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Mikroalger i vaxthuset — ett redskap
for minskat naringslackage

MALIN HULTBERG, ANDERS S. CARLSSON OCH SUSANNE GUSTAFSSON

Drineringslosning fran hydroponisk vixthuso-
dling dr mycket ndringsrik och den dr darfor
problematisk ur ett miljoperspektiv i de fall
den inte kan recirkuleras tillbaks till odling-
en. I projektet har mdjligheten att reducera
ndringsnivdaerna genom odling av mikroalger
i drineringslosning undersokts. Resultaten
visar att den snabbvixande mikroalgen Ch-
lorella vulgaris kunde etablera sig i obehand-
lad drineringslosning och signifikant reducera
mdngden kvdve och_fosfor. Den higa reduktio-
nen av fosfor som uppmaittes i forsoken, mel-
lan 70-100%, dr intressant eftersom allt mer
fokus riktas pa fosforn som en dndlig resurs.
Vidare forskning bor riktas mot mdjligheten
att datervinna och dteranvinda denna fosfor i
vixtproduktionen.

I minga vixthustoretag odlar man 1
dag 1 niringslosning s.k. hydrokultur.
Niringslosningen baseras pa ett vat-
ten av god kvalitet som sedan berikas
med makro- och mikroniringsim-
nen. Niringsimnena kommer att i
varierande grad tas upp av vixten. Ur
miljésynpunkt dr det dr onskvirt att
odlaren har ett slutet system dvs. dter-
cirkulerar niringslosningen efter att
den kompletterats med niringsim-
nen. Alla odlare har dock inte mojlig-
het att ha ett slutet system, exempelvis
pga. dilig ravattenkvalitet, och dven
de som huvudsakligen anvinder ett
slutet system har 1 slutet av sdsongen
niringslosning som en avfallsprodukt.

Anvind niringslosning kan ni-
ringsmissigt jaimforas med ett av-
loppsvatten som ocksd dr mycket
rikt pa kvive och fosfor (Pufelski et

o¥e
Figur 1. Chlorella vulgaris (a) dr en snabbvixande och robust gronalg som enkelt etablerade
sig och tillvixte i drineringslosning fran tomatodling. Haematococcus pluvialis (b) dr ocksd en
gronalg men med en mer komplex livscykel. Denna mikroalg vixte daligt i drineringslosning
fran tomatodling. (Foto. M. Hultberg)

al., 2010). Att rena avloppsvatten fran
dessa ndringsimnen med hjilp av
alger dr en viletablerad teknik dir
man har sett goda resultat (Perry,
2010). Alger representerar en stor och
varierad grupp av organismer som
innehiller komplexa flercelliga orga-
nismer, makroalger, och mikroalger
som bestir av encelliga organismer.
Mgjligheten att anvinda inte bara
makroalger utan idven mikroalger for
rening av avloppsvatten har man kint
till sedan 50 dr tillbaks. Odling av
mikroalger dr ocksi en globalt vix-
ande industri med stor potential dar
fokus inte enbart ligger pa renings-
funktionen. Det finns tillimpningar
inom livsmedel, foder och fornybara
brinslen for den biomassa (mikroal-
ger) som producerats under renings-
processen.

I studien har fokus legat pd mik-
roalgen Chlorella vulgaris (fig 1a), som

bland annat producerar fleromittade
fettsyror (Hultberg et al., 2013), och
pa mikroalgen Haematococcus pluvialis
(fig 1b) som producerar pigmentet
astaxanthin (Fabregas et al., 2003).
Chlorella  vulgaris
Haematococcus pluvialis som innehall-
er astaxanthin har GRAS (generally
regarded as safe) status dvs de 4r god-
kinda for anvindning
Det finns ocksd en anvindning av de
skordade mikroalgerna inom foder-
industrin for att ge en god fettsyra-
sammansittning och god pigmente-
ring hos bland annat odlad fisk och
ige. I projektet har vi undersdkt hur
produktion av fleromittade fettsyror
och astaxanthin ser ut nir algerna
odlas 1 drineringsldsning.
Drineringslosning frin vixthusod-

och extrakt av

1 livsmedel.

lingen ir naturligt rik pa mikroorga-
nismer. Detta kan vara ett hinder for
att de tillsatta mikroalgerna ska kun-
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na etablera sig och tillvixa och 1 ett
parallellt projekt har vi tittat pa olika
typer av filtrering som férbehandling
samt identifierat den dominerande
mikroalgsfloran som ir naturligt fore-
kommande i drineringslosning.

Forsoksupplagg

Forsoken har genomforts dels 1 en
artificiell drineringsldsning som har
haft niringsnivier enligt Christensen
et al. (2010) och 1 drineringslosning
samlade frin tomatodlingar i Skane.
Kvivenivierna 1 drineringslosningen
fran vixthus har varierat mellan 350
till 500 mg/L och fosfornivierna
mellan 15-60 mg/L. Drineringslos-
ningen har filtrerats med 10 pm por-
storlek alternativt sterilfiltrerats, 0.45
pm, respektive limnats obehandlad.
Algodlingen har sedan genomforts i
vixthus 1 20° C och med kontinu-
erlig luftning for att tillita gasutbyte
och for att torhindra att mikroalgerna
sedimenterar. For de behandlingarna
som inte inokulerats med mikroalger
samt de behandlingar som inokule-
rats med C. vulgaris har tilliggsbelys-
ning med 100 pmol m™ s skett med
16 timmars ljus och 8 timmars natt.
Nir H. pluvialis odlats har ljuset av-
skdrmats for att nd en maximal lju-

2 5" under

sinstrdlning av 20 pmol m
den grona tillvixtfasen. Parallellt med
odling i drineringslésning har odling
skett 1 standardmedium f6r gronalger
(NIVA, 1976) for att kunna jamfora
tillvixt och metabolitproduktion.
Biomassan har bestimts som torr-
vikt efter frystorkning. For artbestim-
ning av den naturligt fdrekommande
mikroalgspopulationen har prover-
na fixerats med Lugol’s 16sning och
undersokts 1 sedimentationskammare
1 ett inverterat ljusmikroskop. For
niringsanalys har algbiomassan se-
parerats med filtrering genom ett
GF/C filter. Niringskoncentrationen
i drineringslosningen har direfter

bestimts enligt med ICP-OES en-
ligt ISO 11885:2009. For analys av
fettsyrasammansittningen hos C. vul-
garis har fettsyrorna extraherats frin
den frystorkade biomassan och sedan
analyserats pa gaskromatograf enligt
Thomeus et al. (2001). Astaxanthin
produktion hos H. pluvialis har foljts
genom att cellerna studerats i mikro-
skop. Astaxanthin ackumuleras under
stresstorhillande 1 den mogna cellen
som dd benidmns aplanospor (Fabre-
gas et al., 2003).

Figur 2. Under vissa stressbetingelser mognar
de gronpigmenterade och rorliga cellerna av
Haematococcus pluvialis till storre och ordrliga
celler (aplanospor) som ackumulerat en stor
mdangd av astaxanthin. (Foto M. Hultberg)

Resultaten for biomassa och fett-
syrasammansittning har analyserat
med ANOVA foljt av Tukey’s test.
For analys av niringsreduktionen har
parad t-test anvints. Signifikans ir
angiven vid P<0.05 och Minitab
version 16.0 har anvints for analysen.

Resultat och Diskussion

Tillvixt av mikroalger i dranerings-
16sning

Chlorella vulgaris tillvixte bra 1 dri-
neringslosning  fran  vixthus och
algen hade nitt en stationir vixtfas
efter ca sju dagar (fig. 3). Inga signi-
fikanta skillnader fanns i den mingd
biomassa som producerats 1 de oli-
ka drineringslosningarna  jamfort
med den biomassa som producerats
1 standard medium fOr gronalger

under samma odlingsforhallande.
Ingen forbehandling var nédvindig
tor att C. vulgaris skulle etablera sig 1
drineringslosningen och konkurrera
ut den naturligt forekommande mik-
roalgspopulationen som dominerades

av Scenedesmus spp.
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Figur 3. Tillvixt av C. vulgaris i drinering-
slosning och i standard medium for odling av
gronalger under nio dygn.

Haematococcus  pluvialis  tillvixte
diremot signifikant simre i drine-
ringslosning  jaimfort med tillvixt 1
standard medium (Fig 4). En moj-
lig forklaring kan vara att mingden
joner i drineringslosningen 4r for hog
tor att H. pluvialis ska kunna etable-
ra sig. | ofiltrerad drineringslosning
samt 1 drineringslosning filtrerad pa
10 pm tog den naturligt forekom-
mande algfloran 6ver pga. H. pluvialis
lingsamma tillvixthastighet. Celler
som ackumulerat pigmentet astax-
anthin gick inte att detektera 1 dessa
behandlingar. Diremot kunde dessa
celler detekteras 1 den sterilfiltrerade
niringslosningen efter ca 4 veckors

odling.

Naringsreduktion

Nivierna av fosfor och kvive reduce-
rades signifikant genom algtillvixten.
Kvivereduktionen lig mellan 35-75
mg/L under nio dagar. Denna mingd
stimmer vil 6verens med tidigare pu-
blicerade studier pd niringsrika vat-
ten, exempelvis avloppsvatten (Shi et
al., 2007; Li et al., 2012; Zhou et al.
2012). Dock ir drineringsvatten frin

Fakulteten for landskapsplanering, triadgards- och jordbruksvetenskap 2013



Fakta fran Partnerskap Alnarp

S

Info nr 6 SLU

—e—Drineringsldsning

Celler per ml

~@—Standard medium

Tid (dyen)

Figur 4. Tillvixt av H. pluvialis i drinering-
slosning och i standard medium for odling av
gronalger under 30 dygn.

vixthus mycket kviverikt och den
procentuella reduktionen av kvive
var mellan 15-30% oavsett behand-
ling. Med avseende pd kvivereduk-
tion kan dirfor algbehandling inte
anses vara tillrackligt for drinerings-
16sningen utan vidare dtgirder behovs
for kviavereduktion. Det dr mojligt att
nigon typ av anaerob behandling tor
att stimulera denitrifieringen, som
himmats av syretillforsel via luftning
och algernas syreproduktion, skulle
kunna vara en mojlig 16sning.
Diremot uppmittes en mycket
hog procentuell reduktion, mellan
70-100% jamfort med ursprungs-
koncentrationen, av fosfor. Algba-
serade reningsprocesser ir mycket
intressanta nir det giller rening av
fosfor eftersom reduceringen sker
pa tvd sitt. Dels assimileras fosforn
i den bildade biomassan men
reduktionen sker ocksi pga precipi-
tering da pH hojs (Larsdotter, 2006).
Denna hgjning ir en naturlig foljd
av algens fotosyntes som konsumerar
den koldioxid som 16sts i vattnet. I
flertalet av de behandlingar som in-
gick 1 denna studie var pH 6ver 9
nir experimenten avslutades. Drine-
ringslosningen innehaller ocksd en
hog halt av joner som kalcium och
magnesium vilket ytterligare stimu-
lerar utfillningen av fosfor som fasta
salter. Mingd fosfor som assimileras
i algbiomassa har rapporterats lig-
ga mellan 0.5-3.3% av torrvikten
(Richmond, 2004) och 4dven om man

antar att fostorinnehillet 1 biomassan
lig nidra maxvirdet 4r det tydligt att
en stor del av fosforn har avligsnats
genom utfillning.

Metabolitproduktion

De dominerande fettsyrorna hos Ch-
lorella vulgaris var palmitinsyra, oljesy-
ra och linolensyra.

Den totala miangden lipid, beriknat
som summan av fettsyraestrar, var ca
3% av biomassans torrvikt nir C. vul-
garis odlats 1 drineringslosning. Detta
var signifikant ligre jimftort med det
totala lipidinnehallet da C. vulgaris
odlats 1 standard medium dir total
mingden lipider lig pd ca 10% av
biomassans torrvikt. Aven mingden
av fleromittade fettsyror var signifi-
kant ligre hos biomassan odlad 1 dri-
neringslosning.

Bade sammansittningen av fett-
syror och den totala kvantiteten av
fettsyror hos mikroalger paverkas av
odlingsbetingelserna (Guschina and
Harwood, 2006). I denna studie har
C. vulgaris odlats under samma be-
tingelser vad giller ljus, temperatur
och syresittning och den enda para-
meter som skiljer ir odlingsmediet.
Det ir mojligt att de hoga kviveni-
vierna 1 drineringslésningen, som
var ca fyra ginger hogre dn nivderna
1 standardmedium, paverkat lipidpro-
duktionen negativt. Detta eftersom
liga kvivenivaer har visats inducera
lipidproduktion hos C. vulgaris (Shar-
ma et al., 2012).

Haematococcus — pluvialis  tillvixte
mycket lingsamt 1 niringslosning och
dven induktionen av astaxanthin var
mycket sen och kunde bara observe-
ras 1 de sterilfiltrerade behandlingar-
na. I standard medium startade syn-
tesen av pigmentet efter ca 14 dagars
tillvixt medan en tillvixtperiod pd
mellan 30-40 dagar kravdes for indu-
ktion av pigmentproduktion i drine-
ringslosning.

Sammanfattning och utveckling-
somraden

Trots att produktionen av lipider var
lig nir C. vulgaris odlats 1 drinerings-
16sning fran vixthus 4r det tydligt att
mikroalger har en potential att an-
vindas fOor att minska niringslicka-
get. I framtiden kommer det att vara
viktigt att dtervinna och teranvinda
niringsimnen, speciellt fosfor, efter-
som den viktigaste killan till fosfor
idag, rafosfat, ir en icke-férnybar re-
surs (Cordell et al., 2009). Att finga
fosforn, via assimilering i algbiomassa
och via den utfillning som sker nir
pH hojs, kan vara ett sitt att mins-
ka en del av fosforlickaget. Dock ir
skorden av mindre mikroalger som
C. vulgaris komplicerad och energi-
krivande. De tekniska 16sningar som
finns for nirvarande ir ofta baserade
pa sedimentering via tillsats av kemi-
kalier eller centrifugering. Ingen av
dessa losningar dr héllbara och dir-
for behovs vidare utveckling for att
mikroalger ska kunna anvindas pa ett
enkelt och miljovinligt sitt for att re-
ducera niringslickage.

Ett intressant utvecklingsomride ir
att den algbiomassan som produceras
har potential att dtervinnas tillbaka till
vixthuset som gddningsmedel. Ny
forskning pekar pa tillvixtfrimjande
effekter av mikroalger di de anvints
for gddning. En eventuell forklaring
till detta dr forekomst av hoga halter
av vixthormoner som cytokininer
och auxin i mikroalgernas biomassa
(Stirk et al., 2002). De niringslos-
ningar som fOr nirvarande ar vanli-
gast 1 hydrokultur ir huvudsakligen
baserade pi oorganiska salter av kvi-
ve och fosfor. Om nigon av dessa
naringskillor skulle kunna ersittas
av algbiomassa skulle haillbarheten 1
vixthusproduktion oka.
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