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Sazetak

Diplomskog rada studentice Anamarije Jelenci¢, naslova

PROCJENA ENERGETSKOG POTENCIJALA MIKROALGI IZ RODOVA NANNOCHLOROPSIS |
ISOCHRYSIS

Mikroalge rodova Nannochloropsis i Isochrysis predstavljaju sirovinu koja se mozZe koristiti za
proizvodnju energije.

Cilj ovog rada bio je opisati uzgoj mikroalgi rodova Nannochloropsis i Isochrysis u razli¢itim
tehnoloskim sustavima te laboratorijskim metodama istraZiti njihove kemijske i fizikalne
karakteristike za preliminarnu procjenu energetskog potencijala za proizvodnju bioplina i
biodizela.

Analizom uzoraka mikroalgi Nannochloropsis oculata, utvrdene su srednje vrijednosti sadrzaja
vode 95,28 %, sadrZaja pepela 76,5 %, sadrzaja masti 0,3271 %. Salinitet otopine uzoraka
mikroalge N. oculata iznosio je 37,114 ppt. Utvrdena je kemijska potrosnja kisika (KPK), od
ostataka mikroalgi nakon proizvodnje biodizela, koja je iznosila 1244 mg/L.

Analizom uzoraka mikroalgi Isochrysis galbana, utvrdene su srednje vrijednosti sadrZaja vode
95,42 %, sadrzaja pepela 77,91 %, sadrzaja masti 0,3395 %. Salinitet otopine uzoraka
mikroalge /. galbana je iznosio 36,516 ppt. Utvrdena je kemijska potrosnja kisika (KPK), od
ostataka mikroalgi nakon proizvodnje biodizela, koja je iznosila 999 mg/L.

Moze se zakljuciti da postoji potencijal u proizvodnji biogoriva iz mikroalgi, te da je moguéa
integrirana kruzna proizvodnja. Medutim, potrebno je optimizirati sustav proizvodnje kako bi
prinosi bili Sto vedi, a troskovi proizvodnje $to maniji.

Kljuéne rijeci: uzgoj mikroalgi, Nannochloropsis sp., Isochrysis sp. , biodizel, bioplin



Summary

Of the master's thesis — student Anamarija Jelencic, entitled

ESTIMATION OF ENERGY POTENTIAL OF MICROALGA FROM THE GENERA
NANNOCHLOROPSIS AND ISOCHRYSIS

Nannochloropsis and Isochrysis microalgae represent a raw material that can be used for
energy production.

The aim of this research was to describe the cultivation of the Nannochloropsis and Isochrysis
microalgae in different technological systems and to determine their chemical and physical
characteristics using laboratory methods for a preliminary assessment of the energy potential
for the production of biogas and biodiesel.

Analysing the Nannochloropsis samples, the average values of water content was measured
at 95.28 %, ash content at 76.5 %, fat content at 0.3271 % were determined. The solution
salinity of the Nannochloropsis samples was measured at 37.114 ppt. The chemical oxygen
consumption (COD) of microalgae residues after biodiesel production was determined, which
was 1244 mg/L.

Through the analysis of the Isochrysis galbana samples, the average values of water content
was measured at 95.42 %, ash content at 77.91 %, fat content at 0.3395 % were determined.
The solution salinity of the I. galbana samples was measured at 36,516 ppt. The chemical
oxygen consumption (COD) of microalgae residues after biodiesel production was
determined, which was 999 mg/L.

It can be concluded that there is potential in the production of biofuel from microalgae, and
that integrated circular production is possible. However, it is necessary to optimize the
production system so that yields are as high as possible and production costs are as low as
possible.

Key words: microalgae, Nannochloropsis sp. , Isochrysis sp., biodiesel, biogas



1. Uvod

Posljednjih godina, uporaba tekudih biogoriva u sektoru prometa je pokazala brzi globalni rast,
voden uglavnom politikom energetske sigurnosti i stabilnosti te ublazavanja emisija
staklenickih plinova. Predvida se da c¢e se proizvodnja biodizela na globalnoj razini dodatno
povecati zbog sve vece potraznje za gorivima i "Cistijom" energijom (Huang i sur., 2010).

Sukladno definiciji iz Cl. 3. Zakona o energiji (NN 68/2001, 177/2004, 76/2007, 152/2008 i
127/2010), biogoriva su tekuca ili plinska goriva za potrebe prijevoza, proizvedena iz biomase
koju moZzemo definirati kao biorazgradivi dio proizvoda, otpada i ostataka proizvedenih u
poljoprivredi (uklju€ujuci tvari biljnoga i Zivotinjskoga podrijetla), u Sumarstvu, ribarstvu,
akvakulturi, drvnoj industriji i srodnim industrijama, kao biorazgradivi dio industrijskoga i
komunalnoga otpada.

Sirovine za proizvodnju biogoriva razlikuju se od zemlje do zemlje, a sukladno koristenoj
sirovini sama biogoriva dijele se na tri generacije. Biogoriva prve generacije uklju¢uju ona koja
se temelje na Sedernim i Skrobnim sirovinama koje se mogu koristiti za ljudsku prehranu
(npr.zrno kukuruza, Secerna trska, palminog ulje, Secerna repa itd.). Prijelaz na drugu
generaciju sirovina temelji se na neposrednoj konkurenciji ovih sirovina s prehrambenom
industrijom (Zhu L., 2015.). Biogoriva druge generacije su ona dobivena iz lignoceluloznih
sirovina i nejestivih dijelova prehrambenih usjeva, koji se obi¢no odbacuju kao sto su stabljike,
lis¢e i ljuske (npr. kukuruzovina) (Zhu L., 2015.). Medutim, njihova upotreba je jos uvijek
ogranicena zbog visoke cijene proizvodnje (Konda i sur., 2015).

lako prve dvije generacije biogoriva mogu djelomi¢no zadovoljiti globalnu potraznju za
energijom, one ovise o dostupnoj obradivoj zemlji pa prostor potreban za njihovu proizvodnju
konkurira proizvodnji poljoprivrednih usjeva namijenjenih ljudskoj prehrani, sto je njihov
glavni nedostatak. Zato se biogoriva dobivena iz jestivih ili nejestivih usjeva ne smatraju
optimalnom alternativom fosilnim gorivima odnosno potpunom alternativom fosilnim
gorivima (Zhu L-D, 2016.).

Gore navedeni problem moguée je djelomicno rijesiti proizvodnjom i koristenjem treée
generacije biogoriva, dobivena uzgojem makroalgi i mikroalgi koje se mogu uzgajati na
marginalnim povrsinama, odnosno na povrSinama neadekvatnim za poljoprivredu. Mikroalge
su mikroorganizmi koji proizvode gotovo polovicu atmosferskog kisika te su odgovorni za
najmanje 32 % globalne fotosinteze. Karakterizirane su brzom stopom rasta i mogu
akumulirati do 80 % sadrzaja lipida u biomasi. Lipidi skladiSteni u mikroalgama uglavnom su
triacilgliceroli, koji se mogu koristiti kao sirovina za biogoriva (Ma i sur., 2016.). One su
jednostanicni biljni vodeni organizmi, Ciji se potencijal sve ¢esce istrazuje zahvaljujuéi brzoj
stopi rasta, relativno jednostavnoj tehnologiji uzgoja i velikoj sposobnosti fiksiranja ugljikovog
dioksida (CO;). Mikroalge su osjetljivi mikroorganizmi koji zahtijevaju kontrolu relevantnih
Cimbenika prilikom uzgoja, koja ovisi o uzgajanoj vrsti i krajnjoj namjeni. Uzgajaju se kao



monokulture u razli¢itim sustavima, koji se dijele na otvorene i zatvorene sustave. Takoder je
moguca kombinacija ovih dvaju sustava, ali se ona rjede primjenjuje (Gavrilovi¢ i sur., 2021.).
lako je velik dio istrazivanja biogoriva algi usredotocen na odabir i optimizaciju produktivnosti
uzgoja mikroalgi, makroalge se takoder mogu koristiti kao sirovina za proizvodnju biogoriva
(Ghadiryanfar i sur., 2016.).

Buducdi da razliCite vrste imaju razlicit kemijski sastav, ovisan i o fazi rasta te uzgojnim uvjetima,
potrebno je procijeniti energetski potencijal za svaku kulturu i uzgojne uvjete zasebno. U ovom
radu su opisane mikroalge iz rodova Nannochloropsis i Isochrysis te je laboratorijskim
analizama istrazen njihov energetski potencijal u proizvodnji biodizela i bioplina.

1.1. Ciljistrazivanja

Ciljevi ovog rada su:

1. Pregledom literature opisati uzgoj mikroalgi rodova Nannochloropsis i Isochrysis u
razli¢itim tehnoloSkim sustavima

2. Laboratorijskom analizom uzoraka kulture algi iz rodova Nannochloropsis i Isochrysis
istraziti njihove karakteristike nuzne za preliminarnu procjenu energetskog potencijala
za proizvodnju biodizela i bioplina od ostataka proizvodnje biodizela.



2. Proizvodnja biogoriva od mikroalgi

2.1. Biogoriva od mikroalgi

Biogoriva predstavljaju alternativni izvor energije koja koriste razli¢ite drzave svijeta za
djelomi¢nu zamjenu uporabe fosilnih goriva, kao primjerice Brazil koji proizvodi biogoriva
prvenstveno od Secerne trske. Takoder dijelovi Azije koriste palmino ulje kao sirovinu, dok su
u slucaju biogoriva proizvedenih iz mikroalgi vodece zemlje Brazil, Japan, Kina i Sjedinjene
Americ¢ke Drzave (Zhu i sur., 2015; Aratboni i sur., 2019). Biomasa mikroalgi dobiva sve veéu
pozornost kao potencijalna sirovina za odrZivu i proizvodnju biogoriva iz obnovljivih izvora.
Opcenito, mikroalge su svestrane vrste jer se mogu odrZati i nastaviti rasti cak i u nepovoljnim
uvjetima okolisa s niskom koncentracijom hranjivih tvari (Suresh, 2019.;Peter i sur., 2021.).

Interes za proizvodnju bioplina iz mikroalgi zapoceo je prije 60 godina medutim, prva
zabiljeZena istraZivanjapokazala su niske prinose bioplina koji se mogu pripisati dvama glavnim
razlozima: (i) strukturom stani¢nih stijenki mikroalgi, koja ograniéava pristup
mikroorganizmima za biorazgradnju organskih tvari i (ii) niskom omjeru ugljika i dusika (C/N)
koji ¢esto dovodi do nakupljanja amonijaka i u konacnici inhibira rast metanogenih bakterija
tijekom procesa proizvodnje bioplina. lako anaerobna digestija (AD) predstavlja jednostavan
put za dobivanje energije iz biomase mikroalgi, proizvodnja biodizela ili visokovrijednih
proizvoda iz mikroalgi i dalje je predmet brojnih istraZivanja. Naime, visoki operativni troskovi
i troskovi potrosnje energije glavne su prepreke komercijalizaciji ovog procesa te je potrebna
njegova optimizacija (Slika 2.1.1.) (Vargas-Estrada i sur., 2021.).
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Slika 2.1.1. Prikaz procesa za uzgoj mikroalgi i proizvodnju biogoriva

Izvor: Kumar, 2021.

2.1.1. Proizvodnja biodizela

Biodizel se dobiva iz triacilglicerola dugih masnih kiselina u obliku mono-alkil estera koji
se podvrgavaju transesterifikaciji ili esterifikaciji u prisutnosti alkohola (metanola). Ima sli¢cne
karakteristike kao i fosilni dizel u smislu viskoznosti, energetskog sadrzaja, cetanskog broja i
faznih promjena. Zbog ove sli¢nosti, lako se moze umjesavati s fosilnim dizelom kako bi se
koristio u konvencionalnim dizelskim motorima. Velika prednost biodizela od mikroalgi, u
odnosu na biodizel prve generacije, su poboljSana fizikalna svojstva koja uvjetuju bolju
kvalitetu izgaranja u dizelskim motorima. U tablici 2.1.1.1. navedene su tehnicke i ekoloske
prednosti biodizela. Cetanski broj oznacava kvalitetu goriva i za biodizel je u usporedbi s
konvencionalnim dizelom veéi i iznosi 52,4. Nadalje, motorno ulje pri upotrebi biodizela moze
se koristiti nakon preporucene kilometraze te modifikacija motora nije potrebna. Takoder
biodizel ima ekolosku prednost radi manjih emisija ispusnih plinova (Hassain i sur., 2020.).

Ukupna svjetska proizvodnja biodizela procijenjena je na oko 1,8 milijardi litara 2003. godine.
Strukturna karakteristika biodizela odreduje da je biodizel izvediva zamjena za konvencionalnu
energiju. Ipak, troSak njegove proizvodnje jos uvijek je visok. Cijena biodizela je bila otprilike
dvostruko veca od cijene konvencionalnog dizela u 2010. godini. TroSak njegove proizvodnje
sastoji se od dvije glavne komponente: cijene sirovina (masti i ulja; u ovom sluc¢aju mikroalgi)
i cijene prerade (Huangisur., 2010.). Ocekuje se da e trzista biogoriva i dalje biti pod velikim
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utjecajem nacionalnih politika potpore i potraznje za fosilnim gorivima. Predvida se da ¢e
cijene biodizela pasti nakon 2024. godine (OECD/FAO, 2021).

Tablica 2.1.1.1. Tehnicke i ekoloske prednosti biodizela

DESKRIPCIJA PREDNOSTI

CETANSKI BROJ 52,4 za biodizel; 37,7 za dizel iz Europe.

MOTORNO ULIJE Moze se koristiti nakon preporucene
kilometraze.

EMISIJA ISPUSNIH PLINOVA Mnogo  Cistije (smanjenje  sadrzaja

ugljikovodika, CO, CO,, SO;).
MODIFIKACIJA KONVENCIONALNOG DIZEL | Nije potrebna

MOTORA
PERFORMANSE/IZVEDBA MOTORA Dobra
POKRETANJE MOTORA Kratko i jednostavno

Izvor: Hassain i sur., 2020.; Yatish i sur., 2018.

2.1.2. Proizvodnja bioplina

Bioplin se smatra jednim od najperspektivnijih biogoriva koji ima potencijal za ublazavanje,
u odredenoj mjeri, rastuée zabrinutosti oko fosilnih goriva. To je mjeSavina uglavhom metana
(CHa) i ugljikovog dioksida (CO3), koji se nakon procis¢éavanja do CHas mozZe koristiti za
proizvodnju topline ili elektriéne energije, ukapljivanje u metanol, kompresiju u gorivo za
automobile i procis¢avanje u dovodni plin. Procesom AD uz bioplin dobiva se i kruti organski
ostatak bogat dusikom zvan digestatom (Zabed i sur., 2020.).

AD se koristi kao tretman otpadnih voda od 1950-ih, ali u posljednjih nekoliko desetljeéa
koristena je kao potencijalna tehnologija za proizvodnju energije (Vargas-Estradai sur., 2021.).
Bioplin se moZe proizvesti iz razli¢itih izvora biomase, ukljucujuéi mikroalge, odnosno
neiskoristive dijelove nakon izdvajanja masti pri proizvodnji biodizela. Anaerobna digestija je
kljuéni korak u stvaranju bioplina, koji je vrlo star i prirodan bioloski proces. U AD, organske
komponente se razgraduju u bioplin djelovanjem razli¢itih mikroorganizama odnosno
bakterijskih i arhealnih vrsta bez prisutnosti kisika (Harun i sur., 2010.). Mikroorganizmi rade
zajedno kako bi razgradili sloZzene organske tvari u jednostavne i kemijski stabilne spojeva, kroz
niz biokemijskih reakcija, ukljuéujuéi hidrolizu, acidogenezu, acetogenezu i metanogenezu
(Gonzdlez-Gonzdlez i sur., 2018.). Biomasa mikroalgi je prikladan supstrat za anaerobnu
digestiju jer mineralni sastav stanica mikroalgi odgovara potrebama anaerobnih bakterija za
hranjivim tvarima (Sialve i sur., 2018.).




Na Slici 2.1.2.1. shematski je prikazan primjer modela integrirane zatvorene proizvodnje
biodizela i bioplina koristenjem mikroalgi. Dijagram prikazuje minimalne inpute u
integriranom sustavu za proizvodnju biodizela i bioplina. U ovom sustavu lipidi se ekstrahiraju
iz koncentrirane biomase dok se voda ponovno koristi za ponavljanje uzgoja algi. Odmaséena
biomasa koristi se kao supstrat za anaerobnu digestiju za proizvodnju bioplina. Biometan se
spaljuje za proizvodnju elektricne energije potrebne za odrZavanje samog sustava, dok se
hranjive tvari i CO; recikliraju. Tekuca faza digestata koristi se kao kultura za alge, a ¢vrsta faza
se moze koristiti kao gnojivo za tlo. Recikliranje hranjivih tvari istaknuto je zelenom bojom
(Gonzalez-Gonzalez i sur., 2018.).
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Slika 2.1.2.1. Shematski prikaz integrirane proizvodnje biodizela i bioplina od mikroalgi

Izvor: Gonzalez-Gonzalez i sur., 2018.

2.2. Uzgoj mikroalgi za proizvodnju goriva

Mikroalge su raznolika skupina jednostani¢nih organizama koje Zive u morskom i
slatkovodnom okruzenju. Njihov fotosintetski mehanizam slican je biljkama na kopnu, a zbog
jednostavne stani¢ne strukture i Cinjenice da su suspendirane u vodenom okruzenju, gdje
imaju direktan pristup vodi, ugljicnom dioksidu (CO;) i hranjivim tvarima, ucinkovitije su u
pretvorbi sunceve energije u biomasu (Gouveia, 2011.).

Uzgoj mikroalgi prvenstveno se donedavno koristio u proizvodnji hrane za rast i razvoj li¢inki
riba i Skoljkasa u mrijestiliStima zbog svoje visoke nutritivne vrijednosti i zbog moguénosti
postizanja visoke gustode kultura u relativno kratkom vremenskom periodu. Medutim isti



principi uzgoja mikroalgi, s manjim naglaskom na nutritivne vrijednosti, mogu se koristiti za
proizvodnju biogoriva (Gavrilovi¢ i sur., 2021.; Hoff i Snell, 1993.).

Prilikom uzgoja, alge zahtijevaju neprekidno osiguranje optimalnih uvjeta potrebnih za rast.
Postoji nekoliko ¢imbenika koji utje¢u na rast algi (Mata i sur., 2010.):

e abioticki ¢imbenici kao Sto su svjetlost (kvaliteta, koli¢ina), temperatura, koncentracija
hranjivih tvari, Oz, CO2, pH, salinitet i otrovne kemikalije

e bioticki ¢imbenici kao sto su patogeni (bakterije, gljivice, virusi) i konkurencija drugih
algi

e operativni ¢imbenici kao Sto su optimalno mijeSanje kulture pri éemu sve mikrolge
jednako izlazu izvoru svjetlosti, brzina razrjedivanja, dubina, ucestalost i faza
iskoristavanja (pobiranja) i dodavanje bikarbonata.

Kao i sve biljke, mikroalge fotosintetiziraju, tj. asimiliraju anorganski ugljik za pretvaranje u
organsku tvar. Svjetlost je izvor energije koji pokreée ovu reakciju te treba uzeti u obzir
intenzitet svjetlosti, spektralnu kvalitetu i fotoperiodnost mikroalgi. Intenzitet svjetlosti igra
vaznu ulogu, ali zahtjevi se uvelike razlikuju s dubinom i veli¢inom uzgojnog prostora, te
gustodom algi. Naime, na ve¢im dubinama i koncentracijama stanica intenzitet svjetla se mora
povecati da prodre kroz kulturu (Lavens i Sorgeloos, 1996.). Izvori svjetla mogu biti sunceva
svjetlost, fluorescentna svjetla, diode koje emitiraju svjetlost (LED) i drugo (Price i Farag,
2013.).

Temperatura je najvazniji ogranic¢avajuci faktor, nakon svjetlosti, za uzgoj algi u zatvorenim i
otvorenim vanjskim sustavima (Mata i sur., 2010.). Optimalan uzgoj mikroalgi zahtijeva
klimatiziran prostor, sa stabilnom temperaturom, tako da toplinska amplituda omoguduje
aktivnosti koje su nuzne stanici. Atmosfera mora imati kontrolirani pristup kako bi se smanijila
izmjena topline i kontaminacija te ujedno kultura snabdjela potrebnom koli¢inom CO,. Buduci
da temperatura utjece na brzinu metabolizma organizama, mora se odabrati prema vrsti koja
se uzgaja i ovisno o ¢emu uzgoj sluzi (Cruz i sur., 2018.).

Morski fitoplankton izuzetno je tolerantan na promjene saliniteta. Veéina vrsta najbolje raste
na koncentraciji saliniteta koja je nesto niZza od one u njihovom prirodnom stanistu. Dobiva se
razrjedivanjem morske vode s pitkom vodom (Price i Farag, 2013.). Pri tome morska voda
mora proéi kroz mehanicki filtar, zatim se sterilizira UV svijetlom i/ili klorira/deklorira
natrijevim tisulfatom (Gavrilovic¢ i sur., 2021.).

U donjoj tablici (tablica 2.2.1.) usporedeni su odredeni optimalni uvjeti za uzgoj mikroalgi /.
galbana i N. oculata koje su proucavane u ovom istrazivanju.



Tablica 2.2.1. Optimalna temperatura, svjetlost i salinitet za uzgoj I. galbana i N. oculata

Vrsta Temperatura Jacina svjetlosti Salinitet (ppt)
(°C) (luks)
Isochrysis galbana 25-30 2.500 - 10.000 10-30
Nannochloropsis oculata 20-30 2.500 - 8.000 0-36

Izvor: Hoff i Snell, 1993.

Raspon pH za vecinu uzgojenih vrsta algi je izmedu 719, s optimalnim rasponom od 8,2 do 8,7
ovisno o vrsti mikroalge. Potpuni kolaps kulture zbog poremecaja brojnih stani¢nih procesa
moze biti rezultat neuspjeha u odrzavanju prihvatljivog pH koji raste fotosintetskim
aktivnostima algi, a opada prilikom dodavanja odredenim nutrijenata poput ugljikovog
dioksida. Dodavanje ugljikovog dioksida i natrijevog bikarbonata povisuje eksponencijalni rast
ali samo ako je dolazak svjetla konstantan. Ukoliko prozracivanje (prirodna aeracija) nije
dovoljna, moze se dodati tekuci CO> injektiranjem u aeracijske cijevi ili dodavanjem u obliku
tableta (Gavrilovic i sur., 2021.).

Dodavanje nutrijenata odnosno hranjivih tvari ima jako vazinu ulogu kada se alge uzgajaju za
ishranu Skoljkasa i licinki. Pomo¢u dodavanja nutrijenata mikroalge kao hrana dobivaju na
nutritivnoj vrijednosti Sto je vazno kod ishrane zooplanktona ili li¢inki. U uzgoju mikroalgi za
proizvodnju biodizel potrebno je osigurati dovoljno nutrijenata za kontinuirani optimalni rast
i razvoj i optimalne kolicine lipida u algama kako bi se proizvelo sto vise ulja. Za rast mikroalgi,
glavne nutritivne tvari su dusik (N) i fosfor (P). Tijekom uzgoja, N i P predstavljaju
ogranicavajuce faktore. Oni zajedno sudjeluju u upravljanju proizvodnje lipida i brzini rasta
mikroalgi. Znadi, rast, razmnoZavanje i ostali fizioloski procesi su pod jakim utjecajem dusika,
koji je jedan od bitnih elemenata. Fosfor je jo$ jedna nuZzna komponenta vazna u uzgoju
mikroalgi (Enamalai sur., 2018.).

Takoder od visoke je vaznosti stalno odrzavanje higijene uzgojnog prostora i medija kako ne
bi doslo do kontaminacije. Mikroalge kao i svi mikroorganizmi su jako osjetljive i vrlo lagano
se kontaminiraju, bilo drugim algalnim kulturama koje se uzgajaju u istom prostoru ili pak
bakterijama, parazitima i gljivicama (Gavrilovi¢ i sur., 2021.).

Uzgoj mikroalgi zapocinje od inokulacije i stvaranja pocetnih Cistih kultura (250 mL) koje se
dobivaju iz matic¢nih kultura. Kada populacije pocetnih kultura dostignu stacionarnu fazu
nakon 7 — 14 dana iz njih se razvijaju supkulture veéeg volumena (2 — 5 ). One se daljnjim
razvojem i dostizanjem stacionarne faze, rasaduju u veée volumene, najéesée u tankove,
vrece, cilindre vecih uzgojih volumena (iznad 50 |) (Gavrilovi¢ i sur., 2021.).

Za optimalan uzgoj potrebno je poznavati dinamiku rasta mikroalgi. Rast kulture mikroalgi
moze se podijeliti u pet razvojnih faza (Slika 2.2.1.) (Lavens i Sorgeloos, 1996.):

1) Fazaindukcije/ lag faza
2) Eksponencijalna faza



3) Faza usporavanja rasta
4) Stacionarna faza
5) Faza odumiranja/smrti

1 pocetna faza rasta 5
2 faza eksponencijalnog rasta

3 faza usporenog rasta

4 stacionarna faza

5 faza odumiranja

Rast kulture algi
o

Starost kulture algi

Slika 2.2.1. Faze rasta uzgajanih mikroalgi
Izvor : Price i Farag, 2013.

U lag fazi koja slijedi odmah nakon inokulacije, rast je odgoden zbog prisutnosti nezivih stanica
ili fizioloskih prilagodbi inokulata novoj uzgojnoj sredini. U toj fazi stanice prvenstveno rastu
samo veliCinom. Zaostajanje u rastu populacije pripisuje se fizioloskoj prilagodbi stani¢nog
metabolizma rastu, primjerice poveéanoj razini enzima i metabolita koji sudjeluju u diobi
stanica i fiksaciji ugljika (Lavens i Sorgeloos, 1996.). Nakon toga slijedi eksponencijalna faza, u
kojojse populacija brzo umnozava. Tijekom tog razdoblja intenzitet svjetlosti i hranjive tvari
ne ogranicavaju rast mikroalgi. Specificna stopa rasta uglavnom ovisi o vrsti algi, intenzitetu
svjetlosti i temperaturi. U fazi usporavanja rasta, dioba stanica mikroalgi se usporava jer
svjetlost postaje ogranicavajuéa, pa se biomasa mikroalgi akumulira konstantnom brzinom sve
dok hranjive tvari ili inhibitori u mediju kulture ne postanu ogranicavajuci ¢imbenici. Fazu
opadanja/usporavanja rasta karakterizira smanjenje stope diobe stanica zbog ogranicavajucih
¢imbenika, kao Sto su hranjive tvari, CO; i drugi. U Cetvrtoj fazi odnosno stacionarnoj fazi
ogranicavajudéi faktor i stopa rasta su u ravnoteZeni, Sto rezultira u relativno konstantnoj
gustodi stanica. Brzina rasta doseZe nulu u stacionarnoj fazi jer su hranjive tvari iscrpljene.
Koncentracija stanica mikroalgi brzo opada u fazi smrti zbog iscrpljivanja hranjivih tvari,
pregrijavanja, poremecaja pH vrijednosti ili kontaminacije (Lee i sur., 2015.).

Klju¢ uspjeha proizvodnje algi je odriavanje svih kultura u eksponencijalnoj fazi rasta. Stovise,
nutritivna vrijednost proizvedenih algi je inferiorna nakon sto je kultura prosla trec¢u fazu zbog
smanjene probavljivosti, deficita u kemijskom sastavu i moguée proizvodnje toksi¢nih
metabolita (Lavens i Sorgeloos, 1996.). Potrebno je naglasiti da na pocetku stacionarne faze
mikroalge imaju najvisu nutritivnu vrijednost, te je daljnjim stajanjem kulture gube na kvaliteti
(Gavrilovi¢ i sur., 2021.).



2.2.1 Uzgojni sustavi za proizvodnju mikroalgi

Uzgojni sustavi baziraju se pocetno na laboratorijskom uzgoju te kasnije mogu prerasti
u industrijski uzgoj velikih razmjera. Razlikujemo vise sustava proizvodnje koji se prvenstveno
dijele na (i) otvorene sustave koji mogu biti umjetni ili integrirani u prirodu i (ii) zatvorene
sustave (fotobioreaktori). Takoder je moguéa kombinacija otvorenih i zatvorenih sustava,
medutim puno rjede radi moguce kontaminacije u otvorenim sustavima (Cruz i sur., 2018.).

Zatvoreni sustavi su kontrolirani sustavi visokog prinosa koji omogucuju optimalni pristup
svjetlosti i savrSeno mijeSanje kulture. Fotobioreaktori dolaze u razli¢itim izvedbama, a
najcesce se koriste cjevasti fotobioreaktori (Slika 2.2.1.1.). Mogu se izraditi i kao plasticne ili
staklene vrecice, spremnici ili tornjevi (Slika 2.2.1.2.). lako je kontaminacija minimizirana,
glavni nedostatak ovih kontroliranih sustava je njihova visoka cijena. Ostali izazovi ukljucuju
pregrijavanje, nakupljanje kisika, bioloSko zarastanje, prekovremeno oStedenje stanica i
drugo. Takoder kod odredenih sustava uzgoja poput cjevastih tornjeva moZe do¢i do
poteskoca prilikom odrzavanja higijene odnosno alge se mogu taloziti na stjenkama cijevi,
koagulirati i raspadati. Ukoliko se cijevi ne mogu ocistiti, svjetlost ne prodire kroz cijevi te je
automatski rast algi usporen. lako su pocetni i operativni troSkovi puno veéi od troskova
otvorenih sustava, zainteresiranost za uzgoj u zatvorenim sustavima raste radi visokih prinosa
i moguénosti postizanja potpune kontrole uzgojnih uvjeta te uzgoja veéeg spektra vrsta
mikroalgi (Saad i sur., 2019.). U ovim sustavima umjetno se ukljucuje izvor svjetlosti, upuhuju
plinovi i automatski dodaju hranjivi mediji. Pravilnim upravljanjem zatvorenim sustavom moze
se uspostaviti kontinuirana produkcija mikroalgi (Gavrilovi¢ i sur., 2021.).

Slika 2.2.1.1. Zatvoreni sustav uzgoja - cjevasti fotobioreaktor

Izvor: Jerney i Spilling, 2018.
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Slika 2.2.1.2. Zatvoreni sustav uzgoja - plocasti bioreaktor

Izvor: Martin-Girela i sur., 2017.

(https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S2211926417300310)

kontroliranja uzgojnih uvjeta od zatvorenih sustava. Objekti otvorenih sustava se razlikuju po
veli¢ini, dizajnu i obliku. U komercijalnom uzgoju algi koristeni su kruzni i kanalski bazeni.
Najéesée koristeni oblici su ,,open ponds” i ,raceways” (Slika 2.2.1.4.), odnosno jezera, lagune,
prirodni vodotoci, umjetno iskopani bazeni i kanali. Spomenuti tankovi (open ponds,
raceways) opcenito su plitki, izradeni od betona, stakloplastike ili polikarbonata, sa slojem
zemlje na dnu ili oblozZeni plasti¢nim materijalom, gdje se kulture odrzavaju u stalnoj cirkulaciji
pomocu turbine ili mijesalice. Drugi dobro poznati otvoreni sustav uzgoja je kaskadni model.
Ovdje je kultura u tankom sloju od otprilike 1 cm izloZena sunéevoj svjetlosti koja omogucuje
stani¢nu gustoc¢u do 10 g/L. Volumen od oko 20.000 t mikroalgi godisnje se smatra pocetnim
prinosom u proizvodniji biogoriva (Cruzi sur., 2018.). Godine 2018. je 95 % ukupne proizvodnje
mikroalgi bilo u otvorenim sustavima. Jedna od glavnih znacajki otvorenih sustava je njihova
sposobnost iskoriStenja atmosferskog CO;. PoloZaj otvorenog sustava je vrlo vazan kriterij jer
utjeCe na dostupnost sunceve svjetlosti, temperaturu, isparavanje i kontaminaciju koji su veliki
ogranicavajuci ¢cimbenici prilikom uzgoja na otvorenome (Saad i sur., 2019.).
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Slika 2.2.1.3. Otvoreni sustav uzgoja — Kaskadni model tankog sloja

Izvor : Cruzisur., 2018.
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Slika 2.2.1.4. a), b) Otvoreni sustav uzgoja ,demo raceways”

Izvor: a) Hosikian i sur., 2010. ( https://www.researchgate.net/figure/Raceway-pond-for-open-air-microalgae-
cultivation-extracted-from-3 figd 44850233) ; b) https://www.energy.gov/eere/bioenergy/algal-production

Uzgoj mikroalgi moguce je koristiti i za smanjenje emisije plinova i preciséavanje otpadnih
voda. Alge mogu ucinkovito ukloniti dusik, fosfor i teSke metale kao sto su As, Cd i Cr iz vodenih
otopina. Bududi da su kontrola emisija plinova i precis¢avanje otpadnih voda skupi i tehnicki
zahtjevni problemi u danasnjem svijetu, koristenje otpadnih voda kao izvor hranjivih tvari za
proizvodnju algi, zajedno s prociséavanjem otpadnih voda, dodane su ekoloske i ekonomske
koristi (Patil i sur., 2008.). Teski metali kao sto su krom (Cr), kadmij (Cd), arsen (As), olovo (Pb),
Ziva (Hg) itd. su kancerogeni i toksi¢ni za ljude ¢ak i u tragovima. Nadalje, oko 17-20 %
oneciS¢enja vode pripisuje se bojama tekstilne industrije, a neke od boja su vrlo otrovne,
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mutagene i kancerogene. Stoga istrazivaci istrazuju mikroalge kako bi prevladale oneciséenje
otpadnih voda i stvaranje biogoriva na bazi algi (Kumar, 2021.).

Uzgoj Nanocloropsis sp. u otpadnoj vodi radi eliminacije dusika uz nje uz uklanjanje CO, iz dima
takoder su istrazivan u nekoliko studija. Ove ekoloski korisne primjene mogu se povezati s
proizvodnjom lipida, Sto predstavlja moguci smjer prema isplativoj proizvodniji lipida pomocu
mikroalge Nanocloropsis sp. (Ma i sur., 2016.). Sli¢an su primjer opisali i za uzgoj Isochrysis
galbana u otpadnoj vodi od uzgoja ribe (Podo i sur. 2022).

Uzgojem mikroalgi u otpadnim vodama mozZe se sprijeciti eutrofikacija, ¢ime se poboljSava
kvaliteta efluenta odnosno otpadne vode. Naime, kombiniranjem procis¢avanja otpadnih
voda s proizvodnjom biogoriva, trosak biogoriva, kao i opasnosti za okolis, mogu se svesti na
minimum. Integriranjem koriStenja otpadne vode u uzgoju mikroalgi dolazi do opskrbe
besplatnim i ve¢ dostupnim hranjivim tvarima i vodom (Jayaseelan i sur., 2021.).

Uz oditu korist od kombiniranja biomase mikroalgi, a time i biogoriva, proizvodnje i
prociséavanja otpadnih voda, uspjeSna provedba ove strategije omogucila bi minimiziranje
koristenja slatke vode, joS jednog dragocjenog resursa posebno za suhe ili naseljene zemlje,
za proizvodnju biogoriva. Glavni problem povezan s koristenjem otpadnih voda za uzgoj
mikroalgi je kontaminacija. Time se moZe upravljati koriStenjem odgovarajucih tehnologija
predobrade za uklanjanje sedimenta i steriliziranje otpadne vode (Li i sur., 2008.).

2.2.2. Odabir vrste mikroalgi za proizvodnju biogoriva

Odabir vrsti mikroalgi za biogorivo temelji se na prilagodljivosti algi na okolnu klimu, kao i
na produktivnosti biomase algi (Venteris i sur. 2014.; Peter i sur., 2021.). Mikroalge mogu rasti
u otpadnoj vodi koja osigurava hranjive tvari kao Sto su dusik i fosfor, uz visoku proizvodnju
biomase (Vargas-Estrada i sur., 2021.). Mata i sur. (2010.) identificirali su preko 40 vrsta
mikroalgi sposobnih akumulirati sadrzaj lipida u rasponu od 2 do 75 % mase (Wiley i sur.,
2011.). Mikroalge se mogu klasificirati na temelju njihove osnovne stani¢ne strukture,
Zivotnog ciklusa i pigmentacije. Medutim, prema taksonomskoj klasifikaciji najéesce
upotrebljavane su (Hassain i sur., 2020.):

e zelene mikroalge (Chlorophyceae),
e dijatomeje (Bacillariophyceae), i
e zlatne mikroalge (Chrysophyceae).
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2.2.2.1. Nannochloropsis sp.

Chlamydomonas reinhardtii je najvise prouCavana mikroalga u posljednjih nekoliko
desetlje¢a. lako Chlamydomonas trenutno predstavlja najbolji model za istraZzivanje lipida
mikroalgi, nije vjerojatno da ée postati kandidat za proizvodnju biogoriva zbog svog prirodno
nizeg potencijala nakupljanja lipida. Stoga su nedavno drugi rodovi mikroalgi, poput
Nannochloropsis sp. s ve¢im potencijalom za proizvodnju lipida, bili premet istrazivanja. (Liu i
sur., 2017.).

Rod Nannochloropsis je Siroko rasprostranjen u oceanima i kopnenim vodama diljem svijeta.
Ima znacdajnu ulogu u globalnim ciklusima ugljika i minerala. Ova mikroalga bogata je
proteinima, pigmentima i viSestruko nezasi¢enim masnim kiselinama, a obi¢no se koristi u
akvakulturi kao hrana za Zivotinje (Hamidi i sur., 2014.). Rod mikroalgi Nannochloropsis potice
sve vedi interes istraZivaca zbog svoje sposobnosti da sintetizira ne samo neutralne lipide za
proizvodnju biogoriva, primjerice biodizela, veé i korisne spojeve poput eikozapentaenske
kiseline (EPA) za proizvodnju funkcionalne hrane.

Nannochloropsis sp. predstavljaju jednostani¢ne mikroalge koje pripadaju razredu
Eustigmatophyceae, redu Eustigmataceae i porodici Monodopsidaceae (Ma i sur., 2016.).

Rod Nannochloropsis sp. obuhvadao je Sest poznatih vrsta (Ma i sur., 2016.) od kojih su dvije
u novije vrijeme taksonomski svrstane u rod Microchloropsis sp. (WoRMS, 2022.):

e Microchloropsis gaditana,- morske vode

e Nannochloropsis granulata, - morske vode

e Nannochloropsis limnetica — kopnene vode

e Nannochloropsis oceanica - morske vode

e Nannochloropsis oculata — eurihaline (kopnene, morske i braki¢ne vode)
e Microchloropsis salina — morske vode.

Postoje prednosti i ograni¢enja upotrebe N. oculata kao sirovine za biogorivo. Uvjeti uzgoja
(npr. nebiotic¢ki ¢imbenici i bioticki ¢imbenici) ovog roda znadajno utjeCu na akumulaciju
biomase i profile masnih kiselina. Medutim, treba uzeti u obzir da su manipulacije uzgojnim
uvjetima radi povedéanja sadrzaja lipida u praksi Stetne za rast (kao sto je gladovanje) i mozda
nisu pozeljne. Mnoga pitanja vezana uz metabolizam lipida su jo$ uvijek nejasna, a daljnja
istrazivanja su jo$ uvijek potrebna za njegovu primjenu u industrijskim razmjerima (Liu i sur.,
2017).

Rast vrsta rodova Nannochloropsis i Microchloropsis moze se poboljsati duljim svjetlosnim
razdobljem, kontrolom pH i dodatkom ureje kao dodatnog izvora dusika. Rod Nannochloropsis
je dobro poznat kao izvor razlicitih vrijednih pigmenata, kao Sto su klorofil a, zeaksantin,
kantaksantin i astaksantin, koji se proizvode u velikim koli¢cinama. N. oculata je takoder
prepoznat i kao dobar potencijalni izvor EPA, vazne viSestruko nezasiéene masne kiseline za
prehranu ljudi za prevenciju nekoliko bolesti (Rocha i sur., 2003).
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Mnogi atributi omoguéuju N. oculata da bude snazna alternativna sirovina za biogorivo, bilo
izravnim sagorijevanjem pri pravilnom rukovanju njegovih ostacima ili zajednickim izgaranjem
s drugim sirovinama biomase, koje imaju nizak sadrZaj pepela, za smanjenje produkta pepela.
(Hamidi i sur., 2014.).

2.2.2.2. Isochrysis galbana

Nekoliko je razloga zasto bi se mikroalge roda I. galbana mogle koristiti kao obecavajuca
sirovina za proizvodnju biodizela. U prvom redu to $to su morske alge te su prikladne za uzgoj
u morskoj vodi, ¢ime se izbjegava konkurencija za slatku vodu. Alge ovog roda takoder odlikuje
brza stopa rasta te se u kratkom vremenu moZe proizvesti velika koli¢ina biomase. Prednost /.
galbana predstavlja i odustvo debele stani¢ne stijenke, tako da je ekstrakcija ulja mnogo laksa
od drugih algi, Sto moZe znatno poboljsati ekonomi¢nost daljnje obrade za proizvodnju
biodizela. Istice se s time Sto ima visoke koncentracije dokozaheksaenske kiseline (DHA),
vrijedne omega-3 polinezasicene masne kiseline sa znacajnim nutritivnim i zdravstvenim
prednostima. Stoga je vrlo moguce razviti integriranu proizvodnju biogoriva i proizvoda s
dodanom vrijednoscu iz mikroalgi ovog roda, a to je klju¢no za komercijalizaciju biodizela i
bioplina baziranih na mikroalgama kao sirovini. Takoder sa stajaliSta biorafinerije, preostala
biomasa dobivena nakon ekstrakcije ulja moze se koristiti kao hrana za akvakulturu (Sunisur.,
2018.).

S gledista kinetike rasta, s jednostavnim i jeftinim uzgojem hranjivih tvari, ova alga ima
usporedivu stopu rasta s drugim vrstama algi. Posebnu pozornost treba posvetiti visokom
udjelu Mg u ovoj biomasi jer bi mogao utjecati na neefikasnost prilikom izgaranja (Sukarni i
sur., 2018.).

Alternativne primjene zaostale biomase mikroalgi, koje se pretvaraju u razlicite oblike goriva
nakon ekstrakcije ulja, mogu pomodi u smanjenju ukupnih troskova proizvodnje.
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3. Materijali i metode
3.1. Materijali

Pokusi procjene energetskog potencijala Cistih kultura mikroalgi N. oculata i l. galbana
su provedeni u dvije faze. U prvoj fazi su u uzorcima (Slika 3.1.1.) koji su dopremljeni iz
mrijestiliSta Cromaris, tvrtke Cromaris d.d., 13. svibnja 2021., uz odredivanje saliniteta medija
i brojanje stanica u kulturi, odredeni sadrZaj vode i suhe tvari, koli¢ina pepela i sadrzaj lipida.
U drugoj fazi je, uz brojanje stanica, analiziran potencijal obje Ciste kulture za proizvodnju
bioplina na uzorcima (Slika 3.1.2.) dopremljenim iz tvrtke Aquarium Pula, 5. srpnja 2021.

Brojanje stanica u Cistim kulturama mikroalgi provedeno je na Zavodu za ribarstvo, pcelarstvo,
lovstvo i specijalnu zoologiju, dok su ostale analize provedene u Laboratoriju za istraZzivanje
biomase u poljoprivredi Zavoda za poljoprivrednu tehnologiju, skladiStenje i transport.

Slika 3.1.1. Uzorci Cistih kultura 1. galbana (lijevo) i N. oculata (desno) dopremljeni
13.05.2021.
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Slika 3.1.2. Uzorci Cistih kultura N. oculata (lijevo) i I. galbana (desno) dopremljeni
05.07.2021.

3.2. Metode

IstraZzivanje je provedeno u dva razli¢ita perioda, tijekom svibnja i srpnja 2021. godine.
Sve su analize provedene u Laboratoriju za istraZzivanje biomase i energetsku iskoristivost u
poljoprivredi. Mjerenje kemijske potrosnje kisika (KPK) je radeno u vanjskom laboratoriju.

3.2.1. Mjerenje saliniteta medija s mikroalgama

Salinitet medija s mikroalgama, odnosno prvotno elektricna provodljivost (mS/cm)
mjerena je prema metodi ISO 7888:1985 pomocu ruénog konduktometra WTW Cond 720.
Zatim se iz vodljivosti izrazene u Ms/ cm preracunao salinitet u ppt (parts per thousand), 1
mS/ cm = 0,493 ppt.

3.2.2. Odredivanje broja stanica mikroalgi

Brojanje je provedeno mikroskopski pomocu hemocitometra (Slika 3.2.2.1; Slika
3.2.2.2.). Prije svakog brojanja mikroalge su fiksirane 4 %-tnim formaldehidom. Neposredno
prije brojanja na hemocitometar je polozeno pokrovno stakalce te je u Zljeb hemocitometra
pomocu Pasterove sterilne pipete dodana kap kulture. Stanice su brojane u osam rubnih i dva
nasumicéna polja. Ovaj je postupak radi veée preciznosti ponavljan za svaku kulturu tri puta te
je izraCunat prosjek. Koncentracija algi u uzgojnom volumenu izraunata je prema formuli:
n/10x250000=br. stanica/mL kulture (Gavrilovi¢ i sur., 2021).
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Slika 3.2.2.1. Hemocitometar s prikazom i dimenzijama komorice za brojanje (alge su brojane
u sredisnjem zaokruzenom dijelu mreze)

Slika 3.2.2.2. Brojanje mikroalgi na hemocitometru pod mikroskopom

3.2.3. Sadrzaj vode i suhe tvari

Prilikom odredivanja sadrZaja vode sukladno HRN EN 18134-2:2015 metodi, prvo su
vagani (Slika 3.2.3.1.) Cisti prazni porculanski loncici. Prije prenosenja u loncice, uzorci su bili
homogenizirani (promijesani) kako bi se dobili Sto reprezentativniji uzorci. Zatim je po 5 mL
uzoraka medija s N. oculata i I. galbana prenijeto u loncice te su oni ponovo odvagani (Slika
3.2.3.2.). nAnaliza je provedena u tri ponavljanja, a susenje (Slika 3.2.3.3.) je provedeno na
temperaturi od 105 °C u atmosferskom zraku do postizanja konstantne mase.
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Slika 3.2.3.1. Analiticka vaga s Cetiri decimalna mjesta (Mettler Toledo, SAD)

Slika 3.2.3.2. Izvagani triplikati uzorka N. oculata u lonci¢ima prije susenja

)

Slika 3.2.3.3. Laboratorijska susnica (Memmert, Njemacka)
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Nakon suSenja porculanski lonci¢i su bili stavljeni u eksikator kako bi se ohladili na sobnu
temperaturu. Kada su se ohladili ponovno je obavljeno vaganje. Sadrzaj vode je izracunat na
osnovu gubitka mase pomocu sljedecée formule:

% H,0 =“7"’x1oo .............................................. (1)

a — masa porculanskog loncié¢a s uzorkom prije susenja (g)
b — masa porculanskog loncié¢a s uzorkom nakon susenja (g)
m — masa uzorka (g)

Buducdi da su mikroalge u uzorcima bile suspendirane u hranjivom mediju te se sadrZaj vode u
uzorku ne moze pripisati samo sadrzaju vode u mikroalgama, odredili smo masu suhe tvari
koja se nalazila u pojedinacnom uzorku i odgovara suhoj masi algi:

Mst uuzorku (g/ mL) =b-a
b - masa porculanskog lonci¢a s uzorkom nakon susenja (g)

a — masa praznog lonci¢a (g)

3.2.4. Sadrzaj pepela

Prilikom odredivanja sadrzaja pepela sukladno standardnoj metodi HRN EN ISO
18122:2015 koristeni su uzorci koji su nakon vaganja stavljeni u hladnu mufolnu pe¢ (Slika
3.2.4.1.) gdje su spaljivani/Zareni 4 — 5 sati. Nakon Zarenja, lonciéi (Slika 3.2.4.2.) su nakon
hladenja odvagani.
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Slika 3.2.4.1. Mufolna pecnica (Naberterm, Njemacka)

Slika 3.2.4.2. Uzorci N. oculata i l. galbana nakon Zarenja

Sadrzaj pepela je odreden iz mase ostatka nakon spaljivanja uzorka do postizanja konstantne
mase pomocu sljedeée formule:

o _(m3 -m1) 100
% pepeos.y. = 2D XL00K o e (2)

m1 — masa praznog lonci¢a (g)
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m2 —masa lonciéa s uzorkom prije spaljivanja (g)
m3 — masa lonciéa s uzorkom nakon spaljivanja (g)

Mad — % H20 u uzorku prije Zarenja

3.2.5. Priprema i odredivanje sadrZaja masti

Uzorci N. oculata (120 mL) i . galbana (120 mL) bili su povrgnuti centrifugiranju (Slika
3.2.5.1) u kivetama koje su centrifugirane 15 minuta na brzini od 6 000 rpm. Prilikom
centrifugiranja doslo je do razaranja stani¢nih stjenki mikroalgi (Slika 3.2.5.2.) te su oslobodeni
lipidi. Voda, talog mikroalgi i lipidne komponente su se odvojile tako da se ulje nalazilo na
povrsini vode, dok se talog nalazio na dnu kivete.

Nakon pripreme, zajedno sa otapalom (reciklirani petrolej), uzorci su stavljeni u sustav za
zatvorenu digestiju, ekstrator Soxhlet R304, po metodi HRN I1SO 6492:2001 (Slika 3.2.5.3.).
Tijekom digestije nastala je mjeSavina petroleja i ulja unutar tikvica. Tikvice sa mjeSavinom su
potom stavljene u laboratorijsku susnicu, kako bi ishlapio petrolej i ostalo samo ulje te vagane.

Slika 3.2.5.1. Centrifuga 3500 rpm (Tehtnica)
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Slika 3.2.5.2. Dobiveni uzorci nakon centrifugiranja

Slika 3.2.5.3. Sustav za zatvorenu digestiju (Ethos D, Milestone)
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3.2.6. Utvrdivanje bioplinskog potencijala

Utvrdivanje potencijala istrazivanih mikroalgi za proizvodnju bioplina provedeno je na
dva nacina: (1) procesom anaerobne digestije uzoraka u laboratorijskom bioreaktoru i (2)
teorijski, odredivanjem kemijske potrosnje kisika (KPK).

3.2.6.1. Anaerobna digestija

Uzorci N. oculata (720 mL) i I. galbana (720 mL) bili su podvrgnuti centrifugiranju,
nakon ¢ega je dodan petrolej kako bi se ekstrahiralo ulje iz kiveta tako da ostane samo talog i
malo vode. Ovom pripremom uzorka simulirano je dobivanje ostataka taloga mikroalgi nakon
digestije i ekstrakcije ulja. Dobiveni uzorci su, zajedno s inokulumom ubaceni u laboratorijski
bioreaktor (CROTEH, Hrvatska; Slika 3.2.6.1.1.).

Slika 3.2.6.1.1. Laboratorijski reaktor za fermentaciju (CROTEH)

3.2.6.2. Teorijsko odredivanje bioplinskog potencijala

Bioplinski potencijal je utvrden prema standardnoj metodi ISO 6060:1989. Uzorci su
pripremljen istovjetno kao i za potrebe anaerobne digestije.

24



4. Rezultati

4.1. Salinitet medija s kulturom mikroalgi

Vrijednosti saliniteta hranjivog medija s kulturom N. oculata il. galbana u uzorcima iz
svibnja prikazane su na Grafikonu 4.1.1..

Isochrysis galbana

Vrsta alge

Nannochloropsis ocluata

30 32 34

36,516

37,114

38 40

Salinitet otopine (ppt)

Grafikon 4.1.1. Usporedba saliniteta (ppt) hranjivog medija s kulturom mikroalgi rodova N.

oculata il. galbana

4.2. Broj stanica mikroalgi

U tablici 4.2.1. je prikazan broj stanica u mL. U obje faze uzorkovanja dostavljene
mikroalge bile su u eksponencijalnoj fazi rasta. lako su bile u istoj fazi, iz podataka je vidljivo
da je kultura druge skupine uzoraka bila starija te imala veéu biomasu u mL.

Tablica 4.2.1. Broj stanica N. oculata i I. galbana

Datum dopremanja u
laboratorij

Nannochloropsis oculata
(broj stanica/mL)

Isochrysis galbana
(broj stanica/mL)

13.5.2021.

2 015 000

1128 000

5.7.2021.

4918 000

6 350 000
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4.3. Sadrzaj vode i suhe tvari

Na Grafikonu 4.3.1. prikazana je srednja vrijednosti sadrZaja vode u uzorcima. Srednja
vrijednost sadrzaja vode analiziranih uzoraka (medija sa suspendiranim mikroalgama) iznosila
je 95,28 % za uzorke mikroalge N. oculata , dok je za I. galbana iznosila 95,42 %.

100
99
98
97
96 95,28 95,42
95
94

Sadrzaj vode %

93
92
91
90

Nannochloropsis oculata Isochrysis galbana

Vrsta alge

Grafikon 4.3.1. Srednja vrijednosti sadrzaja vode u uzorcima

Srednja vrijednost mase suhe tvari (mst) u uzorku od 5 mL iznosila je 0,0487 g/mL za N.

oculata, dok je za I. galbana iznosila 0,0467 g/ mL uzorka. Na Grafikonu 4.3.2. prikazana je
usporedba mikroalgi.
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Nannochloropsis oculata Isochrysis galbana
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Grafikon 4.3.2. Masa suhe tvari (g/ mL) uzorka za N. oculata i I. galbana
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4.4. Sadrzaj pepela

Srednja vrijednost postotka sadrZaja pepela u suhoj tvari mikroalgalne biomase rodova
mikroalgi N. oculata i I. galbana prikazana je na Grafikonu 4.4.1.
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Nannochloropsis oculata Isochrysis galbana

Vrsta alge

Grafikon 4.4.1. Srednje vrijednosti sadrzaja pepela u suhoj tvari mikroalgi rodova N. oculata i
l. galbana
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4.5. Sadrzaj masti

Utvrden je sadrZzaj masti za mikroalgu N. oculata 0,3271 %/ 100 mL te 0,3395 %/ 100
mL za mikroalgu /. galbana (Grafikon 4.5.1.).

o o
© O e~

o
~

0,3271 0,3395

SadrZaj masti %
o o o
> (6, ] o))

O o o <
N W

o

Vrsta alge
B Nannochloropsis oculata W Isochrysis galbana

Grafikon 4.5.1. Srednje vrijednosti sadrzaja masti u uzorcima istrazivanih mikroalgi

4.6. Utvrdivanje potencijala za bioplin

Nakon 14 dana anaerobne digestije primije¢eno je da u bioreaktor nema mikrobioloske
aktivnosti, odnosno da koli¢ina pripremljenih uzoraka dviju mikroalgi nije bila dostatna za
anaerobnu digestiju i proizvodnju bioplina.

Analiza KPK, koja se koristi kao standardna analiza za utvrdivanje potencijala odredene
biomase za proizvodnu bioplina pokazala je vrijednosti KPK za mikroalgu N. oculata od 1.244
mg/L, dok je za I. galbana bila nesto manja i iznosila 999 mg/L. Na Grafikonu 4.6.1. su
prikazane dobivene vrijednosti.
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Grafikon 4.6.1. Kemijska potrosnja kisika istrazivanih uzoraka mikroalgi N. oculata i |.
galbana
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5. Rasprava

Bagnato i suradnici (2019.) su utvrdili oko 80 % sadrzaja vode u uzorcima N. oculata i |.
galbana. U ovom istrazZivanju ustanovljena je visa koli¢ina vode, za oba roda mikrolagi oko 95
%, medutim to ne iznenaduje jer su istraZivane kulture bile u pocetnom dijelu faze
eksponencijalnog rasta te je broj stanica bio nizak u usporedbi s brojem stanica u stacionarnoj
fazi (Dodo i sur., 2022.), a analiza sadrzaja vode je obavljena zajedno s vodenim medijem. Iz
tog razloga je i utvrdena suha masa kulture (g / mL) koja je u skladu s literaturnim podacima o
suhoj masi stanica mikroalgi (Pérez-Morales i sur., 2015.; Madani i sur., 2021.; Zhu i Lee,
1997.). Biomasa mikroalgi ima relativno visok sadrzaj vode (80-90 %) i to je osnovni problem
u proizvodnji energije. Kao i kod vecine drugih izvornih biomasa, visok sadrzaj vode i nizi
sadrzaj ogrjevne vrijednosti ¢ini biomasu mikroalgi teSkom za koriStenje za proizvodnju topline
i elektricne energije. 1z tog razloga je potreban predtretman za smanjenje sadrzaja vode i
povecanje gustoce. Kao posljedica toga, troskovi proizvodnje energije se povecavaju i Cine ovu
alternativu manje ekonomski isplativom (Patil i sur., 2008.).

Za proizvodnju energije iz mikroalgi potrebna je ekstrakcija lipida. Tradicionalni lipidni
ekstraktanti su hidrofobna organska otapala, na primjer, heksan. Prisutnost molekula vode
mogla bi dramati¢no sprijeciti kontakt izmedu otapala i lipida, te stoga rezultirati niskim
prinosom ekstrakcije lipida. Nadalje, koncentriranje biomase mikroalgi je osmisljeno tako da
ukloni vodu kako bi se poboljsala ucinkovitost kontakta. Razvijene su razli¢ite tehnike
koncentriranja, no neke od njih mogu ugroziti kvalitetu finalnih proizvoda i/ili biti energetski
intenzivne. Dokazano je da je centrifugiranje najpouzdanija tehnika, ali prije njene upotrebe
treba optimizirati sustav te smanjiti unos energije (Li i sur., 2015.).

Jazzar i sur. (2015.) su utvrdili kako visoki sadrzaj vode nema znacajni utjecaj na proizvodnju
biogoriva. Najveci prinosi biodizela dobiveni iz osuSenih mikroalgi bili su samo izmedu 2 %i9
% vecdi od onih postignutih iz vlaznih mikroalgi, Sto ukazuje da visok sadrzaj vode u biomasi algi
nije znacajno utjecao na proces proizvodnje biodizela. U navedenom radu, mokre (80 % vlage)
i suhe morske mikroalge N. gaditana (M. gaditana prema WoRMS, 2022.) izravno su koristene
za sintezu biodizela u jednostupanjskom procesu izravhom transesterifikacijom bez dodanih
katalizatora uz koriStenje superkriticnog metanola (Jazzar i sur., 2015.). 1z ovoga proizlazi da
¢e se najveca koncentracija biomase dobiti iz kulture koja je na pocetku stacionarne faze rasta
i ujedno ima najpovoljniji kemijski sastav (Gavrilovi¢ i sur., 2021.)

Odredivanje sadrzaja pepela je klju¢no za procjenu pretvorbe anorganskih spojeva u organske
spojeve. Ono eliminira varijabilnost koja moZe proizadi iz uzoraka s razli¢itim sadrzajem
pepela. Liu i suradnici (2015.) su koristili razli¢ite temperature zZarenja za mikroalge kako bi
utvrdili njihov utjecaj na sadriaj pepela. Utvrdeno je da su niZe temperature dovele do
nepotpunog izgaranja, Sto je rezultiralo veé¢im sadrzajem pepela. Dok su viSe temperature
dovele do isparavanja nekih minerala, poput kalija. Iz navedenog razloga je potrebno
optimizirati temperaturu Zarenja.
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Tijekom ovog istrazivanja, dobiveni su rezultati od 76,5 % pepela za N. oculata i 77,91 % za |.
galbana, koji ukazuju na mogucnost nepotpunog izgaranja.

Bi i He (2013.) tvrde da zelene mikroalge imaju vise hlapljivih tvari od smedih mikroalgi, dok
smede mikroalge sadrZe puno vedi udio pepela (¢ak 43,4 % mokrih uzoraka). Najmanji udio
pepela utvrdili su u uzorcima zelenih mikroalgi te je iznosio 14,3 %. Dobiveni rezultati
potvrduju ovu tvrdnju, iako dolazi do malih razlika u brojkama, za samo 1,41 %.

Prirodne mikroalge s niskim sadrZajem lipida imaju visok sadrZaj pepela, sto moZe imati
znacajan utjecaj na prinos i svojstva masti odnosno ulja. Visok sadrzaj pepela u mikroalgama
ima negativan ucinak na prinos ulja zbog manjka organskih tvari i ogranienja interakcije
izmedu biomase i reakcijskog medija. Medutim visoki sadrzaj pepela nema nuzno negativan
utjecaj i moze pridonijeti anaerobnoj digestiji. Takoder, pepeo ima slozen sastav s velikim
koli¢inama minerala i metalnih soli koji mogu djelovati kao katalizator tijekom hidrotermalne
likvifikacije odnosno HTL procesa (Liu i sur., 2020).

Ucinak saliniteta na nakupljanje lipida u N. oculata je proucavan i rezultati sugeriraju da niska
slanost uzgojnog medija odnosno vode potic¢e proizvodnju lipida prilikom uzgoja (Ma sur.,
2016.). I N. oculatail. galbana pokazali su relativno dobru sposobnost podnosenja ekstremnih
uvjeta visokog saliniteta i kontaminanata prisutnih u medijima otpadnih voda (Ammar i sur.,
2018). Salinitet kultura istrazivanih u ovom radu bio je 36 i 37 ppt te bi sukladno prethodnim
navodima i optimalnim uvjetima za dvije istrazivane alge (Hoff i Snell, 1993.) bilo uputno radi
povecanja koncentracije lipida u stanici mikroalge uzgajati na nesto nizem salinitetu. Podo i
sur. (2022.) usporedujuéi rast I. galbana u otpadnoj vodi iz akvakulture na razlicitim
salinitetima (33 i 25 ppt) dobili najvecu koli¢inu biomase pri 25 ppt.

Prva kljuéna tocka koju treba razjasniti je maksimalni prinos ulja koji se moze postici s
kulturama mikroalgi. To strogo ovisi o odabranom mikroorganizmu, zemljopisnom polozaju
proizvodnog pogona ukoliko se radi o otvorenom uzgoju i uvjetima kulture. Potencijalni prinos
ulja kultura mikroalgi je od 5 do 20 puta veéi od uljane palme, opcenito priznate kao
najproduktivnija kultura u industrijskim razmjerima (Bondioli i sur., 2012.).

Ukupni sadrzaj lipida u mikroalgama uobicajeno moze varirati od oko 1 % do 85 % suhe tezZine
biomase, vise vrijednosti od 40 % obi¢no se postizu pod povoljnim ograni¢enjem hranjivih tvari
(Anadarajah i sur. 2012.).

Poznato je da rod Nannocloropsis, kao i druge uljane alge koje se uzgajaju u uvjetima s
dovoljno hranjivih tvari, uglavhom proizvode polarne lipide koji se ne mogu preraditi u
postojec¢im industrijskim postrojenjima za biodizel. Za proizvodnju biodizela potrebno je
neutralno ulje, koje se uglavnom sastoji od triacilglicerola i slobodnih masnih kiselina koji se
mogu lako pretvoriti u odgovarajuce spojeve pomodu reakcije s metanolom katalizirane
luZinama. Slobodne masne kiseline takoder se mogu koristiti kao sirovina za proizvodnju
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biodizela, ali u ovom slucaju potreban je kiseli kataliticki sustav ili korak predesterifikacije
(Bondioli i sur., 2012.).

Dobivanje niske koncentracije masti od 0,3271 % za rod Nanocloropsis mozZe se objasniti
visokom koncentracijom polarnih lipida uz premalu koli¢inu analiziranog materijala s obzirom
da su, kako je veé receno kulture bile rijetke te se uzorak (120 mL) sastajao od velikog dijela
vode koje potice od medija. Uz to su opne stanica razarane centrifugiranjem (bez presanja) te
postoji moguénost da odredeni dio lipida nije niti osloboden iz stanica.

Nadalje, nakon prikupljanja biomase mikroalgi primjerice centrifugiranjem, biomasa ima viagu
od 70 % ili viSe i, u najboljem slucaju, sadrzaj ulja od 50 % (na osnovi suhe tvari.). Stoga je
sadrzaj ulja u biomasi vlazne alge usporediv s onim u sjemenkama uljarica koje sadrze priblizno
15 % ulja, kao Sto je plod masline. Kada bi se alge mogle preradivati, kao $to se masline i
ekstrahirano ulje preraduju mokrom tehnologijom, moglo bi se ustedjeti na visokim
troskovima susenja. Medutim u tom slucaju bilo bi potrebno, nakon ekstrakcije masti,
drastiéno smanijiti sadrzaj vode u rezidualnoj biomasi kako bi se izbjegla mikrobioloska
degradacija (Bondioli i sur., 2012.).

Centrifugiranje je metoda prikupljanja biomase mikroalgi koja ukljucuje centripetalno
ubrzanje kako bi se kultura algi odvojila na podrucja veée i manje gustoée, nakon ¢ega se alge
i voda odvajaju ekstrakcijom viska medija. Centrifugiranje takoder moze biti praceno
sedimentacijom za odvajanje supernatanta. Ova metoda pokazala je 90 %-tnu ucinkovitost
koncentriranja mikroalgi iz medija 90 %, ali treba naglasiti da efikasnost ovisi o samom
postupku. Ekstrakcija lipida se vrsi fizikalnim (poput presanja i jakog centrifugiranja) i
kemijskim metodama s otapalom ili kombinacijom obje metode. Metoda koja se koristi za
ekstrakciju treba biti brza i u€inkovita i ne bi trebala ostetiti ekstrahirane lipide. Nije svaka
lipidna frakcija prikladna za proizvodnju biodizela i Stovise, ponekad se i nelipidni sadrZaj
ekstrahira zajedno s lipidnim sadrZzajem. Zato odabrani postupak ekstrakcije ne samo da bi
trebao biti specifiéan za lipide, vec¢ bi trebao biti i selektivan prema pozeljnim lipidnim
frakcijama. (Pragya i sur., 2013).

Koncentraciju dobivenih rezultata masti/ulja u ovom istrazivanju je tesko usporediti s drugim
istrazivanjima radi koriStenja uzoraka koji su suspendirani u mediju, odnosno nije se radilo sa
suhim uzorcima biomase mikroalge ili sedimetiranima kao u vecini drugih istrazivanja (Bondioli
isur.,2012; Liisur., 2015.). Bududi da je doSlo do razaranja stanica mikroalgi centrifugiranjem,
te se ulje odvojilo i nalazilo na povrsini vode, bilo je potrebno prilikom pipetiranja vode ostaviti
odredenu koli¢inu vode u uzorku kako se ne bi zahvatilo ulje. Za detaljnu procjenu bilo bi
uputno i koncentrirati alge te koristiti kulturu s veéim brojem stanica, odnosno na pocetku
stacionarne faze.

Uzgojem mikroalgi za iskoriStavanje CO; i proizvodnju biodizela stvara se rezidualna biomasa
algi kojom se mora upravljati kako bi se sprijecilo njezino nepropisno odlaganje u okolis,
zagadenje tla i povrSinskih voda. U tom kontekstu, anaerobna digestija se prepoznaje kao
perspektivna tehnologija za gospodarenje ovim otpadom, trazeci odgovaraju¢u obradu i
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konacéno zbrinjavanje te istovremeno dobivanje energije u obliku metana, $to moze pridonijeti
odrzivosti proizvodnje biodizela iz mikroalgi. Anaerobna digestija mikroalgi mozZe eliminirati
korake prikupljanja i susenja biomase, smanjujudi troskove (Santos i sur., 2014.).

Opcenito, previsoka ulazna koncentracija KPK (viSe od 2.000 mg/L) rezultira
nezadovoljavajuéom brzinom rasta mikroalgi i niskom ucinkovito$éu uklanjanja hranjivih tvari
u otpadnoj vodi. Zaklju¢no, tehnologija kokultivacije i koncentracija KPK mogli bi utjecati na
rast mikroalgi. U istrazivanju Gao i sur. (2018.), postignuta je maksimalna ucinkovitost
uklanjanja CO; kada je pocetna koncentracija KPK bila 1.200 mg/L, Sto sugerira da je
koncentracija KPK od 1.200 mg/L bila najucinkovitija utjecajna koncentracija za uklanjanje CO;
tijekom tretiranja otpadnih voda. Uklanjanje CO; u proizvodniji bioplina uglavnom se koristi za
rast mikroalgi putem fotosinteze. Sadrzaj metana ovisi o ucinkovitosti uklanjanja CO,. Visoka
ucinkovitost uklanjanja CO; rezultirat ¢e poveéanjem sadrzaja metana u bioplinu, $to povecava
kvalitetu bioplina. Razli¢ite koncentracije KPK mogle bi utjecati na put akumulacije ugljika u
biomasi mikroalgi (Gao i sur., 2018.).

lako su Gao i sur. (2018.) u navedenom istrazivanju koristili mikroalgu Chlorella vulgaris, ono
potvrduje ¢injenicu da je koncentracija KPK od 1.200 mg/L optimalna za proizvodnju bioplina.

Istrazivanja koja su se bavila kona¢nom koncentracijom topljivog KPK mogu ukazati na koli¢ine
hidroliziranog supstrata, ali i na otpornost na daljnju mineralizaciju u hlapive masne kiseline,
a zatim u metan i CO,. Koncentracija KPK opéenito je bila niska za slatkovodne vrste (oko 800
mg/L), ali prili¢no visoka za morske vrste (oko 2.000 mg/L) sto mozZe biti pokazatelj da salinitet
ima utjecaj na koncentraciju KPK. MoZe se pretpostaviti da je visoka koncentracija KPK kod
morskih vrsta predstavljala otporan ili nerazgradiv bioloSki materijal (Frigon i sur., 2013.).
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6. Zakljucak

Mikroalge N. oculata i I. galbana pogodne su sirovine za proizvodnju biogoriva,
specificno biodizela i bioplina koji moZemo dobiti od otpada iz proizvodnje biodizela.
Medutim, rezultati ovog rada pokazuju kako je taj postupak potrebno optimirati. Prilikom
uzgoja je potrebno osigurati uvjete u kojima ¢e kultura rasti najbrze (svjetlost, temperatura,
pH, koncentracija hranjivih tvari, salinitet i dr.) i uz to imati maksimalni sadrzaj lipida. Pored
toga, vazno je i vrijeme prikupljanja mikroalgalne biomase. Naime, uzgoj je potrebno provoditi
do trenutka postizanja najveéeg broja stanica po jedinici hranjivog medija, odnosno do
pocetka stacionarne faze. Nakon ove faze, kultura stagnira, kemijski sastav joj se mijenja te se
potom mikroalge pocinju razgradivati i postaju neadekvatna sirovina za ekonomski isplativu
proizvodnju biodizela od mikroalgi.

Pored optimizacije samog procesa uzgoja mikroalgi za proizvodnju biogoriva, potrebno je
optimirati i tehnologiju proizvodnje biogoriva, pocevsi od samog izdvajanja mikroalgi kao
sirovine iz vodenog medija do ekstrakcije lipida za proizvodnju biodizela. Pri ekstrakciji je
potrebno voditi ra¢una o stani¢noj stjenci mikroalgi, koju je najprikladnijom metodom
potrebno razoriti radi oslobadanja lipida.

Ukoliko se otpad od proizvodnje biodizela koristi za proizvodnju bioplina, potrebno je koristiti
veéu koli¢inu uzorka od one koristene u ovom istrazivanju. Nadalje, za ekonomski
profitabilniju proizvodnju bioplina bilo bi moguée koristiti mjeSavinu ostatka mikroalgi od
proizvodnje biodizela i neku drugu vrstu otpada.

Koristenjem otpadnih voda prilikom uzgoja mikroalgi, prvenstveno za proizvodnju biodizela te
sekundarno za proizvodnju bioplina od ostataka taloga nakon proizvodnje biodizela, mogudéa
je uspostava kruzne proizvodnje, odnosno odrZivog gospodarenja koristenjem mikroalgi. Na
ovaj bi se nacin kogeneracijom osigurala i energija za proizvodnju biodizela. Uz navedeno,
digestat se nakon anaerobne digestije takoder mozZe koristiti kao gnojivo. Integriranje ovakve
proizvodnje predstavlja optimalnu proizvodnju, medutim prvo je potrebno smanijiti troskove i
prilagoditi tehnologiju za uzgoj mikroalgi i proizvodnju biogoriva iz njih.
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