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Sammanfattning

Hantering av anvind néringslosningen fran vixthusodling,
dréneringslosning, dr problematiskt ur ett miljoperspektiv i de fall
recirkulering inte 4r mojlig eftersom den dr mycket niringsrik.

I projektet har mgjligheten att reducera naringsnivaerna i anvand
néringslosning fran viaxthusproduktion med hjélp av mikroalger undersokts.
Mikroalgen Chlorella vulgaris hade en god formaga att tillvixa i
drineringslosning fran vixthus och en signifikant reduktion av halten kvive
och fosfor uppmiittes. Den biomassa som producerats inneholl dock en
forhallandevis lag halt av fettsyror. Detta beror troligtvis pa de hoga
kvdvenivaerna i drineringslosningen. Mikroalger som dr mojliga att
producera i drineringslosning fran tradgardsindustrin bor kunna odlas
selektivt i relativt enkla system, tala hga naringsnivaer samt producera
intressanta metaboliter. En potentiell mikroalg att inrikta framtida arbete pa
ar Spirulina som framst &r intressant for sitt hoga proteininnehall.
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Slutrapport: Reduktion av naringsutslapp fran vaxthusodling med mikroalger, en méjlighet till vinst for
bade miljon och ekonomin

Bakgrund

I manga moderna vixthusforetag odlar man i dag i ndringslosning s.k.
hydrokultur. Ndringslosningen baseras pa ett vatten av god kvalitet som
sedan berikas med makro- och mikrondringsamnen. Néaringsimnena
kommer att till hogre eller mindre grad tas upp av vixten. Ur miljésynpunkt
ar det dr onskviért att odlaren har ett slutet system dvs atercirkulerar
niringslosningen efter att den kompletterats med niringsdmnen (Bergstrand,
2010). Alla odlare har dock inte mojlighet att ha ett slutet system,
exempelvis pga. dalig ravattenkvalitet, och dven de som huvudsakligen
anvénder ett slutet system har i sista delen av sdsongen néaringslosning som
en avfallsprodukt.

Anvind néringslosning kan nédringsméissigt jimforas med ett avloppsvatten
som ocksa dr mycket rikt pa kvive och fosfor (Pufelski et al, 2010). Att rena
avloppsvatten fran dessa nédringsdamnen med hjilp av alger dr en
viletablerad teknik ddr man har sett goda resultat (Perry, 2010). Alger
representerar en stor och varierad grupp av organismer som innehaller
komplexa flercelliga organismer, makroalger, och mikroalger som bestar av
encelliga organismer (Barsanti & Gualtieri, 2006). Mgjligheten att anvinda
inte bara makroalger utan dven mikroalger for rening av avloppsvatten har
man ként till sedan 50 ar tillbaks (Oswald et al, 1957). Odling av mikroalger
ar en globalt vixande industri med stor potential dir fokus inte enbart ligger
pa reningsfunktionen. Det finns dven tillimpningar inom livsmedel, foder,
biovetenskap och foérnybara brénslen for den biomassa (mikroalger) som
producerats under reningsprocessen (Mata et al, 2010).

Mgjligheten att reducera néringsinnehallet i anvind néringslosning med
hjilp av gronalger har undersokts i denna studie. Aven metaboliterna hos
den biomassa som bildats har studerats. Gronalgen Chlorella vulgaris
producerar omittade fettsyror (Plaza et al, 2009) och gronalgen
Haematococcus pluvialis producerar astaxanthin. Detta &r ett pigment, en
karotenoid, som har en kraftfullt antioxiderande effekt och kan skydda
cellen fran fria radikaler (Guerin et al, 2003).
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Material och metod

Mikroalger: Chlorella vulgaris CCAP 211/11 och Haematococcus pluvialis
CCAP34/7 frain SAMS-CCAP (The Scottish Association for Marine Science
- Culture Collection of Algae and Protozoa) har anvénts i forsoken.

Ndringslosning: Tva olika draneringslosningar fran kommersiell
tomatodling har anvénts i forsoken. Niringssammanséttningen hos 16sning 1
var (mg/1):N-NO; 350.0, N-NH,4 6.2, P 15.9, K 501.0, Mg 100.0, S 136.0,
Ca 308.0, Na 66.2, C198.0, Fe 2.91, Mn 0.61, B 0.55, Zn 0.56, Cu 0.14, Mo
0.13 och pH 7.5. Niringssammanséttningen av néaringslosning 2 var (mg/1):
N 383, N-NH,4 3.6, P 33.9, K 387, Mg 67, S 36, Ca 335, Na 22.4, Cl 13.9,
Fe 2.15, Mn 0.358, B 0.330, Zn 0.500, Cu 0.169, Mo 0.083 and pH 6.3.
Aven en artificiell niringslosning, baserad pa de analyser som presenteras i
Christensen et al (2010), har inkluderats 1 forsoken. Denna néringslosning
hade foljande naringssammansittning (mg/1): N-NO3 520.0, P 63.6, K
442.0, Mg 44.7, S 88.2, Ca 499.0, Na 99.0, C1 9.2, Fe 4.06, Mn 1.10, B
0.12,Zn 0.75, Cu 0.12, Mo 0.10 and pH 6.4.

Odlingsuppstdllning: Forsoken har genomforts i viaxthus i 20 °C och
kontinuerlig luftning (0.3 vvm) for att tillata gasutbyte och for att férhindra
att cellerna sedimenterar. Tilliggsbelysning med 100 uE m™ s™ har skett
med 16 timmars ljus och 8 timmars natt for C. vulgaris. H. pluvialis har
odlats med tilliggsbelysningen 20 uE m™ s med samma fotoperiod som C.
vulgaris under dess grona tillvéaxtfas (10 dagar). Direfter har skuggningen

tagits bort och belysningen 6kats till 100 uE m™ s

Experimentuppstdllning: Naringslosningen har filtrerats (10 um) respektive
lamnats obehandlad. Vid forsoksstarten har C. vulgaris ympats in 1 en
koncentration av 10° celler per ml och jimforts med en oympad
kontrollbehandling. I forsdken har ocksa tillviaxten i standard medium for
algodling, Z8 (NIVA, 1976), foljts. Forsoken har avslutats efter 9 dagars
tillvixt. Varje behandling har omfatta fyra replikat och upprepats over tid.

Produktion av biomassa samt reduktion av néringsnivdaer: Biomassan har
bestimts som torrvikt efter frystorkning. Aven cellrikning i hemocytometer
har genomforts i sterilfiltrerad drineringslosning. Aven forindringar av pH
over tid foljdes i detta forsok. For ndringsanalys har algbiomassan
separerats med filtrering genom ett GF/C filter (Whatman 1822).
Néringskoncentrationen i ndringslosningen har direfter bestdmts enligt ISO
11885:2009 “Water quality. Determination of selected elements by
inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES)”.
Denna analys har gjorts pa det kommersiella laboratoriet LMI, Helsingborg.

Analys av metaboliter: For analys av fettsyror har fettsyrorna extraherats
fran den frystorkade biomassan och sedan analyserats pa gaskromatograf
enligt Thomaus et al (2001). Sammanfattningsvis har extraktionen har skett
med metanol med en tillsats av 2.5% svavelsyra och 94 C under 1 timme.
Direfter har fettsyrorna extraherats dver i en hexanfas. Fettsyran 17:0 har
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anvints som internstandard och en total algbiomassa om 5 mg har anvints
for analysen. For extraktion av pigment fran Haematococcus pluvialis har
den frystorkade biomassan extraheras med aceton och total méngd
karotenoider bestdmts med spektrofotometer enligt Lichtenthaler &
Welburn (1983). Proverna forbreddes genom att cellerna centrifugerades ner
(3000 g under 15 min) och pelleten frystes for att forddrva cellstrukturen.
Direfter blandades pelleten med 1,3 ml aceton (80 %). Efter att aceton
tillsatts hanterades proverna sa langt det var mojligt i morker. Proverna
inkuberades 6ver natt (12 h) i morker och noll grader (isbad). Dérefter
behandlades proverna i ett (ultrasonic) bad 1 90 s och centrifugerades sedan i
5 min pa 10 000 rpm. Analysen gjordes sedan pa supernatanten.

Statistisk analys: Resultaten for biomassan och metabolitproduktion har
analyserat med Anova foljt av Tukey’s test. For analys av
ndringsreduktionen har parad t-test anvénts. Signifikans dr angiven vid
P<0.05 och Minitab version 16.0 har anvénts for analysen.

Resultat

Mikroalger: De bada mikroalgerna skilde sig at i formaga att etablera sig i
néringslosning. Chlorella vulgaris visade god formaga att tillvixa medan
Haematococcus pluvialis endast kunde etablera sig 1 steril ndringslosning.
Aven i den sterila niringslosningen var tillvixten 14g och ingen signifikant
reduktion av ndringsnivaer kunde mitas. Resultat- och diskussionsdelen
kommer darfor att fokusera pa C. vulgaris.

Tillviixt av Chlorella vulgaris i drineringslosning: Tillviaxten hos C.
vulgaris 1 ndringslosning respektive 1 Z8 (algodlingsmedium) jimfordes 1
sterilfiltrerad néaringslosning genom cellrdkning i mikroskop. Generellt var
cellstorleken storre hos de celler som odlats 1 Z8 jaimfort med de celler som
odlats i draneringslosning. Den exponentiella tillvéxten startade senare i
drineringslosningen men efter 4 dagar sags en likartad utveckling dér
stationdr fas uppnaddes efter ca 7 dagars tillvixt med en ungefirlig
celltdthet pa log 7.0 celler per ml i bada odlingsmedierna (Fig. 1). Métningar
av pH visade en kraftig stigning av pH i Z8 dér pH i samtliga replikat lag
mellan 10.0 till 11.0 nér forsoket avslutades. I drianeringslosningen var pH
stigningen langsammare och samtliga replikat lag mellan 8.5 till 9.5 nir
forsoket avslutades. Tillviaxten hos C. vulgaris i de bada
drineringsldsningarna skilde sig mycket lite at. De resultat som presenteras i
tabell 1 kommer fran forsok gjorda i 16sning 1.
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Fig. 1. Tillvixtkurva for Chlorella vulgaris da den odlas i standard medium for gronalger
samt i dridneringslosning fran vixthus.

Produktion av biomassa och lipid: Den biomassa som producerats under nio
dagars tillvéixt presenteras i tabell 1. Det fanns inga signifikanta skillnader
mellan méngd biomassa producerad i drianeringslosning respektive miangd
biomassa producerad i Z8. Didremot var biomassan signifikant hogre i den
behandling som inte filtrerats men inokulerats med C. vulgaris jamfort med
ofiltrerad draneringslosning som inte inokulerats med C. vulgaris. Méangden
fettsyror var signifikant hogre i biomassa som producerat i Z8 jamfort med
den biomassa som producerats 1 drineringslosning. Inga signifikanta
skillnader fanns inom de olika behandlingarna i drineringslosning med
avseende pa fetthalt.

Tabell 1. Biomassa, mg (torrvikt) per liter, samt den procentuella andelen fett i biomassan
av mikroalger som odlats i drineringslosning fran tomatodling samt i standardmedium for
odling av gronalg.

Filtrering Odlingsmedium C. vulgaris Biomassa (mg/l) Fetthalt (%)

+ Drineringslosning  + 250.1£51.0ab** 2.9a
+ Driéneringslosning - 288.6+37.6ab 3.1a
- Drineringslosning  + 321.1+17.3a 43.a
- Driéneringslosning - 222.6+25.1b 32.a
- 78* + 269.0+68.9ab 10.1b

*Sterilt medium
**Virden inom en kolumn som foljs av olika bokstiver &r signifikant skiljt at (P=0.05).

I algbiomassan som odlats 1 drineringslosning var koncentrationen av lipid

ca 3-4% av total torrvikt. Detta kan jamforas med en total miangd pa 10% av
total torrvikt for den biomassa som odlats i standardmedium. Ocksa
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fettsyraprofilen paverkades av det medium som algen odlats i vilket kan ses
i tabell 2. Andelen av de flerométtade fettsyrorna linolensyra (18:3) och
hexadecatrienoic syra (16:3) 1 algbiomassan odlad i dréneringslosning var
cirka 18% av den totala mingden fettsyror. Detta var signifikant ldagre
jamfort med den andel av dessa fettsyror i algbiomassan odlad i
standardmedium, vilket var cirka 46% av den totala méngden.

Tabell 2. Fordelning av huvudsakliga fettsyror i Chlorella vulgaris odlad i standard
medium for gronalg samt i en filtrerad (10 um) drineringsldsning fran kommersiell
vixthusproduktion. Resultaten for de enskild fettsyra uttrycks som procent i férhéallande till
total méngd fettsyror.

Fettsyra Standardmedium Drineringslosning

14:0 0.2+0.1 0.7+0.1
16:0 19.9+£2.0 32.6£1.9
16:1 1.7£0.2 4.6+0.3
16:2 1.4+0.3 1.1£0.1
16:3 12.1+3.0 1.2+0.2
18:0 0.9+0.4 0.8+0.0
18:1 18.948.1 24.9+1.2
18:2 10.5%1.1 8.7x0.4
18:3 34.1+7.1 16.8+2.0

Reduktion av néiringsnivder: Nivaerna av fosfor och kvive reducerades
signifikant genom algtillvixten. Kviavereduktionen 1dg mellan 35-75 mg/L
efter nio dagars tillvixt. Dock ar dridneringsvatten fran vixthus mycket
néringsrikt och den procentuella reduktionen av kvive var mellan 15-30%
oavsett behandling. Daremot uppmittes en mycket hog procentuell
reduktion, mellan 70-100% jamfort med ursprungskoncentrationen, av
fosfor. Den behandling dér reduktion av kvidve och fosfor var hogst var den
behandling didr mest biomassa bildats dvs drdneringslosning som inte
filtrerats och dir C. vulgaris ympats in. Aven for magnesium, kalcium, jirn,
mangan och zink sags en signifikant minskning av koncentrationen efter
algodlingen. I tabell 2 visas reduktion av samtliga ndringsdmnen i
dréneringslosningen.
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Tabell 2. Koncentrationen (mg/l) av samtliga makro- och mikroniringsdmnen i
dréaneringslosning fore behandling, efter algodling samt den procentuella reduktionen.

Niringsimne Startvirde (mg/l) Slutvirde (mg/l) Reduktion (%)

N-NO3* 350.0 291.7£7.5 16.7
N-NH4 6.2 7.4£0.5 -19.4%x*
p* 15.9 0.5+0.1 96.9
K 501.0 460.9+43.3 8.0
Mg* 100.0 90.9£1.9 9.1
S 136.0 127.0£15.5 6.6
Ca* 308.0 212.0£7.5 31.2
Na 66.2 62.849.9 5.1
Cl 98.0 89.5£12.9 8.7
Fe* 291 0.006+0.001 99.8
Mn* 0.61 0.02+0.002 96.7
B 0.55 0.53+0.02 3.0
Zn* 0.56 0.28+0.02 49.6
Cu* 0.14 0.10+0.01 28.6
Mo 0,13 0.11+0.02 15.3

*Signifikant effekt pa ndringsdmnets koncentration av behandlingen (P=0.05).
**Negativt virde indikerar en 6kning i forhallande till ursprungskoncentration beroende pa
kvdvemineralisering.

Diskussion

Mikroalgen Haemotococcus pluvialis blev utkonkurrerad av den naturligt
forekommande mikroalgspopulationen och endast kunde etablera sig, och da
i laga nivaer, i steril ndringslosning. Troligtvis var saltsammanséttningen i
nédringslosningen ofordelaktig for dess tillvixt. Ddremot visade det sig att
drineringslosning fran vixthusodling har en god férmaga att stodja tillvéaxt
av mikroalgen C. vulgaris. I jimforelse med ett standardmedium for
algodling kom algerna senare in i den logaritmiska tillvixtfasen men efter
nio dagars tillviaxt uppnaddes samma biomassa i de bada odlingsmedierna.
En trolig forklaring till den senare tillvixtstarten dr att mikroalgerna
kontinuerligt odlades i standardmediet och dirfor var anpassade till detta
medium. Om mikroalgerna upprepade ganger ympats in
dréneringslosningen skulle troligtvis den exponentiella tillvéixtfasen starta
tidigare.

I detta projekt testades filtrering med en porstorlek pa 10 um och syftet var
att reducera storre heterotrofa organismer som konsumerar de mindre
autotrofa mikroalgerna. Den hogsta biomassan uppnaddes i ofiltrerad
dréneringslosning som inokulerats med C. vulgaris. Biomassan i ofiltrerad
ndringslosning som inte inokulerats med C. vulgaris utan dar den naturliga

7(10)



Slutrapport: Reduktion av naringsutslapp fran vaxthusodling med mikroalger, en méjlighet till vinst for
bade miljon och ekonomin

mikroalgspopulationen fatt vixa till var signifikant sénkt jamfort med den
behandling som ndmns ovan. Resultaten var inte helt tydliga men tyder pa
att filtrering kan ha en effekt nér den naturliga mikroalgspopulationen ska
tillvixa. Den &r ddremot inte nodviandig om en sa pass snabbvixande alg
som C. vulgaris ympas in.

En signifikant sdnkning av kvive och fosfor i drianeringslosningen
uppmittes i draneringslosningen nir att algerna natt den stationéra fasen
efter nio dagars tillvixt. Den faktiska reduktionen ligger vil i linje med de
resultat som rapporterats fran likande forsok med avloppsvatten (Shi et al,
2007; Li et al, 2011; Zhou et al, 2012). Jamfort med avloppsvatten
innehaller dock drineringslosning sa pass hoga koncentrationer av kvéve att
vidare behandling behdvs innan algbehandlad drineringslosningen kan
sldppas ut i omgivningen. Endast en sinkning av nitratkvive sags medan
ddremot en mindre, icke-signifikant, 6kning av ammoniumkvéve uppmittes.
Syrekoncentrationen i ett algodlingsmedium &dr hog eftersom syrgas
produceras under algernas fotosyntes. Detta innebdr att ingen
denitrifieringsprocess kan forvintas ske (Larsdotter, 2006). Den reduktion
av kvive som skett beror alltsa i forsta hand pa assimilering av kvéive hos
algerna.

En mycket hog reduktion av fosforkoncentrationen uppmattes. Detta beror
inte pa att mikroalgerna tar upp extremt mycket fosfor i férhallande till
kvidve dven om de har kapacitet att stimuleras till 6kat fosforupptag (Fogg,
1975). I mangt och mycket beter sig mikroalgen som en vixt i
ndringsavseende dvs. de tar upp en viss proportion kvidve och en mindre
proportion fosfor (Grobbelaar, 2004). Den stora reduktionen av fosfor beror
i stillet framst pa att pH i dridneringslosningen paverkats da mikroalgen
tillvixt eftersom koldioxid 16st 1 vatten konsumerats. Konsumtion av
koldioxid leder till att pH stiger och i den basiska miljon som bildas reagerar
fosfat giirna med andra joner, som exempelvis kalcium, och félls ut som ett
fast salt (Song et al, 2002). Detta stods av de resultat som visas i tabell 2 dvs
att en signifikant sédnkning dven ses av flertalet av de joner som bildar ett
svarlosning salt med fosfatjonen. Eftersom fosfor #r en dndlig resurs som
det kommer att bli allt viktigare att atervinna kan detta vara ett intressant
resultat att fortsdtta med. Att reduktionen av fosfor dr sa pass hog i
forhallande till kviave kan dock paverka den fortsatta kvévereningen.

Den totala méingden fettsyror i algbiomassan var signifikant hogre i
standardmedium for algodling jamfort med biomassa producerad i
drineringslosningen (tabell 1). Fetthalten i mikroalger paverkas av
odlingsmiljon med niringskoncentrationer som en viktig faktor (Guschina
& Harwood, 2006). Det sker mycket forskning kring mojligheten att
inducera fettproduktion hos mikroalger, bl.a. for att kunna producera
biodiesel fran biomassan. For C. vulgaris finns det visat att kvdvebrist i
odlingsmediet Okar fettproduktionen (Sharma et al, 2012). Mojligen kan de
hoga néringsnivaerna i drineringslosningen vara en forklaring till det
signifikant sénkta fettinnehallet.
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Sammanfattningsvis visar denna studie att mikroalgen Chlorella vulgaris
tillvéxer vil i draneringslosning fran vixthus och att det sker en stor
reduktion av de viktiga ndringsdamnena kvéve och fosfor. Det dr uppenbart
att mikroalger har potential att anviindas mer i den grona nédringen for att
skapa kretslopp och hallbara 16sningar. For tridgardsindustrin dr mikroalger
som &r mojliga att odla selektivt i relativt enkla system, tal hoga
néringsnivaer samt producerar viardefulla metaboliter intressanta. En
potentiell mikroalg att inrikta framtida arbete nér det géller ett sa pass
ndringsrikt odlingsmedium som dréneringslosning dr Spirulina. Detta dr en
dtbar mikroalg med mycket hog proteinhalt som ir ldttskordad och kan
odlas i forhallandevis enkla algodlingssystem (Vonshak, 1997). Odling av
Spirulina kan vara en mojlighet att tillgodose behovet av hogkvalitativt
protein till foder pa ett ekologiskt och ekonomiskt hallbart sitt samtidigt
som ¢vergddningen minskas.

Spridning av resultaten i projektet
En vetenskaplig artikel med delar av detta projekt har publicerats i
tidskriften ”Bioresource Technology” under hosten 2012.

e  Hultberg M, Carlsson A, Gustafsson S. 2013. Treatment of drainage solution from
hydroponic greenhouse production with microalgae. Bioresource Technology 136:
401-406.

Aven ett faktablad, som innehdller vissa delar av detta projekt, har
publicerats i LTJ-fakultetens serie under 2013.

e Hultberg M, Carlsson AS, Gustafsson S (2013) Mikroalger i vixthuset — ett
redskap for minskat néringsldackage. LTJ-Fakultetens Faktablad 6.

En populérvetenskaplig presentation av projektet har publicerats i tidskriften
Viola, tradgardsindustrins branschtidning.

e  Hultberg M, Gustafsson S (2013) Mikroalger i vixthus. Viola 8: 10-11

Tre examensarbeten har genomforts och publicerats under detta projekt.
Dessa examensarbeten finns tillgéingliga via http://stud.epsilon.slu.se.

e Embla Ardal (2012) Odling av mikroalger inom tridgardsniringen.
Kandidatarbete 15 hp, SLU Alnarp.

e  Stina Mansson (2012) Cultivation of Chlorella vulgaris in nutrient solution from
greenhouse tomato production. Mastersarbete 30 hp, SLU Alnarp.

e Anna Persson (2012) Effekt av LED-ljus pa tillvixt och pigmentproduktion hos
mikroalgen Haematococcus pluvialis. Kandidatarbete 15 hp, SLU Alnarp.
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