pri ljudeh. Nitrit je prisoten v vseh organizmih od bakterij do ljudi in je
potencialno nevarna snov, vendar manj od amonija in nitratov.

Nitratni ioni (NO3") so anioni, ki nastanejo, ko dudikova kislina izgubi proton. Za rastline so
nujno potrebno hranilo, v velikih koncentracijah pa so lahko toksi¢ni za ljudi. Vnos majhne
koli¢ine je normalen del duSikovega kroga v ljudeh. Vendar v vecjih koncentracijah nitrati
oksidirajo Zzelezove atome v hemoglobin in tako onemogocijo prenos kisika po telesu. Pride
do poskodb dihal, ledvic in vranice. Nevarni so predvsem za dojencke. Do hujSe zastrupitve
pride zaradi presnove nitratov do amonija. Prekomerne koli€ine nitratov v tleh lahko
povzrocijo zakisanje prsti.

Amonij (NH,") nastane iz amonijaka v vodni raztopini. Amonij je za rastline pomemben vir
dusika, vendar je za mnoge vrste toksiCen. Koncentracija v podtalnici je naravno pod 0,2 mg
amonija na liter. Visje koncentracije je mogoce naijti v gozdovih ali v plasteh, bogatih s
humusom ali Zelezom. V primeru, da je voda klorirana in je koncentracija amonija visja od 0,2
mg na liter, lahko nastopijo tezave z nezadostno dezinfekcijo, okusom in vonjem vode. Ko
voda vsebuje amonij, lahko zaradi bakterijske pretvorbe (nitrifikacije — oksidacije amonija do
nitratov in nitritov) ali zaradi kataliti¢ne reakcije vsebuje tudi nitrate in nitrite. Amonij je za ljudi
strupen, ko njegova koncentracija preseze zmozZnost organizma za razstrupljanje.

Fosfati (PO,%) so soli fosforjeve kisline. Prisotni so v gnajilih, organskih odpadkih (gnoj) in v
industrijskih odpadkih. Fosfat je esencialno hranilo za rastline, ki ga vgrajujejo v DNK,
proteine in ATP.

V naravnih vodnih ekosistemih, kadar so ti bogati z mineralnimi hranili, e posebej s
fosforjem ali dusSikovimi ioni (evtrofni ekosistemi), nastopi pospeSeno razmnozevanje
(cvetenje) alg. Zaradi bakterijskega razkroja velikih koli€in algne biomase se intenzivno
porablja kisik, kar povzro€i pogin ostalih organizmov, npr. ZuZelk in rib. Njihovo odmiranje Se
dodatno poveca evtrofikacijo. Vodno telo je evtroficno, ko je koncentracija dusika visja od
1,9 mg/L (Brown in Simpson, 2001; Jia,Yuan, 2016).
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Slika 1: Cvetenje alg v jezeru Eire, 2011 (vir: Nasa)

2.4. Bioloski procesi obdelave mlekarskih odpadnih vod

virv v

Pomembno vlogo pri €iS¢enju odpadnih vod imajo bioloSki procesi. V primerjavi s fizikalnimi
in kemijskimi procesi so cenejsi in preprostejsi. Za razgradnjo anorganskih onesnazil ne
potrebujejo velikega dviga temperature ali drugih ekstremnih sprememb. Zaradi njihove
uporabnosti pri odstranjevanju organskih in anorganskih snovi, so biolo3ki procesi lahko
integrirani tudi v vecje industrijske Cistilne naprave.

V biolo$kih procesih obdelave odpadnih vod sodelujejo eno ali vecceli¢ni mikroorganizmi, ki
so lahko prokariontski ali evkariontski. Strukturna in funkcionalna raznovrstnost
mikroorganizmov v odpadnih vodah sta posledici selektivhega pritiska okoljskih dejavnikov, ki
so v odpadnih vodah mnogokrat ekstremni.

Za potrebe metabolizma mikroorganizmi iz okolja neprestano sprejemajo hranila (nutriente),
ki jih uporabijo za gradnjo svojih struktur ali kot energijski vir, v okolje pa vraajo odvecne
snovi. Pri tem so kot odprti sistemi neprestano izpostavljeni spremembam.

Kot biokulturo pri obdelavi odpadnih voda lahko uporabimo meSanice razli¢nih
mikroorganizmov bakterij, arhej, gliv, prazivali in alg. Z izrazom biokultura oznaCujemo Zive
celice mikroorganizmov ali vi§jih organizmov, ki sodelujejo v bioloSkem procesu
(Raspor,1992; Jia in Yuan, 2016).

Uveljavljeni biolo3ki procesi obdelave v &istilnih napravah temeljijo na aerobni bakterijski
razgradnji organskih snovi. Zagotavljanje velikih koli¢in kisika z mehani¢nim prezra¢evanjem
(aercijo) je drago in spodbuja izlo€anje lahko hlapnih snovi, kar lahko z neprijetnimi
vonjavami moti okolisko prebivalstvo. Zato je smiselna obdelava odpadnih vod tudi z uporabo
alg. Preden odpadne vode spustimo v okolje, jih spustimo skozi algne sisteme in jih tako

razbremenimo onesnazil (terciarno CiS€enje). Alge ob tem zacasno vezejo ogljikov dioksid
(CO,) v uporabno biomaso in pomembno znizajo stroSke aeracije (Cervantes idr., 2006).

2.4.1. Biolosko odstranjevanje dusika

V odpadnih vodah je dusik lahko prisoten v obliki organskega du$ika (seCnine, proteinov...) in
v anorganski obliki kot amonij (NH,") ali pa redkeje kot nitrat (NO5"). Ko je dusik v organski
obliki, se prek razli¢nih procesov (hidroliza, amonifikacija) hitro pretvori v amonij. BioloSka
obdelava z dusikovimi snovmi obremenjenih odpadnih voda vklju€uje dva procesa,
nitrifikacijo in dentrifikacijo. Nitrifikacija je proces v katerem organizmi, imenovani nitrifikatorji,
ob prisotnosti kisika pretvorijo amonij v nitrat. Denitrifikacija pa proces, v katerem
denitrifikatorji v okolju brez kisika reducirajo nitrate v nitrite, lahko pa tudi nazaj v amonij ali
celo v atmosferski dusik (N,). Pri bioloskih Cistilnih napravah predstavljata najvecjo tezavo

6
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velika povrsina in visoka poraba energije, potrebni za potek procesov (Devetak, Devetak,
Tome, Vrezec, BeluSi¢ in Zinko, 2011).

Dusik je esencialen za grajenje osnovnih komponent algnih celic, na primer genetskega
materiala, encimov, proteinov, hormonov, vitaminov, alkaloidov, amidov in energijsko bogatih
molekul. Vecina vrst alg lahko privzema tako organski kot anorganski dusik. Ker asimilacija
amonija ne zahteva redoks reakcije, potrebuje manj energije kot asimilacija nitritov in nitratov
(Cai, 2013; Zhou, 2014).

2.4.2. Biolosko odstranjevanje fosforja

Fosfor v odpadnih vodah je obi¢ajno prisoten v obliki anorganskih fosfatov in v manjsih
koli¢inah kot organski fosfat, ve€inoma v obliki proteinov. Pomemben vir fosforjevih onesnazil
sta lahko tudi milo in pralni praski. Oblika, v kateri se fosfor nahaja je odvisna od izvora
odpadnih vod. Fosfati so za Zive organizme pomembni, saj jih vgrajujejo v DNK, proteine in
ATP. V nekaterih procesih je za odstranjevanje fosforja potrebno dodati druge anorganske
ione oziroma snovi, lahko celo fosfor sam. V bioloskih procesih pa to ni potrebno.
Mikroorganizmi lahko fosfor privzamejo kot izhodno surovino za svoje metaboli¢ne procese
(Huijun in Quiyan 2016; Cervantes idr., 2006).

2.5. Znacilnosti biokulture

Alge so fotosintezni vodni organizmi. Po zgradbi in obliki so si zelo raznolike, lahko so €isto
preprosti prokarionti (modrozelene cepljivke) ali pa mnogoceli¢ni evkarionti. Eno ali
nekaijcelicne mikroalge so del planktonskih organizmov. Svojo biomaso lahko podvaijijo
vsakih 24 ur. VecCje makroalge ne razvijejo rastlinskih organov, kot so korenine, listi in steblo,
zato njihovo preprosto telo imenujemo steljka. Predstavljajo pomemben evolucijski korak v
razvoju rastlin, saj so zaradi izlo€anja kisika spremenile ozra¢je. Zaradi njihove raznolikosti
jih v sisteme razvr§€¢amo na ve¢ nacinov. Eden od nacinov razvrS§c¢anja alg temelji na njihovih
biokemijskih lastnostih, npr. zgradba celi¢ne stene in sestava fotosinteznih barvil (rdece,
rjave in zelene). Glede na obliko jih delimo na bickaste, kroglaste, nitaste, cevaste in tkivno-
stelj€ne (Jia in Yuan,2016).

Spolno se razmnoZzujejo z gametami, nespolno pa z mitotsko delitvijo ali s sporami. Potrebno
energijo za delovanje pridobijo s fotosintezo, zato vsebujejo veliko barvila klorofila. Nekatere
vrste alg niso odvisne od fotosinteze, zato lahko rastejo na heterotrofen nacin v temi in imajo
za vir energije in ogljika glukozo.

Nekatere vrste alg tvorijo toksine. Rast alg v vsakem primeru povzro€i spremembe v pH
vrednosti, barvi in vrednosti hranil v sistemu.

Alge najdemo v vseh vodnih ekosistemih celinskih voda in v morju. Zaradi enostavne
zgradbe, hitre rasti in razlicnih spolnih in nespolnih na¢inov razmnozevanja in s tem
sposobnosti prilagajanja nhajdemo alge tudi v bolj ekstremnih okoljih. Dolgo lahko prezivijo
brez vode, zato so prisotne tudi v prsti, na drevesnem lubju, skalah ali v simbiotskem odnosu
z drugimi organizmi, na primer z glivami v liajih (Belusi¢ idr., 2011).

V Cistilnih napravah in procesih alge uporabljamo za odstranjevanje nitratnih in fosfatnih
ionov, ki algam predstavljajo hranila. Alge kot avtotrofni mikroorganizmi v anabolnih procesih
uporabljajo preproste anorganske snovi, ki so prisotne tudi v odpadnih vodah, na primer
dusik in fosfor, da iz preprostih hranil izdelajo kompleksnejSe celi¢ne strukture.

Nadalje se lahko biomasa uporablja za pridobivanje energije ali obdelavo voda obremenjenih
s snovmi, katerih bakterije ne razgrajujejo uspedno. Lahko jih z bakterijami tudi kombiniramo,
pri Cimer slednje porabljajo kisik od alg, alge pa CO, iz bakterij. Vendar meSanice ne smemo
uporabljati v vodah, ki so onesnazene s tezkimi kovinami in zelo strupenimi kemikalijami, saj
se le te potem lahko sproscajo v zrak ali pa drugace vplivajo na u€inkovitost sistema
(Andersen, 2016; Cervantes idr., 2006).
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Alge lahko izdelajo pester nabor uporabnih metabolitov, med katere spadajo mascobe,
sladkoriji in druge bioaktivne substance. Po ekstrakciji lipidov lahko z beljakovinami bogato
biomaso uporabimo kot krmo. Alge uporabljajo v industriji za razlicne namene, na primer za
sintezo dodatkov, prehranskih dopolnil in drugih bioaktivnih snovi za kozmeti¢no in
farmacevtsko industrijo (Priyadarshani in Rath, 2012; Andersen, 2013; Cai, Park in Li, 2013).

Poleg izmenjave kisika in ogljikovega dioksida, sodelovanje med algami in bakterijami v
naravnih sistemih pomeni potencial za uporabo v sistemih za €i§&enje odpadnih vod. V
takem sistemu mikroalge asimilirajo dusik in fosfor, bakterije pa odstranijo organske snovi.
Biomasa se lahko po kon€anem procesu uporabi kot Zivalska krma, gnojilo ali starter produkt

za biogoriva (Oilgae, 2010).

2.5.1. Samostojni sistemi ¢iS¢enja odpadnih vod z algami

V naravnih ekosistemih alge med rastno sezono absorbirajo velike koli€ine hranil in kovin v
sledeh (Gangstad,1979). Mikroalge tako lahko privzamejo anorganski dusik, npr. nitrat, nitrit
in amonij, pa tudi anorganski fosfor. Med oblikami dusika imajo najraje amonij, saj ga lahko
asimilirajo z porabo manj energije kot za drugi obliki. Najveckrat tako potece nitrifikacija
amonija v nitrate in denitrifikacija nitratov v nitrite.

Alge kazejo potencial v mnogih pogledih: hitro rastejo, proizvajajo lahko mnogo uporabnih
stranskih produktov, ostala biomasa se lahko uporabi kot substrat za nadaljnje procese. Te

prednosti kazejo na velik potencial uporabe tega sistema za €iS€enje odpadnih vod. Mozna
pa je tudi uporaba sistema z drugimi organizmi denimo z bakterijami (Jia inYuan, 2016).

2.5.2. Sistemi kombinacij z bakterijami

Alge so kot fotosintezni mikroorganizmi v procesu ¢is€enja odpadnih vod lahko dober vir
kisika. Alge proizvajajo kisik za bakterije, bakterije pa s svojim celi¢nim dihanjem za alge
zagotavljajo ogljikov dioksid, prav tako privzemajo onesnazujoe anorganske ione skozi
njihov cikel rasti. Ve€ dejavnikov vpliva na njihovo delovanje, med drugim osvetlitev, pH in
vrste uporabljenih mikroorganizmov. Ker so tako alge kot bakterije suspendirane in
razporejene po gojisc€u, je nacin njihovega odstranjevanja (zetve), tako kot v samostojnih
algnih sistemih, klju¢en za doseganje visoke ucinkovitosti sistema (Jia inYuan, 2016).

2.5.3. Dejavniki, ki vplivajo na sistem

Tako alge kot bakterije in drugi mikroorganizmi so obg&utljivi na okoljske dejavnike:
temperaturo, pH, intenziteto osvetlitve, koncentracije hranil, raztopljeni kisik in druge.
Posebej za samostojne algne sisteme so intenziteta osvetlitve, pH vrednost, gostota biomase
in vrsta uporabljenega mikroorganizma pomembni dejavniki. Podobno je pri kombiniranih
sistemih, saj se bakterije zanaSajo na alge kot vir kisika (Jia inYuan,2016).

Osvetlitev

Svetloba je pomembna za rast in aktivnost fotosinteznih organizmov. Alge lahko svetlobo
u€inkovito zajamejo s klorofilom in jo pretvorijo v kemi€¢no energijo v organskih molekulah.
Med tem procesom kisik in reducenti pretvorijo anorganski ogljikov dioksid v vec¢je organske
molekule. Fotosintezni procesi, ki se dogajajo znotraj algnih celic zagotavljajo energijo za
rast in razmnozevanje celice. Razmnozevanje alg tako povecuje tudi koncentracijo kisika.
Dodatni kisik je potreben za uspesno odstranjevanje dusika (Masojidek, Koblizek in
Torzillo, 2004).

Ce je gostota alg prevelika, fotoni ne morejo prodreti dovolj globoko v kulturo, tako ni
zadostne osvetlitve. Da bi se temu izognili, morajo biti fotobioreaktorji pravilno zasnovani.
Imeti morajo dovolj veliko povrsino za zajem svetlobe, primerno mesanje za enakomerno
razporeditev biomase (Mufoz in Guieysse, 2006; Park in Lee, 2001).
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Tudi valovna dolzina in intenziteta svetlobe vplivata na privzem dusika. Premocna svetloba
ga namrecC lahko zavira (Ward, 2011).

PH vrednost

PH vrednost igra pomembno vlogo v mnogih celi¢nih procesih. Za vecino alg je optimalna pH
vrednost od 7 do 9 v primernem mediju. Ob preve¢ ekstremni pH vrednosti se ravnovesje
procesa zruSi. Med razli¢nimi vrstami alg je pH toleranca razli¢na. Chlorella ellipsoidea npr.
uspeva med pH vrednostjo med 4 in 10. NajboljSa rast C. vulgaris pa je pH 10 (Gong, Feng,
Kang, Luo in Yang, 2014; Moss, 1973; Cautteau, 1996).

PH vrednost vpliva na privzem anorganskih hranil. Po eni od $tudij je optimalna pH vrednost
za privzemanje dusika med 7 in 8. Drugi rezultati so pokazali da je bila optimalna pH
vrednost 7 za privzem duSika, medtem ko na privzem fosforja pH ni imel posebnega vpliva.
Visok pH vpliva na zviSanje prostih amonijevih in fosforjevih snovi. Veliko prostega amonija
vpliva na fotosintezo in zavre rast (Abeliovich in Azov, 1976; Zhou, Wu, Zhao in Wang, 2015;
Liang, 2013; Zhou, 2015; Cai, 2013).

Na drugi strani aktivnosti algnih celic, kot je privzemanje CO, , prav tako povzroci
spreminjanje pH vrednosti. To lahko vpliva na sistem, e so v njem prisotni tudi drugi
mikroorganizmi ali Ce je biokultura alg posebej ob¢utljiva na pH vrednost (Ward, 2011).

2.5.4. Odstranjevanje algne biomase

Tako samostojni mikroalgni sistemi in kombinirani sistemi z bakterijami pri obdelavi odpadnih
vod kazejo znaten potencial, toda cena odstranjevanja biomase od substrata bi lahko bila
ovira za prakti¢no uporabo (Karya, 2013).

Ob koncu procesa se namrec pojavi vprasanje, kako loc€iti biomaso alg od razbremenjenih
voda. V samostojnih algnih sistemih je ucinkovitost odstranjevanja odvisna od dejavnikov kot
so: vrsta algne biokulture, gostota celic in pogoji kultiviranja. Alge so majhen organizem
(1-30 um), so negativno nabite in imajo gostoto, ki je blizu mediju. Tako so enakomerno
razporejene po njem. Da bi zajeli vse alge, bi bil potreben kompleksen in dolg proces z ve¢
koraki ter tako fizi€nimi, kemi¢nimi in bioloSkimi procesi. Trenutne industrijske metode, ki so
na voljo, vklju€ujejo sedimentacijo, centrifugiranje in filtracijo, vendar se nobena od njih ni
izkazala kot cenovno ucinkovita in primerna za odstranjevanje v vecji meri (Molina Grima,
Belarbi, Acién Fernandez, Robles Medina in Chisti, 2003; Franchino, Comino, Bona in
Riggio, 2012).

S koagulacijo in flokulacijo, ki jima sledi usedanje (sedimentacija) lahko uspesno lo¢imo
biomaso alg. To dosezemo z dodajanjem kemicnih koagulantov in flokulantov ali z dviganjem
pH nad 10. Ceprav so ti procesi uginkoviti, so dragi in lahko poveé&ajo slanost. Tipi
koagulantov, flokulantov in uporabljena vrsta alg so faktorji, ki pomembno vplivajo na
odstranjevanje biomase (Mufoz in Guieysse, 2006).

Obstaja pa tudi moznost imobilizacije alg kot reSitev pri olajSanju odstranjevanja.
Imobilizacija na polimerski material, na primer karagenan, hitozan ali alginat, je Ze bila
potriena kot uspesna. Prednosti imobilizacije vkljuCujejo za€ito mikroalg in/ali bakterij ter
recikliranje biomase na ekonomicen nacin, saj celicam povzro¢imo le majhno Skodo in si
lahko hitro opomorejo. Tudi ta nain ima slabosti kot so: omejen dostop do kisika in omejen
prenos nutrientov, teZave pri izbiri pravega nosilca in pri implikaciji v vecje sisteme (Eroglu,
2015; Mufioz, 2005).
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Slika 2: Algna kultura imobilizirana v alginatnih kroglicah
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3. EKSPERIMENTALNI DEL

3.1. Metode dela

V raziskavi sem uporabljala razli¢ne laboratorijske tehnike. Za pripravo standardnih raztopin
sem uporabila kemikalije, ki vsebujejo posamezen anorganski ion (denimo KNO3). Za
merjenje absorbance sem uporabila kolorimeter, za pH in elektri¢no prevodnost za to
predvideni sondi. Za odCitavanje podatkov sem uporabila LabPro vmesnik. Fotobioreaktorje
so sestavljale tri erlenmajerice s trakovi led luci, navitimi okoli njih in magnetna mesala.

3.1.1. Opis vzorcaraziskave

Ciséenje cevnih sistemov (CIP) v Solski mlekarni poteka po ustaljenem vrstnem redu:

e izpiranje z vodo; na ta nacin odstranimo vecino ostankov mleka (odpadna voda,
bogata z organskimi snovmi), izpustimo jo v komunalno gistilno napravo

e izpiranje s Cistilom na oshovi baze, da odstranimo organske ostanke mleka (baza se
vrne v rezervoar za ponovno uporabo)

e izpiranje ostankov baze z vodo (tako dobimo baziéno raztopino)

e izpiranje s kislino, da ostranimo anorganske ostanke mleka (obloge kalcija)

e izpiranje ostankov kisline z vodo (tako dobimo kislo raztopino)

e nevtralizacija bazi¢ne raztopine in kisle raztopine v nevtralizacijski posodi in izpust v
komunalno distilno napravo

Ostanke Cistil spirajo z vodo, jih zmesajo in nevtralizirajo. Kljub temu, da so minerali v
odpadni vodi zelo razred€eni, jih je pred izpustom smiselno prestreci. Predmet raziskovalne
naloge je torej prestrezanje mineralnih hranil z uporabo algno-bakterijske biokulture.

Skozi raziskavo sem spremljala pH vrednost in elektricno prevodnost raztopine ter
koncentracije razli¢nih anorganskih ionov: nitratov (NO3"), nitritov (NO,"), amonija (NH,") in
fosfatov. (PO.°).

Iz mlekarne smo zajeli lo¢eno bazi¢no in kislo raztopino, ki sem ju nato v razmerju 3:5
zmeSala v nevtralno raztopino s pH vrednostjo 7. Pri tej pH vrednosti privzem dus$ika najbolje
poteka.

3.2. Opis merskega instrumenta

Kovéek za izvajanje kemi¢ne analize vode — VISOCOLOR SCHOOL omogoc¢a analizo
najpomembnejSih vodnih parametrov z uporabo kolorimetrinih in titrametri¢nih reagentov.

Vmesnik LabQuest 2 (Vernier) omogoca zajem podatkov z uporabo razli¢nih merilnih sond
ali senzorjev. Naloga vmesnika je, da elektricne signale, obi¢ajno napetost v milivoltih (mV),
pretvori v ustrezne vrednosti glede na tip senzorja. Nekatere sonde (npr. za pH) je potrebno
redno kalibrirati, saj ne kazejo stalno enake, absolutne vrednosti.

Sonda za elektri€no prevodnost omogoc¢a oceno koli€ine raztopljenih mineralov v raztopini,
ker je prevodnost elektrolita premo sorazmerna koncentraciji raztopine.

Sonda za pH vrednost omogoc¢a merjenje koncentracije HsO" ionov v raztopini. Ker
raztopljeni CO, tvori v vodni raztopini ogljikovo kislino, lahko prek pH vrednosti ocenimo
fotosintezno aktivnost algne kulture.

11
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S kolorimetrom opravimo fotometri€no meritev raztopine mineralov obarvane s specifi€nim
reagentom. Ker je intenziteta obarvanosti vzorca premo sorazmerna s koncentracijo
dolo¢enega minerala v njem, lahko z meritvijo absorbance dolo€imo koli¢ino minerala v
vzorcu. Meritev opravljamo v Kiveti, majhni steklenicki s kroznim ali kvadratnim presekom,
zato tako testiranje imenujemo tudi kivetni test. Kivete so izdelane iz plastike, stekla ali
kaljenega kremena. Kivetni testi se v zadnjih letih vse bolj uporabljajo na podroéju
preverjanja kvalitete odpadnih, pitnih in procesnih voda. Paziti moramo, da so kivete brez
necistod, ki bi lahko vplivale na fotometri€no meritev.

3.3. Opis postopka zbiranja podatkov

3.3.1. Priprava standardov

Pripravili smo standardne raztopine nitratov, nitritov, fosfatov in amonija 1000 ppm (mg/L).
Standardne raztopine 1000 ppm smo rdecili na 100 ppm, 10 ppm,1ppm in 0,1 ppm odvisno
od standarda. Ker so merilna obmog¢ja za posamezne minerale v kov€ku dolo¢ena, smo
pripravili standarde z ustreznimi koncentracijami mineralov.

Z barvno skalo smo le priblizno umerili koncentracijo snovi v vzorcu. Za bolj natanéno
merjenje smo uporabili kolorimeter. Kolorimeter meri prepuséeno svetlobo (transmitanco),
absorbanco pri dolo¢eni valovni dolzini pa preracuna vmesnik.

Ce poznamo absorbanco razliénih koncentracij dolo&ene standardne raztopine, lahko prek
umeritvene krivulje standarda in njene enacbe izraCunamo koncentracijo iskane snovi.

Standardne raztopine smo pripravili iz NH,Cl, KNO3, Na2HPO, in KNOs.
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Gesamthérte Phosphat mg/L PO,*

total Hardness/Dureté totale/ Dureza total Phosphate/Fosfato

Slika 3: Barvna skala za doloCevanje koncentracij anorganskih ionov
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Slika 4: Standard amonij

3.4. Postavitev poskusa

Poskus je potekal v treh fotobioreaktorjih (FBR), sestavljenih iz erlenmajerice s trakovi led
luémi, ki smo jih postavili na magnetna. MeSanje je potekalo neprestano, osvetljavo pa smo
nadzirali s €asovno stikalnimi urami.

Slika 5: Fotobioreaktorji FBR 1, FBR 2 in FBR 3
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V svoji raziskavi sem uporabila mesano algno biokulturo, v kateri pa so bile poleg mikroalg:
Ankistrodesmus sp. (na spodnji sliki vidne kot priostrene palcke), Scendesmus sp. (na sliki
jajCaste oblike), Monorpahidium sp. (na sliki spiralne oblike) in Dictyosphaerium sp. (krogci v
skupkih), prisotne tudi bakterije (na sliki drobne strukture v ozadju). Biokultura je bila
imobilizirana v kroglice iz natrijevega alginata. Na ta nagin sem preizkusala uc€inkovitost
algne biokulture, imobilizirane na ta nacin, lahko pa sem jo tudi reciklirala.
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Slika 6: Biokultura: Ankistrodesmus sp. (priostrene palCke), Scendesmus sp. (jajcasti
Cetvercki), Monorpahidium sp. (spiralne oblike) in Dictyosphaerium sp. (krogci v skupkih), v ozadju
drobne bakterije

Casovne ure sem nastavila tako, da sem z avtomatiénim priZiganjem in ugasanjem Iugi
zagotovila intervale svetlobe in teme. Cez dan, ki je trajal16 ur, so se Iu€i prizigale in ugasale
v intervalu 30 minut, predvsem za preprecevanje pregrevanja, no€ z ugasnjenimi lu¢mi je
trajala 6 ur.

Slika 7: Casovna ura

Vsak dan sem s kolorimetrom pomerila absorbanco za vsak anorganski ion in absorbance
uporabila za izraun koncentracije posameznega iona v raztopini.
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Pomerila sem tudi pH vrednost in elektri¢no prevodnost v vsakem od fotobioreaktorjev.
Poskus je potekal 5 dni, od 2.3.2020 do 6.3.2020.

\Y en‘e'[_n ‘dnevu, in sicer 4.3.2020, sem veckrat izvedla fotometricne meritve za nitrate.

133

Slika 8: dnevno nihanje nitratov
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4. REZULTATI
Tabela 1: Meritve fotobioreaktorja FBR1
FBR1
elektricna
Fosfat Amonij Nitrat Nitrit pH prevodnost
datum zaporedni [PO4  konc. NH4  konc. NO3  konc. NO2  konc. EC
dan Abs ppm Abs ppm Abs ppm Abs ppm uS/cm
02/03/2020 1] 0193 7,21 0373 053 0,168 41,12 0 0 749 729
03/03/2020 2| 0103 4,18 0,228 0,35 0,635 149,72 0 0 1047 788
04/03/2020 3| 0047 229 0081 0,17 0214 51,81 0 0 106 796
05/03/2020 4| 0,099 4,04 0103 020 0153 37,63 0,161 0,87 10,64 846
06/03/2020 5| 0,085 357 0,209 032 0811 190,65 0,379 1,49 10,68 872
FBR 1 absorbance
1
‘2 0,8 /_
§ 04 —m— NH4
<02 —4—NO3
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Slika 9: absorbance anorganskih onesnazil v FBR1 Vir: lasten
FBR 1 koncentracije
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Slika 10: koncentracija anorganskih onesnazil v FBR 1 Vir: lasten
FBR1pH inEC
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Slika 11: pH vrednost in elektricna prevodnost v

FBR1 Vir: lasten
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Tabela 2: : Meritve fotobioreaktorja FBR2

FBR2
elektricna
Fosfat Amonij Nitrat Nitrit pH prevodnost
datum zaporedni [PO4  konc. NH4  konc. NO3  konc. NO2 konc. EC
dan Abs ppm Abs ppm Abs ppm Abs ppm uS/cm
02/03/2020 1] 0198 721 0373 053 0168 4112 0 0 7,49 729
03/03/2020 2| 0,108 434 0 000 0635 14972 0 0 1066 744
04/03/2020 3| 0,087 364 0,183 029 0503 11902 0 0 10,77 754
05/03/2020 4 0 o0 0 0 0472 11181 0 0 108 754
06/03/2020 5| 0,132 515 0,264 0,39 0,764 179,72 0,4 154 10,81 747
FBR 2 absorbance
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Slika 12: Absorbanca anorgasnkih onesnazil v FBR 2 Vir: lasten
FBR 2 koncentracije
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Slika 13:Koncentracija anorganskih onesnazil v FBR 2 Vir: lasten
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Slika 14: pH vrednost in elektricna prevodnost v FBR2
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Tabela 3: Meritve fotobioreaktorja FBR3

FBR3
elektricna
Fosfat Amonij Nitrat Nitrit pH prevodnost
datum zaporedni [PO4  konc. NH4  konc. NO3  konc. NO2  konc. EC
dan Abs  ppm Abs ppm Abs ppm Abs ppm uS/cm
02/03/2020 1| 0,193 7,205387205 0,373 053 0,168 41,12 0 o0 749 729
03/03/2020 2| 0,008 0,98 0 0 0069 18,09 0 0 1057 736
04/03/2020 3| 0,138 5,35 0 0 0516 122,05 0 0 1079 757
05/03/2020 4 0 0 0 o0 0 0 0 0 108 754
06/03/2020 5 0 0 0,123 0,22 0,615 145,07 0,119 0,75 10,83 747
FBR 3 absorbance
0,8
S 0,6 A
c
—
- /\ / PO4
3 '\ / \ / —=— NH4
202
! —A—NO3
0 1 2 3 4 5 6
Cas v dnevih
Slika 15:Absorbanca anorganskih onesnazil v FBR 3 Vir:lasten
FBR 3 koncentracije
8 200,00 _
£ £
&6 \ 150,00 £
© \ / = —e—PO4
T4 100,00
e \ / / : —i— NH4
€, 50,00 ®
g \ : ’ £ ¢ Nitrit
o | 2
So !x- = 0,00 —4—NO3
0 1 2 3 4 5 6
¢as v dnevih
Slika 16: Koncentracija anorganskih onesnazil v FBR 2 Vir: lasten
FBR3 pH inEC
12 760
10 X z == g
- -
§ g >(/ / \ 750 -§
o / >
v 6 740 @
>, /( &  —%—pH
X | ]
E — 305 e
0 . . . . : 720 ¥
0 1 2 3 4 5 6 w
Cas v dnevih

Slika 17: pH vrednost in elektricna prevodnost FBR 3 Vir: lasten
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Slika 18: Fotometri€ne meritve prvi dan

Slika prikazuje vzorec obarvan z vsakim od reagentov iz kov€ka za vodo. Fosfati so se
obarvali temno modro, amonij zeleno, nitrati oranzno, nitriti pa se niso obarvali.

Slika 19: Fotometri¢ne meritve zadnji dan

Po koncu poskusa se reagent za fosfat skoraj ni obarval, za amonij se je obarval rumeno, za
nitrati je ostal oranzen in za nitrit se je obarval vijoli¢no.
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5. RAZPRAVA

Skozi poskus so se koncentracije anorganskih onesnazil spremenile. Spremenili sta se tudi
pH vrednost in elektriéna prevodnost.

Ob postavitvi poskusa so bile vrednosti v vseh treh fotobioreaktorjih enake. Odpadne vode
so vsebovale 7,12 ppm oziroma mg/L fosfatov, 0,53 ppm amonija in 41 ppm nitratov. V njih ni
bilo nitritov.

Iz rezultatov lahko sklepamo, da meSana algno bakterijska kultura v svojem metabolizmu
privzema fosfate. Skozi ta proces se nekaj fosfatov izlo€i kot odpadni produkt, vendar jih
biokultura spet privzame. Njihova koncentracija v odpadnih vodah tako postopoma pada.

V fotobioreaktorju FBR 1 je koncentracija fosfatov drugi in tretji dan padla, Cetrti dan nekoliko
narasla in peti dan spet padla. V fotobioreaktorju FBR 2 je koncentracija fosfatov padala do
Cetrtega dneva, peti dan pa narasla. V fotobioreaktorju FBR 3 je koncentracija fosfatov drugi
dan padla, tretji dan narasla in Cetrti in peti dan padla na vrednost 0. Hipoteza, da bo
biokultura privzela fosfate je na ta nacin potrjena.

Hipoteze, da bo biokultura privzela duSikove snovi, tu ne moremo tako enostavno potrditi. 1z
virov lahko sklepamo, da sta potekli nitrifikacija in denitrifikacija. Presnova amonija v nitrate
in nitratov v nitrite ter nazaj v amonij ni linearen proces. To lahko potrdimo tudi nihanji
vrednosti nitrata, ki sem jih spremljala tekom enega dne.

Kljub temu se je koncentracija amonija zmanj$ala, na ra¢un tega se je povecala
koncentracija nitratov, tako lahko sklepamo na potek nitrifikacije. Kasneje so se pojavili tudi
nitriti, kar nakazuje na potek denitrifikacije. Viri navajajo, da je amonij algam najlazje
dostopen, zato denitrifikacija ne poteka, kadar imajo na razpolago dovolj amonija kot vira
dusika (Cai, 2013; Zhou, 2014). Tako lahko tudi hipotezo, da bo biokultura privzela duSikove
snhovi, delno potrdimo. V vodah je bila na koncu eksperimenta manj amonija, ki je od treh
dusikovih snovi najbolj strupen, potekala pa je tudi denitrifikacija nitratov v nitrite, najman;
strupeno dusikovo snov. Za ugotavljanje nadaljnjih procesov bi bile potrebne nove raziskave.
Kljub temu lahko iz krivulj napovem dolgoro¢no padanje koncentracij duSikovih snovi.

V fotobioreaktorju FBR 1 je drugi dan je koncentracija nitratov narasla, koncentracija amonija
pa padla. Tretji dan sta obe koncentraciji padli. Cetrti dan je koncentracija nitratov $e vedno
padala, koncentracija amonija se je povecala, pojavili pa so se nitriti, ki jih prej ni bilo. Peti
dan so vse tri koncentracije narasle. Koncentracija amonija na koncu eksperimenta je bila
manjSa kot na zaCetku, koncentraciji nitratov in nitritov pa sta se povecali. V fotobioreaktorju
2 je drugi dan je koncentracija amonija padla na vrednost 0, povecala pa se je koncentracija
nitratov. Tretji dan je koncentracija amonija zopet narasla, koncentracija nitratov pa se je
zmanij$ala. Cetrti dan sta obe koncentraciji padli. Peti dan sta koncentraciji spet narasli,
pojavili pa so nitriti. Koncentracija amonija je bila manjSa kot na zaCetku, koncentraciji
nitratov in nitritov pa sta se povecali. V fotobioreaktorju 3 je drugi dan je koncentracija
amonija padla na vrednost 0, padla je tudi koncentracija nitratov. Treti dan je koncentracija
nitratov narasla, amonij pa je ostal nespremenjen. Cetrti dan sta obe koncentraciji padli na 0.
Peti dan so se pojavili nitriti, koncentraciji nitratov in amonija pa sta spet narasli.
Koncentracija amonija je bila manjSa kot na za€etku, koncentraciji nitratov in nitritov pa sta se
povecali.

Tudi hipotezo, da bo pH vrednost skozi poskus narasla zaradi fotosintezne aktivnosti alg
lahko potrdimo. PH vrednost je narasla na vrednost 10,68 v FBR1, na 10,81 v FBR2 in na
10,83 v FBR3. Visoka pH vrednost kaze na dobro fotosintezno aktivnost algne biokulture.

Hipotezo, da bo elektricna prevodnost padla lahko delno potrdimo.

V fotobioreaktorju FBR1 je elektricna prevodnost narasla, v FBR 2 je elektricna prevodnost
narasla in nato postopoma padala, tudi v FBR3 je elektricna prevodnost narasla in nato
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postopoma padala. Sklepam lahko, da elektriéna prevodnost ni linearno padla, ker biokultura
onesnazil ni v celoti privzela. Verjetno bi morali izvajati poskus dlje ¢asa, da bi ob nihanju
dusikovih ionov opazili njihovo celokupno upadanije.
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6. ZAKLJUCEK

Ugotovila sem torej, da alge v obliki alginatnih kroglic privzemajo fosfor in nitrificirajo amonij v
nitrate in te denitrificirajo v nitrite v mlekarskih odpadnih vodah. Sklepam lahko, da bi bila
uporaba algnih sistemov za Cid€enje takih vod smiselna, vendar z izboljSavami. Lahko
potrdim, da je bila imobilizacija v alginatne kroglice uspesna. Vprasanje za nadaljnje
raziskave je, kaj storiti z algno biomaso, ko njena reciklaza ni ve€ mozna. Tu se pokaze
vsestranska uporabnost alg za mnoge proizvode, od krme do biogoriv. Skozi svoje
raziskovalno delo sem pridobila tako teoreti¢no in prakti¢no znanje ter se naucila
interdisciplinarnega povezovanja med vedami. Pomanjkanje izkusenj in Casa sta dejavnika,
ki vplivata na pomanijkljivosti raziskovalne naloge. V prihodnjih raziskavah bi bilo smiselno
nadaljevati z preu€evanjem privzema dusika in dnevnih nihanj ter pretvorb iz ene oblike
dusikovih ionov v drugo. Glede na to, da pH vrednost lahko vpliva na privzem dusika, bi se
bilo v nadaljnjih raziskavah smiselno osredotociti na ta parameter. Smiselno bi bilo skozi
proces spremljati tudi druge dejavnike, denimo osvetlitev ter privzem snovi pri razli¢ni jakosti
svetlobe in valovni dolzZini.
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8. PRILOGE
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