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Sammanfattning

Mikroalger har en formaga att reducera naringsamnen i naringsberikat vatten
samtidigt som de kan producera kommersiellt intressanta &mnen. Att odla mikroalger
i draneringsvatten fran vaxthusodling skulle kunna vara ett satt for odlare, som inte
anvander recirkulerande odlingssystem, att atervinna naringsberikat vatten. Om
mikroalgerna producerar vardefulla metaboliter sa kunde detta vara ett satt for odlare

att vinna ekonomiskt samtidigt som néringsléckaget reduceras.

| detta arbete undersdks mojligheten att odla mikroalgerna Chlorella vulgaris och
Haematococcus pluvialis i en naringslosning med ett naringsinnehall som motsvarar
det i returvatten fran vaxthusodling av tomat. C. vulgaris har en hog proteinhalt och
innehaller aven flerométtade fettsyror och karotenoider. H. pluvialis kan producera
den ekonomiskt vardefulla karotenoiden astaxanthin. Arbetet handlar om att belysa
mojligheter och svarigheter i odling av mikroalgerna i returvatten och vilka atgarder
som kan behovas for att fa en sa bra tillvaxt som mojligt. Resultatet visade att C.
vulgaris tillvéxte bra i naringslésningen medan H. pluvialis tillvaxte daligt under

samma forutsattningar.



Abstract

Microalgae have an ability to reduce nutrients in nutrient enriched water while at the
same time being able to produce valuable metabolites. The cultivation of microalgae
in drainage water from greenhouse cultivation could be a method for growers, who
do not use recirculating culture systems, to recycle nutrient enriched water. If the
microalgae produce valuable metabolites, it could be of economical gain for growers

while nutrients are reduced.

In the present study | have examined whether it is possible to cultivate the
microalgae Chlorella vulgaris and Haematococcus pluvialis in a nutrient solution
with a content that corresponds to the drainage water from a greenhouse cultivation
of tomato. C. vulgaris has got a high protein content and also contains
polyunsaturated fatty acids and carotenoids. H. pluvialis is able to produce the
economically valuable carotenoid astaxanthin. My study is about how to elucidate
opportunities and constraints in the cultivation of microalgae in drainage water and

what actions may be needed to get as.
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1 Introduktion

1.1 Problembeskrivning och syfte

Det forekommer fortfarande lackage av naringsberikat vatten fran vaxthusodlingar i
Sverige vilket &r ett miljoproblem. I 6ppna odlingssystem forsvinner naringsberikat
vatten ner i dréneringar och fors ofta vidare till vattendrag (Christensen m.fl. 2010)
vilket kan leda till 6vergddning framforallt av @mnena kvave och fosfor. |
recirkulerande odlingssystem ateranvands returvattnet vilket reducerar risken for
naringslackage och enligt Lofkvist m.fl. (2009) har utvecklingen sedan 2006 gatt at
ett okat anvandande av recirkulerande system, sett till odlingsytan. Ar 2008 stod
recirkulerande system for 34 % av den totala odlingsytan vilket innebar att det
fortfarande &r 66 % som inte har detta (Jordbruksverket 2008). Det ar ofta mindre
foretag som inte anvander recirkulerande odlingssystem (L6fkvist m.fl. 2009) och
foretag som odlar kulturer med kortare odlingssdsong (Hansson 2012).

Det hér arbetet ar en mindre del av ett storre forskningsforsok som genomfors pa
omradet for Hortikultur, SLU, Alnarp dar mojligheten att odla mikroalger i
returvatten fran vaxthusodling av tomat undersoks. Detta for att tomat ar en av de
vanligaste vaxthuskulturerna i Sverige. Forsoket fokuserar pa maéjligheten att kunna
ta tillvara pa anvand naringslosning fran vaxthusodling och samtidigt producera
mikroalger som innehaller kommersiellt vardefulla metaboliter. Tanken &r att
motivera vaxthusodlare, som inte atervinner sitt draneringsvatten, att se mojligheten i
att anvanda detta for att odla mikroalger. Forsoket gors i véxthus utan avancerad

teknik for att passa véxthusodlares forutsattningar.



1.2 Fragestallning

Kan man odla mikroalgerna Chlorella vulgaris och Haematococcus pluvialis i
dréaneringsvatten fran vaxthusodling av tomat? Kan detta goras i véaxthus under
enklare forhallanden? Vilka svarigheter och majligheter finns och hur kan odlaren

styra detta?

1.3 Metod

Undersokningen bestod av tva delar; dels genom ett praktiskt odlingsforsék dar
mikroalgerna Chlorella vulgaris och Haematococcus pluvialis odlades i vaxthus
under tva veckor. Analysen bestod i att celldensiteten och den optiska densiteten
méttes dagligen och darefter gjordes berédkningar som sammanstalldes till diagram.
Den andra delen av undersokningen bestod av en litteraturstudie dar bland annat
information om odlingssystem for véxthuskulturer, odlingsbetingelser for mikroalger
och metaboliter av kommersiella intressen eftersoktes och sammanstélldes. |
sOkandet av vetenskapliga artiklar anvéndes framst databaserna Web of Knowledge

och Google Scholar.

1.4 Vaxthusodling i Sverige, recirkulering och néringslackage

Svensk tradgardsproduktion i vaxthus inriktar sig framst pa gronsaker,
prydnadsvéxter eller bar och de vanligaste gronsakskulturerna &r gurka, tomat och
sallat. Vaxthusodlingar forekommer 6ver hela landet och av den totala ytan sa finns
ungefar halften i Skane. Plantornas tillforsel av vatten och godselmedel styrs av
kulturens aktuella behov beroende pa alder, ljusintensitet mm. Mangden som tillsétts
Overskrider vaxternas upptag vilket leder till att en viss mangd naringsberikat vatten
dréneras bort (Lofkvist m.fl. 2009). Enligt Christensen m.fl. (2010) gar 20-25 % av
bevattningsmangden forlorad i en vaxthusodling med gurka eller tomat och tittar
man enbart pa naringsamnen sa forsvinner 30-40 % av det tillsatta kvavet och 25-30
% av kaliumet. Fosfor som draneras bort &r svarare att méata da detta kan féllas ut

som kalciumfosfat vid ett pH 6ver 6,3 (Hansson 2003).
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Uppsamlingen av dverskottsvattnet gors i 2/3 av foretagen medan 1/3 inte gor detta.
Framforallt ar det de mindre foretagen som saknar uppsamling. Overskottsvattnet
kan sen tas omhand pa olika satt. Det kan ske genom att det leds tillbaka till kulturen
vilket kallas recirkulering eller slutet odlingssystem (Lofkvist m.fl. 2009). Genom att
anvanda slutna bevattningssystem besparas mycket av vaxtnaringen vilket &r positivt
ur en miljésynpunkt. Dock stalls det vissa krav pa ravattnets kvalitet vid
recirkulering, framfor allt vad galler halten av o6nskade &mnen som natrium och

klorid, da amnen latt ackumuleras i dessa system (Christensen m.fl. 2010).

| 6ppna odlingssystem sa forsvinner det naringsberikade vattnet ner i draneringar i
marken och hamnar dérefter vanligen i vattendrag och grundvatten (Christensen m.fl.
2010) vilket &r ett miljoproblem. Vad som hander med det bortdranerade vattnet &r
ofta oklart bland odlare men vanligen leds det vidare till dagvatten eller storre
dréaneringssystem. Enligt statistiska meddelanden fran Jordbruksverket (2008) som
avser foretag med minst 200 m? vaxthusyta, sa har ytan for recirkulerande
odlingssystem okat fran 27 % ar 2005 till 34 % ar 2008. Utvecklingen sedan 2006
visar pa en 6kning i odlingsyta for recirkulerande system framst gallande
gronsaksodling (Lofkvist m.fl. 2009) De som fortfarande har 6ppna odlingssystem ar

ofta odlare med kortare sésong, exempelvis vissa gurkodlare (Hansson 2012).

Ateranvéndning av draneringsvatten kraver en viss kontroll av dess kvalitet bland
annat vad galler naringsinnehall och pH. Exempelvis sa maste man vara medveten
om att naringsinnehallet varierar under odlingssasongen och &r i kulturer med gurka
och tomat som hogst under varen (Hansson 2003). Om pH-vardet i naringslosningen
ar hogre an onskat tillsatter man ofta en syra. De man brukar anvénda &r fosforsyra,
salpetersyra eller magnesiumfosfat. Fosforsyra ar dessutom ett utmérkt
fosforgddselmedel och salpetersyran kan fungera som kvévegddsel. Mangden tillsatt
syra beror pa vattnets alkalitet och mats i milligram vatekarbonat HCOs per liter
vatten. Denna kan variera mycket mellan olika platser i landet. Returvatten har ofta
har en 1ag alkalitet och darfor ar behovet av att sénka pH inte lika stort vid blandning
av ravatten med returvatten. | slutna odlingssystem kan man inte heller utesluta
forekomst av patogener fran odlingssubstratet och plantans rétter (Christensen m.fl.
2010).
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1.5 Vad ar mikroalger?

Alger ar samlingsnamnet for primitiva, oftast akvatiska, organismer och innefattar
éver 30 000 arter fran olika phylum. Det &r en grupp organismer med stor variation
vad galler levnadssétt, utseende och storlek och kan vara mikroskopiska encelliga
mikroalger till tiotals meter langa multicellulara makroalger (Hogg 2005).
Mikroalger &r beteckningen pa alger som &r sa sma att de bara kan ses i mikroskop
och innefattar bade eukaryota organismer och prokaryota cyanobakterier, dven
kallade blagrona alger. Dessa delar formagan att genom fotosyntes kunna omvandla
CO;, och solenergi till organiska sockerforeningar (Larsdotter 2006). Fotosyntesen
sker pa ett satt som liknar de landlevande véxternas, dock ar mikroalger mer
effektiva pa att bilda biomassa dn dessa. Det beror sannolikt pa dess enkla
cellstruktur och att de latt kan ta upp vatten och naring da de konstant & omgivna av
vatska (Chacoon-Lee & Gonzalez-Marifio 2010).

1.6 Mikroalgers anvandningsomraden

Mikroalger kan reducera méangden av vissa skadliga &mnen och samtidigt producera
intressanta metaboliter. De har en formaga att minska mangden naringsamnen i
avloppsvatten, ta upp tungmetaller och ta upp CO, vid forbranning exempelvis i
kolkraftverk for att pa sa satt minska utslapp till atmosfaren (Zeiler 1995). Manga
mikroalger producerar kommersiellt intressanta metaboliter och det finns en stor
marknad for dessa bland annat i livsmedels- och hélsokostbranschen (Guil-Guerro
and Rebolloso-Fuentes 2008). Mikroalger anvénds dven i djurfoder och som
godslingsmedel. I akvakulturer kan mikroalger anvandas som levande foda at
juvenilstadier av musslor, kraftdjur och vissa fiskar i akvakulturer (Carlsson m.fl.
2007). Mikroalger ar rika pa lipider vilket gor att de kan odlas for framstallning av
raolja som man i sin tur kan anvanda for tillverkning av biodiesel. Man kan dessutom
framstélla bio-metangas genom fermentering av biomassan. Restprodukten &r CO,

som i sin tur gar att anvanda i odling av nya alger (Barfod m.fl. 2008).
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1.7 Mikroalger som potentiella reningsverk inom tradgardsnéaringen

Att reducera naringsdmnen i avloppsvatten med mikroalger &r en valetablerad teknik
och det finns ett flertal studier som visar att detta &r genomférbart (Larsdotter 2006).
Enligt Pufelski m.fl. (2010) kan man naringsmaéssigt jamfora avloppsvatten med
anvand vaxtnaringslosning da bada ar rika pa kvave och fosfor vilket Gppnar for
mojligheten att borja odla alger inom tradgardsnaringen. Detta galler odlare som inte
har méjlighet att sluta sina odlingssystem och recirkulera exempelvis pa grund av
hog forekomst av natriumklorid i sitt ravatten. Omvandling och reduktion av
naringsamnen sker under algens tillvéxt nar exempelvis fosfor och kvédve anvands for

att bygga upp nya celler (Larsdotter 2006).

1.8 Halsoframjande metaboliter

Mikroalger ses som en néstan obegransad kalla till nya funktionella bioaktiva
foreningar varav manga inte gar att finna i andra organismer (Plaza m.fl. 2009). Tva
av de hdlsomassigt viktigaste grupperna av dmnen &r flerométtade fettsyror
(daribland Omega-3-fettsyror) och karotenoider. Dessa ar essentiella for manniskors
och djurs halsa men da vi saknar férmagan att syntetisera dessa far vi i oss dem
genom fodan (Cardozo m.fl. 2006). En av fordelarna med mikroalger ar att deras
fettsyrehalt ar nagot hogre an i fiskolja och dessutom innehaller de mindre
fororeningar &n lipider fran skaldjur (Chacodn-Lee & Gonzalez-Marifio 2010).
Omega-3 ar idag ett vanligt kosttillskott och vanligen produceras detta fran fisk.
Uthalligheten i denna produktion har ifrdgasatts (Cannon 2009) och produktion via

mikroalger kan vara ett sétt att ta fram fettsyrorna pa ett mer miljovanligt satt.

Karotenoider produceras av mikroalgerna som en skyddsmekanism for att motverka
olika typer av stress. Det kan exempelvis ske vid hdg ljusintensitet eller hog salthalt
vilka de antioxiderande karotenoiderna skyddar mot genom att oskadliggdra fria
radikaler (Chacodn-Lee & Gonzalez-Marifio 2010). Nagra av de halsoméssigt och
kommersiellt viktigaste karotenoiderna ar astaxanthin, lutein, 3-karoten, zeaxanthin.

Flera undersdkningar visar pa att en hog konsumtion av karotenoider motverkar
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risken att drabbas av flera sjukdomar (Bendich & Olson 1989). Karotenoiden
astaxanthin &r ett rétt fargpigment som &r vanligt i manga akvatiska organismer och
anvands bland annat som foder i laxodling for att ge laxen dess réda farg. Det ar
kraftigt antioxiderande och studier pa rattor och moss visar pa att amnet ar

cancerpreventivt (Cardozo m.fl. 2006).

1.9 Mikroalger som kost

Idag finns det ett stort kommersiellt intresse for manga av de metaboliter mikroalger
producerar bland annat i halso- och livsmedelsbranschen och ocksa for att direkt
anvanda mikroalgen som ett livsmedel (Carlsson m.fl. 2007). Trots att mikroalger ar
en relativt ny foda i vastvarlden sa har de étits under flera arhundraden i manga andra
delar av varlden. Det var forst i slutet av 1950-talet som man i véstvarlden borjade
intressera sig for mikroalger pa grund av dess hdga proteinhalt, vilken kunde utgora
en god naringskalla da befolkningen 6kade i snabb takt. En av algerna som foreslogs
som en god proteinkalla var Chlorella spp. (Chacoon-Lee & Gonzélez-Marifio
2010). Ett satt att anvanda mikroalger i kosten &r att torka biomassan och anvénda
den direkt, nermald till pulver eller i kapslar. Om mikroalger marknadsférs som en
ingrediens i vanliga livsmedel brukar det ga in under beteckningen Functional Food.
Ett annat satt att fa i sig nyttiga amnen fran alger ar att extrahera utvalda metaboliter
som darefter saljs i kosttillskott eller som ingredienser i livsmedel (Chacodn-Lee &
Gonzalez-Marifio 2010). Ytterligare ett satt att fa i sig halsoframjande metaboliter
fran mikroalger ar att anvanda dem som djurfoder, ofta i akvakulturer, vilket kan

leda till att fettsammansattningen hos djuret blir battre (Bourre 2005).

1.10 Odlingssystem och skordemetoder for mikroalger

Odlingssystem for mikroalger brukar delas in huvudgrupperna éppna och stdngda
system. | stingda odlingssystem kontrolleras tillvaxtfaktorerna medan 6ppna
odlingssystem, som har kontakt med utomhusluften, paverkas av externa

milj6faktorer. Oppna system &r lattare att konstruera och underhalla vilket ocksa gor

12



dem billigare an slutna system (Larsdotter 2006). De 0ppna systemen &r ofta dammar
som kan vara utformade pa olika satt. Ljuset ar den begransande faktorn i 6ppna
system och da solljuset inte nar langre ner an 10 cm brukar dessa ha ett djup pa ca
0,2-0,5 m. Mikroalger behdver kol och for att de ska kunna tillvaxa bra bér man
tillsatta CO, da halten i atmosfaren ar lagre an vad som &r optimalt for algerna. Ett
annat satt for algerna att fa i sig kol &r genom att tillsatta en organisk kolkalla i
I6sningen. En nackdel med 6ppna system &r att det finns en risk for kontaminering av

andra mikroorganismer.

I slutna odlingssystem, eller fotobioreaktorer, maste allt som algkulturen behéver for
att véxa tillforas och kontrolleras. Det innefattar pH, temperatur, ljusintensitet,
dagslangd och utbyte av O, och CO,. Systemen &r byggda av genomskinliga material
som glas eller plast och kan vara utformade pa olika satt. Dock ar alla konstruerade
for att ge algerna en sa hog ljusinstralning som majligt. Fotobioreaktorer gor det
mojligt att producera stora mangder biomassa och da de &r slutna sa odlas alger som
ar kansliga for kontaminering med fordel i dessa (Jansson 2011). Fotobioreaktorer

medfoér dock hdgre produktionskostnader dn 6ppna system (Carlsson 2007).

De tre vanligaste sétten att skorda mikroalger pa ar sedimentering, filtrering och
centrifugering. Vid sedimentering ansamlas biomassan pa botten av kulturen och
metoden ldmpar sig bara pa alger storre &n 70 pm. Centrifugering fungerar dven bra
for mindre alger och i processen separeras algerna fran mediet och lagger sig pa
botten. Filtrering lampar sig bast for alger som ér storre d4n 70 pum och ar déarfor inte
en bra metod for sma alger som exempelvis Chlorella. I processen filtreras algerna,
under tryck eller sug fran en pump, genom ett membran av modifierad cellulosa.
Filtrering ar ett billigare satt att skorda mikroalger pa an centrifugering (Jansson
2011).

1.11 Chlorella och Haematococcus — tillvaxtfaktorer och metaboliter

Att Chlorella vulgaris valdes till forsoket beror bland annat pa att den ar lattodlad
(Vaikosen m.fl. 2007) och tal héga naringshalter och har en férmaga att ta upp hoga
halter kvéave och fosfor (Jansson 2011). Dessutom innehaller den flera intressanta
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metaboliter. Haematococcus pluvialis valdes framforallt for sin férmaga att
ackumulera karotenoiden astaxanthin. Dessutom kan det tillvaxa under varierande
odlingsbetingelser (Dore & Cysewski 2003). Pa bada algerna har det tidigare gjorts

manga studier runt om i varlden.

1.11.1 Chlorella spp. tillnér fylum Chlorophyta (gronalger) och ar mellan 2 — 10
um i diameter och saknar flagell (Plaza m.fl. 2009). Chlorella ar bade latt och billigt

att odla (Vaikosen m.fl. 2007) och har lange setts som en tankbar kélla till livsmedel.
(Chacoon-Lee & Gonzélez-Marifio 2010).

Fig. 1. Chlorella vulgaris
sett i ljusmikroskop. R6d
markering visar 10 um.

Foto: Stina Mansson.

For att fa en optimal tillvéxt vid odling av Clorella bor man styra faktorer som
temperatur, naringshalt, pH och ljusintensitet. Kulturtiden for Chlorella ligger kring
10 dagar (Chinnasamy 2009), (Jansson 2011) men varierar beroende pa olika
miljofaktorer. Temperaturen ska ligga mellan 20-30° C for att vara optimal och
dagslangden (dag/natt) bor ligga kring 16/8 timmar. Chlorella tal stora variationer av
ljus matt i fotosyntetisk aktiv stralning och kan tillvixa i 20 till 1800 umol/mzls
(Jansson 2011). Ett problem i algodlingar &r nar ljusintensiteten ar htg samtidigt
som temperaturen &r 1ag vilket kan leda till fotoinhibering. Detta kan vara en
svarighet i svenska algodlingar (Larsdotter 2006). For hoga naringshalter kan ha en
hammande effekt pa tillvaxten men undersokningar visar samtidigt att Chlorella har
en forméga att véxa i s hoga halter ammonium (NH4") som upp till som 1180 mg/l.
Chlorella ar dessutom mycket effektiv i sitt naringsupptag och kan ta upp mellan
173-10900 mg/m?/d kvave och 75 - 1290 (mg/m2/d) fosfor. Den optimala
startdensiteten for kulturer med Chlorella har visat sig vara 1 x 10" (celler/ml). Ingen

sjalvskuggning forekom vid den densiteten vilket kan vara ett problem i odlingar i
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stor skala (Jansson 2011). Mikroalger har i allménhet ett pH-optimum, for tillvaxt
och fotosyntes, i det neutrala till alkaliska omradet (Gehl & Colman 1984).

De dominerande naringssubstanserna i Chlorella &r protein och kolhydrater men det
finns dven ett innehall av manga andra halsomassigt och ekonomiskt viktiga amnen.
De olika &mnena varierar i mangd under olika stadier under tillvaxten (Guil-Guerreo
& Rebolloso-Fuentes 2008). De flerométtade fettsyrorna ar nagra av de kommersiellt
och halsomassigt viktigaste komponenterna i Chlorella och den vanligast
forekommande fettsyran i algen ar linolsyra (18:2 n-6) (Guil-Guerreo & Rebolloso-
Fuentes 2008). Chlorella innehaller hoga halter karotenoider och ar framforallt en
god kélla till den kraftigt antioxiderande karotenoiden lutein (Guil-Guerreo &
Rebolloso-Fuentes 2008) som enligt Plaza m.fl. (2009) kan vara 2-4 mg/g av
biomassans torrvikt. Lutein &r dessutom den vanligaste karotenoiden i Chlorella
vulgaris (Guil-Guerreo & Rebolloso-Fuentes 2008)

1.11.2 Haematococcus pluvialis &r en encellig grénalg och férekommer i
tempererade omraden éver hela varlden och hittas ofta i tillfalliga

sOtvattensamlingar. H. pluvialis ar framforallt k&nd for sin att syntetisera den starkt

antioxiderande och kommersiellt vardefulla karotenoiden astaxanthin (Plaza m.fl.
2009).

Fig. 2. Haematococcus
pluvialis i cyststadiet,

sett i ljusmikroskop.

H. pluvialis &r storre dn

Clorella men varierar i
storlek under tillvaxten. Under sin livscykel genomgar H. pluvialis stora
morfologiska forandringar och gar fran att vara vegetativ cell till aplanospor (vilket
ar algens vilstadie). Den vegetativa cellen kan simma med tva flageller medan
aplanosporen saknar simférmaga. Under utvecklingen 6kar algen mycket i storlek
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och cellvdggen blir kraftigare. Det &r i detta skede som algen kan ackumulera stora
maéangder astaxanthin (Kobayashi m.fl. 1997). Aplanosporerna kan anhopas till en
klibbig massa och bilda en hinna pa klippor och vass. Detta ar en anpassning till
habitat som utsatts for hdg stralning och torka. Nér levnadsvillkoren forandras,
exempelvis vid regn, kan sporerna gro och bilda nya vegetativa celler (Dahlerus
Lehman 2005).

H. pluvialis har formagan att ackumulera astaxanthin da den utsatts for yttre
stressfaktorer, sa som hdg salthalt, 1ag naringshalt eller stark ljusintensitet (Plaza
m.fl. 2009) Halten astaxanthin kan bli upp till 4 % av torrvikten och 95 % av algens
totala karotenoidhalt, vilket &r det hdgsta vardet man sett hos samtliga undersokta
mikroorganismer och gor H. pluvialis till den bast kanda kallan for naturligt
astaxanthin (He m.fl. 2007).

For astaxanthinproduktion odlas Haematococcus i ett tvastegssystem. Forst far
algerna tillvaxa under odlingsforhallanden nara optimum med noggrann kontroll av
néring, pH och temperatur. | nasta steg utsatts algerna som bildat aplanosporer for
stress (Lorenz & Cysewski 2000). Ett satt for Haematococcus att borja ackumulera
astaxanthin ar att under tillvéxtfasen belysa kulturerna med en l&gre ljusintensitet, ca
30-40 pE m™ s, (Kim m.fl 2009) for att i nasta steg 6ka denna till ca 100-140

uE m? s (He m.fl. 2007). Haematococcus odlas med framgang for astaxanthin-
produktion i 6ppna dammar och 1 slutna fotobioreaktorer (Dore & Cysewski 2003). |
storre odlingssystem, som exempelvis éppna dammar, finns en risk for
kontaminering av andra mikroorganismer och for att ha kontroll Gver detta kravs
avancerad teknik. Protozoer och amobor kan vara ett stort problem da dessa ater
alger. Vid skord av Haematococcus brukar forst algerna avlagsnas fran mediet
genom sedimentering for att darefter centrifugeras. Darefter centrifugeras cellerna
vilket gor dem torra och Gppna sa att astaxanthinet blir tillgangligt. Man kan dven

mala aplanosporerna (Lorenz & Cysewski 2000).

Haematococcus tal varierande odlingsbetingelser och kan tillvéaxa i mycket enkla
naringsmedium (Dore & Cysewski 2003). Tillvaxthastigheten hos algen ar mycket
ldg och ménga forskningsinsatser har handlat om att forsoka 6ka denna. Aven den

maximala celldensiteten fér algen &r 1&g och stannar vid 1.5 - 2.5 x 10° cell/ml
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(Cifuentes 2003). Haematococcus kan leva under bade fototrofa och mixotrofa
forhallanden och 6vergangen fran vegetativ cell till aplanospor tar flera veckor under
autotrofa forhallanden tillsammans med kvave-brist och fosfor-brist i ett medium
med acetat som kolkélla. Dock induceras 6vergangen till aplanospor flera dagar
tidigare med en hogre halt acetat i mediet (Kobayashi 1997). Den optimala
temperaturen &r mellan 25-30 °C dér fotosyntesens maximum &r vid 25 °C (Ming
m.fl. 2009). I kulturer med Haematococcus brukar pH-vardet ligga mellan ca 7,0 —
8,0. Dock verkar det inte finnas siffror pa vad som ar optimalt for tillvéaxten (Ming
m.fl. 2009), (Cifuentes 2003), (Kobayashi 1997). Det kan bero pa att det & manga
andra faktorer som ocksa spelar in. Yngre kulturer med H. pluvialis (4-8 dagar) ar
kansliga for inblandning av NaCl och dédligheten bland dessa ar hog. Aldre kulturer
(12-16 dagar) ar mer taliga och ackumulerar mer astaxanthin vid tillsatt NaCl
(Cifuentes 2003).
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2 Material och metod

2.1 Mikroorganismer

Forsoket genomfordes med Chlorella vulgaris CCAP211/11 och Haematococcus
pluvialis CCAP34/7 som bestélldes fran CCAP (Culture Collection of Algae and
Protozoa) som ligger under SAMS (The Scottish Association for Marine Science) i
Skottland (CCAP - SAMS a 2007), (CCAP - SAMS b 2007).

2.2 Tillvaxtfornallanden

Forsoket utfordes i Alnarp som ligger i Skane, under februari manad, i ett véaxthus.
Dagslangden var 16 h ljus och 8 h natt och juset kom bade som solinstralning och
som tillskottsljus fran 400 W HPS-lampor. Det tillsatta ljuset matt i fotosyntetisk
aktiv strélning var 100 umol m?s™ for C. pluvialis och 20 pmol m? s™ for H.
pluvialis dar ljuset reducerades av en skuggvév (AB Ludvig Svensson, Kinna,
Sweden) Detta var tankt att vara H. pluvialis tillvaxtfas som ar forsta steget i
ackumuleringsprocessen av astaxanthin. Detta forsok begransar sig till det
tillvaxtfasen. Solinstralningen, varav ca 60 % nadde in till odlingskammaren, var
under forsoksperioden 553 + 83 Wh/m2 och dygn. Temperaturen i véxthuset sattes

pa 20°C men kunde variera ndgot under dygnet och pa grund av olika véderlek.

Fig. 3. Uppstallining av

forsoket. H. pluvialis

& under skuggvav och C.
vulgaris utan vav. Egen
bild.
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2.3 Forsoksupplagg

| forsoket odlades algerna H. pluvialis och C. vulgaris, i tva naringslosningar.
Tillvaxten i ett standardmedium for mikroalger; Z8 (Niva 1976) jamfordes med
tillvaxten i en egenblandad néringsldsning som skulle efterlikna néringsberikat
overskottsvatten fran en véaxthuskultur med tomat (Hansson 2003). Kvavekallan i
naringslosningen var nitrat (NO3") och pH-vardet i bada behandlingarna lag pa 6.4
vid start. Z8 naringsinnehall har ett ca tio ganger sa lagt naringsinnehall som
naringslosningen och dessutom ar forhallandet mellan de olika amnena annorlunda
(Niva 1976).

Tabell 1. Makrondringsdmnen i naringslosningen (inklusive Na) (mg/l).

N P K Mg S Ca Na
520 63.6 442 44.7 88.2 499 99
Tabell 2. Mikrondringsamnen i naringslésningen (mg/l).

Cl Fe Mn B Zn Cu Mo
9.23 4.1 11 0.1 0.8 0.1 0.1

For varje behandling anvandes 4 stycken 500 ml E-kolvar med 200 ml 16sning i
varje. Vid start var densiteten alger i kolvarna 2,2 - 10° cell/ml for C. vulgaris och
1,4 - 10° cell/ml for H. pluvialis. Kolvarna luftades kontinuerligt for omrérning och
till detta anvandes slangar nedsénkta i samtliga prover kopplade till en luftpump.
Kulturtiden for C. vulgaris antogs vara cirka 7 dygn och for H. pluvialis ca 14 dygn.

Detta lamnades oppet for forandringar under forsokets gang.
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2.4 Analys av tillvaxt

Mikroalgernas tillvéxt mattes var 24:e timme genom cellrékning i en
haemocytometer i ett ljusmikroskop. Dessutom maéttes den optiska densiteten (OD)
vid vaglangden 405 nm i en spektrofotometer. Mikroalgernas tillstand undersoktes

dagligen genom mikroskopering och genom visuell bedémning av kulturernas

fargutveckling.

Fig. 4. Uppstallning av férsoket
innan vav lades pa H. pluvialis.
Egen bild.
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3 Resultat

Resultaten for odling av Chlorella vulgaris och Haematococcus pluvialis skilde sig
mycket fran varandra, bade i tillvaxtfrekvens och i vaxtsatt. C. vulgaris visade pa en

mycket battre tillvaxt i bada naringslosningarna an H. pluvialis.

—

Celltdthet ((log) cell/ml)

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336
Tid (h)

== Chlorella + Z8 == Chlorella + naringsl6sn.

==r=Haematococcus + Z8 =>¢=Haematococcus + naringslésn.

Fig. 6. Tillvaxtkurvor for celltathet matt i celler/ml (logaritmerade varden) for de olika

behandlingarna.
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0,7

Optisk densitet (OD 405 nm)

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336

Tid (h)
== Chlorella + Z8 == Chlorella + naringslosn.
===Haematococcus + Z8 =>=Haematococcus + naringslosn.

Fig. 7. Tillvaxtkurvor matt i optisk densitet vid 405 nm, fér de olika behandlingarna.

3.1 Chlorella vulgaris

Forsoket visar att det gar att odla Chlorella vulgaris i vaxthus i de bada
néringslosningarna. Kulturerna vaxte snabbt och redan efter 4 dygn syntes en tydligt
tilltagande gron féarg i kolvarna med Z8. Den gréna fargen dkade under forsokets

gang i bada naringslosningarna (fig. 5.).

Fig. 5. Synlig fargskillnad
mellan néringslésning och Z8
i kulturer med C. vulgaris
efter 9 dygn.

Egen bild.
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Celltatheten i de bada behandlingarna 6kade under forsokets gang for att efter 10
dygn 6ka nagot mer i naringslosningen (fig. 6). I tillvaxtkurvan for optisk densitet sa
okar bada behandlingarna under hela perioden (fig. 7). Dock ar 6kningen mycket
hogre i Z8 an i naringslésningen vilket inte stammer éverrens med siffrorna for

celldensitet.

Efter 12 dygn kunde man i mikroskop observera att det fanns stora skillnader mellan
algernas levnadsstadier i Z8 respektive i naringslosningen. | Z8 var algerna stora,
kantiga, stilla och sag ut att ha borjat ackumulera karotenoider vilket &r ett tecken pa
att algerna var i slutet av sin livscykel. Det visade sig att pH-vérdet i kolvarna med
Z8 efter 12 dygn hade stigit kraftigt och hade ett medelvarde pa 9,8. |
naringslésningen déremot hade pH-vardet 6kat mycket lite och hade ett medelvérde
pa 6,7. | dessa prover var i stort sett alla alger sma och utan antydan till
karotenoidackumulering. Aven celltatheten visar pé en fortsatt tillvaxt i
naringslésningen. Trots det visar kurvan for optisk densitet (405 nm) i Z8 en

markbart kraftigare 6kning an kurvan for naringslosning (fig. 7).

Algerna loste sig bra i bada losningarna. Daremot loste sig salterna i
naringslosningen nagot samre och gav losningen en nagot ljusare farg an Z8 (fig. 5).
Dock lade sig inga salter pa botten av kolvarna. | ett av proven med Z8 vaxte algerna
pa ett annat satt an i 6vriga prover da de istallet for att vara jamnt I6sta lade sig pa
botten dar de bildade en biofilm. Man kunde dven i mikroskop se att cellerna hade
klumpat ihop sig. Provet fick ett markant lagre varde, an de 6vriga i Z8, bade i OD
och i cell/ml. Detta gjorde att provet inte var representativt for det sammanstéllda

medelvardet och plockades darfor bort.

3.2 Haematococcus pluvialis

Haematococcus pluvialis tillvaxte samre och pa ett annat sétt &n Chlorella vulgaris. |
bade naringslosningen och i Z8 visade celltatheten pa en mycket liten 6kning (fig. 6)
och i matningen av optisk densitet (fig. 7) sker ingen 6kning alls. Detta trots att man i

Z8-kulturerna kunde observera en viss tilltagande gron féarg efter 9 dygn (fig. 8) samt
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att man i dessa med blotta 6gat kunde se att méngden alger i kolvarna 6kade under
forsoksperioden. Dock kunde man aldrig observera nagon grén farg i kulturerna med
naringslosningen (fig. 8) trots att dessa hade varden som lag strax 6ver Z8 i OD (fig.
7) och féljde samma niva i celltathet som i Z8 (fig. 6).

Fig. 8. En viss 6kning i gron farg efter Fig. 9. H. pluvialis efter 9 dygn i Z8 och

9 dygn i Z8 med H. pluvialis. Egen bild. I naringsldsning. Egen bild.

H. pluvialis I6ste sig aldrig riktigt i vatskan utan de flesta cellerna lag pa botten av
kolvarna (fig. 9). I mikroskop kunde man uppskatta att cellerna som loste sig
framforallt var alger i det frisimmande vegetativa stadiet medan aplanosporerna, som
ar stilla och storre, framst lade sig pa botten. I naringslésningen med H. pluvialis
|6ste sig aldrig riktigt salterna och det skedde en utféallning av saltkristaller som
kunde observeras i mikroskop. Salterna la sig pa botten av kolvarna och gav
dessutom lésningen en viss vitaktig ton. Efter 9 dygn sag manga av cellerna i
naringslosningen kantiga och trasiga ut och endast ett fatal var i det vegetativa
simmande cellstadiet. Samtidigt i Z8 kunde man finna en stor andel av algerna som
var i det vegetativa stadiet.

Liksom i kulturerna med C. vulgaris hade pH-vérdet i Z8 stigit mycket och hade ett

medelvérde pa 8,4 efter 12 dagar och manga av algerna i Z8 fatt en rodaktig ton.
Samtidigt i naringslosningen lag pH-vardet stabilt med ett medelvarde pa 6,3.
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4 Diskussion

Fran detta forsok sa kan man dra slutsatsen att mikroalgen Chlorella vulgaris har
potential att tillvaxa bra i returvatten fran vaxthusodling, under enkla
odlingsforhallanden i vaxthus. C. vulgaris visade sig tala de hoga naringshalterna
fran naringslosningen vilken hade koncentrationerna (mg/1) 520 nitrat, 63,6 fosfor,
442 kalium och 499 kalcium (tabell 1). For att fa en bra naringsreduktion s maste
tillvaxten vara god (Jansson 2011) och da tillvaxten fér C. vulgaris fortlopte under
hela forsoket visar att mikroalgen med férdel gar att odla for det andamalet.
Chlorella antas vara kanslig for ett alltfor hogt pH da tillvéaxten i Z8 avstannade efter
12 dygn vid pH 9,8. Reuturvatten har ofta en lag alkalitet (Christensen m.fl. 2010)
men eftersom pH-vardet 6kar under algens tillvaxt, vid upptag av CO, och
nitratjoner (Larsdotter 2006), sa kan man behdva atgéarda detta genom att tillsatta en
pH-sénkande syra (Christensen m.fl. 2010). Eftersom kulturtiden for C. vulgaris &r
relativt kort, ca 10 dagar (Chinnasamy 2009), (Jansson 2011), sa kanske man bara
behover tillsatta syra vid nagra fa ganger. Eftersom det gick bra att odla C. vulgaris i
liten skala skulle det vara intressant att odla algen i stérre system pa ett sétt som
vaxthusodlaren kunde anvanda sig av. Detta skulle kunna ske i storre behallare eller i
hangande plastfickor (Willemse 2009). Den skérdemetod som lampar sig bést for C.
vulgaris ar centrifugering, da algerna inte kan vara for mindre &n 70 um vid filtrering

och sedimentering (Jansson 2011).

Haematococcus pluvialis tillvaxte mycket samre an C. vulgaris, framforallt i
naringslosningen dar man inte kunde se nagon 6kning i gron farg och dar cellerna
dessutom sag skadade ut i mikroskop. Det kan bero pa utfallningen av salter som
skedde i behandlingen och eftersom bade algerna och saltet lade sig pa botten sa kan
man inte bortse fran att cellerna kan ha saltskadats. Utfallningar av salter &r daremot
inget vanligt problem som uppstar i riktigt draneringsvatten forutsatt att inte pH-
vardet blir for hogt sa att fosfor falls ut som kalciumfosfat (Larsdotter 2006). Det
vore darfor intressant att gora ett forsok dar man odlade H. pluvialis i "&kta”
dréaneringsvatten for att se om algerna tillvaxer battre da det inte forekommer nagon

saltutféllning.
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Att vardet for optisk densitet i H. pluvialis konstant var nagot hogre i
naringslosningen an i Z8 (fig. 7), trots att de tva behandlingarna hade mycket lika
varden i kurvan for celltathet (fig. 8), beror sannolikt pa att de utfallda salterna i
naringslosningen paverkade den optiska densiteten till att ge ett hogre varde.

I C. vulgaris visar kurvan for optisk densitet i Z8 en kraftigare 6kning an kurvan for
naringslosning (fig. 7). Detta kan bero pa att cellerna i Z8 var storre an i
naringslosningen trots att de var ungefar lika manga, vilket darfor gav ett hogre varde

for optisk densitet.

Det hoga pH-vérdet som efter 12 dygn uppmattes i kulturer med C. vulgaris (pH 9,8)
| Z8 antas vara stressfaktorn som ledde till att de stannade upp i sin tillvaxt och
borjade ackumulera karotenoider. Eftersom stress 0kar karotenoidsyntesen i alger
(Chacodn-Lee & Gonzalez-Marifio 2010) ar detta nagot man skulle kunna styra dver
for att producera de metaboliterna man vill ha. Stress som till exempel hég
ljusintensitet och hog salthalt 6kar dven lipidsyntesen i C. vulgaris. En kombination
av fleromattade fettsyror och karotenoider kunde vara intressant i kosttillskott eller i

som ingrediens i livsmedel.

Det fanns komplikationer i matningen av H. pluvialis da algen inte loste sig riktigt
och koagulerade till klumpar (fig. 9). Enligt observationer var detta nagot som kunde
ske ndr algen var i aplanosporstadiet vilket syntes tydligt efter ca 14 dagar. Detta
gjorde att det var svart att fa upp storre klumpar genom den smala pipettspetsen
vilket gjorde att matningarna inte gav representativa vérden, varken for optisk
densitet eller celldensitet. Trots en synlig 6kning i gron férg i Z8 efter 9 dagar (fig.
8), sa tkade knappt vardena for celldensitet eller optisk densitet i kulturen. Ett battre
satt att mata tillvéxten for H. pluvialis skulle vara att med jdmna mellanrum ta

prover, med en grovre pipett, som torkades och dar sen torrvikten vagdes.

Vad man hade kunnat forbattra i forsoket ar dels en battre omrorning an den luftning
med luftpump som anvéndes i forsoket. Detta kunde motverka sjalvskuggning av
celler i H. pluvialis som la sig pa botten. En battre omrorning skulle kunna oka

algernas ljusupptag och pa sa vis paskynda produktionen. Detta ar dock en
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ekonomisk fraga och i det har forsoket var malet att producera alger under enkla
odlingsforhallanden som stammer éverens med vaxthusodlares forutsattningar.

En annan forbéttring av algodlingarna skulle vara att 16sa CO, i kulturerna vilket dels
skulle oka produktiviteten da fotosyntesen gynnas samt sanka pH da I6st CO, bildar
kolsyra. Att tillsatta CO, skulle 6ka produktionskostnaden (Larsdotter 2006) vilket
skulle gora det svarare att motivera vaxthusodlare att odla alger. Ett annat satt att 6ka

halten kol &r att tillsatta en organisk kolkélla i I6sningen.

Ateranvéndning av draneringsvatten fran véxthusodling kan krava en viss kontroll
och bearbetning. Exempelvis sa maste man vara medveten om att naringsinnehallet
varierar under sasongen och kanske maste spadas ut nar det & som hogs.

Da det kan forekomma patogener i draneringsvatten bor man lata vattnet genomga en
reningsprocess innan man tillsatter algerna. Detta kan exempelvis vara filtrering for
att fa bort stora protozoer och behandling med UV-ljus som tar dod pa bakterier.
Bearbetning av alghiomassan kraver avancerad teknik. Darfér bor mikroalgerna som
skordats saljas till ett foretag som bearbetar algbiomassa. Beroende pa kvalitet och

innehall av metaboliter sa kan de saljas olika dyrt och for olika &ndamal.

Det har varit svart att hitta fakta om optimala odlingsbetingelser for mikroalger. Det
beror sannolikt pa att olika mikroalger kan ha valdigt olika optimala miljofaktorer
och manga kan dessutom tala stora variationer. Detta kan ocksa variera mycket
mellan olika stammar inom samma art. N&sta steg i detta projekt, som inte ligger
inom ramen for just detta arbete, &r att separera biomassan och utreda om det har
bildats nagra vardefulla metaboliter i denna. | H. pluvialis kommer majligheten att
producera astaxanthin att undersdkas och i C. vulgaris kommer
fettsyrasammansattningen utredas. Kan produktion av intressant metaboliter

konfirmeras kommer odling av dessa alger i storre skala i véxthus att genomforas.
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5 Slutsats

| det har forsoket undersoktes mojligheten odla mikroalger for att reducera
naringshalten i draneringsvatten. En god néringsreduktion forutsatter en bra
biomassaproduktion vilket stdmde bast dverens med resultatet for Chlorella vulgaris.
Det hér forsoket visar att Haematococcus pluvialis kan vara fér komplicerad for
odling i enklare system. Framtida arbete for att optimera odlingssystemet for
mikroalger, inom ramen foér vaxthusodling, bor darfor fokusera pa C. vulgaris. Att
odla C. vulgaris kan vara ett sétt for vaxthusodlare som inte har recirkulerande
odlingssystem, att ta vara pa naringsamnen och samtidigt vinna ekonomiskt genom

att salja vidare biomassan
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