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Apstrakt: Koris¢enje jeftinih obnovljivih sirovina kao $to su lignoce-
Julozne sirovine za proizvodnju vodonika fermentacijom ima veliki znacaj a i
potencijal da u buduénosti da glavni doprinos obezbedenju &iste energije. Vo-
donik se sve vise koristi kao alternativno gorivo za obezbedenje energije,
zamjenjujuéi sve viSe razna fosilna goriva. Vodonik je &isto, obnovljivo gori-
vo visoke toplotne mo¢i a pri sagorijevanju ne prouzrokuje efekat staklene
baste. Osnovni izazov u razvoju procesa proizvodnje vodonika je mali prinos
vodonika zbog slabe efikasnosti mikroorganizama na celuloznim sirovinama.
Zato se danas u svijetu deSavaju znagajni istraZivacki napori na unapredenju
predtretmana i hidrolize lignoceluloznih materijala. Razvoj efikasnih enzima
celulaze, optimizacija i unapredenje procesa fermentacije i inzenjerski pristup
aplikaciji procesa su osnova sve veceg interesovanja za lignocelulozne siro-
vine. IstraZivanja o genomu kombinovana sa geneti¢kim inZenjeringom nude
Sirok spektar moguénosti unapredenja performansi koris¢enja celuloznih siro-
vina u proizvodnji vodonika. U ovom radu se daje pregled kriti¢nih tehnolo-
gija, koje su danas u svijetu predmet istrazivanja i usavr$avanja, za proizvod-
nju vodonika iz lignoceluloznih sirovina.

Klju¢ne reéi: biogoriva, biovodonik, celulaza, tamna fermentacija,
lignoceluloza, saharifikacija. '

1. UVOD

Glavni izvor energije danas za potrebe privrede i za ljudske potrebe je fosil-
no gorivo jer se i dalje oko 80 % energije dobija iz tih izvora, [1]. Sektori privrede
koji su glavni potrosai nafte i naftnih derivata (dizel, benzin, te¢ni naftni gas) suu
sve nepovoljnoj situaciji zbog smanjenja rezervi nafte i stalnog rasta cijena, [2].

Fosilna goriva oslobadaju gasove koji izazivaju efekat staklene baste (CO.,
CH,, CO) i kao rezultat toga stvara globalno zagrijavanje i zagadenje planete.
Intenzivna istraZivanja se danas izvode radi dobijanja Cistih i odrzivih energetskih
izvora iz obnovljivih ugljeni¢nih resursa, [3]. Sada je trenutno energetski sistem
neprihvatljiv zbog ekoloskih, ekonomskih i politi¢kih teSkoca, [4].

Lignocelulozna biomasa je najrasprostranjeniji obnovljivi bioloski resurs
[5,6] koji se dobija fotosintezom CO, sa svetlo$¢u, [7]. Najveéi dio lignocelulozne
biomase &ine poljoprivredni i $umski otpaci i industijski efluenti industrije papira i
prehrane. Biosintezom celuloze iz biljaka na zemlji i morskih algi godi$nje se
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dobije 0,85-10"" tona sto Je Cetiri puta vie od ukupne svjetske potro3nje enery
[8-10]. Zato postoji veliki interes u svijetu za razvoj novih i ekonomski povol
procesa konvertovanja biomase u bioenergiju, [11, 12]. S druge strane, korigé
biomase za proizvodnju energije, hrane i hemikalija moZe rijesiti problem odl:
nja otpada i pomo¢i da se prekine rastuéa zavisnost od fosilnih goriva, [5, 13-15

Biogoriva su ekoloska, biorazgradiva, odrZiva, ekonomski konkurentr
perspektivna alternativna goriva, [16]. Medu svim biogorivima vodonik je izuze
Cisto gorivo sa visokom toplotnom moéi — 122 MlJ/kg, [17]. Sagorijevanjem v
nika nastaje voda zbog &ega nema doprinosa efektu staklene baste. Toplotna mo
skoro tri puta ve¢a nego kod metana, tabela 1, [18]. Zbog toga koris¢enje jefti
obnovljivih resursa, kao §to je lignoceluloza, za dobijanje biovodonika ima ve
potencijal. Za vodonik se predvida da ée 2100 godine biti glavna sirovina za obe
Jedivanje energije, [19-20].

Tabela 1. Poredenje energije emisije ugljenjika i donje toplotne moci (LHV) goriva

Reduibes | Fomisfotie | Eoeminiedlel | g | LV
; : kgC/kg goriva

VG:;‘)’:]‘;’ 120 2 0 120,1
Tec¢ni vodonik 120 8,5 0 120,1
Ugalj (antracit) 15-19 - 0,5 333
Prirodni gas 33-50 9 0,46 38,1
Benzin 42-45 38 0,84 42,5
Dizel 42,8 35 0,9 43
Nafta 40-43 31,5 0,86 449
Biodizel 37 33 0,5 -
Etanol 21 23 0,5 27,0

U ovom radu se prezentuje pregled metoda za tretman lignoceluloznih si;
vina uklju¢ujuéi i mikrobiologki, enzimski, postupak.

2. KONVERZIJA CELULOZE
I UPRAVLJANJE CELULOZNIM OTPADOM

2.1. Postupci predtretmana celuloze

Konverzija lignocelulozne biomase podrazumijeva hidrolizu celuloznih m
terijala do Secera koji sluzi za proizvodnju vodonika i cijenjenih produkata ferme
tacije. Faktori koji utiu na hidrolizu celuloze su poroznost materijala, step
kristali¢nosti celuloznih vlakana i lignina i sadrzaj hemiceluloze, [21]. U tabeli
[22-23] je prikazan sastav lignocelulozne biomase.
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Tabela 2. SadrZaj celuloze, hemiceluloze i lognina u uobicajenim poljoprivrednim ostacima

i otpadu

mlozni materijal Celuloza % Hemiceluloza % | Lignin %
Stabljike tvrdog drveta 40-55 24-40 18-25
Stabljike mekog drveta 45-50 25-35 25-35
Orahova ljuska 25-30 25-35 30-40
Kukuruz u klipu 45 35 15
Trave 25-40 35-50 10-30
Papir 85-99 0 0-15

| Pteni¢na slama 33-38 26-32 17-19
Sortirani otpaci 60 20 20
Lisce 15-20 80-85 0
Pamuk 80-95 5-20 0
Novine 40-55 25-40 18-30
Otpadni papir iz hemijske pulpe 60-70 10-20 5-10
Primarne Cestice iz otpadne vode 8-15 - 24-29
Svinjski otpad 6,0 28 -
Cursti stajnjak od goveda 1,6-4,7 1,4-3,3 2.7-5.7
Trava na obali Bermudskih ostrva 25 35,7 6.4
Siblje 45 31,4 12,0
Kineska $ecerna trska 27 25 14
Pirin¢ane ljuske 35 25 17
Pirin¢ana slama 32-47 19-27 5-24
Vlakna kokosovog oraha 36-43 1,5-2,5 41-45
PSeni¢ne ljuske 30 50 15
Je¢mene ljuske 23 32 21,4
Je¢mena slama 31-45 27-38 14-19

Osnovni cilj predtretmana lignoceluloznih materijala je oslobadanje od
lignina i hemiceluloze, redukcija stepena kristali¢nosti celuloze i povecanje vanjske
povrSine materijala, [24]. Postupci predtretmana treba da budu ekonomski
prihvatljivi i da sprijece formiranje sporednih produkata koji mogu biti inhibitori u
kasnijoj hidrolizi celuloze, [25]. Rezultat predtretmana je uravnotezen izmedu
troSkova i cijene biomase, [26-28]. Postoji nekoliko metoda za prevodenje
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polisaharida u monomere a svaka od njih ima svoju metodu predtretmana, [29)
slika 1.

lﬂ'edtretman celuloznih sirovina
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Slika 1. Metode predtretmana celuloznih sirovina

Opis fizi¢kog, fizi¢ko hemijskog i hemijskog predtretmana je detaljno prikazan u
odgovarajucoj literaturi, [31-33].

2.2. Bioloski predtretman

Proces bioloske hidrolize celuloze vodi se ili uz pomo¢ celuloznih mikroor-
ganizama ili pomoéu kompleksnog enzima celulaze. U prirodi se celulozni materi-
Jali degradiraju sa mikroorganizmima od kojih su braon, bijele i meke trulezne glji-
vice (rot fungi) sposobne da razgrade lignin i hemicelulozu, [35-37].

Mijesane kulture [38, 39] obuhvataju celulozne bakterije i necelulozne bak-
terije koje mogu razgraditi prirodne celulozne materijale aerobno i anaerobno. Bio-
loski predtretman nije skup, trosi malo energije ali je brzina hidrolize veoma mala.

2.3. Hidroliza celuloze enzimima

Celuloza kao linearni kondenzacioni polimer glukoze je vezana glikozidnim
vezama stepena polimerizacije 100-20000, pa je nerastvorljiva u vodi i nepodesna
za hidrolizu zbog zbijenog pakovanja, jake kristalne strukture i stabilnih vlakana.

Konverzija celuloze u $eéere pomocu biokataliti¢ke celulaze je ekonomski
izvodljiv proces, [42]. Nastajanje rastvorljivih $eéera iz celuloze biomase zasniva se
na djelovanju B-endoglukonaze, p-eksoglukonaze i B-D-glukozidaze iz enzima
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celulaze, [43-44]. Endoglukonaze razdvajaju intramolekularne B-1,4-glukozidne veze
i oslobadaju Secere u reakcionoj smesi. B-D-glukozidaze hidrolizuju rastvorljivu
celulozu proizvodeci glukozu u vodenoj fazi, [45]. Pored ove tri glavne komponente
celulaze postoje brojni pomo¢ni enzimi koji napadaju hemicelulozu, [46].

Mikroorganizmi i enzimi, koji razgraduju celulozni materijal, su prou¢avani
u nizu mikrobioloski povezanih procesa pri obradi tekstila, hrane i papirne
celuloze, [47-52].

Celulaze su relativno skupi enzimi. Zbog velikih moguénosti trzista i vazne
uloge koju celulaza ima u bioenergiji i bioproduktima, nuZan je razvoj bolje
celulaze za hidrolizu celuloze. Zato se istraZuju razli¢iti faktori koji utidu na
enzimsku hidrolizu celuloze kao $to su su supstrati, reakcioni uslovi, temperatura,
pH itd., [53-57]. Unapredena, poboljSana celulaza mora imati veéu kataliti¢ku
efikasnost i vecu stabilnost na datoj temperaturi. Za ostvarivanje ovoga cilja,
istrazivanja idu u tri pravca:

* stvaranje povoljne celulaze zasnovano na znanju o njenoj strukturi i
mehanizmu katalitize, [56,57],

* direktno izdvajanje svake celulaze.i provjera molekulske rekombinacije,
51, 58-60],

» rekonstruisanje aktivnih sistema celulaze na nerastvornim supstratima
doprinoseci ve¢oj brzini hidrolize, [61-64].

3. ENERGIJA IZ VODONIKA — METODE PROIZVODNIJE

3.1. VaZnost energije vodonika

Vodonik je perspektivna alternativa fosilnim gorivima sa mnogim drustvenim,
ekonomskim i ekoloskim prednostima. Koncept koji se zasniva na korid¢enju vodo-
nika polazi od toga da je on Cista i efikasna zamjena za nafine derivate, [65]. Vo-
donik ima nisku emisiju, predstavlja &ist i obnovljiv resurs i zna&ajno doprinosi re-
dukeiji efekta staklene baste, [66, 67]. Vodonik je viSestruki energetski resurs, koristi
se za proizvodnju hemikalija (amonijak, etanol), u rafinerijama ulja za uklanjanje
necistoca, za proizvodnju elektri¢nih uredaja, obradu &elika, desulfurizaciju benzina i
za koriS¢enje u kosmickim programima, [68]. Danas se u gorivim éelijama vodonik
koristi sa 3 % ukupne potro3nje, [69]. Godisnje se proizvede vise od 50 miliona tona
vodonika uz godisnju stopu rasta od 10 %, [70]. Od toga se 99 % vodonika proizvede
iz fosilnih goriva, prvenstveno iz prirodnog gasa, a iz obnovljivih izvora ostala
koli¢ina, [70, 71]. Prema procjenama Ameri¢kih institucija, koli¢ina vodonika ée
2025 godine na ukupnom energetskom trZistu iznositi 8-10 %, [72].

3.2. Proizvodnja vodonika fizi¢ko-hemijskim postupcima

lako je vodonik najrasprostranjeniji element u kosmosu, on se mora proizvo-

diti iz jedinjenja koja sadrze vodonik kao §to su fosilna goriva, biomasa ili voda,
[73].
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Fizi¢ko-hemijske metode za proizvodnju vodonika, prikazane na slici 2, se
zasnivaju uglavnom na poznatim konvencionalnim postupcima, [74-76].

l Proizvodnja vodonika
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Slika 2. Prikaz postupaka koji se koriste kod proizvodnje vodonika

3.3. Proizvodnja vodonika bioloSkim metodama

Bioloska proizvodnja vodonika iz obnovljive lignocelulozne biomase je naj-
vaznija alternativa i obnovljivi bioenergetski resurs, slika 2. Bioloske metode za
proizvodnju vodonika zasnivaju se na fotolizi vode sa algama i cijanobakterijama,
fotorazgradnji organskih jedinjenja sa fotosintetickim bakterijama, proizvodnji vo-
donika tamnom fermentacijom, [75, 77-79]. Osnovne prednosti bioloske
proizvodnje vodonika su:

* proces je katalizovan mikroorganizmima u vodi i na temperaturi i pritisku
okoline,

* proces je jeftin,

* proces zahtijeva malo energije,

* pogodan je za decentralizovanu proizvodnju energije u postrojenjima ma-
njeg kapaciteta i na mjestima gdje ima biomase i otpada.

3.4. Uloga hidrogenaze u proizvodnji vodonika

Hidrogenaze, klju¢ni enzimi metabolizma H, su rasprostranjeni u mnogim
mikroorganizmima smjeStenim u citoplazmi ili periplazmi i takode su ukljuceni u
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mnoge bioloske procese gde je i vodonik uklju¢en. Hidrogenaze oksidisu H, do
protona i elektrona ili redukuju protone oslobadaju¢i molekul H,, [80, 81]. U bio-
sferi uglavnom bioloska proizvodnja vodonika je odvojena od procesa mikrobilos-
ke fermentacije. Ovi organizmi razlazu organsku materiju do H, CO i metabolita
kao §to su isparljive masne kiseline i etanol, [82]. U prirodnim zajednicama vodo-
ni¢na bakterija moZe ¢ak rasti autotroficki sa H, gasom kao jedina redukciona sna-
ga i energetski supstrat, [83]. U ovoj bakteriji, kiseonik sluzi kao krajnji akceptor

~ elektrona pri ¢emu se kao krajnji produkt dobija voda. Oko 200 miliona tona H,
kruzi unutar ovih ekosistema godisnje. U atmosferi se nalazi negde oko 7,8-10° %
H,, [84]. FizioloSka uloga i biohemijske karakteristike hidrogenaze su razli€ite za
razli¢ite mikrobiloSke procese, [75, 80, 81, 85-87].

Istrazivan je Sirok opseg bioloskog procesa proizvodnje vodonika ukljucuju-
¢i direktnu biofotolizu, indirektnu biofotolizu, fotofermentaciju i tamnu fer-menta-
ciju, [88]. Glavne tri vrste mikroorganizama, sposobne za proizvodnju H, su
cijanobakterija ili zelena alga, fotosinteti¢ka bakterija i anaerobna bakterija. Cija-
nobakterija/zelena alga direktno razlaze vodu do H; i O, u prisustvu energije svjet-
losti sa fotosintezom. Proizvodnja vodonika iz algi moze da se razmatra kao ekono-
mi¢na i odrziva metoda u zavisnosti od kori$¢enja vode kao obnovljivog resursa i
potrosnje CO, kao jednog od zagadivata vazduha. Prirodno stvoreni organizmi
ovih vrsta, ispitani ranije, pokazali su manju brzinu proizvodnje H, zbog kompliko-
vanog reakcionog sistema i inhibicije hidrogenaze sa kiseonikom. Drugi problem
na koji se nai$lo je da se zahtjeva nosa¢ da sakuplja osloboden gas iz kulture. Brzo
odvajanje O, i H, takode nije rijeSeno, [89-92]. Odatle tamna i fotofermentacija se
posmatraju kao metode sa viSe prednosti usled istovremenog tretmana otpada i
proizvodnje vodonika - gasa. Fotosinteti¢ka bakterija koristi organske supstrate kao
$to su organske kiseline umjesto vode kao polaznog jedinjenja za proizvodnju Ho.
Uporedujuéi sa hidrolizom alge, fotosinteti¢ka bakterija zahtijeva manje slobodne
energije (+8,5 kJ/mol H,) za proizvodnju H, i moZe potpuno degradirati organske
supstance. Ovaj proces zahtijeva visoku energiju aktivacije da se dostigne nitroge-
naza koja je odgovorna za proizvodnju H, u fotosintetskoj bakteriji, [93], a posledi-
ca je mala efikasnost solarne konverzije obi¢no ne veca nego za sisteme biofotolize
algi, [94]. Fototropna proizvodnja H, sa fotosintetickom bakterijom je ekstremno
sumnjiva na sadrzaj amonijaka i kiseonika, ¢ineéi teSkoce u prakti¢nim primjena-
ma, [79].

Poslije 1990 godine, veca paZnja je posvecena proizvodnji H, sa anaerobnim
tamnim fermentacionim sistemom koji ima najbolji potencijal za prakti¢nu upotre-
bu, [95]. Neke osnovne prednosti u odnosu na druge procese su: jednostavnost pro-
cesa na tehni¢kom nivou, mali zahtjevi za energijom, velika brzina proizvodnje H,,
ekonomska isplatljivost, sposobnost stvaranja H, iz velikog broja ugljenih hidrata
(ili drugih organskih materijala) ¢e$¢e dobijanih kao otpadni produkti, [95-97].
Raznovrsnost mikroba (anaerobna bakterija Clostridium sp.), fakultativni anaerobi
(Euterbacter i Bacillus sp) kao i razne bakterije iz organskih otpada mogu se koris-
titi za tamnu fermentaciju H,. Glavni rastvorljivi metaboliti iz tamne fermentacije
ukljucuju isparljive masne kiseline i alkohole i njihova dalja razgradnja nije mo-
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otpada uz odgovarajugéi fermentor.
Glukoza + 2H,0 —; 2 Acetata + 2CQ, + 4H, AG= -184,2 k71 (1)
Glukoza — Butirat + 2CO,+2H, AG=-2571kJ 2)
Teoretski maksimalan prinos H, tamnom fermentacijom je 4‘ mol H,/mo]

su Ciste izolovane anaerobne bakterije kao proizvoda¢ vodonika. U nekim
sluéajevima proces upotrebljava koris¢enje pomijesanih mikroflora ili prilagode-
N0g otpadnog mulja za proizvodnju H, [ 105-106]. Proucavani sy anaerobni H, fer-
mentacioni procesi od vrsta Clostridium, [107-108]. Za maksimalni prinos H, opti-
malna vrijednost PH je izmedu 5,0 - 6,0 [106, 124-126] dok su nekj zabiljezili pH
u opsegu od 6,8 — 8,0[110, 11 1,119, 126]. pH vrijednost uti¢e na aktivnost gvozda
koji sadrzi enzim hidrogenazy, [127]. Kultura PH takode uti¢e na Prinos proizvod-
nje H,, sadrZaj biogasa, tip organskih kiselina koje su proizvedene j specifi¢nu brz-
inu proizvodnje H,. Zbog toga je kontrola pH na optimalnom nivouy korisna za bolji
prinos. Nadalje sastay Supstrata, sastay sredine, temperatura j tip mikrobiologke
kulture su takode vazni parametri koji uti¢u na efikasnost proizvodnje H,. Razligliti
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skroba za sintezu ¢elije. Maksimalna specifi¢na brzina proizvodnje H, od 237 ml
H,/g zabiljeZena je sa C. Pasteurianum koriS¢enjem 24 g/l jestivog kukuruznog
skroba, [111] i 365 ml H,/g Thermoanaerobacterium pri 55°C, [135]. MeSana
kultura C. Butyricum i E. aerogenes daje bolji prinos H, (2,4 mol Hy/mol glukoze)
dobijen u dugom ponavljanju Sarznih operacija kada je koriS¢en ostatak skroba
(2,0%) sadrzan u otpadnoj vodi, [109].

3.5. Proizvodnja biovodonika tamnom fermentacijom
iz celuloznog materijala

Poljoprivredne kulture i njihovi otpadni sporedni proizvodi, drvo i drvni ot-
paci, otpaci nastali proizvodnjom hrane, vodene biljke, alge i efluenti su proizvede-
ni u ljudskim zajednicama. Kori§¢enje ovih, biomasom, bogatih resursa za bioener-
giju i bioprodukte moZe doprineti zamjeni fosilnih goriva kao primarnog energet-
skog resursa i moze redukovati emisiju.

Bioenergija koja potice iz vode koja sadrzi biomasu (otpadni mulj, poljopriv-
redni i zivotinjski otpad) uglavnom se dobija mikrobioloskom fermentacijom. Pro-
izvodnja biovodonika iz obnovljivih resursa (lignocelulozni otpad), trebala bi u
yvremenu koje dolazi, u svijetu da postane dominantna. Biovodonik ¢e svakako
predstavljati glavni i veoma privla¢an energetski resurs u buduénosti, [17]. Biokon-
verzija biomase u cilju dobijanja vodonika je ve¢ vrSena koriS¢enjem anaerobne
fermentacije nekih dobro poznatih jedinjenja koja su prisutna u vodi, [107, 137-
139]. Medutim, i pored ovih ispitivanja postoje samo ograni¢eni podaci o prinosu
vodonika i to iz mulja otpadnih voda. Mnogi procesi gde se dobija H, iz biomase se
dopunjavaju sa dobijanjem biomaterijala. Zemlje, gde je izuzetno razvijena i moc¢-
na poljoprivreda odnosno njihova ekonomija, imaju moguénost zna¢ajnog ekonom-
skog razvoja kroz inkorporiranje bioenergije u bioindustriju.

Glavna sirovina za dobijanje H, tokom bioloskog fermentativnog procesa su
ugljenihidrati ili kao oligosaharidi ili kao polimeri (celuloza, hemiceluloza i skrob).
Celuloza je najrasprostranjeniji sastojak biomase biljaka i uglavnom se nalazi u
poljoprivrednim otpacima i industrijskim efluentima (industrija papira i prehrambe-
na industrija) pa se smatra najperspektivnijom sirovinom za dobijanje biovodonika.
Znacajna koli¢ina H, moze se dobiti iz celuloznih sirovina (slama, iverke drveta,
ostatci trave, otpadni papir, strugotina, itd.), koris¢enjem konvencionalne tehnolo-
gije anaerobne tamne fermentacije i prirodnih mje3ovitih mikroflora pod uslovima
koji podsti¢u dobijanje acetogenih bakterija (AB) i usporavaju metanobakterije
(MB), [141-142]. Za efikasan prinos H, direktno iz celuloznog materijala, koriste¢i
tamnu fermentaciju, zahtjevani su procesi predtretmana (delignifikacija i hidroliza)
radi rastvaranja organske materije iz lignoceluloznog kompleksa pa je dati proces
skup, [143-145]. Ipak, mikrobioloski (efikasni celuloliti¢ki mikroorganizmi) i en-
zimski (celulaza kompleks) predtretman ima sposobnost da konvertuje celuloznu
biomasu u fermentabilne $eéere i udini proces povoljnim sa ekonomske strane.
Proizvodnja biovodonika iz celuloznih sirovina pod tamnom anaerobnom fermen-
tacijom moze se postiéi, ili direktnim procesom u kojem celuloza istovremeno hid-
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rolizuje i konvertuje se u H, gas u jednom stepenu, ili sa dvostepenim procesc
gde hidroliza celuloze i proizvodnja biovodonika se izvode odvojeno, slika 3.

M. Jotanovié, L. Risti¢, V. Mi¢i¢, J. S. Budinski, S. Pavlovi¢
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Slika 3. Moguéi proces prevodenja lignoceluloznih sirovina u bioenergiju pomocu proce
dvostepene hidrolize i proizvodnje biovodonika

3.6. Direktan proces proizvodnje biovodonika

Zbog gustog (kompaktnog) pakovanja, visoke kristalnosti i nerastvorljivc
u vodi, celuloza je postala nepogodna da hidrolizuje na svoje pojedinatne glukoz
jedinice. U prirodi neki mikroorganizmi degradiraju celulozu efikasno koris¢en;:
njihovih enzima celulaze a nastali hidrolizovani produkti (saharidi) mogu 1
konvertovani u H, tamnom fermentacijom sa ¢istom ili mjeSavinom populac
bakterija. Celuloza moZe biti razgradena korid¢enjem celulolitickih i necelulc
tickih mikroorganizama prisutnih u anaerobnom digestoru iz mulja, kompos
Zivotinjskog ekskreta i potom direktno Kkoristiti za proizvodnju H,, [148]. Anaer
no aktivho blato (dobija se u procesu pre¢i§éavanja vode) se koristi za proizvod
H, iz celuloze i biomase. Sa koriséenjem mijeSane kulture pri termofilnim us
vima, Liu je zabeleZio maksimalni prinos H, (102 ml Hy/g celuloze) Sto je sa
18% teoretskog prinosa. To je u saglasnosti sa djelimi¢nom hidrolizom celulc
[147]. Najveéi prinos H, (2,8 mmol H,/g celuloze) zabiljeZzen je koriscenj
kravljeg stajnjaka u prisustvu celuloze kao supstrata pod anaerobnom tamn
fermentacijom, [150]. Neke mijesane kulture su takode korisne za tretman sir
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biomase radi boljeg prinosa H,, [65, 148]. Ipak u poredenju sa sistemima &istih
kultura prinos proizvodnje moZze biti manji zbog uticaja nekih mikroorganizama.
Izolavani napori koji efikasno doprinose celuloznim materijalima za
dobijanje Hz su od velikog prakti¢nog interesa. Na primer, Clostridium thermoce-
llum je gram — pozitivna, acetogena, termofilna, anaerobna bakterija koja razgradu-
je celulozu koris¢enjem celulozoma i izvr$ava fermentaciju mjeSavine produkata
stvarajuci gasove Hz i CO, kao i acetat, laktat i etanol kao rastvorne metabolite pod
razli¢itim uslovima rasta, [155-159]. Celulozom je kompleksne strukture, raspore-

" den na povrsini celije, i sadrzi razlidite celuloliticke enzime, [40, 44]. Tokom hid-

rolize, bakterija se hvata na Cestice celuloze preko celulozoma i enzima sa celu-
lozomom efikasno razgradujuéi celulozu do glukoze i celulodekstrana koji se
prenose U éelije radi metabolizma, [40, 44]. U bioloskom tretmanu, obrada
prirodnih celuloznih materijala bez predtretmana i/ili sterilizacije je teSka. Opti-
malna temperatura rasta je 60°C. Clostridium thermocellum mozZe sprijeciti konta-
minaciju mnogih mezofilnih bakterija i nije potrebna sterilizacija ulazne biomase
koja se zahteva za fermentacioni proces &iste kulture. Termofilni rad takode sma-
njuje rastvorljivost gasova vodeéi efikasnijem uklanjanju gasovitih produkata (H; i
CO,), [40], zbog Cega se izbjegava inhibicija produkta. Clostridium Thermocellum
pokazuje vecu brzinu degradacije celuloze u odnosu na druge Clostridial vrste i
ima sposobnost da stvara H,, CO, i acetat nudeéi moguénost proizvodnje H, direkt-
no iz celulozne otpadne biomase, [158, 159]. Clostridium Thermocellum moze ko-
ristiti celulozu, isjeckani filter papir i delignifikovana vlakna drveta (DLWs) u Sar-
7noj kulturi pod anaerobnom tamnom fermentacijom, [104]. Visok prinos H; (1,6
mol Hy/mol glukoze zabiljeZen je u prisustvu DLWs sa acetatom, etanolom, lak-
tatom i formiatom kao krajnjim produktima fermantacije, [104]. Dodavanje C.
Thermocellum nekih drugih anaerobnih termofilnih mikroorganizama koji pripa-
daju rodu Thermoanaerobacterium (T. Thermosaccharolyticum i Desulfotomacu-
lum geothermicum) se pojacavaju stabilni celuloliti¢ki enzimi i omogucéava proiz-
vodnja H, gasa u termofilnoj acidogenoj kulturi, [115]. Na primer T. Thermosacch-
arolyticum daje gotovo isti prinos H, u poredenju sa C. Butyricum, [132]. Thermo-
coceus kodakoraensis KODI i C. Thermolacticum daju H, na 85 °C i 58°C, [121],
respektivno. Liu, [103] je zabeleZio da izolovana C. Thermocellum moze razgraditi
mikrokristalnu celulozu i proizvesti H, (0,8 mol Hy/mol glukoze) sa etanolom,
siréetnom kiselinom, i mlije¢nom kiselinom kao krajnjim produktima. Napori ta-
kode mogu omoguciti razgradnju prirodnih biljnih sirovina (samljevena kukuruzna
stabljika (0,5% H, prinos, 9,1 mmol/l) i samljeven klip kukuruza (0,5 % H; prinos,
9,4 mmol/l).

Lay, [126] je zabiljezio da povecanje koncentracije mikrokristalne strukture
pod mezofilnim uslovima sa toplotnom digestijom mulja rezultuje nizim prinosom
H, (2,18 mol Ha/mol celuloze) pri koncentraciji celuloze ispod 12,5 g/l. Prinos se
smanjuje na 1,60 mmolH,/g celuloze kada se koncentracija celuloze duplira na 25
g/l. U prouéavanju ko-kulture C. Thermocellum i T. Thermosaccharolyticum, u pri-
sustvu mikrokristalne celuloze, prinos H; raste do 1,80 mol Hy/mol glukoze u pore-
denju sa koris¢enjem jedne kulture, [103]. Ovaj sistem ko-kulture moze takode
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efikasno koristiti nekoliko vrsta prirodnih supstrata [samljevene kukuruzne stablji-
ke (0,5% prinos Hp, 16,1 mmol/l) i samljevene klipove kukuruza (0,5 % H, prinos,
20,4 mmol/l) kao izvore ugljenika za dobijanje H, 3to je mnogo efikasnije negc
kada poredimo sa prinosom koji se postize sa pojedinadnim C. Thermpocellum,
[103].

3.7. Dvostepeni proces proizvodnje biovodonika

U direktnom procesu dobijanja celuloznog biovodonika, celuloza hidrolizira
i potom se dobija vodonik sa istim ili koegzistiraju¢im mikroorganizmima. Kao
rezultat, redukujuéi Seéeri dobijeni hidrolizom celuloze mogu biti potroseni sa
mikroorganizmima tokom dobijanja ili nedobijanja vodonika koji su prisutni u
kulturi tokom njihovog rasta zbog &ega je primjetna redukcija prinosa H, Ciste
kulture i tzv. ko-kulture daju efikasnu hidrolizu celuloze ali &iste kulture (C. Ther-
mocellum) obi¢no zahtevaju termofilne uslove $to za rezultat ima povecanje tros-
kova rada. Za sistem ko-kulture glavni problem je tegkoéa postizanja viSe optimal-
nih uslova za koegzistirajuée kulture kao i potro3nja redukujudeg Seéera sa bakteri-
jama koje ne proizvode H,.

Sa druge strane dvostepeni proces (hidroliza — biovodonik), gde hidroliza ce-
luloza moZe da se izvriiti kori§éenjem mesane ili &iste mikrobne kulture, a hidroli-
zat (viSe redukujucih $ecera) uklanja posle odredenog perioda (ili kontinualno) radi
kasnije proizvodnje H,, povecava prinos H,.

Taguchi et al, [145] hidrolizovali su celulozu i koristili hidrolizat za fermen-
taciju sa Clostridium sp i tokom perioda od 81 sata stacionarne kulture organizmi
su potrosili 0,92 mmol glukoze/h i proizveli 4,10 mmol Ho/h. Ista kultura je takode
korid¢ena za proizvodnju H, iz &iste ksiloze ili glukoze i enzimatskog hidrolizata
Avicel celuloze ili ksilana. Prinos H, iz hidrolizata bio je veéi nego iz ugljovodoni-
ka dostizuéi prinos od 19,6 i 18,6 mmol H; po g potroenog supstrata respektivno,
[145]. Lo et al je zabiljezio da izolovan mikrobiologki konzorcijum (NS) moze
efikasno hidrolizovati &istu karboksil metil celulozu (CMC) i sirove celulozne ma-
terijale. U poredenju sa termofilnim uslovima, gde se zahtijevala najvi$a hemijska i
enzimatska hidroliza [24], njihov sistem treba da ima prednost u prakti¢noj
primjeni usled manjeg zahteva za energijom. U njihovoj studiji hidrolizovan CMC
(10 g/1) dao je bolji prinos H, (1,09 celuloze/g celuloze) tokom Sarznog procesa
korid¢enjem C. Pasterianum za tamnu fermentaciju, [24]. Mada se dvostepenim
procesom moZe posti¢i bolji prinos H, usled sposobnosti optimizacije hidrolize i
proizvodnje biovodonika individualno, troskovi dvo-stepenog procesa su &esto visi
nego jednostepenog.

4. ZAKLJUCAK
Fermentativna proizvodnja H, iz celuloznih sirovina ili iz lignoceluloznog

otpada moZe biti konkurentna sa dobijanjem vodonikom iz fosilnih goriva ¢ime se
obezbeduje vjerodostojan pristup prakti¢noj proizvodnji biovodonika. Obnovljive
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tehnologije dobijanja Ha, koje koriste malo vrijednu otpadnu biomasu kao §irovinu,
imaju veliku moguénost da postanu konkurentne u pogledu ‘t'ro§.kova prmgvodnje
jako je trenutno skuplja proizvodnja H; iz biomase nego dobijanje H, iz prirodnog
gasa. Infrastruktura za skladiStenje, transport i koris¢enje H, takode treba da bude
uspostavljena. Jedan od nacina da se postignu niski troskovi dobijanja biovodonika
je razvoj efikasnijih i ekonomski povoljnijih bioprocesa za proizvodnju H, iz
celuloznih sirovina. Optimizacija procesa koji koriste ili jednostepenu ili dvoste-

penu konverziju celuloze u biovodonik treba da bude zavriena. Za vrijeme tamne

fermentacije vodonika, anaerobna bakterija moze dati H, tokom konvertovanja
organskih supstrata u isparljive masne kiseline i alkohole. Za postizanje veceg
prinosa energije i manjeg nivoa hemijskog kiseonika u efluentu, ovi rastvorljivi
metabiliti (organske kiseline i alkoholi) mogu biti dalje iskori$éeni fotofermentaci-
jom koriste¢i fotosintetsku bakteriju kao $to je purpurna nesumporna bakterija. Pri
tome kao rezultat imamo vecéu proizvodnju H, kao i veéu sposobnost uklanjanja
hemijskog kiseonika. Integracioni proces, koji kombinuje tamnu i foto fermentaciju
H,, moze biti efikasniji energetski proces kojim se povecava proizvodni kapacitet
H, i unapreduje povracaj energije iz celuloznih sirovina i perspektiva u buduénosti.
Svakako, ovo jo§ zahtijeva obimna istraZivanja u cilju poboljsanja i unapredenja
postojec¢ih fermentativnih procesa proizvodnje H, u zavisnosti od unapredenja
prinosa H, i brzine, zajedno sa unapredenjem korid¢enja efikasnosti ili sirovih
celuloznih materijala ili hidrolizata celuloze.
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62

FERMENTATION OF LIGNOCELLULOSIC RENEWABLE RESOURCES

AND HYDROGEN PRODUCTION

Abstract: Using cheap renewable raw materials such as lignocellulo-
sic feedstock for hydrogen production by fermentation has great significance
and potential to give major contribution to future clean energy. Using hydro-
gen as an promising alternative energy source for fossil fuels is increasing.
Hydrogen is a clean, renewable high energy fuel that does not contribute the
greenhouse gas effect. The main challenges in developing hydrogen producti-
on is the low hydrogen yields due to poor efficiency on direct microbial assi-
milation of cellulosic materials. From this reason, in the world today occur
considerable research efforts to improve the pretreatment and hydrolysis of
lignocellulosic materials. The development of effective cellulase enzymes,
optimization and improvement of the fermentation process as well as engine-
ering approaches to application processes are the basis of the increased popu-
larity of the lignocellulosic feedstock. Research on the genomics combined
with genetic engineering offer a wide range of opportunities to improve the
performance of using cellulosic raw material in the production of hydrogen.
This paper provides an overview of key technologies in the world today that
research and development biohydrogen production from lignocellulosic feed-
stocks.

Key words: biofuels, biohydrogen, cellulase, dark fermentation, ligno-
cellulose, saccharification.



