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Sammanfattning

Plast har sedan 1900-talets borjan varit ett material som anvénts mycket vilket har
gjort att stora mangder har producerats under det senaste arhundradet. Dagens plast
produceras huvudsakligen av fossila ravaror vilket ger den en hdg klimatpaverkan.
Dagens plast har dven en lang livslangd, det skapar problem med hantering efter
nyttoperioden da ny plast produceras i snabbare takt an vad plastskrap kan
atervinnas eller forbrannas.

Ett mojligt tillvagagangssatt ar att dverga fran plast av fossila kallor till bioplast
vilket produceras av fornybara kallor. Det innebar en minskning av miljopaverkan
da mangden fossilt CO> utslapp fran forbranning av plast skulle minska.

Polyhydroxyalkanoater (PHA) skapas genom att korta flyktiga fettsyror (\Volatile
Fatty Acids; VFA) tillsatts till bioslam fran ett reningsverk pa ett massa- och
pappersbruk dar det finns mycket bakterier och mikroorganismer. Vissa av
bakterierna i slammet har formagan att ackumulera PHA nar VFA tillsétts i
overskott for att sedan kunna anvanda det som energi- och kolkalla vid tillfallen av
svalt. Det innebér att PHA producerat pa det har sattet kan brytas ner av bakterier
vilket gor den biologiskt nedbrytbar samtidigt som den har liknande egenskaper
som oljebaserad plast.

Produktion av PHA é&r i dagslaget kostsamt da det ofta behdver kopas in VFA for
produktion. For att gora det ekonomiskt hallbart att ersétta oljebaserad plast med
PHA maste darmed maste kostnaderna for PHA-produktion minskas. Det kan goras
genom att anvanda sig av mixade bakteriekulturer fran till exempel industriella
reningsverk och genom att skapa en egen sammansattning av VFA genom
fermentering.

Pa pappersbruket pa BillerudKorsnas Gruvon finns flera processtrommar som
idag leds till reningsverket varav ett ar fran PM6 (Pappersmaskin 6). Genom att
fermentera den strommen kan VFA bildas med en sammansattning av attiksyra,
propionsyra och smorsyra. Strommen kan darmed vara lamplig att anvédnda som
substrat vid PHA produktion. Ett annat sétt att producera VFA ér att fermentera
restflodet fran hydrotermisk forkolning (HTC) av bioslam. Enligt (Samori et al.,
2019) sa bildas attiksyra, smorsyra och valeriansyra vilket gor att dven den
strommen kan vara lamplig som substrat vid PHA-produktion.

Det har examensarbetet har som syfte att undersokta vilka effekter
sammansattningen av VFA har pa produktion av PHA fran skogsindustriellt
bioslam. Studien omfattar tva olika fall, Case PM6 och Case HTC, dar tva olika
typer av sammanséattning av VFA tillstts till bioslam fran pappersbruket.

Forsoken utfordes i cylindriska tankar vid tre tillfallen dar de forsta tva forsoken
hade en volym pa 30 liter och det sista forsoket en volym pa 10 liter. Vid det forsta
tillfallet undersoktes den maximala ackumuleringshastigheten i tillvaxtfasen. Under
det andra tillfallet efterstrdvades en hog ackumuleringshastighet men &ven
overlevnad efter tillvaxtfasen. De tva forsta forsoken var batch-forsok dar slammet
doserades tills mattnad uppnatts. Vid det tredje tillfallet undersoktes mojligheten att
utféra produktion av PHA med ett kontinuerligt slamutbyte.

Forsoken analyserades genom FTIR som gav information om slammets
absorbans vilket visar hur PHA-koncentrationen 6kat under férsokens gang.
Extraktioner utfordes darefter for att erhalla den koncentration PHA som slutligen
ackumulerats i slammet.



Resultaten visar att biomassa fran BillerudKorsnas Gruvons bruk ackumulerade
PHA snabbare med VFA-sammansittning fran fermenterat PM6-avlopp jamfort
med VFA-sammansattning fran fermenterat HTC kondensat. Berakningar gjorda
med indata fran experimenten tyder pa att det gar att producera en storre mangd
PHA per ar med Case PM6.

Slutsatsen blir darfor att Case PM6 &r att foredra om sa stor PHA produktion som
mojligt vill uppnas. Case HTC ér istéllet att foredra om minskad PHA produktion
kan tolereras till forman for produktion av biokol.

Indextermer (nyckelord) - Bioplast, mixad bakteriekultur, HTC, VFA



Abstract

Since the beginning of the 20th century plastic has been a widely used material,
which has resulted in large quantities of plastic being produced in the last century.
The plastics of today are mainly produced from fossil raw materials, which gives it
a high climate impact. Plastic also has a long service life, which creates problems
with handling after the new period when new plastic is produced at a faster rate
than plastic debris can be recycled or incinerated.

One possible approach is to switch from plastic from fossil sources to bioplastics,
which is produced by renewable sources. This means a reduction in the
environmental impact as the amount of fossil CO2 emissions from combustion of
plastics would decrease.

Polyhydroxyalkanoates (PHAS) are created by short volatile fatty acids (VFAS)
added to bio sludge from a wastewater treatment plant at a pulp and paper mill
where there is a lot of bacteria and microorganisms. Some of the bacteria in the
sludge have the ability to accumulate PHA when VFA is added in excess and then
be able to use it as an energy and carbon source in cases of starvation. This means
that PHA produced in this way can be degraded by bacteria making it
biodegradable while having similar properties as oil-based plastics.

Production of PHA is currently expensive as it is often necessary to purchase
VFA for production. To make it economically sustainable to replace oil-based
plastics with PHA, the cost of PHA production must therefore be reduced. This can
be done by using mixed bacterial cultures from, for example, industrial wastewater
treatment plants and by creating their own composition of VFA through
fermentation.

At the paper mill at BillerudKorsnéas Gruvon there are several process streams
that today are led to the water treatment plant, one of which is from PM6 (Paper
Machine 6). By fermenting that stream, VFA can be formed with a composition of
acetic acid, propionic acid, and butyric acid. The current may thus be suitable to
use as a substrate in PHA production.

Another way to produce VFA is to ferment the residual flow from hydrothermal
carbonation (HTC) of bio sludge. According to (Samori et al., 2019), acetic acid,
butyric acid and valeric acid are formed, which means that even this stream may be
suitable as a substrate for PHA production.

The purpose of this thesis is to investigate the effects of the composition of VFA
on the production of PHA from forest industrial bio sludge. The study covers two
different cases, Case PM6 and Case HTC, where two different types of
composition of VFA are added to paper sludge from the paper mill.

The experiments were performed in cylindrical tanks on three occasions where
the first two experiments had a volume of 30 liters and the last experiment a
volume of 10 liters. On the first occasion, the maximum accumulation rate in the
growth phase was studied. In the second instance, a high accumulation rate was
sought, but also survival after the growth phase. The first two trials were batch
trials where the sludge was dosed until saturation was achieved. On the third
occasion, the possibility of carrying out PHA production with a continuous sludge
exchange was studied.

The experiments were analyzed by FTIR which provided information on the
absorbance of the sludge which shows how the PHA concentration increased



during the course of the experiments. Extractions were then performed to obtain the
concentration of PHA that eventually accumulated in the sludge.

The results show that biomass from BillerudKorsnds Gruvon's mills accumulated
PHA faster with VFA composition from fermented PM6 effluent compared to VFA
composition from fermented HTC condensate. Calculations made with input from
the experiments indicate that it is possible to produce a larger amount of PHA per
year with Case PM6.

The conclusion is therefore that Case PM6 is preferable if as large a PHA
production as possible wants to be achieved. Case HTC is instead preferred if
reduced PHA production can be tolerated in favor of biocarbon production.

Index terms (keywords) — Bioplastics, Mixed bacterial culture, HTC, VFA



Forord

Denna rapport ar resultatet av ett examensarbete pa 22,5 hp och &r det avslutande
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1 Inledning

Plast ar ett material som funnits sedan bérjan av 1900-talet i form av
bakelitartiklar som i huvudsak anvandes inom den militara sektorn. Utbredd
anvandning av plast borjade inte pa allvar forran pa 50-talet da processer for att
producera oljebaserad plast blev allt vanligare. Plast blev &ven ett vanligare
material att anvanda till forpackningar da det vid den tiden skiftade allt mer fran
ateranvandningsbara forpackningar till att anvanda sig av engangsforpackningar for
vilket plast var det mest lampliga amnet. Det har skett en stor 6kning i den arliga
plastproduktion de senaste 60 aren da det har gatt fran 2 miljoner ton producerad
plast ar 1950 till 380 miljoner ton &r 2015. Okningen av plastproduktion har fortsatt
pa senare ar och det ar beraknat att om nagot inte gors at sa kommer det vid 2025
att produceras ca 500 miljoner ton plast. (Geyer et al. 2017). Ar 2010 i Sverige
berdknades det att ndstan 10 000 ton plastavfall producerades per dag (Jambeck et
al., 2015).

Hallbarheten hos plast gor att det tar valdigt lang tid att brytas ner och i manga
fall kommer det aldrig att brytas ner helt och hallet. Istallet bildas det mikroplaster
genom slitage pa plastféremalen som latt kommer ut i naturen och dar finns
chansen att djur konsumerar det. Det skapar ett problem da det beréknas att 40 %
av plasten som produceras varje ar kasseras inom ett ar och 79 % av den plast som
kasseras hamnar som deponi eller pa nagot satt hamnar i naturen dar den delar sig
till mikroplaster. Problemet med det &r att manga djur som lever i narheten av de
stallen dar det finns plast far i sig det vilket ar skadligt for dem och kan leda till att
arter dor ut. (Wang et al., 2020)

Pa senare ar har plastproblemet forsokts avvarjas med atervinningscentraler och
kampanjer kring atervinning for att se till att plasten inte kommer ut i naturen. Det
hjalper dock bara att bromsa problemet da efterfragan ser ut att stiga for varje ar.

| forsta hand hanteras plast idag i form av deponi da manga av varldens lander
annu inte har utvecklat satt att hantera atervinning pa eller ett satt att forbranna
plasten utan att farliga &mnen slapps ut i atmosfaren. Idag forsoker manga lander
att atervinna sa mycket som majligt av den plast som produceras. Det finns dock
vissa problem som kan uppsta vid atervinning av plastprodukter och det &r att det
finns en risk att vid 100 % atervinning kan plastens egenskaper paverkas och i
vissa avseenden dven forsamras. Det beror pa att plastprodukter ofta bestar av
laminat eller en blandning av plasttyper vilket gor att 100 % atervinning ar svart att
uppna. (Muralisrinivasan Subramanian, 2016)

Det finns i dag efterfragan pa material med liknande egenskaper som stabil och
oljebaserad plast men som i stéllet ar framstéllda fran biologiska ravaror och ar
biologiskt nedbrytbara. En av de typerna av plast &r producerade av polymeren
PHA (Polyhydroxyoalkanater) vilket &ven ofta kallas for bioplast. Skillnaden
mellan vanlig plast och bioplast ar att da bioplast ar framstallt av biologiska
ramaterial finns mojligheten att gora den biologiskt nedbrytbar. Det innebér att den
plasten skulle ha mindre paverkan pa djur och natur &n vad vanlig plast har da
nedbrytningen skulle gora att det inte bildas nagra mikroplaster fran de produkter
som &r gjorda av bioplast. (Wu, 2014)

Bioplast ar i dagslaget ofta producerat fran monokulturer, det vill saga med
bakterier av en enda sort som &r duktiga pa att ackumulera hoga halter PHA. For att



minska produktionskostnaderna for PHA undersoks anvéndning av olika typer av

avloppsvatten fran biologiska industrier, bland annat fran pappers- och massabruk,
men &ven olivoljefabriker och sockerrorsfabriker. (Amulya et al., 2015; Dionisi et
al., 2005).

En forutsattning for produktion av PHA é&r att det maste finnas tillgang till
substrat som innehaller VFA (Volatile Fatty Acids, eller flyktiga fettsyror) eller
som kan fermenteras for att producera VFA. Da det kravs mycket VFA for att
producera PHA i stor skala skulle det bli kostsamt for foretag att implementera,
vilket gor att storskalig PHA-produktion i dagslaget inte ar sa utbrett. (Chen, 2009;
Wu, 2014)

Da PHA kan goras biologiskt nedbrytbart och kommer fran en fornybar kalla gor
det att det ar ett mer miljovanligt alternativ till vanliga plaster. PHA har dven
ungefar samma egenskaper som vanlig plast vilket gor att det ar ett bra substitut for
vanlig plast. (Wu, 2014)

1.1 PHA

PHA é&r biopolymerer som ackumuleras intracellulart av olika bakterier som en
kol- och energikéalla (Mengmeng et al., 2009; Albuquerque et al., 2013). Nar
bakterierna saknar nédvéndig naring som kvave och fosfor men har ett dverflode
av kolkalla sa kan de ackumulera kolkallan (Teeka et al., 2010). Alla bakterier
kraver dock inte det begransningstillstandet utan kan ackumulera PHA &ven om det
finns ett 6verflod av andra néringsdmnen. Bakterierna gor det for att kunna ha en
alternativ kalla till naring under tider da tillgang till naring begréansas vilket gor att
de kan dverleva lattare. (Kourmentza et al., 2017)

| bioslam har det visat sig att ungefar 300 bakterier kan ackumulera PHA (Teeka,
et al., 2010). Tre bakterieslakten har visat sig vara battre an de flesta, Azoarcus,
Thauera och Paracoccus. De bakterieslaktena har visat sig vara de tre som
ansamlar storst mangd PHA (Albuquerque et al., 2013). Azoarcus ger en hog PHA
ansamling och Thauera ger mojligheten att skraddarsy polymerens egenskaper samt
en bra PHA ansamling. Paracoccus ger en lagre PHA ansamling &n Azoarcus men
ar battre dverlag &n andra bakterieslakten och tar dven upp propionsyra och
valeriansyra béttre dn bade Aoarcus och Thauera. Det gor att den ar anvandbar om
det till exempel anvéands en VFA som bestar av en sammansattning av olika
karboxylsyror vid PHA-produktionen. (Albuquerque et al., 2013; Carvalho et al.,
2014)

| produktion av PHA blandas bioslam (slam fran ett reningsverk) med VFA.
Bakterierna anvander VFA som substrat for tillvaxt men vissa bakterier kan aven
lagra ett verskott av VFA intracellulart vilket leder till att de producerar och
ansamlar PHA. (Wu, 2014)

Né&r VFA blandas med bioslammet &r det de tre tidigare ndmnda bakteriesléakten
som ar optimala att ha for att skapa PHA, det finns dock manga andra bakterier
som aven de producerar PHA men &r inte lika bra pa det och bildar darmed en
valdigt liten del av den totala PHA-produktionen. (Albuquerque et al., 2013)

Beroende pa vilken typ av karboxylsyra eller vilken sammansattning av syror
som det véljs att anvandas i VFA kan PHA-produktionen paverkas (Albuquerque,
2011). Det beror pa att olika sammanséttningar och typer av VFA ger olika typer



av PHA. Det innebar att beroende pa vilken VFA det anvands vid PHA-
produktionen kan olika typer av PHA med olika egenskaper erhallas. Det kan
darfor ga att till viss grad skraddarsy de egenskaper som 6nskas att den slutliga
PHA-produkten ska ha genom att styra vilken VFA som tillsatts vilket innebar att
bioplasten kan fa olika styrkor eller svagheter. (Lageveen et al., 1988)

| det har fallet anvands avloppsvatten fran biologiska industrier dar flédet bestar
av MMC (Mixed Microbial Cultures, eller mixade bakteriekulturer). Det galler
aven for produktion av VFA fran avloppsfléden. De flesta studierna kring PHA-
produktion anvander sig av fest och svalt metoden, vilket innebdr att innan det
flodar in i PHA-tanken och blandas med VFA utsétts det for fest och svalt for att
skapa en kultur av bakterier som har hog kapacitet att lagra PHA och darmed salla
bort bakterier som inte har lika hog kapacitet. De mer taliga bakterierna 6verlever
vilket da ger mojlighet till mer effektiv produktion. (Albuquerque et al., 2007)

Fest och svalt metoden utfors inte i den har studien men da bakterierna genomgar
vissa processer i reningsverket sa utsatts de for den metoden utan avsikt vilket &r
gynnsamt for PHA-produktion.

Anvandandet av mixade bakteriekulturer och att de har genomgatt fest och svalt,
gor att det inte behdvs tas hansyn till vilken typ av bakterier som ska anvéandas i
PHA-processen. Anvéandning av till exempel industriella avloppsvatten eller vatten
fran kommunala avlopp kan darfor ske i storre utstrackning vilket darmed ger
mojlighet till mer PHA-produktion. Tack vare att slammet har en mixad
bakteriekultur behdvs inga sterila forutsattningar vilket hade utgjort en kostnad
som istéllet besparas. (Carvalho et al., 2014)

Da bioslammet som anvands bestar av en mixad bakteriekultur och har
genomgatt fest och svalt, sa innebar det att bakterierna i den har studien teoretiskt
ska ha mojlighet att ackumulera en hogre PHA koncentration, g PHA/g SA.

1.2 VFA

VFA i det har fallet &r karboxylsyrorna som tillkommer vid
fermenteringprocesser (anaeroba processer) av sockerrika floden eller att det
hamtas fran vissa industriella avfallsstrommar som redan innehéller VFA. De typer
av VFA som kan anvandas till PHA-produktion kan vara &ttiksyra, propionsyra,
smdrsyra och valeriansyra eller en sammansattning av dessa. (Llamas et al., 2020)

Da VFA ar nodvandigt for produktion av PHA &r det viktigt att tillforskaffa det
pa ett kostnadseffektivt satt. Om VFA behover inhandlas till PHA-produktionen
kan det bli dyrare an nédvandigt med mojligtvis upp till 50 % hogre
produktionskostnader. Den kostnaden kan undkommas genom att producera sin
egen VFA i till exempel en fermenteringstank fran avloppsvatten eller annat
sockerrikt fléde. (Choi et al., 1997)

Da manga biologiska industrier sasom livsmedelsindustrier och skogsindustrier
far stora mangder restavfall vid produktion kan det vara Ionsamt for foretag att
forsoka utnyttja restavfallen. | dagslaget har manga biologiska industrier som rutin
att restavfallet fran produktionssteget ska hamna i deponi eller forberedas for
forbranning vilket i basta fall ger lite extra energi och i varsta fall bara tar plats. Da
restavfallen fran industrierna ofta innehaller socker och kolhydrater vilket ar vad
som behdvs vid produktion av VFA &r det ett bra sétt for foretagen att



kostnadseffektivisera sina processer. Kostnaderna for hantering av restavfallen i
manga fall ar dyra da personal och faciliteter for hantering kravs. Kan restavfallet
istallet anvéandas till att skapa en produkt som sen gar att sélja eller att anvandas i
en annan process sa kan det finansiera hanteringen. (Greses et al. 2020)

1.3 HTC

HTC (hydrotermisk forkolning) ar en process som bdrjade undersdkas av
Friedrich Bergius ar 1913 da Bergius borjade simulera den naturliga
forkolningsprocessen. Det gjorde Bergius genom att anvanda sig av tryckkammare
och hoga temperaturer for att simulera naturliga férhallanden for forkolning av
olika @mnen. (Song et. Al., 2019; Bergius, 1931)

Dérefter utfordes det enligt Benavente (2015) valdigt lite forskning inom
omradet fram tills att Ortwin Bobleter bérjade gora forsok kring forkolning av
organiskt avfall pa 80-talet. Det Bobleter huvudsakligen undersokte var HTC-
processer av organiska avfallsstrommar. Forsoket innefattade ett antal olika typer
av organiskt avfallsmaterial fran bade hushall och industrier med lyckade resultat
dar avfallsstrommarna forkolnades. Kolet som bildades hade ett kolinnehall pa 75—
80% av det ursprungliga kolinnehallet fran avfallsflodet som anvandes i processen.
(Benavente et. al., 2015)

| processen leds ett fléde in i en kammare av rostfritt stal for att behandlas under
temperaturer mellan 160 — 250°C beroende pa vad som dnskas fa ut av processen.
(Kruse, 2013)

Flodet som leds in innehaller oftast ndgon form av biologisk massa som till
exempel slam fran nagot industriellt reningsverk. Det anvénds uteslutande floden
fran industrier som producerar rent biologiska produkter som till exempel mat och
papper. Anledningen till att mycket av avfallet fran biologiska industrier sands till
deponi ar att det inte alltid finns mojlighet att hantera avfallet pa ett bra satt. Det
beror pa att kompostering kraver tid och utrymme som inte alltid finns till hands
och att férbranning av avfall fran den typen av industri kan vara problematiskt da
det ofta innehaller mycket vatten.

Huvudidén med HTC-processen ar att producera hydrokol av avfallet sa att det
kommer till anvandning istéllet for att ta upp plats. HTC-processen ger hydrokolen
breda anvandningsomraden da amnet som blir forkolnat behaller 75 — 80 % av det
ursprungliga kolinnehallet. Det gor att energiinnehallet 6kar i slutprodukten vilket
gor att det kan vara ett substitut for fossila kolkallor sdsom brunkol for att fa energi
vid forbranning. (Benavente, 2015)

Det &r dock inte enda anvandningsomradet da det dven kan anvandas som néaring
for tillvaxt av skog och mojligtvis inom lantbruk. (Sandberg, 2019b)

Fororeningar i flodet skulle kunna leda till problem i férkolningsprocessen da
vissa delar av flodet kanske inte skulle kunna férkolnas eller innehalla o6nskade
amnen. Skulle flodet innehalla amnen som tungmetaller eller kemikalier som i
hoga doser skulle kunna vara giftiga sa skulle den bio-kol som producerades fran
processen inte skulle ga att anvandas for gédning med mera. (Tasca, 2019)

Anledningen till att det inte skulle kunna ga att anvandas av bio-kol som
produceras fran orena strommar &r att det skulle kunna leda till fororeningar i
anvandningsomradet. | varsta fall skulle féroreningarna i biokolen kunna géra mer



skada &n vad biokolen hjalper vilket da skulle gora det meningslost att anvanda.
(Huang et.al., 2016)

1.3.1 VFA fran HTC

Da flodet i HTC-processen ar helt biologiskt innebar det att restflodet kan fa
ytterligare anvandningsomraden istéllet for att enbart renas fran de orenheter som
finns i vattnet efter HTC-processen. DA flodet fran HTC-processen kan innehalla
upp till 20 % av den COD-mangd som finns i inflodet till HTC-processen finns det
en mojlighet att anvanda det restflodet for att bilda VFA. Det kan ske genom en
anaerobisk fermentering efter HTC-processen. VFA fran den anaerobiska
fermenteringen har en sammansattning av 50 % éattiksyra, 30 % valeriansyra och 20
% smarsyra vilket dr syror som ar lampade att anvandas som substrat vid
ytterligare mikrobiell fermentering. Syrorna ar darmed lampade att anvanda vid
produktion av PHA vilket innebér att det kan nyttogoras av de restfloden som
uppstar under HTC-processen for att gora ytterligare positiv paverkan pa miljon da
det kan ersétta anvandning av oljebaserade plaster. (Samori et al., 2019)

1.4 Processbeskrivning vid implementering

Produktion av PHA vid BillerudKorsnéds Gruvons bruk skulle kréva att vissa
pabyggnader behdva goras for att det ska bli kostnadseffektivt, se dem i figur 1.
Implementering av de pabyggnaderna skulle innebara vissa forandringar i de floden
som existerar pa bruket idag.

Gruvon ar ett pappers- och massabruk vilket innebar att de floden som ligger till
grund for det bioslam som kommer fran deras reningsverk alla grundar sig i &mnen
fran trad, pappersmassa och de &mnen som anvands vid produktion av
pappersprodukter.

Da det VFA som ska anvandas som substrat vid PHA-ackumuleringen kommer
fran tva olika floden innebér det tva helt olika pabyggnader till Gruvons
produktionslinje. Beskrivning av hur floden ror sig pa bruket kan ses i figur 1 dar
flodet som finns idag kan ses i vitt. Studien kring mojliga pabyggnader har delats
upp i tva case dar Case PM6 visas i morkgratt och Case HTC visas i ljusgratt. Den
del av pabyggnaden som ser likadan ut for bada casen visas i orange farg och det
slutliga extraktionssteget kan ses i gront. Extraktionsstegen ar dock inget som ska
undersokas i den har studien.
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Figur 1. Visar hur det kan byggas pa i det ursprungliga systemet med bada casen.

1.5 Syfte

Syftet med detta examensarbete &r att fa en insikt kring hur olika typer av VFA
paverkar produktionen av PHA.

1.6 Mal

Gemensamma mal for bada casen &r att undersoka paverkan av de tva olika
VFA-sammansattningarna. Hur sammansattningarna paverkar varden sasom:
Ackumuleringshastighet, PHA-produktion och PHA-halt.

Det ska dven undersokas skillnader mellan forsok som sker antingen batch-vis
eller med kontinuerligt slamutbyte.

Malet for Case PM6 ér att finna en avledning av avloppsvatten fran flodet innan
forsedimenteringen for att fa en produktion av PHA dér s mycket slam och VFA
som mojligt nyttjas.

Malet for Case HTC ér att fa fram den avledningen av bioslammet fran
reningsverket till HTC-anlaggningen for att fa en produktion av PHA dar sa
mycket slam och VFA som mgjligt nyttjas.

Det 6nskas ocksa att finna en pabyggnad (det vill séga ett Case) som kan
rekommenderas till BillerudKorsnés Gruvon.



1.7 FOrutsattningar

Wanglov (2019) utforde en studie med produktionen av PHA dér VFA-
sammansattningen var enbart &ttiksyra och olika temperaturer undersoktes. Det
kom fram till att 35°C slam gav bakterierna bast forutsattningar, vilket kommer
tillampas 1 den har studien.

| den har studien kommer slam, avloppsvatten och indata fran pappers- och
massabruket pa Gruvén i Grums som drivs av BillerudKorsnas.

2 Metod

Tre praktiska forsok utférdes genom laboration for att fa bakterier att ackumulera
PHA. Det utfordes tva batchforsok dar reaktorer fylldes med en forbestamd volym
(30 liter) bioslam, De doptes till Batch 1 och Batch 2. Slammet hamtades fran
Billerud-Korsnas anlaggning pa Gruvon. Slammet till Batch 1 hamtades den 2020-
02-17 och slammet till Batch 2 hdmtades den 2020-03-02.

Det utfordes aven ett forsék som utgick fran en forbestamd volym (10 liter) i
reaktorerna men dar det under forsokets gang var ett kontinuerligt slamutbyte for
att kunna fa en kontinuerlig PHA-ackumulering. Det forsoket doptes till
Kontinuerligt forsok och slammet till det forsoket hamtades fran Gruvon den 2020-
03-13.

Resultaten fran de praktiska forsoken ligger sedan till grund for en teoretisk del
med ett antal olika berakningsmodeller. De modellerna anvandes for att kunna fa
fram utbyten, koncentrationer, askhalter och optimala avledningar fran befintliga
fléden. Avledningen berdknades for att kunna avgora vilken avledning som ger
storsta mojliga mangd PHA-ackumulering med minsta mojliga spill for Billerud-
Korsnéds om de skulle implementera de andringar som undersoks.

2.1 Experimentell del

2.1.1 Batchforsok

Dag ett inleddes forsoken med att slam hamtades fran Billerudkorsnas och
fylldes pa i reaktorerna, darefter startades luftning for att halla bakterierna vid liv
vilket kan ses i figur 2. Tre SA-prover togs for att fa ett startvarde for bioslammet
darefter avslutades arbetet for dagen och slammet svaltes till dagen darpa.

Dag tva paborjades med att ett prov togs och centrifugerades for att fa ett
startvarde pa slammets absorbans, darefter paborjades dosering med en lag dos av
VFA till bakterierna for att vacka dem efter slammets svéltperiod. Koncentrationen
pa VFA var 12 % vid det forsta forsoket och sanktes till 6 % till det andra forsoket.
Doseringen av VFA 6kades gradvis tills en dos hittades dar bakterierna klarade sig
I en timme innan en ny dos behovde tillsattas. Det bestdmdes att dosen skulle
distribueras under de tio forsta minuterna av timmen och att bakterierna darefter
fick 50 minuter att konsumera den tillsatta VFA mangden innan nasta dos behdvde
tillsattas. Det tillvagagangssattet tillampades for bada casen och skoéttes manuellt
under dagen. Det togs ytterligare tvd SA-prov for att se vilka forandringar som



uppstatt i mangd SA efter dosering. Anledningen till att SA-prover tas ar for att
kunna berdkna den verkliga doseringshastigheten i det teoretiska steget. Det i sin
tur ligger till grund for att kunna berakna vilket utbyte det gar att fa ut av den VFA
som tillsatts till rektorn. Under dagen togs prov en gang per timme och i provet
tillsattes svavelsyra tills pH kom under 2 for att hindra bakterierna fran att bryta ner
den PHA som ackumulerats. Dérefter centrifugerades proven i 4200 RPM under 4
minuter sen sattes in i ugn for torkning. En timer programmerades sa att den skotte
doseringen under natten.

Dag tre fortsatte provtagningen en gang per timme tills forsoket avslutades, alla
redskap tvattades och prover forbereddes infor analys. Dag fyra utfordes FTIR-
analyser av de prover som tagits under forsokets gang. Det innefattade att de
centrifugprover som torkat togs fram och maldes ner till ett fint pulver for att kunna
utfora FTIR-analyser av dem. FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) ar
en teknik anvand for att erhalla ett infrarott spektrum av absorption, emission och
fotokonduktivitet hos amnen i fast, flytande eller gasform. (Paul, 2013; Pandey et
al., 2015). | den har undersokningen ar det storleken pa absorptionen som
undersoks, det vill s&ga att det visar hur mycket PHA som har ackumulerats i
biomassan under forsokets gang.

FOr att sedan se hur stor del av bioslammet som kunde ackumulera PHA
undersoktes det hur vilken askhalt det hamtade slammet hade i varje forsok. Det
askhalten visar &r den totala mangden mineraler och andra &mnen i bioslammet
som inte kan reagera med nagot, det vill siga &mnen som i det har fallet inte kan
ackumulera PHA. Darfor ar métningar av askhalt ett bra satt att se bioslammets
begransningar for ackumulering av PHA. Processen for att undersdka askhalt i ett
amne gar till sa att det tas prover fran biomassan som sedan torkas och mals ner. En
behallare och massan pa provet blir vagda darefter och sedan satts det provet i en
ugn med en temperatur pa ca 550°C. Provet varms i ca 30 minuter och det som
sedan finns kvar i behallaren &r ren aska. Da vags behallaren igen for att fa reda pa
massan pa askan sa att det syns hur stor del av den totala massan som var aska och
darmed vad biomassans askhalt &r. (Liu, 2019)



Figur 2. Reaktorerna. Den langst till vanster var ett pagéende forsok och de tva till hoger tvattades ur.

2.1.2 Kontinuerligt forsok

Utforandet av det kontinuerliga forsoket skedde pa samma sétt som
batchforsoken nédr det kommer till provtagning, dosering av VFA samt analys av
prover, se 2.1.1. Skillnaden mellan dem ér att det under det kontinuerliga forsoket
skedde ett utbyte av slam utifran en uppehallstid pa 12 timmar. Det avlastes i
tidigare forsok ungefar vart mattnadsfasen uppnaddes vilket anvandes som
uppehallstid for det kontinuerliga forsoket.

Det skedde forst med hjélp av pumpar for att fa ett kontinuerligt volymférde. Nér
det inte fungerade skedde utbyte manuellt en gang per timme med beraknat
slamutbyte per timme. For att 16sa slamutbyte under de timmar da reaktorerna
arbetade utan att nagon var dar byttes halften av nattens utbyte pa kvallen och
resten morgonen darpa. Koncentrationen pa VFA var i det kontinuerliga forsoket 6
%.



2.2 Extraktion

Det utfordes en extraktion av PHA fran delar av den slammangd som torkats
under forsoket. En mangd av det torkade slammet maldes ner till ett fint pulver for
att det skulle ga att extrahera PHA fran massan. Déarefter vagdes extraktionsror,
bagare och slammangd for att kunna anvandas vid senare berakningar.
Extraktionen utfordes sa har: 0,2 gram finmalt slampulver blandades med 10 ml
aceton i ett ror for vardera case och dérefter sattes i en HACH Lange LT200. Den
fungerade som ett varmeblock pa 125°C med ett hogre tryck och det pagick i tva
timmar.

Extraktionen kan utforas pa ett antal olika satt att for att separera PHA:t fran
slammet. | det hér forsoket blandades det forst med aceton och gav i slutdndan en
blandning av PHA, aceton och slam dar PHA:t ar separerat fran slammet. Darefter
separerades acetonblandningen fran slammet och stalldes in i en ugn i en bagare for
torkning.

Efter att acetonet torkats i ugn i 55°C 6ver en natt var det klart och bagaren med
aceton och PHA i hade nu bara PHA i da acetonet forangats.

2.3 Berékningar
2.3.1 Case PM6

Figur 3 visar hur pabyggnaden skulle se ut for en PHA-anlaggning for Case PM6
pa det ursprungliga systemet. En viss mangd av avloppsflodet in till
forsedimenteringen leds om till en fermenteringskammare. Resterande del av flodet
fortsatter till reningsverket dar vattnet renas och fororeningarna blir till bioslam. 1
fermenteringskammaren utsatts flodet fran PM6 for en syrabildande fermentering
(Bengtsson et al., 2008). Forsok vid Karlstads Universitet har visat att VFA med en
sammansattning av 82,5 % éttiksyra, 4,9 % propionsyra och 12,6 % smorsyra (se
bilaga). Darefter leds flodet fran fermenteringskammaren till en PHA-tank dar dven
slammet fran reningsverket flodar in dar slammet blandas dar med VFA och
processen for PHA-produktionen borjar. Det som kommer ut fran PHA-tanken &r
PHA-rikt slam som leds vidare till en avvattningsprocess for att fa bort s& mycket
vatten som majligt da det endast &r slammet som innehaller PHA. Slammet fors
sedan vidare till extraktionen dar aceton tillsatts till slammet for att 16sa upp PHA
fran bioslammet och pa sa satt skilja dem at. Nar PHA ar lost i acetonet leds flodet
vidare genom ett filter som skiljer flodet fran slamresterna innan det leds in i en
kammare med metanol.

10



Kylning |—» Renat vatten

|

Férsedi- |
Pappersbruket Reningsverket Slamhantering
AvleLning avloppsvatten Bioslam
v
VFA
PHA
Avvattning

(Centrifug
och ugn)

Ursprungligt system =
Case PM6 -Div. prover

-FTIR
Fldden som &r samma i bada casen
Steg som ar med i pabyggnaden men inte i studien

Figur 3. Visar hur pabyggnaden for en PHA-anldggning till det ursprungliga systemet ser ut for Case PM6.

For att fa fram en avledning av flodet fran PM6 (som framgar i figur 3) behévdes
en berakningsmodell. Berakningarna for avledning gar fran (1) till (6). Det flode
som behdvde avledas fran flodet som kommer fran in i forsedimenteringen kan ses
i ekvation (1).

Qavled.—>ferment.1 = Qin,fijrsed. X Naviedn.1 (1)

Dér Qavled. — ferment.1 ar det flode som avleds, Qin fsrsed. ar det totala flodet in i
forsedimenteringen och naviean.1 dr den procentuella avledningen av det totala
flodet.

Flodet som gick in i reningsverket berdknas enligt ekvation (2).

QRV,tot = Qpruket — Naviedn.1 X Qin,férsed. (2)

Dér Qrv.tot ar det totala flodet som gick in i reningsverket med avledningen
inkluderad och Qpruket ar det totala flodet som kommer fran hela bruket. Den
bildade slammangden berdknades enligt ekvation (3). Dar Px &r den biomassa
som bildades under reningsprocessen beroende pa mangden substrat (S) som
tillsattes och slammets uppehallstid (SRT). (Sandberg, 2019a)

_ _ QRV,tot XYX(S0—S) | faXkaXQRy totXYX(So—S)XSRT
P = Qrveor X (So = S) X ¥ + 1+(kgXSRT) 1+(kgXSRT) (3)

Dér forklaring till varden i ekvation (3) kan ses i Tabell I.

Berakning av hur mycket TOC som flédas till fermenteringen (Qroc,r) framgar
i (4), dar Qroc é&r totala mangden TOC som flodade in i forsedimenteringen.

Qrocr = Qroc X Naviean1 (4)

Avledningen fran flodet innan forsedimenteringen itererades fram tills PHA-
produktion enligt ekvation (5) och PHA-produktion enligt ekvation (6) var lika
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stora sa att balans uppnaddes. PHA-produktionen berdknades enligt ekvationerna

(). (6)

PHAg1gm = Py X CPHA,slam (5)

PHAypa = Uppavra X Urocyra X Qrocr (6)

Dar PHAs ar PHA-produktionen som kan uppnas av den slamméangd som finns,
Px ar den slammangd som kan skapas av det flode som gar in i reningsverket och
Upha slam ar det utbytet av PHA fran slam som framkommit fran de forsok som
gjorts.

PHA\ dr PHA-produktionen som kan uppnas av det VFA som tillsétts.
UerHa,vea ar det utbytet av PHA fran VFA som framkommit fran de férsok som
utforts. Uroc,vea ar utbytet av VFA som blir till fran avledningen av flodet innan
forsedimenteringen.

Tabell 1. Diverse indata fran rapporter och bruk. (Sandberg, 2019a; BillerudKorsnas®)
Storhet Varde Enhet Definition
Utoc,vra 0,57 g VFA/g TOC Hur stor andel
VFA det blir av
flodet som leds om
till fermentering
Unrc vra 20 % Hur stor andel
VFA det blir av
flodet som leds om
till
HTC(fermentering)
Qroc 8,5 Ton/d Hur stor mangd
TOC som flodas in i
reningsverket

Qbruket 41256 m/d Totalt flode fran
bruket in i
reningsverket

Qin forsed. 14256 m®/d Totalt flode fran
pappersmaskin 6

So 1420 g/m?® Gram COD per
kubikmeter
avloppsvatten

S 545 g/m3 Gram COD per
kubikmeter
avloppsvatten

Y 0,3 g slam/g COD

Kd 0,12 g slam/g slam

SRT 10 Dygn Uppehallstid av
slammet

fa. 0,15 g vss/g vss

! Indata med floden fran BillerudKorsnas, Gruvon
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2.3.2 Case HTC

Figur 4 visar hur pabyggnaden av en HTC- och PHA-anlaggning for det
ursprungliga systemet skulle se ut. En viss del av slamflodet fran brukets
reningsverk leds om till en HTC-kammare och resterande slamméngd fortséatter
mot PHA-kammaren. | HTC-kammaren utsatts bioslammet for forhallanden som
omvandlas det till biokol.

Biokolen tas sedan ut for diverse anvéndning inom jordforbattring och andra
omraden. (Sandberg, 2019b)

Vattnet som nu innehaller manga I6sta &mnen fran slammet som frigjorts under
HTC-processen leds dérefter vidare till en fermenteringstank dar det utsatts for en
temperatur pa 35°C For att amnen i flodet ska fermenteras och bilda karboxylsyror
(VFA) med en sammanséttning av 50 % attiksyra, 30 % valeriansyra och 20 %
smorsyra. (Samori et al. 2019) Det kan i teorin skapa vissa problem da valeriansyra
och smorsyra ar langre kolbindningar &n éttiksyra vilket innebdar att det inte ar lika
latt att bryta ner dem. (Yang et al., 2007)

Dérefter leds 16sningen med VFA vidare till en PHA-tank dar det VFA som
bildats blandas med det bioslam som kommer direkt fran reningsverket och bildar
PHA-rikt slam. Det leds darefter vidare till en avvattningsprocess for att fa bort sa
mycket vatten som mojligt da endast slammet innehaller PHA. Dérefter leds
slammet till extraktion dar PHA skiljs fran slammet och kristalliseras for lattare
hantering.

Biokol

Kylning |—» Renat vatten HTC Fermenteringstank

Avledning bioslam

Forsedi-
mentering

Pappersbruket

Reningsverket Slamhantering

Bioslam

PHA-tank
VFA

PHA

Avvattning
(Centrifug
och ugn)

I:l Ursprungligt system

Case HTC

Fléden som dr samma i bada casen

Steg som ar med i pAbyggnaden men inte i studien
Figur 4. Visar hur pabyggnaden av en HTC anlaggning och PHA anldggning till det ursprungliga systemet kan
se ut.

-Div. prover
-FTIR

Den bildade slammaéangden som flodar ur reningsverket (se figur 4) berdknades
for Case HTC enligt ekvation (7).

_ _ QbruketXYX(So—S) | faXkaXQbruketXYX(So—S)XSRT
Pe = Qprukee X (So =) XV + 1+(kgXSRT) 1+(kgXSRT) ()
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Dér Qbruket r det totala flodet som kommer fran bruket till reningsverket och
resterande varden kan ses i Tabell .
Dérefter berdknades avledningen till HTC-anlaggningen och fermenteringen
enligt ekvation (8).

Qavled.eferment. = Px X Naviedn.2 (8)

Dar Qavied. —ferment. &r det slam som avleddes till HTC-anl&ggningen, Px &r den
totala slammaéangden och maviedn.2 & den procentuella avledningen.
Slammangden som fortsatter till PHA-ackumulation berdknades enligt
ekvation (9).

Ps =P, X (1 - T’lavledn.z) (9)

Den optimala avledningen av slam itererades fram tills PHA-produktion enligt
ekvation (10) och PHA-produktion enligt ekvation (11) var lika stora sa att
balans uppnas. PHA-produktionen beraknades enligt ekvationerna (10) och (11)

PHAg4m = Ps X CPHA,slam (10)

PHAyps = Uppayra X Ugrc—vra X Qavied.»ferment.2 (11)

Dar PHAs ar PHA-produktionen som kan uppnas av den slamméngd som finns,
Ps ar den slamméngd som kan skapa PHA och Cpha siam ar koncentrationen av
PHA i slammet som framkommit fran de forsok som gjorts.

PHAv ar PHA-produktionen som kan uppnas av det VFA som tillsattes.
Berakningen av Upna vea framgar i (16) och &r det utbytet av PHA fran VFA som
framkommit fran de forsok som utforts. Untc—vra ar utbytet av VFA som blir till
fran flodet som avleds till HTC-anlaggningen och Qayled —ferment2 ar det flode som
avleds fran reningsverkets flode.

2.3.3 Gemensamma ekvationer

De ekvationer som ser likadana ut for bada casen ar de som har att géra med
PHA-ackumulering och senare processer i bada casen sasom doseringshastighet,
ackumuleringshastighet, askhalt och utbyten vilket kan ses nedan.

All dosering av VFA till slammet noterades och sammanstélldes till Dmat. Det
VFA som tillsattes hade en viss procents utspadning vilket tog hansyn till via
Cutspadning. Aven den procentuella fordelningen av de olika karboxylsyrorna (Cks)
samt densiteten (pks) pa dem tog i beaktande for att sedan kunna omvandla den
tillsatta volymen till hur stor massa som tillsattes. Berdkning av doseringen i volym
till dosering i massa framgar i (12).

Mys = Prs X Cis X Cutspéidning X Diat (12)
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For att jamfora doseringen av VFA i alla férsok berdknades doseringshastighet
(Cdos: g VFA/g SA h) vilket framgar i (13), dar SA ar ett varde métt under
laboration och dar Viank dr volymen av slam i tanken och t &r totala tiden i timmar
som géller den perioden doseringshastigheten avser.

Caos = —VFA (13)

SAXV pani Xt

| det kontinuerliga forsoket behovdes ett flode av slam som byttes ut. Det flode
som skulle anvandas for att fa ratt uppehallstid berdknades genom (14).

V an
Qkont. = StTTk (14)

Dar SRT é&r den beraknade uppehallstiden, Viank ar volymen pa slammet i
reaktorn och Qxont ar volymflodet som behdvde pumpas for att halla uppehallstiden.

Vid extraktionen végdes en bagare vilket gav Moag,innan. Dérefter utfordes
extraktionen och b&garen végdes igen vilket gav Mpagefter. De vikterna jamfordes
for att fa vikten pa den mangd PHA som ackumulerats. Berdkning av koncentration
av PHA (Cpuasiam ; g PHA/g VS) framgar i (15) dar mpuiver ar den méangden
slam(SA) som tillagts till bagaren innan extraktionen. Askhalten (Casknait) togs med
i berdkningen da aska inte kan ackumulera PHA.

(Mpag,efter—Mbpag,innan)*(1—Caskhalt)
Cruasiam = (15)

Mpulver

Ackumuleringshastigheten av PHA (Apra ; g PHA/g SA h) framgar i (16), dar
tea ar antalet timmar fram till slutet av tillvaxtfasen och Cpna siam ar
koncentrationen beraknad utifran extraktionen. Hogsta absorbansen for forsoket
och caset anvandes for att l&sa av halten PHA(CpHa) i kalibreringskurvan med hjalp
av trendlinjen och dess ekvation, se figur 27. Det gjordes for att jamfora skillnaden
mellan kalibreringskurvans PHA-halt (Cpna) med den experimentella PHA-halten
(CPHA,sIam)-

Utbytet av PHA och VFA (Upnavra ; g PHA/g VFA) framgar i (17), dér Caos &r
doseringshastigheten.

CpHA,SL
Appa = —tPHAam (16)
A
UPHA,VFA = _C::f (17)
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3 Resultat & Diskussion

3.1 Batch1l

| Tabell 11 finns sammanfattande resultat fran det basta provet fran Batch 1. Tva
koncentrationer av PHA kan ses dar Cpra siam &r den hogsta utvunna
koncentrationen fran extraktionen i forsoket och Cpna ar den beraknade
koncentrationen enligt kalibreringskurvan. Férhoppningen var att Cpna 0och
CrHa stam Skulle vara ungefar i samma omrade siffermassigt da det ar en jamforelse
mellan berdknat varde fran kalibreringskurvan (se figur 27) respektive
experimentellt varde. Enda skillnaden &r att Cpra siam ar exklusive askan i slammet,
vilket CpHa inte ar. Vilket innebar att Cpna borde vara strax under Cpna,siam
siffermassigt.

Det har dven beraknats vilken dosering som anvéandes under tillvéxtfasen vilket
benamns Caos. Ackumuleringshastigheten Apna Visar pa hur snabbt slammet kunde
ackumulera PHA for vardera case under tillvaxtfasen. Utbytet fran VFA till PHA
visas i Upnavra Vilket indikerar hur manga gram PHA som ackumulerades per
gram tillsatt VVFA under forsokets gang.

Slammets askhalt uppmattes under forsoket for att fa reda hur mycket av
slammet som inte kunde ackumulera PHA. Askhalten kan ses i tabell 11.

Tabell Il. Resultat fran Batch 1

Batch 1 - Experiment Case PM6 Case HTC
CpHa,slam (g PHA/g VS) 0,08 0,10
Crua (g PHA/g SA) 0,11 0,11
Cuos (g VFA/g SA h) 0,022 0,019
Apua (g PHA/g SA h) 0,01 0,01
Upnavra (g PHA/g VFA) 0,47 0,67
Askhalt (%) 12,4 12,4

3.1.1 Case PM6

| figur 5 syns det hur pH och syrehalten fluktuerade under forséket. Bade pH och
syrehalt sjunker nar VFA tillsatts och arbetar sig sedan sakta uppat ju mer av
VFA:n som forbrukas. pH halten sjunker i blandningen da VFA ér en blandning av
syror som tillsétts vilket surgér blandningen. Anledningen till att syrehalten sjunker
ar att bakterierna konsumerar syre i och med att VFA:n forbrukas och nér den
borjar ta slut 6kar syrehalten igen. Nar bakterierna far for mycket VFA at gangen
sd att de inte klarar av att hantera allt innan nasta dosering borjar pH att sjunka.
Samma sak géller nér bakterierna som finns ar fulla och inte langre klarar av att ta
hand om mer VFA.

Det borjade bra med stabila kurvor for pH och syrehalt under dagen, trots det dog
bakterierna under natten. Vid ungefar 23 timmar och efter 25 timmar och framat
gar pH under 6, vilket innebar att bakterierna ar doda och inte langre ackumulerar
PHA. Det berodde antagligen pa att mangden VFA som pumpades in i reaktorn
varje timme var for stor. Doseringen gick fran 0,022 g VFA/g SA,h pé dagen till
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0,024 g VFA/g SA,h pa natten. Anledningen till att pH sjonk under forsoket ar att
VFA har ett pH pa 5 vilket gjorde att det sankte pH pa bioslammet varje gang det
tillsatts till reaktorn. Det kan ses i figur 5 borjar det ske efter 15 timmar och nar pH
sedan efter 23 timmar sjunker under 6 klarar bakterierna inte langre att hantera
VFA och de slutar att ackumulera PHA. Da forsoket enbart kontrollerades dagtid
kunde floden inte justeras vilket da ledde till att en for hog dosering av VFA
tillsattes under natten.

En annan mojlig anledning till att pH sjonk kan vara att systemen var méattade
och darmed inte kunde ackumulera mer PHA. Det gjorde da att den VFA som
tillsattes bara lagrades i bioslammet och darmed att pH sjonk.

Det framgar aven hur hart pressad den blev doseringsmassigt, da syrehaltens
(DO) topp ar kort och botten ar lang. Doseringskapaciteten ar ungefar 80 %.

Métningar - Batch 1
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Figur 5. Case PM6. Visar hur syrehalten (DO) och pH sjunker vid varje dosering och sedan stiger nér det ar
slut pa VFA.

| figur 6 syns resultatet fran FTIR. Det &r toppen mellan 1700-1750 nm som ar
intressant for att det ar vid det intervallet som esterbindningarna visas (Arcos-
Hernandez et al., 2010) och hur de 6kar och darmed 6kningen av PHA. | figur 7
syns den toppen for varje prov och hur lange de proven har matats.
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FTIR Batch 1
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Figur 6. Case PM6. Visar hur hog absorbans det &r beroende pé vaglangden. Absorbansen ar normaliserad.

Figur 7 visar hur PHA-ackumuleringen (absorbansen) ar som hdgst vid ungefar
timmar.

PHA-ackumulering Batch 1
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Figur 7. Case PM6. Hur hog absorbans det finns beroende pa hur manga timmar slammet har matats.
Absorbansen &r normaliserad. Tillvaxtfasen stracker sig till 8 timmar och sedan kommer méattnadsfasen.
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3.1.2 Case HTC

| figur 8 syns det hur pH och syrehalten i slammet paverkas av att det tillsatts
VFA. Den sjunkande pH-halten gor att bakterierna far svarare att hantera VFA
blandningen for varje dosering vilket kan ses fran och med den attonde timmen i
figur 8 dar pH blir allt lagre for varje dosering anda tills pH gar under 6 och
bakterierna inte langre klarar av att hantera det. Det gor att pH halten sjunker till 5
och syrehalten 6kar markant da bakterierna ir “doda” och inte lingre gor nagot
vilket kan ses efter den tionde timmen i figur 8.

Det syns aven hur hart pressad den blev doseringsmassigt, da syrehaltens topp ar
kort och botten &r lang. Doseringskapaciteten dr ungefar 90 %.

Forsoket borjade med stabila kurvor for pH och syrehalt och gav inga stora
indikationer pa att det skulle dndras i slutet pa forsta dagen. Trots det dog
bakterierna pa kvallen vilket antagligen berodde pa for hég dosering av VFA da pH
sjonk nar dagen avslutats flodet inte langre justerades. Det kan ses i figur 8 att pH
blir allt 1agre under eftermiddagen och att det efter 10 timmar sjunker under 6 och
inte langre klarar av att hantera det VFA som tillsatts. Bakterierna slutade da jobba
och antagligen dven att ackumulera PHA vilket gjorde att PHA-ackumuleringen
slutade mycket tidigare an planerat. Doseringen pa 0,019 gVFA/gSA h under
tillvaxtfasen antagligen var sa pass stor att bioslammet i reaktorn inte langre
klarade av mangden. Det kan bero pa att systemet var mattat och inte langre
klarade av den doseringen. Hade doseringen efter tillvaxtfasen sankts fran 0,021 g
VFA/g SA h till en hastighet som var anpassad for bioslammet efter tillvixtfasen
hade bakterierna kanske éverlevt och kunnat fortsatta. Det antas att det for Case
HTC hade kunnat hjalpa om det funnits nagot satt att kunnat 6vervaka pH kurvorna
langre pa kvéllen for att kunna séakerstélla att bakterierna klarade av doseringen.

Métningar - Batch 1

9

8
47
D
E6
S5
g
>4
)
G 3
(@]
I 2
o

1

0

0 2 4 6 8 10 12 14
Tid (h)
= DO (Syrehalt) =———pH

Figur 8. Case HTC Figuren visar hur syrehalten och pH sjunker varje gang VFA tillstts och hur bada stiger
nar det ar dags for nésta dos.
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| figur 9 syns resultaten fran FTIR-analysen dar absorbansen visar hur mycket
PHA som bildats i det prov som tagits. Proverna (Oh — 6,5h) togs med ca en timmes
mellanrum under forsta dagen och sista provet (25h) togs pa morgonen dag tva. En
6kning av absorbansen for varje prov visar att mangden PHA 0Okar under dagen,
provet vid 25h &r ungefar lika stort som provet vid 8h vilket beror pa att bakterierna
dog under natten vilket visas i figur 8. Den kurva som visar pa ékningen i PHA-
mangd ar den mellan 1700-1750 nm. Exakt ndr varje prov tagits under processen
kan ses i figur 9.

FTIR - Batch 1
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1400 1425 1450 1475 1500 1525 1550 1575 1600 1625 1650 1675 1700 1725 1750 1775 1800

Vaglangd (nm)

=——0h —2h 3h =——45h 55h 65h =———8h —25h

Figur 9. Case HTC. Slammets absorbans vid olika vaglangder dar vaglangder mellan 1700-1750 nm visar
PHA-innehall.

| figur 10 visas 6kningen av PHA i slammet. Det kan ses genom 6kningen av
slammets absorbans med en FTIR analys dér den 6kade absorbansen visar pa en
okad PHA-halt. Varje prov togs med nagon timmes mellanrum for att fa en bild av
PHA 6kningen vilket kan ses i figur 10. Maxhalten av PHA for forsoket uppnaddes
efter ca 9 timmar da bakterierna dog kort darefter vilket kan ses genom att
absorbansen inte 6kat speciellt mycket mellan proverna vid 8h och 25h. Maxhalten
av PHA for bade Case PM6 och Case HTC hamnar alltsa pa cirka 10 timmar.
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PHA-ackumulering Batch 1

0.12 ° °
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Dosering: B Dosering:
0,019 gVFA/gSAh 0,021 gVFA/gSAh
Figur 10. Case HTC. Slammets okade absorbans efter antal timmar med dosering dar absorbansen visar pa

halten PHA, absorbansen ar normaliserad. Tillvaxtfasen strackte sig till 8 timmar och sedan kommer
méttnadsfasen.

3.2 Batch 2

| Tabell 111 finns sammanfattande resultat fran det bésta provet for Batch 2. Tva
prov redovisas for Case PM6 i Batch 2. Det beror pa att utbytet av PHA fran slam
(CpHa,slam) 1 Case PM6 borde vara hogre i provet taget vid 28,7 h (P28,7) &n vad det
ar i provet taget vid 24,7 h (P24,7). Anledningen till att utbytet borde vara hogre &r
att absorbansen var hogre i det provet vilket kan ses i figur 14. D absorbansen
visar hur stor mangd PHA slammet innehaller borde det da rimligtvis vara en storre
mangd PHA i provet med hogst absorbans. Det &r dock inte fallet vilket kan ses i
Tabell I111. Resultatet indikerar att nagot gick fel med extraktionen for Case PM6 i
P28,7.

Tabell 111 visar &ven den optimala avledningen for att fa ett sa effektivt system
som mojligt samt hur mycket PHA som kan produceras med den avledningen
baserat pa det utbyte som uppnaddes for Batch 2.
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Tabell I11. Resultat fran Batch 2

Batch 2 - Experiment Case PM6 Case HTC

Crhaslam (g PHA/g VS) P24,7 =0,25 0,16
P28,7 = 0,20

CrHa (g PHA/g SA) P24,7=0,23 0,14
P28,7=0,25

Cuos (g VFA/g SAh) 0,024 0,024

Apna (g PHA/g SA h) P24,7=0,021 0,017
P28,7=0,017

UrHavra (g PHA/g VFA) P24,7=0,88 0,72
P28,7=0,72

Askhalt (%) 10,2 10,2

Batch 2 - Berakningsmodell

Optimala avledningen till 73 44

fermentering (%)

PHA producerad med Cpha 3100 620

och UpHa vra (kg/d)

| Batch 2 har Case PM6 en higre koncentration av g PHA/g SA och g PHA/g VS
och dven i utbytet av PHA i VFA (UpHa,vra) &n Case HTC.

3.2.1 Case PM6

| figur 11 syns det, som tidigare ndmnt, hur pH och syrehalten (DO) sjunker vid
dosering och stiger nér det behdvs doseras igen. | figur 12 visas samma forsok som
i figur 11 men med en kontinuerlig pabyggnad inkluderad.

| figur 11 syns det &ven hur hart pressade bakterierna blev doseringsméssigt, da
syrehaltens topp ar valdigt kort och botten ar Iang, atminstone fram till ungefar 8
timmar, dar doseringskapaciteten var ungefar 95 %. Efter 8 timmar var
doseringskapaciteten ungefar nastintill 200 % men steg fortfarande efter den
perioden. Efter 8 timmar sénktes doseringshastigheten fran 0,024 g VFA/g SA h till
0,011. Det var férmodligen den forsiktigare doseringen under natten (d.v.s. efter 8
h) som gjorde att bakterierna 6verlevde. Det dr dock svart att vara helt séker pa att
det ar just den minskade doseringen som gjorde att bakterierna i det hér fallet
overlevde. Det skulle aven kunna bero pa att slammet fran Billerud Korsnas var
“bittre” den har gdngen och ddrmed klarade av att hantera mangden VFA bittre.
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Batch 2 - Matningar
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Figur 11. Case PM6. Visar hur syrehalten och pH sjunker vid varje dosering och sedan stiger nar det &r slut
pa PHA.

I figur 12 &r doseringskapaciteten dverlag bra utover hela forsoket med en
genomsnittlig kapacitet pa ungefar 70-90 % och en doseringshastighet (Cqos) pa
0,011 g VFA/g SA,h genom hela forsoket forutom vid tillvéxtfasen.

Batch 2 + kontinuerlig pabyggnad - Matningar
10

DO(mg/L) och pH

0 20 40 60 80 100 120 140
Tid(h)

——pH ——DO
Figur 12. Case PM6. Visar hur syrehalten och pH sjunker vid varje dosering och sedan stiger nar det ar slut

pa mat (VFA). Avstickaren mellan ungefar 27—29 timmar ar pa grund av att doseringen pausades i 6,5 h pa
grund av forsiktigheten d& pH var pa vag nerat.

I figur 13 syns resultatet fran FTIR for Batch 2 samt den kontinuerliga
pabyggnaden. Den kontinuerliga padbyggnaden uppkom da det énskades erhalla

kunskap om ett kontinuerligt forsok innan det faktiska kontinuerliga forsoket. Som
skrivit tidigare ar det toppen mellan 1700-1750 nm som é&r intressant och i figur 14

samt i figur 15 syns toppen for varje prov och hur lang tid de proven har matats.
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FTIR - Batch 2 + kontinuerlig pabyggnad
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Figur 13. Case PM6. Hur hog absorbans det ar beroende pa vaglangd for alla proven tagna vid batch 2 och
den kontinuerliga pabyggnaden.

Figur 14 visar att det finns en gréns for hur mycket PHA det kan ackumuleras i
slammet vid ungefér 25 timmar da det inte ackumuleras mycket mer &n det. | figur
15 syns det att absorbansen, det vill séga hur mycket PHA det finns i slammet, inte
kommer hogre &n vid ungefar 25 timmar. | de tva figurerna och i figur 7 syns det
klart och tydligt hur mycket battre Batch 2 gick an Batch 1, da bakterierna
overlevde och att efter 8 timmar ar PHA-ackumulationen ungefar 0,17 vid Batch 2
och strax dver 0,12 vid Batch 1, vilket kan bero pa ett flertal saker men vilket som
var Batch 2 forsoket mer framgangsrikt.

PHA-ackumulering Batch 2

0.25
[ J
02 P24,7 (Prov tagetvid _—————»® _ ¢
' 24,7 h)
§0.15 o®’
201 e
P28,7 (Prov taget vid
0.05 287 h)
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| Tid®) )
0,024 g VFA/g SA h 0,011 g VFA/g SAh

Figur 14. Case PM6. Hur hog absorbans det finns beroende pa hur manga timmar slammet har matats.
Absorbansen ar normaliserad. Tillvaxtfasen pagar till ungefar 12 timmar och sen kommer mattnadsfasen.
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Figur 15 visar fortsattningen efter Batch 2 var klar och en kontinuerlig
pabyggnad undersoktes. Som papekades tidigare sa anvands en kontinuerlig
pabyggnad for att erhalla kunskap om kontinuerliga forsok innan det faktiska
kontinuerliga forsoket. Vid ungefar 50 timmar in sa sjunker PHA-ackumuleringen
ner till vad det var nagra timmar in i forsoket for Batch 2. Det kan bero pa att allt
slam fran Batch 2 hade bytts ut da och det fick nastintill bérja om fran borjan. Efter
det stiger det sakta upp men nar inte den topp som uppnaddes vid Batch 2 forsoket
vilket kan ses vid ca 29 timmar.

PHA-ackumulering Batch 2 + kontinuerlig pabyggnad

0.25
Har paborjade den
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® 4
»n 0.15 & ®
S ® °
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0 20 40 60 80 100 120 140
\ Tid(h) )
Y
0,011 g VFA/g SAh

Figur 15. Case PM6. Hur hog absorbans det finns beroende pa hur manga timmar slammet har matats.
Fortsattning efter batch 2 (figur 14) dar forsoket fick en kontinuerlig pabyggnad och tillsammans med batch 2
blev 140 timmar langt. Absorbansen ar normaliserad.

Né&r det kommer till det kontinuerliga testforsoket for Case PM6 finns det en del
saker som kunnat paverka de resultat som framkom. Den stdrsta paverkan kommer
antagligen fran att det inte fanns nagra pumpar for att kunna pumpa slammet
automatiskt utan utbytet fick utforas for hand en gang i timmen. Det kan ha gett
vissa storningar i bakteriernas arbete da det vid utbytet férsvann en stérre mangd
slam och en méngd tillsattes istallet for att det byttes ut lite hela tiden. Det utbyte
som gjordes pa kvallen kan dock ha paverkat resultaten da det tomdes en
substantiell mangd slam fran reaktorn vid ett och samma tillfélle vilket sedan
ersattes langsamt under natten av en pump.

Den paverkan som kan ha skett ar att PHA-méangden som ackumulerades kanske
blev lagre &n vad den kunde ha varit om ett kontinuerligt flode av slam in och ur
reaktorn hade kunnat uppréttas. Det kan bero pa att doseringen var anpassad for att
inte ha slamutbyte och darmed behévde vara hogre for att kunna uppna steady state
pa maximal PHA-halt vilket kan ses i figur 15. Det ar nagot att ha i atanke i
framtida studier om kontinuerliga forsok undersoks.
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3.2.2 Case HTC

| figur 16 visas férandringen i pH-halt och syreséttning for Batch 2. | det har
forsoket och caset klarar bakterierna av att hantera VFA mangden och producera
PHA fram till ungefar 14 timmar efter forsokets start. Det kan ses i figur 16 da pH-
kurvan efter den tiden sjunker lite efter varje dosering da bakterierna inte hinner
konsumera tidigare dosering. Nar pH kommer under 6 syns det att bakterierna
slutar att jobba helt och hallet da syrehalten 6kar vilket innebér att bakterierna inte
forbrukar nagot.

Doseringen av VFA under tillvaxtfasen var hogre i det hér forsoket an i Batch 1
och var 0,024 gVFA/gSA,h, darefter sanktes doseringen till 0,019 gVFA/gSA h i
mattnadsfasen. Doseringskapaciteten var under forsoket ungefar 85-95 %.

Trots att doseringen i det hér fallet skedde forsiktigare i méattnadsfasen dog
bakterierna under natten av samma anledning som i Batch 1 da pH sjunkit alldeles
for lagt.

Det gjordes dock forsok till att ateruppliva bakterierna under den kommande
dagen for att se om det gick att fa igang PHA ackumuleringen igen. Det som
gjordes var att natriumhydroxid tillsattes till reaktorn och enligt matningarna gick
pH upp och bakterierna borjade att ackumulera PHA igen. Det var dock svart att fa
liv i bakterierna igen efter att pH en gang gatt under 6, aven om pH kan fas upp till
en bra niva. Nar pH kom upp 6ver 6 och bakterierna verkade borja jobba igen sa
fortsatte forsoket utan dosering den dagen for att bakterierna skulle fa ata upp den
VFA som tillsatts under natten.

Det verkade da som att bakterierna borjade arbeta igen men nar det efter ett tag
borjade tillsattas VFA igen hande det inte speciellt mycket, och det framgick i de
resultat som framkom av FTIR-analyserna vilket kan ses i figur 17, da absorbansen
i de prov som togs efter slammets aterhdamtning var lagre an den som var innan
aterhamtningen. Det gjorde att slutresultatet for det slammet blev lagre &n om det
latits vara.

pH och syrehalt Batch 2

pH och syrehalt(mg/L)
OFRr NDWROUG O 0O

o
N
N
(o]

8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tid (h)
——DO (syrehalt) ——pH

Figur 16. Case HTC. Figuren visar hur syrehalten och pH sjunker varje gang VFA tillsatts och hur bada stiger
nér mer VFA behdvs.
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Figur 17 visar resultaten fran FTIR fran Batch 2 dér absorbansen visar pa
méangden PHA som bildats i de prov som tagits. Proverna (Oh — 9,5h) togs med ca
en timmes mellanrum under forsta dagen, dag 2 togs proverna (25h — 33,5h)
sporadiskt da det under dagen gjordes forsok att dteruppliva bakterierna som “dott”
under natten. Dag 3 togs tva avslutande prover (49,5h & 52,5h) innan forsoket
avslutades. Den hdgsta absorbansen hittas i provet vid 25,5h vilket kan ses i figur
18. De prov som togs efter det har lagre absorbans vilket innebér lagre halt PHA.
Den kurva som visar pa 6kningen i PHA-mangd &r den mellan 1700-1750 nm.
Exakt nér varje prov tagits under processen kan ses i figur 17.

FTIR - Batch 2
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—9h ——95h ——255h 31,5h 325h 335h 49,5h 525h

Figur 17. Case HTC. Slammets absorbans vid olika vaglangder dar vaglangder mellan 17001750 nm visar
PHA-innehall.

| figur 18 kan 6kningen av PHA i slammet ses genom en 6kning av slammets
absorbans vid utford FTIR analys. Varje prov togs med nagon timmes mellanrum
under dag 1 vilket kan ses i figur 18. Dag 2 togs sporadiska prover da slammet
hade ”dott” under natten och forsok till aterupplivande gjordes under dagen.
Initiala véarden visade pa att slammet var aterupplivat vilket gjorde att tva prov togs
under formiddagen pa dag 3. Maxhalten av PHA for Batch 2 uppnaddes efter ca 25
timmar vilket kan ses i figur 18.
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0.2 PHA-ackumulering Batch 2
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Figur 18. Case HTC. Slammets 6kade absorbans efter antal timmar med dosering dar absorbansen visar pa
halten PHA, absorbansen &r normaliserad. Tillvaxtfasen strécker sig till 9 timmar och sedan kommer
mattnadsfasen.

Absorbans

3.3 Kontinuerlig

| Tabell 1V finns sammanfattande resultat fran det det kontinuerliga forsoket. Da
doseringen under forsoket var valdigt lag gjorde det att resultaten paverkades. Det
kan speciellt ses i ackumuleringshastigheten samt i utbytet som uppnaddes da de ar
avsevart mycket lagre &n i tidigare forsok. | det har forsoket blev
ackumuleringshastigheten (Apna) nastan dubbelt s stor i Case PM6 som i Case
HTC, sa blev aven fallet for utbytet fran VFA till PHA (UpnHavra).

Det i sin tur paverkade hur stor avledning som kravdes och hur stor mangd PHA
som skulle kunna produceras.
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Tabell 1V. Resultat fran det Kontinuerliga forsoket

Kontinuerlig - Case PM6 Case HTC
Experiment

CpHa,slam (g PHA/g VS) 0,13 0,17
Cpeua (g PHA/g SA) 0,10 0,19
Cuos (g VFA/g SA h) 0,021 0,006
Apna (g PHA/g SA,h) 0,015 0,008
Uprnavra (g PHA/g 0,49 0,24
VFA)

Askhalt (%) 14,2 14,2
Kontinuerlig -

Berakningsmodell

Optimala avledningen 70 64
till fermentering (%)

PHA producerad med 1700 450
Cpra och Upna vra

(kg/d)

3.3.1 Case PM6

| figur 19 syns syrehalten och pH dver hela forsoket. Jamfort med de tva forsta
forsoken, figurer 5, 11 och 12 sa syns det att forsoket gick samre an de andra tva da
syrehalten (DO) fluktuerar sa, vilket innebar att doseringskapaciteten ar lag. Det
stravas efter att halla den nere pa en lag niva och nar den borjar stiga igen ska den
helst sjunka igen. Det ska helst vara langa dalar och korta berg, vilket det ar
tvartom i det har forsoket. Doseringen av VFA borjade forsiktigt och hojdes sedan
till en niva som sag ut att halla pH-vérdet pa en stabil niva. Darefter forsoktes det
fa igang alla pumpar och se till s att de fungerade som de skulle och allt verkade
fungera bra nér dag ett avslutades. Méatningar av syrehalt (DO) och pH visade dock
att doseringen var for 1ag sa den hojdes innan dagen avslutades. Fran 0,021 till
0,029 g VFA/g SA h. Den anségs anda ligga pa en lagre &n vad som ansags som
maximal dosering. Trots detta dog bakterierna strax innan 30 timmar (strax efter
dag tva avslutades), da pH forst gick under 6 sen 4. Doseringsmassigt blev den inte
alls pressad, da syrehaltens topp ar lang och botten ar kort. Doseringskapaciteten ar
ungefar 20-30 %.

Det finns ett antal olika parametrar som kan ha legat bakom att de dog efter dag
tva avslutats. En anledning kan vara att pumparna for slam slutade fungera och
innan dag tva avslutades sa omvandlades forsoket fran kontinuerligt till semi-
kontinuerligt, dar slam istéallet byttes ut i en stor mangd. Det slammet som tillférdes
var inte 35°C, vilket &r en temperatur som bakterierna frodas i.

Det &r svart att faststalla anledningen da bakterierna inte blev pressade for att
doseringskapaciteten var 20-30 %.
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Kontinuerlig - Métningar
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Figur 19. Case PM6. Visar hur syrehalten och pH sjunker vid varje dosering och stiger sedan nar det ar slut
pa VFA.

| figur 20 visas resultaten av absorbans beroende pa vaglangder fran FTIR. Har
syns det hur mycket sémre toppen mellan 1700 och 1750 nm &r och dérmed hur
mycket samre férsoket gick.

FTIR - Kontinuerlig
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Figur 20. Case PM6. Hur hog absorbans det ar beroende pa vaglangd for alla proven tagna vid laboration 3.
Normaliserad.

| figur 21 syns toppen av alla prov fran figur 20 vid ungefar 1725 nm och vid
vilken tid proven togs. Da bakterierna dog mellan det nast sista och sista provet
séger det inte lika mycket som de andra PHA-graferna i Batch 1 och 2. Det syns att
doseringen var for 1ag i den forsta klungan av prov da det sista provet forsta dagen
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ar pa 0,1 och i Batch 2 var toppen forsta dagen pa ungefar 0,17. Det syntes pa
syrehalten och pH:et dagen darpa, vilket resulterade i en storre dosering och
slutligen bakteriernas dod.

PHA-ackumulering Kontinuerlig
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Figur 21. Case PM6. Hur hig absorbans det finns beroende pa hur manga timmar slammet har matats.
Normaliserad. Tillvaxtfasen strécker sig till 9 timmar och méttnadsfasen tar sedan &ver.

3.3.2 Case HTC

| figur 22 syns kurvorna for pH och syrehalt under hela det kontinuerliga
forsoket. Det kurvorna visar pa ar att doseringen var for lag da pH gar ner valdigt
lite varje dosering och syrehalten snabbt gar upp till normal niva. Det kan bero pa
att doseringen borjade valdigt forsiktigt for innan den hojdes till en niva som sag ut
att halla pH vardet pa en stabil niva och pumparna stélldes in till lamplig niva. Det
som Onskas &r att dalarna pa syrehalten ska vara langa da det visar pa att
bakterierna jobbar och att syrehalten ska stiga nar de slutar jobba.
Doseringskapaciteten ar enligt figuren ca 45-50 % fram till timme 45 dar den blir
80-90 % innan den atergar till ca 45-50 %. Forandringarna i doseringshastighet
kan ses i figur 24 dar doseringen under tillvaxtfasen dr 0,0187 gVFA/gSA,h vilket
ar forsiktigare &n i tidigare forsok. Dérefter sanktes doseringen till 0,0129
gVFA/gSA,h pé grund av radsla att bakterierna skulle dé som i tidigare forsok. Det
var antagligen darfor som bakterierna dverlevde trots att pumparna for slamutbyte
slutade fungera under natten.

Efter ungefar 30 timmar mérktes det att det inte ackumulerats sa mycket PHA
vilket kan ses i figur 24, det gjordes att doseringen hojdes till 0,032gVFA/gSA h
for att fa en ordentlig PHA-ackumulering. Efter cirka 53 timmar mérktes det att
bakterierna borjade fa svarare att hantera doseringen vilket gjorde att den sanktes
till 0,0287 gVFA/gSA h sd att bakterierna skulle kunna Gverleva.

Gallande kurvorna for syrehalt och pH i det kontinuerliga forsoket kan de vara
svara att forsta. Vid en forsta anblick kan det tolkas som att det beror pa att
bakterierna matades sa forsiktigt men vid narmare studie syns det att det inte enbart
kan bero pa det. Anledningen till att den slutsatsen dras &r att kurvan forandras trots
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att doseringen forblir densamma. Det kan ses i figur 22 mellan 45-55 h dér kurvan
forandras, men doseringen ar lika stor under hela den perioden vilket kan ses i figur
24.

Métningar, kontinuerlig Case 2 (HTC)
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Figur 22 Case HTC. Figuren visar hur syrehalten och pH sjunker varje gang VFA tillsatts och hur bada stiger
nar det ar dags for nésta dos.

Figur 23 visar resultaten fran den FTIR som gjordes for det kontinuerliga
forsoket dar absorbansen visar pa mangden PHA som bildats vid tiden da proverna
tagits. Proverna tagna vid Oh — 7h togs med ca en timmes mellanrum under dag 1.
Dag 2 togs proverna vid 23h — 30h, dag 3 togs vid 46h — 53h och proverna vid 71h
— 74h togs dag 4 vilket kan ses i figur 24. | det kontinuerliga forsoket skedde
doseringen av VFA mer forsiktigt an vad som gjorts i de tidigare forsoken da
huvudmalet nu var att halla bakterierna vid liv for att kunna studera PHA-
ackumulationen under en langre period. Den hogsta absorbansen hittas i provet
taget vid 53 h vilket kan ses i figur 24. Det provet togs under eftermiddagen under
dag 3 da mangden VFA som skulle distribueras varje timme hade faststallts till en
mangd som bakterierna klarade av vilket kan ses i figur 22. Den kurva som visar pa
okningen i PHA-mangd ar den mellan 1700-1750 nm. Exakt nar varje prov tagits
under processen kan ses i figur 23.
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Figur 23 Case HTC. Slammets absorbans vid olika vaglangder dar vaglangder mellan 1700-1750 nm visar pa
PHA-innehall.

Figur 24 visar pa 6kningen av PHA i form av en 6kad absorbans i slammet vid

utford FTIR analys. Varje prov togs med oftast en timmes mellanrum under dag 1 —
3 vilket kan ses i figur 24. Avslutande prover togs under formiddagen dag 4.
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Figur 24. Case HTC. Slammets okade absorbans efter antal timmar med dosering dar absorbansen visar pa
halten PHA, absorbansen ar normaliserad. Tillvaxtfasen ar forst fran 0-7 h sedan kommer méattnadsfasen fran
8-27 h sedan kommer en till tillvaxtfas fran 28-46 h och sedan kom en mattnadsfas dnda till slutet.

Da Case HTC dverlevde natten fortsatte forsoket i nagra dagar till, det blev dock
en mycket lagre PHA ackumulering i det kontinuerliga forsoket &n vad det hade
blivit i Batch 2 som dog forsta natten vilket var underligt. Det finns dock ett antal
anledningar till att PHA ackumuleringen blev sa lag. Ackumuleringshastigheten ar
mycket l&gre i Kontinuerliga forsoket an de tidigare férsoken. | Kontinuerliga &r
hastigheten 0,0082 g PHA/g SA h. | Batch 1 och 2 &r de 0,0134 och 0,0151
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respektive. En orsak kan vara att slammet som kom fran BillerudKorsnas var samre
den gangen an vid tillfallet for Batch 2 vilket kan ha paverkat mangden PHA som
producerats. En annan anledning kan ha varit att doseringen av VFA var for lag
under forsoket vilket gjorde att PHA méangden aldrig kunde na en hogre niva da
slam byttes ut kontinuerligt och en viss mangd PHA darfor forlorades varje timme.
Det kan dven bero pa att det inte blev ett riktigt kontinuerligt forsok da pumparna
slutade fungera. Det vill sdga att om det fanns ett kontinuerligt in- och utfléde av
slam sa hade PHA-mangden kanske blivit storre an det har fallet dar en storre
mangd byttes ut vid ett och samma tillfalle en gang i timmen.

3.4 Kombinerade resultat

3.4.1 Case PM6 - Tillvaxthastighet

| figur 25 syns tillvaxthastigheten for alla tre laborationer (se figur 7, 14 och 21) i
deras tillvéxtfaser. Det syns tydligt att i det Kontinuerliga forsoket var det for svagt
doserat da det knappt har nagon tillvéxt och hur bra det gick i Batch 2 dar det véxte
snabbare an de tva andra forsoken.

0 Tillvaxthastighet - PM6
. Batch 2
0.18 Cgo= 0,024 g VFA/g SAh B
y=00095x+0,0875 e
0% 1 - e |
0.14 o W ™
@ 0.12 . ...................
s .= Batch 1
s 01 e ® Caos= 0,022 g VFA/g SAh
2 LT A g Moo A y =0,0064x + 0,0729
< 0.08
Kontinuerlig
0.06 Cgos = 0,020 g VFA/g SAh
0.04 y = 0,0018x + 0,085
0.02
0
0 2 4 Tid(h) 6 8 10
M Batch 2 ®Batch 1 Kontinuerlig

Figur 25. Tillvaxthastighet for alla tre fall i Case PM6 pa deras forsta dag. Notera att det kontinuerliga
forsoket inte blev lika hart pressat till sin doseringskapacitet som i tidigare forsok. Cpos visar hur hog
doseringshastigheten var under den tidsperioden grafen visar.

Wangldv (2019) har gjort samma typ av experiment med samma utrustning och
med slam fran samma pappers- och massabruk och kom fram till en
tillvaxthastighet pa 0,0043. Da det ar 0,0095 och 0,0064 i Batch 2 och 1 respektive
sa visar det sig att det har forsoket ar mycket hogre, formodligen ar det pa grund av
blandningen av VFA. Wanglév anvande enbart attiksyra och i den hér studien
anvéndes en blandning av diverse karboxylsyror.
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3.4.2 Case HTC - Tillvaxthastighet

| figur 26 kan ses en jamforelse av tillvaxthastigheten for alla tre laborationer (se
figur 10, 18 och 24) i deras tillvéxtfaser. Det kontinuerliga forsoket hade svagare
dosering forsta dagen vilket kan ses genom att tillvéxthastigheten inte &r lika skarp
dar.

Tillvaxthastighet - HTC
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o Y.L @ttt .
S .| e e O v Batch 1
g 01 S Cyee = 0,019 g VFA/g SAh
<009 Y =0,0052x +0,0794
Q.....cc@ G Kontinuerlig
0.08 -+ o Caes =0,0187 g VFA/g SAh
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Figur 26. Tillvéxthastigheten for alla tre forsok i Case HTC under forsta dagen. Notera att det kontinuerliga
forsoket inte blev lika hart pressat till sin doseringskapacitet som i tidigare férsok. Copos visar hur hig
doseringshastigheten var under den tidsperioden grafen visar.

Som namnt tidigare sa kom Wanglév (2019) fram till 0,0043 i tillvaxthastighet.
Det &r lagre dn Case HTC i Batch 2 och 1, med tillvéxthastigheter pa 0,0087 och
0,0052 respektive. Orsaken kan vara, aterigen, att det handlar om att VFA:t ar
battre” da det har en annan blandning och Wanglov doserade enbart med attiksyra.

| Batch 2 for bada casen doserades det ungefar lika mycket, vilket framgar i figur
25 och figur 26 och det ar &ven ungefar samma tillvaxthastighet.

| kontinuerliga forsoket doserades det 0,0023 g VFA/g SAh mer i Case PM6
trots det fick Case PM6 en halften s& hog tillvaxthastighet jamfort med Case HTC.
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3.5 Kalibreringskurva

| figur 27 visas en kalibreringskurva med resultat erhallna fran den har studien
men ocksa fran Wanglév (2019). Trendlinjen i kalibreringskurvan visar hur hog
halt PHA det finns beroende pa absorbansen.

Kalibreringskurva
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Figur 27. Roda prickar representerar varden fran Case HTC, de svarta representerar Case PM6 och de blaa
representerar tidigare studier. (Wanglév, 2019)

4 Sammanfattande diskussion

4.1 Batchl

Batch 1 gav en uppfattning om hur snabbt bakterierna kunde ansamla PHA om
de fick en maximal dosering som var pa gransen till vad de klarar av. Det gav
ocksa en uppfattning om var mattnadsgransen kunde ligga for slammet, da bada
casen slutade pa en absorbans vid ungefér 0,12 dven fast Case PM6 dverlevde 12
timmar langre sa det antas att mattnadsgransen uppnaddes. Doseringshastigheten
var hogre i bade tillvaxtfasen och mattnadsfasen for Case PM6 an Case HTC, 0,003
g VFA/g SA h i bada fallen, men dnda éverlevde Case PM6 langre vilket tyder péa
att slammet hade lattare att hantera VFA-sammanséttningen fran Case PM6 an fran
Case HTC. VFA-sammansattningen i Case HTC innehdll valeriansyra och en storre
mangd smorsyra. Bade valeriansyra och smorsyra har mycket langre kolbindningar
an attiksyra vilket innebdr att det inte &r lika Iatt att bryta ner dem. (Yang et al.,
2007) Det innebdr att det antagligen var svarare att ackumulera det VFA som
tillsattes i Case HTC nar mattnadsfasen hade uppnatts och kravt langre tid an vad
som gavs innan nasta dos tillsattes. Men &ven om det var svarare for Case HTC att
hantera det VFA som tillsatts var det klart att doseringen var for hog 6verlag da
bada casen dog under natten pa grund av for lagt pH (<6).

Vad hade da kunnat géras annorlunda for att fa bakterierna att 6verleva langre
och darmed fa mer data? Det som hade gjort storst skillnad for forsoket hade varit
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att minska doseringshastigheten sa att bakterierna hade kunnat hantera det battre
efter det att de natt mattnadsgransen av PHA.

Det kan aven diskuteras kring slammets kvalité da det kommer fran ett
reningsverk som inte bryr sig om vilken PHA ackumulerande kvalitet det har da det
enbart ar en restprodukt. Det enda viktiga kvalitetsmassigt for dem &r hur bra det
kan rena vatten. Det gor att mangden som kan ackumuleras kan variera fran gang
till gang vilket gor att det aldrig kan sakerstallas hur bra slammet &r pa att hantera
det VFA som tillsatts under forsoket. Darfor kan det i det har fallet vara svart att
avgora hur stor éverdosering av VFA som gjordes eller om ett slam som hamtats
vid ett annat tillfalle kanske klarat av att hantera den doseringen. Det framgar ocksa
med hjalp av Wanglév (2019) dar bakterierna fortfarande var i tillvaxtfas under
natten och nagra timmar in pa morgon, till skillnad fran den héar studien dar
tillvaxtfasen var fardig pa kvéllen samma dag.

4.2 Batch 2

Nar Batch 2 paborjades hade det erhallits vissa kunskaper kring hur forsoket
skulle utforas fran Batch 1 vilket underlattade under laborationerna. Doseringen av
VFA paborjades med en hogre dosering da det utgicks fran tidigare forsok for att
avgora hur mycket bakterierna klarade av. Det visade sig att bakterierna den har
gangen var taligare vilket gjorde att doseringen 6kades under tillvéaxtfasen. For att
fa bakterierna att 6verleva en langre tid efter tillvaxtfasen tillsattes en medvetet
lagre dos VFA én i tidigare forsok.

Da bakterierna for Case PM6 6verlevde natten och de i Case HTC inte gjorde det
sa styrker det pastaendet i 4.1, det vill sédga att slammet har det lattare att
ackumulera VFA-sammanséttningen fran Case PM6.

Den mangd som kunde ackumuleras for Case PM6 i Batch 2 och i den mindre
kontinuerliga pabyggnaden var det en liten skillnad. | toppen av batch-delen var
absorbansen 0,227 och i den kontinuerliga pabyggnaden var den 0,17. Det kan
tolkas som att antingen doseringshastigheten eller uppehallstiden for slammet
skulle behdva andras for att absorbansen skulle kunna komma néarmare
mattnadsgransen.

Det noterades en skillnad i den ackumulerade PHA méangden under forsta dagen
till skillnad fran Batch 1. Skillnaderna i den ackumulerade PHA méangden kan bero
pa ett antal olika saker. Den huvudsakliga faktorn &r antagligen att bakterierna
Overlevde langre for Case PM6 &n Case HTC i Batch 2. Det innebér att Case PM6
fick mer tid att uppnd mattnadskoncentration an vad Case HTC fick.
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4.3 Kontinuerlig

Nar det kontinuerliga forsoket paborjades hade kunskaper kring hur processen
fungerade uppnatts vilket underlattade det kontinuerliga forsoket. Malet var med
forsoket var att fa bakterierna att 6verleva sa lange som mojligt och dnda halla en
acceptabel PHA-ackumulering.

Trots det dog bakterierna for Case PM6 under andra natten, men det ar svart att
avgora vad det beror pa. Det kan ha berott pa att slamutbytet under natten blev
oregelbundet eller att matarna kranglade vilket kan ha lett till felaktig avlasning
vilket ddrmed kan ha gett felaktig dosering. Anledningen till att det misstanks fel
pa utrustningen ar att andra matare anvandes i det kontinuerliga forsoket for Case
PM6 da den tidigare utrustningen kranglade.

Gallande resultaten for det kontinuerliga forsoket sa syns det att PHA
ackumuleringen skedde valdigt langsamt for bade Case PM6 och HTC. Det beror
antagligen pa en kombination av 1ag dosering samt att det slam som ackumulerat
PHA spdads ut med slam utan PHA och dérmed sénker den totala halten PHA i
slammet.

Utover det anses det dnda att det ar mojligt att utfora en kontinuerlig PHA
ackumulering da bade Case PM6 och Case HTC har ett lyckat kontinuerligt forsok
dar bakterierna 6verlever och producerar PHA. Det behdvs mer forskning kring de
olika parametrarna som paverkar bakterierna for att kunna optimera produktionen
och darmed kunna undersoka PHA ackumulering under optimala forhallanden.

4.4 Overgripande diskussion

De overgripande skillnaderna mellan resultaten for de tva casen visar att Case
PMB6 har en snabbare ackumuleringshastighet &n Case HTC i tva av tre forsok. Det
skulle i teorin innebara att Case PM6 kan producera en storre mangd PHA pa en
kortare tidsperiod &n vad Case HTC kan gora.

Som tidigare ndmnt verkar det som att VFA sammanséattningen som anvandes for
Case PMG6 inte ger lika stor risk for bakteriedéd som sammansattningen for Case
HTC. Det innebdr att det kan vara det sékrare alternativet att anvénda vid PHA
ackumulering. Da bakterieddd intraffat under forsok nar pH sjunkit under 6 kan det
antas att det ar for lagt pH som ar anledningen till bakteriedoden. Det skulle dérfor
kunna vara sa att den blandning av VFA som anvandes for Case HTC kan ha haft
lagre pH an det som anvéndes i Case PM6. Vilket da gjort att bakterierna blir
kéansligare for den blandningen nar mattnad for PHA uppnas i slammet.

Som tidigare namnt kan sammansattningen av VFA paverka PHA-produktionen
(Albuquerque et al. 2011). Det framgar dven i den har studien att mangden PHA
som ackumulerats i slammet varierar beroende pa de tva olika sammanséttningarna
av VFA. Det dr aven sa att slammet i den har studien fick en overlag lagre
koncentration PHA (g PHA/g SA) an om enbart attiksyra anvands som VFA. Det
framgar om resultaten fran den har studien jamfors med de som framkom for
Wanglov (2019).

For att berékna avledningen till fermenteringsprocessen och produktionen av
PHA anvandes en berdkningsmodell som baserades pa experimentella data.
Avledningen till fermenteringsprocessen skiljer sig at for bada casen, det beror pa
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att de floden som avleds ar véldigt olika. For Case PM6 &r det en procent av ett
delfléde innan reningsverket som avleds vilket gor att det blir en mycket storre
andel av flodet som maste ledas av an fér Case HTC. For Case HTC blir det istallet
sd att en del av bioslammet som leds av blir till biokol och enbart 20 % av det som
avleds som blir till VFA vilket innebar att mojligheterna att producera stérre
méangder PHA minskar. Det kan speciellt ses i méangden PHA som kan produceras
per dag for bada casen i de basta forsoken (Batch 2) dar Case HTC har ungeféar 620
kg/d medan Case PM6 kan producera ca 3,1 ton/d. Det far dock ocksa tas i
beaktande att Case HTC aven producerar biokol.

Da Sveriges Plastavfall ar ca 10 000 ton per dag visar det att ett enstaka bruk inte
gor sa stor paverkan pa helheten. Det visar dock att mojligheten finns att uppna en
relativt stor PHA-produktion om fler bruk och industrier blir involverade.

Jamfors den mojliga produktionen i det basta fallet (Batch 2) for Case HTC med
produktionsmdjligheterna vid ett kontinuerligt slamutbyte kan vissa skillnader ses,
dar den storsta skillnaden ar att PHA produktionen minskar fran ca 620 kg/d till ca
450 kg/d. Det beror antagligen pa att slammet kontinuerligt byts ut vilket gor att det
inte ar lika latt att uppna maximal produktion. For att 6ka produktionen skulle det
behdva utforas justeringar kring doseringshastigheten eller uppehallstiden for
slammet for att fa en hogre PHA halt i slammet.

5 Slutsatser

Slutsatsen fran experimenten blir att det i de individuellt basta forsoken for bada
casen fanns vissa skillnader.

Med indata fran det basta forsoket framkom det att Case PM6 hade mojlighet att
producera 3100 kg PHA/d. Med Case HTC blir en stor del av biomassan till biokol
och darfor blir den méjliga produktionen 620 kg PHA/d.

Case PM6 uppnadde ett utbyte som var 0,09 g PHA/g VS storre an utbytet for
Case HTC vilket paverkade den majliga mangden PHA som kunde ackumuleras i
slammet. Ackumuleringshastigheten var ca 0,004 g PHA/g SA,h snabbare for Case
PM6 vilket tyder pa att den sammanséttningen av VFA hanteras snabbare av
bakterierna i slammet. Aven utbytet av PHA frén tillsatt mangd VFA var 0,16 g
PHA/g VFA hogre for Case PM6 &n for Case HTC. Resultaten indikerar att den
sammansattning av VFA som anvandes i Case PM6 ar mer lamplig att anvéandas
vid PHA-ackumulering &n den sammansattningen som anvéndes for Case HTC.

Resultaten fran de utforda forsoken leder till tva méjliga slutsatser. Onskas
enbart en hog PHA-produktion rekommenderas Case PM6, 6nskas ett tilldgg av
biokol-produktion men med en lagre PHA-produktion sd rekommenderas Case
HTC.
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6 Fortsatt forskning

| den hér studien begrénsade utrustningen mojligheten att utfora helt
kontinuerliga forsok. Med béttre utrustning som kan pumpa slam till och fran
reaktorerna kontinuerligt dygnet runt, samt utrustning sasom relaer som kan
kontrollera tillforsel av VFA beroende pa pH och syrehalt kan forsok goras for att
undersoka om det &r majligt att uppna ett faktiskt kontinuerligt forsok men aven en
sa bra PHA-halt som mojligt med studiens VFA-sammansattningar.

Att forsoka halla doseringshastigheten for bada Casen mycket narmre varandra ar
bra att tanka pa i framtida studier da det kan hjalpa att jamfora de tva Casen.

Annat att tanka pa i framtida studier ar att om det vill jamféras med de har tva
Casen igen sa borde biokol tas med mer da det ocksa &r en viktig och positiv
produkt och kan mojligtvis vara vért att producera dven fast mindre PHA
produceras pa grund av det.
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