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1. UVOD

1.1. Proizvodnja bioplina

Povecane emisije staklenic¢kih plinova, globalne klimatske promijene i energetska ovisnost
o fosilnim gorivima utjecali su na rast interesa za istrazivanja alternativnih izvora energije.
Rezerve fosilnih goriva troSe se brze nego $to nastaju, a njihovo koristenje oslobada visoke
koncentracije $tetnih i otrovnih plinova u atmosferi. Kako bi se smanjila ovisnost o fosilnim
gorivima i njihov ekoloski Stetan ucinak, postepeno se razvijaju i iskoriStavaju obnovljivi
izvori energije. Prema Hrvatskom zakonu obnovljivi izvori energije definirani su kao ,,izvori
energije koji su sacuvani u prirodi i obnavljaju se u cijelosti ili djelomi¢no, posebno energija
vodotoka, vjetra, neakumulirana sunceva energija, biodizel, biomasa, bioplin, geotermalna
energija itd.” (Web 1).

Bioplin kao obnovljivi izvor energije koji se proizvodi iz biomase predstavlja veliki
potencijalni izvor energije. Mogucnost iskoriStavanja razli¢itih sirovina u proizvodnji
bioplina omogucava mu §iroki spektar primjena na razli¢itim lokacijama.

Bioplin nastaje iz organske tvari pod utjecajem mikroorganizama u anaerobnim uvjetima, a
sastav mu je priblizno oko 65% metana, 30% ugljikova dioksida i niske koncentracije dusika,
amonijaka, vodika, sumporovodika, ugljikovog monoksida i vodene pare. Zbog svoje
energetske vrijednosti metan dobiven iz organske tvari anaerobnom fermentacijom moze biti
adekvatna zamjena za fosilna goriva. Anaerobna fermentacija je proces razgradnje
organskog materijala na manje Cestice u anaerobnim uvjetima. U¢inkovitost ovisi o koli¢ini
prisutnin  mikroorganizama, temperaturi, koncentraciji amonijaka i hlapljivih masnih
Kiselina.

Proces proizvodnje bioplina sastoji se od 4 faze: hidroliza, acidogeneza, acetogeneza i
metanogeneza (Gerardi 2003; Dueblein i Steinhauser 2008). U hidrolizi organska tvar se
razlaze na monomere 1 oligomere. Produkti u ovoj fazi su jednostavni Seceri, aminokiseline
i masne kiseline. U acidogenezi acidogene bakterije transformiraju produkte nastale u
hidrolizi u metanogene spojeve. Produkti fermentacije koji se ne mogu direktno
transformirati u metanogene spojeve transformiraju se u acetogenezi. Klju¢ni korak procesa
proizvodnje bioplina je metanogeneza u kojoj se odvija proizvodnja metana i ugljikovog
dioksida pomo¢u metanogenih mikroorganizama. U ovoj fazi iz acetata nastaje oko 70 %

metana dok ostalih 30 % nastaje iz vodika i ugljikovog dioksida (Schink 1997).



Nukleinske kiseline Proteini Ugljikovodici Lipidi
\ . | \ |

Sederi, amino kiseline, glicerol, purini, pirimidini Masne kiseline

2

A

v

Meduprodukti (propionat, butirat, lactat 1 alkohol1)

4

Hidrogen/1C komponente |«

A

Acetat

h4

5| 6

A 4

Metan <

Slika.1. Dijagram reakcijskog slijeda kompleksnih organskih molekula u anaerobnoj

fermentaciji (1) hidroliza; (2) fermentacija; (3) beta-oksidacija; (4) acetogeneza; (5)

acetoklasna metanogeneza; (6) hidrogenotrofna metanogeneza; (7) homoacetogeneza

izvor: prilagodeno prema Bohutskyi i Bouwer (2013)

Sirovine za proizvodnju bioplina mogu biti razne organske tvari. Sve vrste bioloskih sirovina
iz poljoprivrednog sektora i razlicite vrste organskog otpada dobri su izvori plina, a prema
pregledu istrazivanja (Kralik i sur. 2007; Mihi¢ i sur. 2011) vidljivo je da je najpogodnija
sirovina gnojovka iz govedarskih, svinjogojskih i peradarskih farmi, te uzgajalista riba, a
potom slijede poljoprivredni usjevi od kojih se najcesce koriste zitarice i razne trave. Bioplin
iz stajskog gnoja se proizvodi postupkom anaerobne fermentacije, a zbog visokog udjela
dusika stajski gnoj je vrlo pogodan za razvoj anaerobnih mikroorganizama. Medutim, zbog
visoke koncentracije amonijaka u stajskom gnoju moze doc¢i do inhibicije razvoja
mikroorganizama, te se stajski gnoj koristi u kodigestiji s nekom drugom vrstom organskog
otpada, obi¢no od poljoprivrednih kultura, voca ili povréa, Sto poboljSava omjer ugljika 1

hranjivih tvari te se povecava prinos bioplina.



1.2. Alge kao potencijalna sirovina u proizvodnji bioplina

Potencijalna sirovina u proizvodnji bioplina su alge, koje se smatraju tzv. "tre¢om

generacijom biomase" zbog velikog kapaciteta proizvodnje energetski bogatih spojeva.
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Slika 2. Ciklus iskoriStavanja prirodnih zajednica alga u svrhu proizvodnje bioplina izvor:

prilagodeno prema Wilkie i sur. (2011)

Mikroalge su raznolika skupina jednostani¢nih i kolonijalnih organizama koje se razlikuju
od makroalgi po biokemijskom sastavu (Bohutskyi i Bouwer 2013), a neke vrste mikroalgi
prirodno akumuliraju visoke koncentracije ulja u suhoj biomasi (Hannon i sur. 2010).
Razvijaju se u razli¢itim vodenim ekosustavima, a u kratkom vremenu mogu proizvesti
veliku koli¢inu biomase. Nemaju lignina $to su prepoznate komparativne vrijednosti u
odnosu na makrofitske vrste. Upravo zbog tih karakteristika mikroalge smatraju se
potencijalnom sirovinom za proizvodnju razli¢itih oblika biogoriva kao Sto su bioplin,
biodisel, bioetanol i biohidrogen (Debowski i sur. 2013). Za proizvodnju biogoriva istrazuju
se vrste koje po svojim fizioloskim, biokemijskim i genetskim karakteristikama imaju
najpovoljnije prinose u proizvodnji razlicitih oblika biogoriva. Mikroalge koje sadrze veliki
udio lipida (20-50%) (Chisti 2007) pogodne su za proizvodnju biodizela. Uz lipide, alge

mogu proizvesti niz drugih potencijalnih molekula biogoriva. Neke vrste alga mogu takoder



proizvoditi vodik koriste¢i redukcijski potencijal fotosinteze u reakciji kataliziranoj pomoc¢u
enzima hidrogenaze, ali 1 druge sekundarne metabolite koji imaju mnogo sli¢nija svojstva
postoje¢im naftnim gorivima. Takva vrsta metabolita su terpeni, koji predstavljaju
potencijalni novi izvor goriva koji je kompatibilan s ve¢ postoje¢im gorivima na trziStu
(Hannon i sur. 2010). Vrste koje su bogate skrobom koriste se u proizvodnji bioetanola, a
proces je jednostavniji od proizvodnje biodizela. Skrob se moze ekstrahirati iz stanica
mehani¢kim postupcima ili koriStenjem enzima za razgradnju stani¢ne stjenke, a Etanol iz
Skroba se moze dobiti suhim ili vlaznim mljevenjem (Bothast i Schlicher 2005). Alge
predstavljaju jedinu pravu alternativu trenutnim usjevima za proizvodnju bioetanola, kao $to
su kukuruz i soja jer im za rast nije potrebna obradiva zemlja (Chaudhary i sur. 2014).
Proizvodnja bioplina iz alga odvija se postupkom anaerobne fermentacije kao i kod ostalih
sirovina koje se koriste za proizvodnju. Budu¢i je metan najvazniji sastojak bioplina, alge s
najvecom koli¢inom lipida su najbolji izvor metana. Poznato je da su makroalge, kao $to su
zelene alge poput vrsta roda Ulva, Enteromorpha i Cladophora, te smede morske makroalge,
uglavnom vrste Macrocystis pyrifera, Ascophyllum nodosum, Durvillea antarctica,
Sargasum spp., i Laminaria spp., pogodne za proizvodnju bioplina (Bohutskyi i Bouwer
2013). Medutim, malo je poznato koje vrste mikroalga se mogu koristi u proizvodnji
bioplina, te su postupci jos uvijek u eksperimentalnoj fazi, a primjena je izuzetno mala.
Zelene alge su skupina koja sa razli¢itim morfoloskim oblicima, visokom koncentracijom
lipida 1 brzim rastom predstavlja ¢esto istraZivanu skupinu algi. Najcesce se koriste zbog
razli¢itih pigmenta koje posjeduju (klorofil —a, —b 1 karotenoidi), grade stanicne stjenke
(celuloza 1 pektin), fotosintetskog produkta Skroba i mogucénosti nastanjivanja razlicitih
tipova stanista. Takoder neke alge (Botryococcus spp.) mogu sintetizirati metabolite poput
triterpenoida i botriocena koji su potencijalne molekule goriva (Hannon i sur. 2010).

Prema Hannon i sur. (2010) cijanobakterije nisu bile atraktivne u pocetnim istrazivanjima
za proizvodnju biogoriva, zbog relativno niskih koncentracija lipida. Njihova sposobnost
razvoja u ekstremnim uvjetima i mogucénost genetskih modifikacija povecali su interes za
njihovu primjenu. Koncentracija lipida u cijanobakterijama nikada nije dosegla
koncentraciju u eukariotskim algama, ali moguc¢nost manipulacije genoma i fiksacija dusika
omogucile su njihovu kompetentnost kao vaznu sirovinu za proizvodnju biogoriva.

Neke vrste mikroalgi danas se masovno uzgajaju za proizvodnju biogoriva. Za uzgoj
potrebno je osigurati dovoljne koli¢ine ugljika, dusika i fosfora. Wilkie i sur. (2011) navode
da kod odabir pogodnih algi za uzgoj u svrhu proizvodnje prednost bi se trebala dati

autohtonim vrstama koje su ve¢ prilagodene na uvijete u okolisu te bi se na taj nac¢in smanjili



troskovi kontrole uvjeta uzgoja. Takoder remedijacijske sposobnosti algi mogu iskoristiti
lokalne otpadne resurse kao nutrijente pri uzgoju. Primjer toga je Euglena cf. sanguinea koja
je pronadena u jezercu, obogaceno nutrijentima ispranih s poljoprivrednih povrSina. Vrsta
sadrzi obilnu koli¢inu karotenoida i ugljikovodika (Wilkie i sur. 2011). Suvremene tehnike
masovnog uzgoja vrlo brzo se razvijaju, iako je komercijalni uzgoj ograni¢en samo na
nekoliko vrsta (Spirulina, Chlorella, Dunaliella salina i ostale). Mikroalge se mogu uzgajati
u otvorenim i zatvorenim bioreaktorskim sustavima, koje prate postrojenja za preradu i
proizvodnju biomase. Otvoreni sustavi mogu biti prirodni vodotoci, lagune i jezera, kao i
umjetno iskopani bazeni i kanali (Brennan i Owende 2010). Takvi sustavi uzgoja algi
naj¢eS¢ée se koriste zbog niske vrijednosti investicija i rada. Njihovi nedostatak su
evaporacija vode, slabo koriStenje CO2, a kao najveci nedostatak smatra se nemoguénost
kontrole uvjeta, koji mogu dovesti do oneci$éenje sojeva u uzgoju, $to uzrokuje Smanjenu
produkciju biomase (Costa i de Morais 2014). Moguc¢a proizvodnja mikroalgi u otvorenom
sustavu iznosi od 0,06 do 0,2 g biomase/L na dan ili godi$nje oko 30 tona biomase po hektaru
(Mata i sur. 2010).

Slika 3. Prikaz a) Otvoreni i b) zatvoreni bioreaktorski sustav za uzgoj alga izvor: (Web 2)

Zatvoreni sustavi imaju vecu produkciju biomase, ali i vece pocetne troskove. Takvi sustavi
moraju se prilagodavati fizioloSkim karakteristikama razli¢itih vrsta mikroalga u svrhu
optimizacije njihova rasta i proizvodnje lipida. Proizvodnja u zatvorenim sustavima moze
biti 1 do 3 g biomase/L na dan , a godis$nji prinos u takvim sustavima moze biti od 40 do 150

tona biomase po hektaru (Pulz i Gross 2001).


https://scholar.google.hr/citations?user=YFBJm5QAAAAJ&hl=hr&oi=sra
https://scholar.google.hr/citations?user=-RcoZhoAAAAJ&hl=hr&oi=sra

1.3. Cilj rada

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi moguénosti proizvodnje bioplina postupkom anaerobne
fermentacije stajskog gnoja u kodigestiji s mikroalgama i cijanobakterijama. U tu ¢e se svrhu
koristi prirodna zajednica mikroalga iz malog eutrofnog jezera i zajednica cijanobakterija iz
akvarijskog uzgoja. Na temelju koli¢ine i sastava bioplina utvrdit ¢e se prednosti i nedostaci

izmedu mikroalga i cijanobakterija u proizvodnji bioplina.



2. MATERIJALI | METODE

2.1. Uzorkovanje i analiza sastava zajednica mikroalga i cijanobakterija
Uzorci mikroalga za istrazivanje prikupljeni su iz malog jezera u Osijeku na lokaciji Biljska
cesta (Slika 4.). Vodena povrsina jezera je cca. 40 m?, maksimalna dubina vode je oko 0,5

m. Veci dio obale jezera obrastao je trskom, a dno vodenim biljem.

o

Slika 4. istrazivano jezero (Biljska cesta, Osijek) izvor: autor
Uzorci mikroalga su sakupljeni filtriranjem vode jezera kroz fitoplanktonsku mrezicu
veli¢ine pora 25 um. Filtriranje se obavljalo tijekom srpnja 2017. godine. Profiltrirano je
oko 88 700 litara jezerske vode da bi se dobilo 111,32 g biomase svjeZe tvari zajednice

mikroalga.

Cijanobakterije roda lyngbya su uzgajane tijekom razdoblja rujan - prosinac 2017. godine u

laboratoriju u akvarijima zapremnine 5 L (Slika 5.) uz dodavanje nutrijenata (razrijedena

otopina gnojovke).

Slika 5. Akvariji za uzgoj cijanobakterija a) poc¢etak uzgoja i b) prije filtracije izvor: autor



Filtracija se obavljala svaka 3 tjedna pomocu fitoplanktonske mrezice veliCine pora 25 um,
a filtrirana voda se ponovno koristila za nastavak uzgoja. Ukupna koli¢ina svjeze tvari

biomase sakupljena akvarijskom uzgojem iznosila je 286,56 g.

a)"

Slika 6. Pripremanje uzoraka mikroalga za anaerobnu fermentaciju a) prije centrifugiranja

I b) nakon centrifugiranja izvor: autor

Dobiveni uzorci mikroalga i cijanobakterija centrifugirani su 3 min na 5.000 okretaja,
dekantirani i zamrznuti radi ocuvanja. Sakupljeni uzorci zajednica mikroalga i
cijanobakterija kvalitativno su se analizirali pomocu svjetlosnog mikroskopa (Carl Zeiss,

Njemacka) i kljuCeva za determinaciju vrsta (Hindak i sur. 1978).

2.2. Metoda anaerobne fermentacije
Za proizvodnju bioplina koristile su se 3 skupine uzoraka:
a) svjeza goveda gnojovka 500 g (100%) prikupljena je sa farme Orlovnjak, Tenja iz
prijemne jame smjestene prije ulaska u bioplinsko postrojenje - kontrola skupina K;
b) smjesa 475 g (95% ukupne biomase) svjeze govede gnojovke + 25 g svjeze biomase
alga eutrofnog jezera (5% ukupne biomase) - eksperimentalna skupina A,
c) smjesa 475 g (95% ukupne biomase) svjeze govede gnojovke + 25 g svjeze biomase
cijanobakterija iz akvarijskog uzgoja (5% ukupne biomase) - eksperimentalna skupina B.
Kontrola je postavljena u dva ponavljanja dok su eksperimentalne skupine postavljane u 3

ponavljanja.
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Slika 7. Shematski prikaz provedbe procesa anaerobne fermentacije: termostatna vodena
kupelj (a); reaktorska boca (b); PVC cijev (¢); prezasi¢ena otopina NaCl (d); menzura za

prikupljanje biolina (e) izvor: prilagodeno po Kovaci¢ (2017)

Anaerobna fermentacija se provodila u diskontinuiranim bioreaktorima zapremnine 1 L pri
termofilnim uvijetima (55°C) u kupelji tijekom razdoblja do 30 dana. Fermentacija se
svakodnevno pratila a proizvedeni bioplin sakupljan je kroz prezasi¢enu otopinu NaCl u

graduiranim menzurama (2 L) spojenim na bioreaktore preko PVC cijevi.

Slika 8. Provedba procesa anaerobne fermentacije izvor: autor



2.3. Analiza sastava bioplina

Sastav uzorka bioplina i to udio metana (CHa), ugljikovog dioksida (CO3) i dusika (N),
analiziran je pomo¢i plinskog kromatografa Varian 3900 opremljen TCD detektorom prema
modificiranoj metodi HRN 1SO 6974-4:2000. Temperatura injektora bila je 150°C,
Temperatura detektora 150°C, Temperatura kolone 90°C. Tip kolone: 10x1/8”od
nehrdajuceg Celika (Restek SN: C14030) za analizu metana, dusika, ugljicnog dioksida, a

plin nositelj je helij s protokom kroz kolonu 1 mL/min.

2.4. Analiza suhe tvari
Suha tvar u uzorcima utvrdena je suSenjem 100 g svjeze tvari uzorka u susioniku, na 75°C
kroz 24 sata, zatim dodatna 3 sata na temperaturi od 105°C do konstantne mase (Thompson,

2001.). Udio ukupne suhe tvari u uzorku izracunata je prema jednadzbi:

Ukupna suha tvar ( % ) = [ neto suha tvar ( g ) + neto svjezi uzorak (g ) ] x 100

2.5. Odredivanje sadrZaja pepela i organske tvari

Ukupan sadrzaj pepela i organske tvari odreden je Zzarenjem na 550°C tijekom 3-4 sata
(Thompson, 2001.) u pe¢i za zarenje, a koristeni su uzorci suhe tvari nakon susenje na 75°C

1 sljedece formule:

pepeo (% ) = [ neto masa pepela nakon 550°C ( g ) + neto suhi uzorak (g ) ] x 100
organska tvar = [ 1 — neto pepela nakon 550°C ( g ) + neto suhi uzorak (g) ] x 100

2.6. Odredivanje pH

Odredivanje pH vrijednosti u uzorcima obavljeno je pH metrom Mettler Toledo FiveEasy.
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3. REZULTATI ISTRAZIVANJA

3.1. Sastav zajednica mikroalgi i cijanobakterija

U zajednicama alga eutrofnog jezera ukupno je utvrdeno 17 vrsta (Tab. 1.) od kojih su
apsolutno dominirale vrste iz skupine Euglenophyta i to vrste roda Lepocinclis, sto se moze

okarakterizirati kao masovni razvoj i ,,cvjetanje alga te skupine.

Tablica 1. Sastav zajednice mikroalga u istrazivanom eutrofnom jezeru

Procjena

Vrsta brojnosti

CYANOBACTERIA
Phormidium retzii Kiitzing ex Gomont 3

EUGLENOPHYTA
Euglena oxyuri Schmarda

Lepocinclis fusiformis Lemmermann

Lepocinclis ovum Lemmermann

Lepocinclis texta Lemmermann 3-5

Phacus curvicaud Svirenko 3

Phacus longicaud (Ehrenberg) Dujardin 3

CHRYSOPHYTA
Xanthophyceae

Centritractus belenophorus (Schmidle) Lemmermann 3

Bacillariophyceae
Cyclotella sp.

Gomphonema ventricosum W.Gregory

Stephanodiscus hantzschii Grunow in Cleve & Grunow

I e

Synedra ulna (Nitzsch) Ehrenberg

CHLOROPHYTA

Closterium parvulum Nageli
Closteriopsis acicularis (Chodat) J.H.Belcher & Swale

Coelastrum astroideum De Notaris

Gonium pectorale O.F.Muller

e

Scenedesmus spp.

Legenda: 5- masovno razvijena vrsta, 3- dobro razvijena vrsta, 1- pojedina¢no zastupljena

vrsta
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U uzorku uzetom iz akvarijskog uzgoja bile su zastupljene 4 vrste roda Lyngbya iz skupine
Cyanobacteria (Tab. 2). Prema procijeni brojnosti dominantna i masovno razvijena vrsta bila

je Lyngbya limnetica.

Tablica 2. Sastav zajednice cijanobakterija iz akvarijskog uzgoja

Vrsta brojnost
CYANOBACTERIA

Lyngbya limnetica Lemmermann 5
Lyngbya thornensis W.Bunting & J.W.G.Lund 3
Lyngbya versicolor Gomont 3
Lyngbya lutea Gomont ex Gomont 3

Legenda: 5- masovno razvijena vrsta, 3- dobro razvijena vrsta, 1- pojedina¢no zastupljena

vrsta

Slika 9. Mikroskopski prikaz zajednica a) mikroalga iz eutrofnog jezera i

b) cijanobakterija iz akvarijskog uzgoja izvor: autor

3.2. Kolic¢ina suhe i organske tvari

Postotak suhe tvari u govedoj gnojovci (kontrolnoj skupini - K) iznosio je 4,63 %, u supstratu
mikroalga eutrofnog jezera iznosio je 26,77 %, a supstratu cijanobakterija iz akvarijskog
uzgoja 7,64 %. Dodatak 25 g supstrata algi u 475 svjeze govede gnojovke promijenio je udio
suhe tvari u eksperimentalnoj skupini mikroalge iz eutrofnog jezera (A) na 5,77 %, a u
eksperimentalnoj skupini cijanobakterije iz akvarijskog uzgoja (B) na 4,95 %.
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Slika 10. Usporedba prosje¢nih vrijednosti suhe tvari prije i nakon fermentacije izmedu
kontrolne skupine (K) i eksperimentalnih skupina mikroalga (A1-A3) i cijanobakterija
(B1-B3)

Udio suhe tvari nakon fermenatacije se smanjio u sve tri skupine, pa je tako kontrolna
skupina imala 3,04 % dok su eksperimentalne skupinama mikroalga imale 3,62 %, a
cijanobakterija na 3,15 %.

U istrazivanim supstratima udio organske tvari u suhoj tvari prije fermentacije iznosio je za
govedu gnojovku 81,16 %, mikroalga 62,30 %, a cijanobakterije 65,47 %.

Prije fermentacije najve¢i udio organske tvari u suhoj tvari od 81,21% imala je
eksperimentalna skupina cijanobakterija (B) dok je kontrolna skupina (K) imala 81,16 %.

Eksperimentalna skupina mikroalga (A) sadrzavao je 78,17 % organske tvari.
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Slika 11. Prosje¢ne vrijednosti organske tvari prije i nakon fermentacije u kontrolnoj
skupini (K) te eksperimentalnim skupina mikroalga (A1-A3) i cijanobakterija (B1-B3)
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Nakon fermentacije dolazi do smanjenja u koli¢ini organske tvari u suhoj tvari pri ¢emu udio
u kontrolnoj skupini (K) iznosi 68,62 %, a u eksperimentalnim skupinama mikroalga (A)
63,73 % i cijanobakterija (B) 68,14 %.

3.3. Koncentracija pH
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Slika 12. Prosjecne vrijednosti pH u kontrolnoj skupini (K) i eksperimentalnim skupinama
mikroalga (A) i cijanobakterija (B) prije i poslije fermentacije

Dobivena pH vrijednost za kontrolnu skupinu iznosi 7,15, a za eksperimentalnu skupinu
mikroalga 7,05 i cijanobakrerija 7,19. Nakon fermentacije pH vrijednost kontrole se
povecala na 8,02, kao i vrijednosti eksperimentalnih skupina mikroalga na 8,11 i

cijanobakterije na 8,08.

3.4. Koli¢ina proizvedenog bioplina

Ukupna koli¢ina proizvedenog bioplina tijekom retencijskog razdoblja od 30 dana iz 500ml
supstrata prikazana je na Sl. 13. Dobiveni rezultati pokazuje da su obje eksperimentalne
skupine nadmasile proizvodnju bioplina kontrolne skupine ¢ija je prosje¢na vrijednost
iznosila 7507,5 mI/500ml. Tako je ukupna koli¢ina bioplina u eksperimentalnoj skupini A
(zajednica mikroalga), postigla prosje¢nu vrijednost proizvodnju od 9365 mI/500ml, dok je
u eksperimentalnoj skupini B (zajednica cijanobakterija) prosje¢na vrijednost ukupne

koli¢ine bioplina bila dosta niza i iznosila 7705 ml/500ml.
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Slika 13. Prosje¢ne vrijednosti ukupne koli¢ine proizvedenog bioplina u kontrolnim

o

uzorcima (K1-K2) te eksperimentalnim uzorcima mikroalga (A1-A3) i cijanobakterija (B1-
B3)

3.5. Dinamika proizvodnje bioplina

Dinamika proizvodnje bioplina pracena je tijekom razdoblja od 30 dana. Prema Sl. 14. moze
se uociti kako kontrolna skupina ima nagli rast proizvodnje bioplina do 3. dana s
maksimumom od 1045 ml bioplina. Nakon toga naglo pada do 5. dana (620 ml), te od 5. do
17. dana proizvodnja nastavlja opadati. Blagi rast produkcije plina bio u razdoblju od 17. do
19. dana. Od 19. dana do kraja retencijskog razdoblja pada i proizvodnja ne prelati vise od
100 ml.

Eksperimentalna skupina A svoj maksimum u proizvodnji bioplina dostize istodobno kad i
kontrolna skupina, s maksimalnom vrijednosti od 1080 ml, nakon toga slijedi pad 5. dan i
ponovni rast 6. dan na vrijednost od 890 ml. koli¢ina proizvedenog bioplina nakon 6. dana
opada do 30. Dana. Eksperimentalna skupina B svoj maksimum dosezu kao i prethodne
skupine 3. dan s vrijednosti od 1070 ml. U narednom razdoblju do 6. dana proizvodnja pada
na 723 ml, te nakon toga nastavlja opadati do 17. dana kada je zabiljeZen blagi rast. Od 20.

dana do kraja retencijskog razdoblja proizvodnja ne prelazi vise od 100 ml po danu.
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Slika 14. Dinamika proizvodnje bioplina u kontrolnim skupinama (K1-K2) te

eksperimentalnim skupinama mikroalga (A1-A3) i cijanobakterija (B1-B3)
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3.6. Sastav bioplina

Na pocetku procesa u kontrolnoj skupini (K) koncentracija dusika iznosi 82,27 % nakon
Cega je zabiljezen nagli pad koncentracije ispod 10 % u prva tri dana, te ostaje ispod 10% do
10. dana. 10. dan dolazi do rast koncentracije i na kraju retencijskog razdoblja koncentracija
je 12,65%.
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Slika 15. Koncentracija dusika, metana i ugljikovog dioksida u kontrolnoj skupini (K)

Rast koncentracije metana intenzivan je u prva Cetiri dana u kojima dostize vrijednosti od
60,35%. Maksimalna koncentracija metana zabiljezena je 28. dan 74,65%.

Ugljikov dioksid maksimalnu vrijednost od 27,66% postize 2. dan. Od 2. do 11. dana
vrijednost koncentracije je iznad 20%, a nakon 11. dana kraja retencijskog razdoblja

koncentracija pada ispod 20 %.
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Slika 16. Vrijednost medijana i prosje¢ne vrijednosti dusika, metana i ugljikovog dioksida
u kontrolnoj skupini (K)
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IzraCunata vrijednost medijana u kontrolnoj skupini (K) za koncentraciju metana iznosi
64,62 %, koncentraciju ugljikovog dioksida 19,63 %, a dusika 7,45 %. Prosje¢na vrijednosti
koncentracije metana iznosi 60,09%, 19,86% za ugljikov dioksid i 11,62 % za dusik.
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Slika 17. Koncentracija dusika, metana i ugljikovog dioksida u eksperimentalnoj skupini
mikroalga (A)

U eksperimentalnoj skupini (A) koncentracija metana intenzivno raste u prvih Sest dana do
koncentracija od 62,54 %, nakon ¢ega dolazi do usporavanja rasta koncentracije. Od 6. dana
do kraja retencijskog razdoblja koncentracija je izmedu 60 i 70 % osim 17. i 29. dana kada
prelazi 70 %.

Koncentracija dusika sa 76,23 % naglo opada u prvih Sest dana do koncentracije 1,5%. od
10. do 19. dana zabiljezena je oscilacija u koncentracije duSika, te od 20. dana do kraja
retencijskog razdoblja koncentracija je izmedu 5 i 7 %. Maksimalna koncentracija
ugljikovog dioksida dostize se 3. dan 29,12 %, nakon ¢ega kontinuirano opada do 30. dana,
osim 17. dana kada je zabiljeZen nagli pad i najmanja koncentracija ugljikova dioksida od

15,87%.
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Slika 18. Vrijednost medijana i prosjecne vrijednosti dusika, metana i ugljikovog dioksida
u eksperimentalnoj skupini mikroalga (A)

Vrijednost medijana za eksperimentalnu grupu mikroalge iznosi za metan 64,06 %, 22,23 %
za ugljikov dioksid i 4,92 % za dusik. Prosje¢na vrijednost metana je 58,13 %, dusika 9,65
%, i ugljikova dioksida 21,62%.
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Slika 19. Koncentracija dusika, metana i ugljikovog dioksida u eksperimentalnoj skupini
cijanobakterija (B)

U eksperimentalnoj skupini (B) koncentracija metana intenzivno raste do 5. dana (60,61 %).
Od 6. do 17. dana zabiljezene su oscilacije s tendencijom rasta do koncentracije od 66,62 %.

18. dan zabiljezena je smanjena koncentracija od 62,17 % nakon ¢ega do kraja retencijskog
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razdoblja raste na 68.55 %. Koncentracija ugljikovog dioksida najve¢i koncentraciju postize
3. dan sa vrijednosti od 28,04 %. Od 3. dana do 12. dana koncentracije su iznad 20 %, nakon
¢ega pada na 15,07 % 1 vrijednosti ostaju ispod 20 % do kraja retencijskog razdoblja.
Koncentracija dusika na pocetku proizvodnje iznosi 76,40 % 1 nakon toga opada do
vrijednosti od 1,62 % 6. dan. Porast koncentracija dusika vidljiv je 7., 12. i 18. dan ali

vrijednost koncentracija od 6. do 30. dana ne prelazi 10 %.
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Slika 20. Vrijednost medijana i prosjecne vrijednosti dusika, metana i ugljikovog dioksida

u eksperimentalnoj skupini cijanobakterija (B)
Vrijednost medijana za eksperimentalnu skupinu cijanobakterija iz akvarijskog uzgoja (B)

iznosi za dusik 7,48 %, metan 64,76 % i ugljikov dioksid 18,84 %. Prosjecna vrijednost
dusika iznosi 10,94 %, metana 60,96 % i ugljikova dioksida 20,17 %.
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4. RASPRAVA

U ovom su istrazivanju kao izvor biomase koriStene prirodne zajednice mikroalaga iz
eutrofnog jezera i zajednica cijanobakterije roda Lyngbya iz akvarijskog uzgoja. U prirodnoj
zajednici fitoplanktona istrazivanog jezera dominirale su vrste roda Lepocinclis iz skupine
Euglnophyta. Poznato je da se euglene mogu masovno razviti u eutrofnim vodama, a
pogoduje im velika koli¢ina raspadnute organske tvari (Reynolds 2006). Istrazivano jezero
je plitko jezero sa Sirokom litoralnom zonom obraslom makrovegetacijom i debelim
naslagama organskog sedimenta §to je uz visoku temperaturu vode pogodovalo masovnom
razvoju euglena (Mihaljevi¢ i sur. 2015).

Poznato je da se neke vrste iz skupine Euglenophyta koriste u istrazivanjima za proizvodnju
biogoriva (biodizela) zbog koli¢ine lipida koje sadrzavaju (Chisti 2007). Tako Euglena
gracilis moze sadrzavati 14 - 20 % lipida u suhoj biomasi, a proizvodnja biomase iznosi 7,70
g/L/danu (Mata i sur. 2009). Lepocinclis ovum, Kkoji je masovno bio razvijen u uzorku
mikroalga eutrofnog jezera moze sadrzavati 18,4 % lipida u suhoj biomasi s produkcijom od
10 - 20 g/L/danu (Muthu 2016). Takoder uz visoku koli¢inu lipida, vrste iz skupine
Euglenophyta sadrzavaju razlic¢ite pigmente (klorofil -a, -b, karotenoide i ksantofile) i
nakupine ugljikohidrata paramiluma, pricuvne tvari slicne Skrobu. Takve karakteristike
mogu pridonijeti pri njihovom odabiru kao sirovine u proizvodnji biogoriva (Wilkie i sur.
2011).

lako su aktualne studije usredotoene uglavnom na eukariotske mikroalge sve se vise
istraZzuju 1 moguénosti upotrebe prokariotskih cijanobakterija u proizvodnji biogoriva zbog
povoljnog lipidnog sastava i velike brzine rasta (Beetul i sur. 2014). Cijanobakterije sadrze
klorofil -a i karotenoide, ali i fikobiline te mogu u svojoj citoplazmi pohranjivati esencijalne
nutrijente i metabolite (Carr i Whitton, 1973). Cijanobakterija Lynbya limnetica koja je bila
dominantna u eksperimentalnoj skupini (B) moze sadrzavati 18 % lipida u suhoj tvari
(Sharathchandra i Rajashekhar 2011), a produkcija biomase iznosi od 0,088 do 0,423
g/L/danu (Kushwaha i sur. 2017).

Poznato je da koli¢ina proizvedenog bioplina izravno ovisi 0 udjelu suhe i organske tvari u
biomasi koja se koristi za proizvodnju (Gunaseelan 1997). Sto je postotak suhe i organske
tvari veci to je proizvodnja i energetska vrijednost bioplina visa. Suha tvari predstavlja
podlogu za rast i razvoj bakterija (Panjicko 2015). Dobiveni rezultati u ovom istrazivanju

pokazali su da je znatno veci udio suhe tvari u supstratu mikroalgi (26,77 %) u odnosu na
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supstrat cijanobakterija (7,64%) i kontrolni uzorak gnojovke (4,63%). Dodatkom supstrata
u gnojovku u oba eksperimentalna uzorka za kodigestiju vrijednosti suhe tvari se povecala
u odnosu na Cistu gnojovku. Usporedbom dobivenih rezultata vrijednosti organske tvari u
suhoj tvari prije i nakon fermentacije vidljivo je da skupina B (cijanobakterije) imala sli¢ne
vrijednosti kao i kontrolna skupina (K) dok je skupina A (mikroalge) imala nizu vrijednosti.
Medutim nakon fermentacije najveée smanjenje koli¢ine organske tvari bilo je u
eksperimentalnoj skupini  (A). Smanjenje organske tvari je posljedica djelovanja
metanogenih mikroorganizama koji koriste organsku tvar kao energetski izvor u proizvodnju
bioplina. Poznato je da povecanje udjela organske tvari i masti u suhoj tvari za rezultat ima

i ve¢i postotak metana u sastava bioplina (Majkov¢an i sur. 2010).

Uz organsku i suhu tvar vazan ¢imbenik u odvijanju anaerobne fermentacije predstavlja pH.
Acidogeneza se najbolje odvija pri pH vrijednosti od 5,5 do 6,5, dok je metanogeneza
osjetljiva na promjene pH vrijednosti, a najbolji uvijeti za njeno odvijanje su pri neutralnom
ili blago bazi¢nom pH (7,8 — 8,2). Ukoliko pH vrijednost padne ispod 6,5 koncentracija CO>
u plinu raste, a aktivnost metanogenih mikroorganizama i koncentracija metana opada.
Ukoliko je pH visi od 8 dolazi do pretvorbe NH4" u NHz koji inhibira metanogene
mikroorganizme (Bohutskyi i Bouwer 2013). U provedenom eksperimentu pH vrijednosti
prije fermentacije u kontrolnoj skupini (K) kao i u eksperimentalnim skupinama mikroalga
(A) i cijanobakterija (B) bila je iznad 7, nakon fermentacije vrijednost je narasla i presla

preko 8, ali je ostala u rasponu optimalnih uvijeta za odvijanje anaerobne fermentacije.

U dinamici proizvodnje bioplina u razdoblju od 30 dana, isti¢e se razdoblje od prva tri dana
kada koli¢ina plina intenzivno raste do vrsnih vrijednosti, §to ukazuje na pocetak procesa
metanogeneze. Tijekom cijelog retencijskog razdoblja zabiljezena je veca proizvodnja kod
eksperimentalnih skupine A i B u odnosu na kontrolnu skupinu (K), osim u razdoblju od 17
do 19. dana kada je zabiljeZen blagi rast proizvodnje kontrolne skupine koji je ve¢i u odnosu

na eksperimentalne skupine.

U sastavu bioplina analiziran je udio dusika, ugljikova dioksida i metana te je utvrdena
visoka koncentracija duSika na pocetku proizvodnje u sve tri skupine, a od 6. dana
koncentracije su bile nize od 10 %. Kako se smanjivala koncentracija dusika tako je dolazilo
do intenzivnog raste koncentracije metana (CHa). Pa je tako zabiljezen najvisi intenzitet rasta

koncentracije metana u prvih 6 dana kod eksperimentalnih skupina, dok je kod kontrolne
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skupine bio u prva 4 dana. Vrijednost koncentracije metana rasla je do kraja retencijskog
razdoblja, a najvisu prosjecnu vrijednost imala je eksperimentalna skupina (B) (60,96 %) te
nesto manje vrijednosti eksperimentalna skupina (A) (58,13 %) i kontrolna skupina
(K)(60,96 %). Koncentracija ugljikovog dioksida kod sve tri skupine rasla je u prva 3 dana
i nije presla koncentraciju visu od 30 %, a nakon toga je bila u opadanju do kraja retencijskog
razdoblja. Prosjecna vrijednost ugljikovog dioksida bila je visa kod eksperimentalnih
skupina (A: 21,62 %; B: 20,17 %) nego kod kontrolne skupine (K) (19,86 %). Dosadasnja
istrazivanja proizvodnje bioplina iz razli¢itih sirovina kao npr. govede gnojovke (Kralik i
sur. 2009), svinjske gnojovke (Majkovcan i sur. 2010), kukuruzne silaze (Kovaci¢ i sur.
2014) pokazala su da koncentracija metana uglavnom varira izmedu 50% i 70 % dok se
koli¢ina ugljikovog dioksida kre¢e izmedu 10% i 40%. Metan se moze dobivati anaerobnom
fermentacijom iz biomase te je primarna komponenta bioplina, takoder je glavni sastojak i
zemnoga plina. Spada u skupinu staklenickih plinova i zadrzava vecu koli¢inu topline u
atmosferi od ugljikovog dioksida. Upravo zbog tih karakteristika pokuSava se pronaci nacin
sprjeCavanja njegove emisije u atmosferu te njegovo koristenje u proizvodnji elektri¢ne i

toplinske energije (Kricka i sur. 2009).

Ukupna koli¢ina proizvedenog bioplina razlikovala se izmedu istrazivanih eksperimentalnih
skupina i1 kontrolne skupine. Najvecu koli¢inu bioplina (9365 ml/500 ml) proizvela je
ekspermentalna skupina mikroalga (A), $to se moglo ocekivati s obzirom da je imala i najvisi
postotak suhe tvari te najvece smanjenje organske tvari u odnosu na ostale dvije skupine.
Manje vrijednosti proizvedenog bioplina utvrdene su u eksperimentalnoj skupini

cijanobakterija (B) (7705 mI/500 ml) i kontrolnoj skupini (K) (7507 mi/500 ml).

Proizvodnja bioplina prera¢unata prema vrijednostima suhe organske tvari (SOT) za
eksperimentalnu skupinu (A) u kojoj je dominantna skupina Euglenophyta iznosi 568,64
ml/gSOT, sto je vise od Ciste uzgojene kulture Euglene gracilis (485 ml/gSOT) ( Mussgnug
I sur. 2010.). Koli¢ina proizvodnje bioplina eksperimentalne skupine (B) u kojoj su bile
cijnobakterije iznoslila je 458,17 ml/gSOT. Prema prera¢unu na vrijednosti suhe orgasnke
tvari eksperimentalne skupine proizvele su vise bioplina od kontrolne skupine (K) koja je
proizvela 399,57 ml/gSOT. Vrijednost proizvodnje bioplina kukuruzne silaze koja je
trenutno najvazniji supstrat u proizvodnju bioplina iznosi 653 ml/gSOT (Mussgnug i sur.
2010.).
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Produkcija bioplina iz nekih kultura alga koje se najvise koriste u komercijalnoj proizvodnji
iznosi 481 ml/gSOT za Spirulina, 335 ml/gSOT za Chlorella kessleri i 505 ml/gSOT za
Dunaliella salina (Mussgnug i sur. 2010). Prema dobivenim rezultatima istrazivanja vidljivo
je kako eksperimentalna skupina zajednica mikroalga iz cutrofnog jezera ima veéu
produkciju bioplina u odnosu na navedene komercijalne vrste iz kultura alga.

Koli¢ina proizvedenog plina preraunata prema postotku organske tvari u suhoj tvari
izrazena u m3/t iznosi za kontrolnu grupu 399,59 m?/t, dok vrijednost za eksperimentalne
uzorke mikrolaga iz eutrofnog jezera (A) iznosi 568,54 m®/t i cijanobakterija iz akvarijskog
uzgoja 458,17 m3t, dobiveni rezultati pokazuju da mikroalge i cijanobakterije mogu

proizvesti veéu koli¢inu bioplina od govede gnojovke.

Opcenito je poznato da mikroalge mogu proizvesti u zatvorenim sustavima 40 do 150 t/ha
svjeze biomase (Pulz i Gross, 2001.), odnosno mogu doseéi tri puta vecu vrijednost od
maksimalne proizvodnje biomase kukuruzne silaze koja prema Kralik i sur. (2009) iznosi 40
do 51,42 t/ha. Temeljem rezultata dobivenih istrazivanjem moZzemo izracunati da je
moguénosti za proizvodnju bioplina iz mikroalga 22833,46 m3/ha, sto je 3 puta vise u odnosu

na proizvodnju iz kukuruzne silaze koja prema Kralik i sur. (2009) iznosi 7938,3 m®/ha.
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5. ZAKLJUCAK

Dobiveni rezultati ovog istrazivanja pokazali su kako su prirodne zajednica mikroalga i
cijanobakterija pogodne za proizvodnju bioplina. Koli¢ina i sastav bioplina ovisni su o
kvalitativnom sastavu vrsta, te je ovo istrazivanje pokazalo da je zajednica eukariotskih alga
iz skupine Euglenophyta bila bolja u proizvodnji bioplina od zajednice cijanobakterija roda
Lyngbya. U odnosu na razne biosirovine iz poljoprivredne proizvodnje, upotreba mikroalga

1 cijanobakterija moze imati viSestruke prednosti.
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