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SaZetak: Ubrzano iscrpljivanje rezervi i negativni utjecaji na okolis koji su posljedica pre-
rade i koristenja fosilnih goriva te nestabilnost trzista energenata, samo su neki od razloga
sve veceg istrazivanja i koristenja cistih, zelenih i obnovljivih izvora energije. Biogoriva se
smatraju ekoloski i ekonomski prihvatljivom alternativom fosilnim gorivima, pri cemu je vo-
dik jedno od najperspektivnijih alternativnih energetskih rjesenja. Vodik prakticki ne postoji
u prirodi u slobodnom obliku, ali se moze proizvesti kemijskim i bioloskim procesima. Glavni
nedostaci kemijskih procesa proizvodnje vodika su veliki investicijski i ukupni troskovi, velika
specificna potrosnja i niska ucinkovitost procesa. Kako bi se prevladali navedeni problemi te
ekolo§ki i ekonomski opravdao i unaprijedio proces proizvodnje (bio)vodika (bioH ), bioloSki
procesi postaju sve zastupljenija alternativa kemijskim procesima. Ovaj pregledni rad pruza
literaturni uvid u bioloSke procese proizvodnje bioH, kao obnovljivog izvora energije.
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1. Uvod

Iscrpljivanjem rezervi fosilnih goriva i rastu¢im klimatskim izazovima, raste potreba
za povecanjem raznolikosti energetskog portfelja. Prema predikciji Canuta i Mazze
[1], fosilna goriva za masovnu potro$nju ¢e u potpunosti nestati do 2200. godine. 1z
tog razloga raste zanimanje za biogoriva (bioplin, bioetanol, biodizel, biovodik itd.)
koja se smatraju ekoloski i ekonomski prihvatljivom alternativom fosilnim gorivima
[2]. Prednosti koriStenja biogoriva su viSestruke pri ¢emu se mogu izdvojiti sljedece:

* Smanjenje emisija staklenickih plinova: KoriStenje biogoriva umjesto fosilnih
goriva moze znacajno smanjiti emisije CO, i drugih Stetnih plinova, Sto dopri-
nosi borbi protiv klimatskih promjena.
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* Smanjenje ovisnosti o fosilnim gorivima: Biogoriva doprinose smanjenju ovi-
snosti o uvozu fosilnih goriva, §to povecava energetsku sigurnost drzava.

* Obnovljivost: Biogoriva se proizvode iz obnovljivih izvora poput biljaka, algi
ili otpadnih biorazgradivih materijala, §to ih dugoro¢no ¢ini odrzivim izvorom
energije.

* Podrska ruralnom razvoju: Proizvodnja biogoriva moze potaknuti razvoj rural-
nih podrucja kroz uzgoj sirovina poput biljaka ili algi te stvaranje radnih mjesta
u poljoprivredi i industriji biogoriva.

» Diversifikacija energetskog portfelja: Koristenje biogoriva doprinosi diversifi-
kaciji energetskog portfelja, smanjujuci rizik od nestanka ili fluktuacija cijena
fosilnih goriva.

» Smanjenje oneciscenja zraka: Biogoriva obi¢no imaju nize emisije Stetnih Cesti-
caidrugih oneciS¢enja u usporedbi s fosilnim gorivima, §to poboljSava kvalitetu
zraka i smanjuje zdravstvene probleme povezane sa zagadenjem.

» Potencijal za inovacije: Razvoj tehnologija za proizvodnju biogoriva otvara put
za inovacije u podrucju obnovljive energije te potice istrazivanje i razvoj novih
tehnologija.

Medu spomenutim biogorivima, vodik se smatra jednim od najperspektivnijih zahva-
ljujuéi svom visokom energetskom potencijalu (142 MJ/kg) i Cinjenici da njegovim
izgaranjem nastaje samo voda [3]. Medutim, budu¢i da u prirodi vodik ne postoji u
slobodnom obliku, mora se proizvoditi kemijskim ili bioloskim procesima. Kemijske
procese, trenutno dominantne u proizvodnji vodika, odlikuju veliki investicijski i
ukupni troskovi, velika potrosnja energije i niska u¢inkovitost. Kako bi se prevladali
navedeni problemi i unaprijedio proces proizvodnje vodika, sve se viSe paznje pri-
dodaje bioloskim procesima koji nude ekoloski prihvatljiviju varijantu. Procesi koji
se najcesce koriste za proizvodnju bioH, su anaerobna fermentacija, fotofermentacija
i mikrobna elektroliza, pri ¢emu ucinkovitost tih procesa prvenstveno ovisi o mi-
kroorganizmima koji sudjeluju u procesu te o supstratima bogatim ugljikohidratima.
Danas se u proizvodnji bioH, najvise paznje posvecuje lignoceluloznoj biomasi te ot-
padnim vodama s ciljem razvijanja odrzivih procesa [4]. Unato¢ velikom potencijalu,
bioloska proizvodnja bioH, ograniCena je slozeno$¢u procesa, Sto utjee na konacnu
cijenu i konkurentnost u odnosu na kemijske metode. Kako bi bioH, postao odrziva
i ekonomski opravdana alternativa fosilnim gorivima, potrebna su daljnja istraziva-
nja usmjerena na pronalazak novih metoda, sirovina, mikroorganizama i tehnologija
proizvodnje.

U ovom preglednom radu analizirani su i usporedeni bioloski procesi proizvodnje
bioH, s ciljem boljeg razumijevanja njegove uloge u tranziciji prema ¢istim i obnov-
ljivim izvorima energije.
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2. Vodik

2.1 Vodik — gorivo buducnosti

Jules Verne je u svojem romanu “Tajanstveni otok” (fr. L’lle mystérieuse, 1874.)
predvidio upotrebu vodika kao goriva buduénosti. U knjizi jedan od likova iznosi
ideju da ¢e voda, rastavljena na svoje sastavne elemente (vodik i kisik), jednog dana
postati izvor energije:

“Voda ce jednog dana biti gorivo. Vodik i kisik, od kojih se sastoji, koristeni zasebno,
osigurat ¢e neiscrpan izvor topline i svjetla, s jacinom koju ugljen ne moze postici.
Kad zalihe ugljena presuse, ugrijat éemo se pomocu vode.”

Ova vizionarska izjava smatra se jednim od prvih literarnih nagovjestaja koristenja
vodika kao energetskog izvora. lako je tada to bila samo znanstvena fantastika, danas
je vodik klju¢na tema u istrazivanjima obnovljive energije i procesu dekarboniza-
cije. Verneova ideja o elektrolizi vode za proizvodnju vodika postaje sve vaznija u
modernoj energetici, posebno kroz koncept zelenog vodika, koji se dobiva pomoc¢u
obnovljivih izvora energije poput sunca i vjetra.

Prednost vodika lezi u velikoj specifi¢noj energiji (142 MJ/kg), pri ¢emu se u go-
rivnim ¢elijama koje koriste vodik, oslobada 2,75 puta veéa energija u usporedbi s
izgaranjem goriva na bazi ugljikovodika. S obzirom na njegovu sve Siru primjenu,
vodik sve vise poprima ulogu goriva sadasnjosti. Prednosti njegove upotrebe uklju-
¢uju nisku emisiju Stetnih plinova (njegovim izgaranjem nastaje samo voda), moguc-
nost brzog punjenja gorivnih ¢elija, pohranu viskova energije i primjenu u razli¢itim
sektorima [5]. Neka od klju¢nih svojstava vodika prikazana su u Tablici 1.

Uz brojne prednosti koristenja vodika kao goriva, potrebno je uzeti u obzir i izazo-
ve povezane s njegovom primjenom. Vodik je zapaljiv i eksplozivan plin, §to moze
predstavljati sigurnosni rizik u slucaju curenja ili nestru¢nog rukovanja. Medutim,
zahvaljujuéi strogim sigurnosnim standardima, takvi problemi su iznimno rijetki. Je-
dan od najvecih izazova u Sirokoj uporabi vodika kao goriva je nedostatak infrastruk-
ture, odnosno punioca i distribucijskih sustava [5]. Osim toga, zbog male molekulske
mase, skladistenje 1 transport vodika predstavljaju tehnicki izazov, buduéi da se mora
¢uvati pod visokim tlakom ili iznimno niskim temperaturama [6].

Dodatni ¢imbenik koji ogranicava Siru primjenu jest visoka cijena proizvodnje, §to
vodik trenutno ¢ini skupljim od konvencionalnih goriva [8]. Unatoc¢ tim izazovima,
vodik ima brojne primjene u industriji, posebno u procesima proizvodnje amonijaka
i gnojiva (55%), rafiniranju nafte (25%), sintezi metanola (10%) te brojnim drugim
procesima (10%) kao $to su sinteza polimera, farmaceutska industrija, itd. [4,9].
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Tablica 1. Svojstva vodika pri standardnim uvjetima (prilagodeno iz [7])

Svojstvo | Vrijednost | Jedinica

Fizikalna svojstva

Molekulska masa 2,016 g/mol
Gustoca (plin) 0,08988 g/dm?
Volumetrijska gustoca 0,08376 kg/m?
TaliSte -259,16 °C
Vreliste -252,87 °C
Kriti¢na tocka -240,2 °C pri 1286,83 kPa
Trojna tocka -259,3 °C pri 7,09 kPa
Specifi¢na toplina 14,304 J(g'K)
Topljivost u vodi 1,6 mg/dm?

Termodinamicka svojstva
Visa ogrjevna vrijednost 141,86 MJ/kg
Niza ogrjevna vrijednost 119,93 MJ/kg
Energetska gustoca 10,05 MJ/m?
Energetska gustoca 141,90 MJ/kg

Kemijska svojstva

Temperatura samozapaljenja 570 °C
Eksplozivne granice 4-175 % vodika u zraku
Standardni elektrodni potencijal 0,00 V (prema SHE")

* Standardna vodikova elektroda

Vodik se moZze proizvesti razli¢itim kemijskim i bioloskim procesima, pri cemu ke-
mijski procesi i dalje dominiraju unato¢ svojim nedostacima, poput velikih investi-
cijskih i ukupnih troskova, velike specificne potrosnje, niske ucinkovitosti procesa
te negativnog utjecaja na okolis. Konkretno, proizvodnja vodika iz fosilnih goriva
rezultira emisijama ugljikovog dioksida (CO,) u atmosferu.

Kako bi se ti problemi prevladali te se ekoloski i ekonomski opravdao i unaprijedio
proces proizvodnje vodika, intenzivno se radi na poboljSanju postojecih i razvoju no-
vih tehnologija i procesa proizvodnje kao odrzivih alternativa, s posebnim naglaskom
na bioloske procese [4] o kojima ¢e viSe biti reCeno u nastavku rada.

2.2 Boje vodika

Vodik se smatra obnovljivim izvorom energije s obzirom da je najzastupljeniji ele-
ment na Zemlji. Medutim, njegova primjena je ogranicena ¢injenicom da u slobod-
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nom obliku ne postoji pa se mora sintetizirati iz razlicitih izvora kao §to su prirodni
plin, ugljen ili biomasa koristenjem razli¢itih termodinamickih, elektrokemijskih i
bioloskih procesa medu kojima su najvazniji elektroliza, piroliza, reformiranje nafte,
plinifikacija, fotofermentacija i tamna fermentacija. Odabir optimalne metode proi-
zvodnje vodika ovisi o dostupnosti sirovina, energetskim potrebama, ekonomskim
¢imbenicima i utjecaju na okoli$. S razvojem tehnologija za proizvodnju “zelenog”
vodika, tj. vodika proizvedenog iz obnovljivih izvora energije i bez emisija stakle-
nickih plinova, sve vazniji postaju procesi koji minimiziraju ekoloski utjecaj. Kako
bi se vodik klasificirao ovisno o nac¢inu na koji je proizveden, u industriji i energetici
koristi se “sustav boja” [10] (Slika 1).

ZELENI VODIK PLAVI VODIK

proizveden elektrolizom proizveden parnim proizveden parnim
primjenom struje dobivene reformiranjem ili . reformiranjem ili
iz obnovljivih izvora rasplfnjavanjem uz hvatanje rasplinjav.anjem ug!jen.a.
energije i vode ugljika pomocu prirodnog pomocu prirodnog plina ili
plina ugljena
Uglji¢ni otisak minimalan | Uglji¢ni otisak nizak Uglji¢ni otisak visok

SMEDI VODIK TIRKIZNI VODIK CRVENI VODIK

proizveden elektrolizom

proizveden rasplinjavanjem proizveden pirolizom iz . . . .
fosilnih goriva prirodnog plina primjenom struje dob.l.vene 1z
nuklearne energije
Uglji¢ni otisak visok Uglji¢ni otisak nizak Uglji¢ni otisak minimalan
BIJELI VODIK ?? VODIK

proizveden elektrolizom
primjenom struje dobivene iz proizveden iz biomase
solarne energije

proizveden pomocu
podzemnog plina

Uglji¢ni otisak minimalan Ugljiéni otisak srednji | Uglji¢ni otisak minimalan

Slika 1: Boje vodika

Zeleni vodik je trenutno najpozeljniji jer se proizvodi iz vode i obnovljive energije,
bez emisija CO,. Medutim, i plavi i tirkizni vodik se smatraju privremenim rjeSenji-
ma dok tehnologije “zelene” proizvodnje ne postanu jeftinije i dostupnije.

2.3 Biovodik

Osim spomenutih vrsta vodika, postoji i biovodik (bioH,), vodik dobiven bioloskim
procesima, kojem jo$ nije dodijeljena boja jer je istrazivanje ekonomski odrzivih



76 Vigevi¢, R., Sali¢, A., Zeli¢, B.: Biologki procesi proizvodnje biovodika

procesa njegove proizvodnje jo$ u ranoj fazi. Jedna od glavnih prednosti proizvodnje
bioH, je koriStenje otpadnih bioloskih sirovina §to omogucuje minimalno zagadenje
1 istovremeno rjeSavanje problema zbrinjavanja bioloskog otpada. U teoriji, takav
proces proizvodnje nema negativnih utjecaja na okolis.

Takav tip vodika dobiva se koriStenjem bioloskih sustava, poput bakterija, algi, ili
enzimskih reakcija, koji mogu proizvesti bioH, kao nusproizvod svojih metabolickih
aktivnosti. U mnogim slucajevima, bioH, se smatra “zelenim” izvorom energije jer
ne stvara Stetne emisije, osim ako se u procesu koristi odredena koli¢ina fosilnih
goriva za podupiranje proizvodnje. Koristenje bioH, u industriji ili transportu moze
doprinijeti smanjenju ovisnosti o fosilnim gorivima i postizanju globalnih ciljeva
smanjenja emisije staklenickih plinova.

BioH, takoder ima potencijal u razli¢itim industrijskim i komercijalnim primjenama,
ukljucujuéi gorivne ¢lanke za proizvodnju elektricne energije i vozila na vodik. lako
je proizvodnja bioH, jo$ uvijek u fazi istrazivanja i razvoja, taj oblik vodika moze
ponuditi dugoro¢nu odrzivost u energetskoj proizvodnji, posebno ako se poveze s
obnovljivim izvorima energije i naprednim biotehnoloskim metodama.

Trenutni glavni izazovi proizvodnje bioH, ukljucuju visoku cijenu proizvodnje, rela-
tivno niske konverzije supstrata, iskoristenje na produktu i produktivnost. Procjenju-
je se kako bi proizvodnja bioH, bila ekonomski isplativa kada bi konverzija supstrata
bila 60-80% [11]. Ipak, sa svakim novim istrazivanjem i poboljSavanjem postojecih
metoda, oCekuje se da bi do 2050. cijena bioH, trebala biti manja od cijene prirod-
nog plina (Tablica 2). Cijena proizvodnje bioH, trenutno iznosi 7,54-7,61 $/kg za
fermentacijske procese, 2,13-7,24 $/kg za procese izravne biofotolize i oko 1,42 $/kg
za procese neizravne fotolize Sto te procese €ini skupljima u odnosnu na troskove
proizvodnje konkurentnih procesa proizvodnje vodika [12].

Tablica 2: Projekcije cijena bioH, i prirodnog plina od 2019. do 2050. izrazene u $/kg [13]

Energent 2019. 2030. 2050.
bioH, 3,55 1,95 1,15
prirodni plin 2,40 2,40 2,15

2.4 BioloSke metode proizvodnje vodika

Nekoliko je procesa koji se koriste za proizvodnju bioH,, kao $to su anaerobna (ta-
mna) fermentacija, fotofermentacija, izravna i neizravna biofotolizu i mikrobna elek-
troliza. Uc¢inkovitost tih procesa najve¢im dijelom ovisi o metabolickim putevima,
stoga je odabir odgovarajuc¢ih mikroorganizma za proizvodnju bioH, od presudne
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vaznosti. Uz mikroorganizme, drugi klju¢an ¢imbenik je izbor supstrata, pri ¢emu je
vazno da je supstrat bogat ugljikohidratima. Danas se sve viSe pozornosti posvecu-
je lignoceluloznoj biomasi kao odrzivom, obnovljivom i jeftinom supstratu za proi-
zvodnju bioH,. lako proizvodnja bioH, iz lignoceluloznih materijala kao sirovina ima
brojne prednosti, jo$ nije komercijalizirana. Prvenstveno je to stoga §to koristenje
lignoceluloznih materijala kao sirovina za proizvodnju bioH, zahtijeva njihovu obra-
du kako bi se uklonile komponente koje mogu imati negativan utjecaj na proizvodnju
bioH,. Proces proizvodnje bioH, sloZen je i dugotrajan te unato¢ prednostima jo§ uvi-
jek ne moze konkurirati kemijskim procesima proizvodnje vodika zbog svoje visoke
cijene. Kako bi se prevladali postoje¢i problemi, istrazuju se novi pristupi proizvod-
nji bioH,, kao $to su ucinkovitije koristenja svjetla u fotofermentacijama povezano
s razvojem novih tipova fororeaktora, genetska modifikacija mikroorganizama koji
se koriste u fermentacijskim procesima, optimizacija procesa, dizajniranje sintetskih
enzimatskih puteva za proizvodnju bioH,, itd. Iako su bioloski procesi proizvodnje
bioH, dobro poznati i istraZeni, glavni izazov ostaje razvoj industrijski odrzivih bio-
loskih procesa [11].

2.4.1 Fermentacijski procesi za proizvodnju bioH,

Fermentacija je bioloski proces u kojem mikroorganizmi (bakterije, gljive 1 kvasci)
razgraduju organske supstrate, obi¢no ugljikohidrate, i pretvaraju ih u druge tvari,
najcesce alkohole, kiseline ili plinove. Moze se odvijati bez prisustva (anaerobna
fermentacija) ili u prisutnosti kisika (aerobna fermentacija) [14]. U kontekstu proi-
zvodnje bioH,, proces fermentacije se provodi kori$tenjem anaerobnih ili fototrofnih
bakterija, zbog ¢ega razlikujemo anaerobnu (tamnu) fermentaciju i fotofermentaciju.
Kombinacija tih procesa je najcesce koristena i najbolje istrazena od svih metoda bi-
oloske proizvodnje bioH,, prvenstveno zbog jednostavnosti [15]. Prednosti fermenta-
cijskih procesa su moguc¢nost koriStenja biootpada kao sirovine i velika selektivnost
prema bioH,, dok su glavni nedostatci nizak prinos bioH, u odnosu na teoretski mak-
simum i veca potros$nja energije u usporedbi s drugim bioloskim procesima.

2.4.1.1 Anaerobna (tamna) fermentacija

Tamna ili anaerobna fermentacija bioloski je proces u kojem mikroorganizmi razgra-
duju organske tvari u odsustvu kisika. Proces se naziva tamnom fermentacijom jer
se odvija bez svjetla, za razliku od fotofermentacije koja zahtijeva svjetlosnu ener-
giju. Tijekom anaerobne fermentacije, mikroorganizmi razgraduju razli¢ite organske
supstrate poput Secera, celuloze ili drugih ugljikohidrata, i pretvaraju ih u razlicite
produkte, ukljucujuci kiseline, alkohole, plinove i bioH,. Bakterije koje se najce-
$¢e upotrebljavaju za proizvodnju bioH, (Tablica 3) pripadaju skupinama anaeroba
(Clostridia, archae), fakultativnih anaeroba (Escherichia coli) 1 acroba (Alcalligenes,
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Bacillus). Kao supstrati za proizvodnju bioH, se ¢esto koriste jednostavni Seceri, ali
se sve viSe istrazivanja usmjerava na lignocelulozu kao odrzivu, obnovljivu i jeftinu
alternativu [16], odnosno opéenito prema bioloski razgradivim otpadnim sirovinama
kao $to su organski otpad, poljoprivredni ostatci i industrijske otpadne vode. Treba
takoder istaknuti kako je kod primjene sastavom slozenih sirovina, kao primjerice
lignoceluloze, potrebno ukljuciti i razlicite oblike predtretmana kojima se oslobadaju
jednostavni Seceri.

Tablica 3: Usporedba prinosa bioH, primjenom razli¢itih supstrata i mikroorganizama [15]

Mikroorganizam Supstrat Prinos bioH, po supstratu
Caldicellulosiruptor s .
saccharolyticus DSM 8903 Hidrolizat kore krumpira | 3,4 mol/mol
Clostridium butyricum z-hfirohzat viakana 1,7 mol/mol
Secerne trske
Clostridium thermocellum 7072 Kukuruzna stabljika 1,2 mol/mol
Thermotoga naepolitana Rizina slama 68,2 mL/g
Glukoza 124,5 mL/g
Enterobacter aerogenes HO-39 Saharoza 109,4 mL/g
Laktoza 37,8 mL/g
Heksoza
o =
o H, l o
A Piruvat |™>
Lignoceluloza
H
Hidroliza
Seceri l
N Acetil CoA

"~ Etanol, acetat, butaol

S
_ "~ Etanol || Acetat | Butanoat

Slika 2: Pojednostavljena shema nastanka vodika tamnom fermentacijom iz heksoza

U prvom koraku fermentacije bakterije razlazu monosaharide na piruvat (CH,CO-
COO) koji se daljnjim djelovanjem enzima hidrogenaze i piruvat oksidoreduktaze
razlaze na plinoviti ugljikov dioksid (CO,) 1 vodik (H,) te kapljeviti acetil koenzim
A (acetil CoA). Acetil CoA je intermedijer koji prelazi u etanol, octenu kiselinu ili
butansku kiselinu (Slika 2) [15,16].
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Optimalni procesni uvjeti za provedbu tamne fermentacije uklju¢uju temperature u
rasponu 30-55 °C i pH-vrijednosti u rasponu 6-7. Prinos bioH, tamnom fermentaci-
jom se moze izraunati proucavajuc¢i metabolicke puteve mikroorganizama uzimajuci
u obzir pocetne koncentracije Secera u fermentacijskom mediju. Tri metabolicka puta
koja daju najveci prinos tijekom provedbe tamne fermentacije prikazani su sljede¢im
jednadzbama kemijskih reakcija (1)-(3):

Fermentacija heksoza u octenu kiselinu:

C,H,,0, + 2H,0 — 4H, + 2CH,COOH + 2CO, (1)

Fermentacija heksoza u butansku kiselinu:

C,H,,0, — 2H, + CH,CH,CH,COOH + 2CO, )

Fermentacija heksoza u acetat i etanol:

C,H,,0, + H,0 — 2H, + CH,COOH + CH,CH,0H + 2CO, 3)

S octenom kiselinom kao glavnim produktom nastaju 4 mola bioH,, dok s butanskom
kiselinom kao produktom nastaju 2 mola bioH, po molu utroSene heksoze [17]. Teo-
retski najveci prinos tamnom fermentacijom nastaje potpunom oksidacijom heksoze,
koja rezultira s 12 mol bioH, i 6 mol CO,. Medutim, u praksi se procesom fermen-
tacije najcesc¢e dobiva 1 do 2,5 bioH,/mol glukoze [15]. Glavni nedostatak tamne
fermentacije je nastanak bioplina — smjese CO, i bioH, pri ¢emu je potrebno ukloniti
CO, kako bi se dobio ¢isti bioH,. Iako je tamna fermentacija brza od drugih bioloskih
procesa, prinos bioH, je nizi zbog nastanka mnogih nusprodukata kao §to su kiseline
(mlije¢na, octena kiselina), alkoholi (metanol, butanol), aceton, i plinovi (metan i
vodikov sulfid) [18]. S druge strane, dok su foto procesi ograni¢eni s dostupnoscu
sunceve svjetlosti, u procesu tamne fermentacije bioH, je moguce proizvoditi cijeli

.....

2.4.1.2 Fotofermentacija

Fotofermentacija je bioloski proces proizvodnje bioH, iz organskih kiselina djelova-
njem anaerobnih bakterija i svjetlosti kao izvora energije. Proces ukljucuje upotre-
bu razlicitih fotosintetskih mikroorganizama poput zelenih algi i cijanobakterija te
ljubicaste nesumporne bakterije, a kljuéni enzim odgovoran za proces proizvodnje
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bioH, tijekom fotofermentacije je nitrogenaza koja proizvodi vodik u uvjetima li-
mitacije duSikom [19]. U tom procesu se Cesto koriste bakterije roda Rhodopseudo-
monas [20], kao 1 ljubicaste nesumporne bakterije jer mogu rasti kao fotoautotrofi i
kemoheterotrofi, a za razliku od biljaka, algi i cijanobakterija nemaju puno slobodne
energije za proizvodnju bioH,, pa se u sustavu ne proizvodi kisik. Osim toga, ima-
ju sposobnost koriStenja Sirokog spektra organskih spojeva kao supstrata (piruvat,
acetat, alkoholi, ugljikohidrati, organske kiseline) [20]. Ukupna reakcija nastajanja
bioH, fotofermentacijom se moze opisati sljede¢com jednadzbom kemijske reakcije
(Jednadzba (4)) [16]:

CH,COOH + 2H,0 + svjetlost — 4H, + 2CO, )

Teoretski, u tom procesu se moze proizvesti 4 mol H,/mol octene kiseline. Medutim,
ta koli¢ina se ne postize u praksi jer se dio octene kiseline takoder trosi za proizvod-
nju (rast) biomase.

Biokemijski proces fotofermentacije ukljucuje prijenos elektrona koji se oslobadaju
tijekom razgradnje organskih supstrata, pri ¢emu ih feredoksin prenosi nitrogenazi,
koja ih potom koristi za redukciju protona u molekularni vodik. Energija potrebna za
taj proces dolazi iz izvora svjetlosti [21], a optimalni procesni uvjeti za fotofermen-
taciju su pH u rasponu 6,8-7,5, temperatura u rasponu 30-35 °C i intenzitet svjetlosti
u rasponu 6-6000 Ix [21]. Glavni nedostatak upotrebe enzima nitrogenaze je njegova
niska kataliticka aktivnost, supresija njegove ekspresije u prisutnosti izvora dusika
te manja fotokemijska uéinkovitost [16]. Osim toga, nedostatak samog procesa je
mala fotokemijska u¢inkovitost procesa, koja posljedicno zahtijeva koristenje velikih
povrsina za prikupljanje dovoljne koli¢ine svjetlosne energije. Potrebu za svjetlom
ogranicava prirodni ciklus dan-no¢, Sto rezultira diskontinuiranom proizvodnjom
bioH,.

Kako bi se prevladali nedostatci tamne i foto(heterotrofne) fermentacije, predlozen je
dvostupanjski proces koji kombinira oba ta procesa. U prvom dijelu procesa tijekom
tamne fermentacije, fermentacijom heksoza dolazi do nastanka bioH, i organskih
kiselina. BioH, se odvodi, a nastale organske kiseline se u drugom dijelu procesa
(foto(heterotrofna) fermentacija) prevode do bioH, i CO,.

2.4.1.3 Kombinacija tamne fermentacije i fotofermentacije

Kombinirana fermentacija, koja kombinira tamnu fermentaciju i fotofermentaciju,
trenutno je proces koji daje najveci prinos bioH,. Moze se provoditi kao dvostupanj-
ski slijedni proces pri ¢emu je tamna fermentacija prvi stupanj, a u drugom stupnju
se kiseline, nastale kao nusprodukt prvog stupnja, koriste kao supstrat za proizvodnju
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bioH, putem fotofermentacije. Nedostatak te metode je potreba za predtretmanom
prije fotofermentacije i ¢injenica da su za provedbu procesa potrebna dva reakto-
ra. Kada se kombinirani proces provodi kao jednostupanjska fermentacija, koristi
se samo jedan bioreaktor, ali u tom slucaju izazov predstavlja uskladivanje uvjeta
pogodnih za obje vrste bakterija [22]. Kombiniranjem tih procesa, teoretski prinos
moze doseci 12 mol H,/mol glukoze [15].

® N €O, ) co,

Hidroliza
Lignoceluloza —>  Scéeri  ——>

Inokulum Inokulum

., P
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Slika 3. Shematski prikaz integrirane tamne fermentacije i fotofermentacije

Slijedna fermentacija glukoze moze se prikazati na sljede¢em primjeru (Slika 3)
[18]. U prvom koraku, tijekom tamne fermentacije, iz glukoze nastaje octena kiseli-
na, bioH, i CO,, a proces se odvija bez prisustva svjetlosti prema sljede¢oj jednadzbi
kemijske reakcije (Jednadzba (5)):

C,H,,0, + 2H,0 — 4H, + 2CH,COOH + 2CO, (5)

U sljede¢em koraku fotofermentacijom iz octene kiseline u prisustvu svjetlosti nasta-
je dodatna koli¢ina bioH, i CO, (Jednadzba (6)) prema sljedecoj jednadzbi kemijske
reakcije:

CH,COOH + 2H,0 — 4H, + 2CO, (6)
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2.4.2 Biofotoliza

Biofotoliza je jo$ jedan od procesa proizvodnje bioH,, koji se temelji na razgradnji
vode u prisutnosti svjetla uz proizvodnju bioH,. Taj proces se najcesce provodi kori-
Stenjem zelenih algi 1 cijanobakterija, kojima su za proizvodnju bioH, potrebni enzi-
mi [FeFe]-hidrogenaza i nitrogenaza [23]. Biofotolizu mozemo podijeliti na izravnu
i neizravnu biofotolizu [21].

2.4.2.1 Izravna biofotoliza

U procesu izravne biofotolize (Slika 4a), zelene alge i cijanobakterije koriste sunce-
vu svjetlost u rasponu 400-700 nm za svoj rast. Nakon apsorpcije svjetlosti, mogu
proizvoditi bioH, pomoc¢u enzima hidrogenaze ili nitrogenaze [23]. Proces se moze
opisati sljedecom jednadzbom kemijske reakcije (Jednadzba (7)) [12]:

2H,0 + svjetlost — 2H, + O, (7

Tijekom izravne fotolize, fotosintetski organizmi reduciraju feredoksin i NADP*
koristenjem elektrona i protona iz vode. Elektroni se zatim prenose na feredoksin,
koji potom donira elektrone enzimu hidrogenaza koja katalizira pretvorbu protona u
bioH, prema sljede¢oj jednadzbi kemijske reakcije (Jednadzba (8)) [4]:

2H* + 2FD" <> H, + FD (8)

Taj proces se mora odvijati u anaerobnim uvjetima zato $to kisik u aerobnim uvjetima
ometa stvaranje bioH,.
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Slika 4. Shematski prikaz a) izravne i b) neizravne fotolize
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2.4.2.2 Neizravna biofotoliza

Kod neizravne biofotolize (Slika 4b) odvijaju se dvije razlicite faze, fotosinteza i
tamna fermentacija. U prvoj fazi, CO, i H,O pretvaraju se u organske tvarii O,, a u
drugoj fazi, u prisutnosti cijanobakterija ili algi, organske tvari prevode se u bioH,,
CO, i druge metabolite [19]. Najveci prinos bioH, u tom procesu ostvaruje se pri pH
od 4,5 do 8, optimalno oko 6, temperaturi 37 do 55 °C te dobroj izlozenosti svjetlo-
sti. Takoder, prije spomenuti procesi optimizacije poput metoda predobrade, dodatka
mikronutrijenata i aktivnih nanocestica pozitivno djeluju na procese biofotolize [24].
Proces se moze prikazati sljede¢im jednadzbama kemijskih reakcija (Jednadzbe (9)-

(10)) [15]:

6H,0 + 6CO, + svjetlost — CH,,0, + 60, 9)

C,H,,0, + 6H,0 + svjetlost — 12H, + 6CO, (10)

Glavni nedostaci procesa biofotolize su stvaranje O,, Sto moze inhibirati postojece
mikroorganizme, te stvaranje eksplozivne smjese O, i H,. Osim toga, indirektna foto-
liza zahtijeva inhibiciju hidrogenaza kako bi se sprijecila razgradnja bioH,.

2.4.3. Mikrobna elektroliza

BioH, se moze proizvoditi i u elektrokemijskim sustavima koriStenjem tehnologije
mikrobnih elektrokemijskih ¢elija (engl. Microbial Electrochemical Cells, MEC), a
sam proces predstavlja kombinaciju mikrobnog metabolizma i elektrokemije (Slika
5) [18]. Mikroorganizmi koji se koriste u ovom procesu su elektrogeni mikroorga-
nizmi koji pretvaraju organski materijal u CO,, elektrone i protone (H"). Generirani
elektroni prenose se na anodu, dok H" ostaje u elektrolitskoj otopini. Pod utjecajem
vanjskog elektricnog kruga, elektroni se premjestaju s katode na anodu, gdje se kom-
biniraju s H" kako bi se proizveo bioH,, a proces se moze prikazati sljedecom jed-
nadzbom kemijske reakcije (Jednadzba (11)) [19]:

CH,COO~ + 2H,0 + H* — 4H, + 2CO, (11)

MEC sustavi imaju ogroman potencijal, jer se uz proizvodnju bioH, mogu koristiti i
za proc¢is¢avanje vode i zraka, buduc¢i da kao sirovinu mogu koristiti otpadnu vodu i
CO, [18,25].
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Slika 5. Shematski prikaz mikrobne elektrolize

2.4.4 Enzimatska proizvodnja biovodika

Enzimatska proizvodnja bioH, predstavlja inovativan pristup u podrucju obnovljivih
izvora energije, koriste¢i enzime kao biokatalizatore za proizvodnju bioH, putem ra-
zlic¢itih biokemijskih reakcija inspiriranih prirodnim metabolickim putevima mikro-
organizama. Klju¢nu ulogu u tim procesima imaju enzimi hidrogenaza i nitrogenaza,
koji sudjeluju u katalitickim mehanizmima proizvodnje bioH, [26]. Hidrogenaza ka-
talizira reverzibilnu reakciju stvaranja bioH, iz protona i oksidaciju bioH, u protone,
dok nitrogenaza reducira dusik u amonijak te proizvodi bioH, kao nusproizvod u
anaerobnim uvjetima s limitacijom dusika [27,28].

Bakterija Ralstonia eutropha H16 pokazala se kao izuzetno znacajna u biotehnolos-
kim procesima zahvaljujuci svojoj sposobnosti koriStenja hidrogenaza za proizvod-
nju i potro$nju bioH, u anaerobnim uvjetima. Ova gram-negativna bakterija raste
litoautotrofno i u potpunosti se oslanja na fiksaciju ugljikovog dioksida, Sto zahtijeva
velike koli¢ine energije. U njoj se mogu pronaci tri vrste hidrogenaza: membranski
vezana hidrogenaza (MBH), slobodna hidrogenaza (SH) i regulatorna hidrogenaza
(RH), koje pripadaju skupini [NiFe]-hidrogenaza [29,30]. Za razliku od ve¢ine dru-
gih mikroorganizama, ¢ije hidrogenaze inaktivira prisutnost kisika [30], hidrogenaze
R. eutropha H16 tolerantne su na kisik, §to znacajno prosiruje mogucnosti njiho-
ve primjene u biotehnoloSkim procesima. Izolacija R. eutropha H16 moguca je iz
razli¢itih okolis$nih izvora bogatih organskim materijalima, ukljucujuci tla, vodene
ekosustave i industrijske otpadne vode [31]. Kada se jednom izolira, optimalni rast
bakterije u laboratorijskim uvjetima postize se koriStenjem mineralnog medija obo-
gacenog razli¢itim izvorima ugljika [32]. Tijekom uzgoja mogu se pojaviti izazovi
poput kontrole pH-vrijednosti, nakupljanja nusprodukata fermentacije i osiguravanja
dostupnosti hranjivih tvari. Regulacija pH-vrijednosti klju¢na je za stabilan rast bak-
terije, dok se nakupljanje nusproizvoda, poput organskih kiselina i alkohola, moze
ublaziti primjenom genetickog inzenjerstva i sustava za uklanjanje nusprodukata iz
medija [33-34].

Hidrogenaze su klju¢ni enzimi u bioloskoj proizvodnji bioH, i dijele se prema me-
talnim centrima aktivnhog mjesta u tri glavne klase: [FeFe]-hidrogenaze, [NiFe]-hi-
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drogenaze i [Fe]-hidrogenaze. [FeFe]-hidrogenaze karakterizira visoka aktivnost u
proizvodnji bioH, te prisutnost H-klastera koji sadrzi Zeljezo, ugljikov monoksid i
cijanidne ligande, §to im omogucuje u¢inkovit prijenos elektrona. [NiFe]-hidrogena-
ze su stabilnije, ali manje aktivne u odnosu na [FeFe]-hidrogenaze te pokazuju veéu
otpornost na kisik. [Fe]-hidrogenaze ili Hmd hidrogenaze sadrze jedinstveni zeljezni
centar i ne ovise o niklu, §to im omogucuje specificne kataliticke aktivnosti [35-38].

Mehanizam djelovanja hidrogenaza temelji se na vezanju molekularnog vodika na
aktivno mjesto enzima, gdje dolazi do njegove disocijacije na protone i elektrone
[39]. Elektroni se zatim transportiraju kroz niz kofaktora unutar enzima do kona¢nog
akceptora elektrona, dok se protoni oslobadaju u okoli§ [35]. Taj proces moze biti
reverzibilan, omogucujuci sintezu bioH,. Izazovi u primjeni hidrogenaza ukljucu-
ju njihovu osjetljivost na kisik i temperaturu, $to ograni¢ava njihovu industrijsku
upotrebu. Stoga se intenzivno istrazuju metode za poboljSanje njihove stabilnosti,
ukljucujuéi inzenjerstvo enzima i razvoj novih biokatalitickih sustava prilagodenih
za primjenu u odrzivim energetskim sustavima [36].

Kombinacijom enzima glukoza dehidrogenaza (GDH) i enzima hidrogenaza, bioH,
se moze proizvesti 1 u biokatalitickoj reakciji s glukozom kao supstratom pri ¢emu
se reakcijski sustav temelji na jednostavnoj enzimskoj konverziji glukoze u glukon-
sku kiselinu uz paralelnu proizvodnju molekularnog vodika. Enzim GDH katalizira
oksidaciju glukoze u glukono-1,5-lakton, koji se hidrolizira u glukonsku kiselinu, a
kofaktor za ovu reakciju je NAD" ili NADP", koji se pri tome reducira. Drugi enzim,
hidrogenaza tolerantna na kisik (hidrogenaza), koristi kofaktor kao donor elektrona,
Sto rezultira nastankom molekularnog vodika i, ne manje bitno, regeneracijom kofak-
tora (Slika 6) [3].

Glukoza D-Glukono-1,5-lakton Glukonska kiselina

Hidrogenaza

Slika 6. Shematski prikaz enzimatske proizvodnje bioH, iz glukoze katalizirane enzimom
GDH i hidrogenaza
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2.5 Cimbenici koji utje¢u na proizvodnju bioH,

Ucinkovitost prethodno navedenih procesa u proizvodnji bioH, najve¢im dijelom
ovisi o metabolickim putevima organizama/enzima koji se koriste u procesu i izboru
supstrata pri ¢emu je vazno da je isti bogat ugljikohidratima. Nadalje, predobrada si-
rovina/susptrata, pocetna koncentracija supstrata, pH-vrijednost, temperatura, prisut-
nost nanocestica i mnogi drugi ¢imbenici takoder igraju vaznu ulogu u optimizaciji
procesa proizvodnje bioH, [18].

2.5.1.1 Utjecaj predobrade sirovina na proizvodnju bioH,

Upotreba jednostavnih Se¢era poput glukoze i saharoze u proizvodnji bioH, relativno
je dobro istrazena, ali s ciljem dobivanja ekoloski i ekonomski prihvatljivog proce-
sa danas se sve viSe pozornosti posvecuje lignoceluloznoj biomasi kao odrzivom,
obnovljivom 1 jeftinom supstratu. Lignoceluloza se sastoji od celuloze (33-55%),
hemiceluloze (20-25%) i lignina (15-25%), a ve¢inom potjece iz otpada poljoprivred-
ne, prehrambene i drvne industrije. Unato¢ brojnim prednostima proizvodnje bioH,
iz lignoceluloznih materijala, komercijalizirana primjena jo$ nije zazivjela jer je za
oslobadanje jednostavnih Secera potrebna slozena obrada. Obrada ukljucuje tri faze:
prethodnu obradu, hidrolizu i po potrebi, procis¢avanje hidrolizata. Proces hidrolize
lignoceluloze moze se podijeliti na tri vrste i to na alkalnu, kiselu i ultrazvucno-
potpomognutu hidrolizu [18]. Alkalna hidroliza rezultira koncentracijama 2,6 puta
veéim u usporedbi s procesom u kojem je proizvodnja provedena na materijalu bez
predobrade, kiselinska hidroliza rezultira 3 puta ve¢im koncentracijama bioH,, a ul-
trazvucéno-potpomognuta hidroliza u trajanju od 15 do 30 minuta povecava prinos
bioH, za 75-88% [17].

2.5.1.2 Utjecaj koncentracije supstrata

Pocetna koncentracija supstrata vazna je za proizvodnju bioH, jer prevelike pocetne
vrijednosti Cesto inhibiraju rast mikroorganizma/aktivnost enzima $to se negativno
odrazava na sam proces. Kako bi se izbjegla inhibicija, mogu se koristiti Sarzni reak-
tori s dotokom supstrata, smanjiti koncentracija samog supstrata ili u proces dodati
bakterije (npr. Entoerobacter aerogenes) koje smanjuju inhibiciju i stimuliraju mi-
krobiolosku aktivnost proizvodnje bioH, [26].

2.5.1.3 Utjecaj pH-vrijednosti

Jedan od klju¢nih faktora za uspje$nu proizvodnju bioH, je pH-vrijednost reakcijske
smjese zbog toga Sto razli¢iti mikroorganizmi imaju razlicitu aktivnost pri razli¢itim
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pH-vrijednostima. Mikroorganizmi koji sudjeluju u proizvodnji bioH, naj¢esce poka-
zuju najvecu aktivnost pri pH-vrijednostima u rasponu od 5 do 8. pH-vrijednost ma-
nja od 5 moze prepoloviti brzinu proizvodnje bioH, u odnosu na neutralnu pocetnu
pH-vrijednost, dok se optimalnim pokazao pH 5,5 [15,17].

2.5.1.4 Utjecaj temperature na proizvodnju bioH,

Temperatura znacajno utjece na aktivnost mikroorganizama i enzima ukljuc¢enih u
proizvodnju bioH,. IstraZivanja su pokazala da je optimalna proizvodnja bioH, u
temperaturnom rasponu od 30 do 40 °C, pri cemu najbolje rastu bakterije kljucne za
ovaj proces, poput roda Clostridium. Osim §to utjeCe na aktivnost mikroorganizama,
temperatura takoder utjeCe i na sastav mikrobne populacije. Primjerice, pri tempera-
turama izmedu 37 1 45°C dominira Clostridium, dok u rasponu temperatura 60-65 °C
prevladava Thermoanaerobacterium, $to rezultira pove¢anom proizvodnjom etanola
[18].

Iznimno, u procesima koji se provode pomocu hipertermofilnih bakterija poput
Pyrococcus furiosus i Thermotoga maritime znacajan prinos bioH, zabiljezen je i
pri temperaturama ve¢im od 80 °C. U fotofermentacijskim procesima optimalna je
temperatura oko 25 °C, budu¢i da temperature iznad 30 °C imaju znacajan inhibicij-
ski utjecaj na enzim nitrogenazu ljubicastih nesumpornih bakterija koje su najcesce
koristeni mikroorganizmi u tom procesu [40].

2.5.1.5 Utjecaj ostalih ¢imbenika na proizvodnju bioH,

Osim ve¢ spomenutih utjecaja, postoji jos cijeli niz ostalih ¢imbenika koji mogu utje-
cati na proces proizvodnje bioH, kao $to su primjerice dodatak nanocestica, razlicitih
nutrijenata, metalnih iona, intenzitet svjetlosti, itd. Dodatkom nanocestica povrsina
adsorpcije elektrona znatno raste pri cemu se povecava aktivnost enzima §to za po-
sljedicu ima povecan prinos bioH,. Primjerice, dodavanjem 20 nmol/dm’ srebrenih
nanocestica prinos bioH, se povecao za 67,6% u odnosu na kontrolnu grupu u kojoj
nanocestice nisu bile prisutne [40]. Prisutnost razli¢itih nutrijenata i soli poput fos-
fora, dusika i sumpora moze znacajno utjecati na proces. Fosfatne soli djeluju kao
katalizator, dok dusik i sumpor mogu imati i pozitivne i negativne uc¢inke. Dusik sluzi
kao nutrijent za rast bakterija, ali u prevelikim koli¢inama u reakciji s vodikom daje
amonijak (NH,) Sto negativno utjeCe na pH ili moZe reagirati s kisikom stvarajuci
pri tome nitrite (NO,") koji su toksi¢ni za mnoge mikroorganizme. Sumpor u obliku
sulfata (SO,*) iz procesnog prostora uklanja slabije elektron akceptore poput nitrata
(NO;) i nitrita (NO,"), ali redukcija sulfata (SO,*) u sumporovodik (H,S) tijekom
fermentacije ima negativan utjecaj jer je sumporovodik toksi¢an za mnoge mikroor-
ganizme [40].
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U procesima fotofermentacije, intenzitet svjetlosti ima veliki utjecaj na proces, odno-
sno na aktivnost ljubicastih nesumpornih bakterija pri ¢emu te bakterije imaju najveci
prinos na intenzitetu svjetlosti od 2500 do 5000 Ix [15].

Dodavanje metalnih iona poput Na*, Ca*, Mg*", Ni*" i Fe-iona u tragovima takoder
pospjesuje reakcije tamne i foto fermentacije optimiziranjem djelovanja enzima i ra-
sta mikroba [40].

3. Zakljucak

BioH, se smatra gorivo buducnosti zbog svoje visoke energetske gustoce i niskih
emisija, unato¢ izazovima povezanim s infrastrukturom i visokom cijenom proi-
zvodnje. Optimizacijom uvjeta provedbe procesa kao §to su primjerice koncentracija
supstrata, pH-vrijednost i temperatura, uz uklju¢ene metode predobrade supstrata i
pravilan izbor radnih mikroorganizama, moguce je unaprijediti te procese uz postiza-
nje vecih prinosa te posljedi¢no povecati ekonomske i ekoloske prednosti proizvod-
nje i koriStenja bioH.,.

Projekcije za buduénost ukazuju na rast proizvodnje bioH,, razvoj infrastrukture i
poboljsanja u ekonomicnosti i odrzivosti. S obzirom na globalne inicijative za sma-
njenje emisija staklenickih plinova i sve ve¢a ulaganja u obnovljive izvore energije,
bioH, se isti¢e kao vazan resurs za postizanje energetske odrzivosti.
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