Sains Malaysiana 51(11)(2022): 3567-3578
http://doi.org/10.17576/jsm-2022-5111-05

Strategi Pengoptimuman Lanjutan untuk Meningkatkan Penghasilan Biohidrogen

Foto-fermentasi oleh Bakteria Ungu Bukan Sulfur
(Advanced Optimization Strategies to Enhance Photo-fermentative Biohydrogen Production by Non-Sulfur Purple
Bacteria)

MING FOONG TIANG', ARINA ATIQAH AZHAR', MUHAMMAD ALIF FITRI HANIPA', PEER MOHAMED ABDUL'>",
MOHD SHAIFUL SAJAB'?, DARMAN NORDIN!, SAFA SENAN MAHMOD!, ABDULLAH AMRU INDERA LUTHFI' &
JAMALIAH MD. JAHIM!?

'Department of Chemical and Process Engineering, Faculty of Engineering and Built Environment, Universiti
Kebangsaan Malaysia, 43600 UKM Bangi, Selangor Darul Ehsan, Malaysia
’Research Centre for Sustainable Process Technology (CESPRO), Faculty of Engineering and Built Environment,
Universiti Kebangsaan Malaysia, 43600 UKM Bangi, Selangor Darul Ehsan, Malaysia

Diserahkan: 29 September 2021/Diterima: 16 Jun 2022

ABSTRAK

Proses foto-fermentasi ialah suatu laluan penghasilan hidrogen yang menarik. Walau bagaimanapun, didapati bahawa
kecekapan penukaran cahaya dan penghasilan biohidrogen foto-fermentasi oleh bakteria ungu bukan sulfur (PNSB)
adalah sangat rendah. Maka, pelbagai pendekatan pengoptimuman telah dikaji bagi meningkatkan penghasilan foto-
hidrogen dan prestasi keseluruhannya. Ulasan ini membincangkan strategi pengoptimuman lanjutan untuk meningkatkan
penghasilan biohidrogen foto-fermentasi secara menyeluruh. Antara strategi yang dibincangkan merangkumi
pengoptimuman makronutrien dalam media penghasilan biohidrogen, faktor abiotik dan rejim pencahayaan semasa
proses foto-fermentasi berlaku. Pendekatan ini menunjukkan keputusan positif dalam meningkatkan penghasilan
foto-hidrogen oleh PNSB. Pendekatan gabungan yang mengintegrasikan strategi pengoptimuman individu yang berbeza
dipercayai mungkin dapat mendatangkan peningkatan yang sinergistik terhadap produktiviti dan hasil biohidrogen
foto-fermentasi oleh PNSB.

Kata kunci: Bakteria ungu bukan sulphur; faktor abiotik; foto-fermentasi; media penghasilan biohidrogen; rejim
pencahayaan

ABSTRACT

Photo-fermentation seems to be an attractive hydrogen production route. However, the light conversion efficiency and
photo-fermentative biohydrogen production of purple non-sulphur bacteria (PNSB) are suboptimally low, and hence,
various optimisation approaches are investigated to improve overall performance and photo-hydrogen production. This
review presents an overview of the optimisation strategies applied to enhance the photo-fermentative biohydrogen
production. Among the strategies discussed include the optimisation of the macronutrient in biohydrogen production
medium, abiotic factors and the lighting regime during photo-fermentation. These approaches show positive results
in the enhancement of photo-hydrogen production by PNSB. It is believed that the combined approach of integrating
individual strategies will be able to bring synergistic improvement on the productivity and biohydrogen yield of
photo-fermentation by PNSB.

Keywords: Abiotic factors; biohydrogen production medium; lighting regime; photo-fermentation; purple non-sulphur
bacteria

PENGENALAN pembangunan sumber tenaga alternatif atau teknologi
Kebergantungan yang besar terhadap penggunaan bahan hijau amat disarankan bagi menggantikan bahan bakar
bakar fosil sebagai sumber tenaga utama di seluruh dunia fosil yang tidak boleh diperbaharui ini pada masa akan
menyebabkan timbulnya isu kekurangan bahan tersebut datang (Jafary et al. 2019; Maaroff et al. 2019).
secara signifikan. Justeru, kesedaran terhadap kepentingan
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Hidrogen (H,) merupakan salah satu pembawa
tenaga alternatif mampan yang semakin mendapat
perhatian para saintis dan masyarakat. Hal ini berikutan
potensinya sebagai bahan bakar bukan karbon yang
bermanfaat untuk kegunaan pada masa hadapan (Azizi et
al. 2019). H, juga dikenali sebagai bahan bakar alternatif
yang bersih dan boleh diperbaharui kerana semasa
pembakaran gas tersebut, hanya air yang dihasilkan
sebagai produk utama tanpa sebarang pelepasan gas
rumah hijau ke atmosfera (Hanipa et al. 2020). Selain
itu, gas H, mempunyai jumlah ketumpatan tenaga
sebanyak 122 hingga 142 kl/g, iaitu kira-kira 2.75
kali lebih tinggi daripada bahan bakar hidrokarbon
biasa (Mahmod, Jahim & Abdul 2017). Sehingga kini,
sebanyak 88% H, dihasilkan secara komersial melalui
proses reformasi atau pemecahan terma gas asli dan
penapisan petroleum atau minyak ringan dengan wap
pada suhu yang tinggi (Abdul et al. 2013; Lukajtis et
al. 2018). Walau bagaimanapun, terdapat beberapa
halangan yang dihadapi menerusi pelaksanaan kaedah
tersebut. Antaranya termasuklah penggunaan sumber
atau proses yang tidak boleh diperbaharui, tidak bersifat
lestari dan kurang mesra alam (Arimi et al. 2015). Oleh
itu, bagi mengatasi kekangan tersebut, penggunaan
mikroorganisma yang mampu menghasilkan pembawa
tenaga yang lebih mesra alam dengan kuantiti yang
mencukupi boleh dilakukan untuk menggantikan bahan
bakar fosil (Pandey et al. 2019).

Penghasilan hidrogen biologi (bio-H,) merupakan
satu alternatif yang menarik dan bersesuaian dalam
kerangka teknologi yang boleh diperbaharui pada masa
kini. Ia juga bersifat lestari dan lebih selamat berbanding
kaedah komersial sedia ada (Sivagurunathan et al. 2016).
Selain itu, kaedah penghasilan bio-H, ini menawarkan
pelbagai manfaat. Misalnya, ia menggunakan sumber
yang boleh diperbaharui, dapat beroperasi pada suhu
dan tekanan ambien, melibatkan kos pengoperasian yang
rendah, serta sisa buangannya mengandungi karbohidrat
dan asid organik (Arisht et al. 2019; Jalil et al. 2019).

Kebanyakan pendekatan bioteknologi terkini
sering diaplikasikan untuk pelbagai tujuan tertentu dan
turut dijadikan sebagai alternatif yang lebih mampan
bagi menghasilkan bio-H, (Anwar et al. 2019; Kumar
et al. 2016). Kaedah fermentasi gelap dan kaedah
foto-fermentasi merupakan antara kaedah penghasilan
bio-H, yang paling banyak dikaji. Kaedah fermentasi
gelap melalui proses tidak bersandar cahaya adalah
lebih praktikal disebabkan oleh faktor keluwesan dan
kesederhanaannya. Namun demikian, secara umumnya,
kaedah foto-fermentasi melalui proses bersandar cahaya

lebih efisien berbanding kaedah fermentasi gelap. Hal
ini kerana ia dapat mencapai hasil bio-H, yang lebih
tinggi, mencapai hasil penukaran substrat yang lebih
tinggi, menggunakan pelbagai spektrum cahaya dan
menggunakan pelbagai sisa organik (Akroum-Amrouche
et al. 2013; Zhang & Zhang 2018).

Penghasilan bio-H, melalui kaedah foto-fermentasi
melibatkan proses biologi dengan pelbagai bakteria
fotosintetik yang tumbuh secara heterotrofik dapat
mensintesis H, daripada pelbagai asid lemak meruap
(VFA) atau air buangan yang kaya dengan asid organik
di bawah pencahayaan yang baik dan dalam keadaan
anaerobik (Jadual 1) (Reungsang et al. 2018; Uyar et
al. 2012). Dalam bahagian berikutnya, fokus akan
diberikan kepada strategi untuk memaksimumkan
penghasilan bio-H, melalui proses foto-fermentasi,
seperti pengoptimuman makronutrien dalam media
penghasilan hidrogen (HPM), faktor abiotik dan rejim
pencahayaan.

STRATEGI UNTUK MENINGKATKAN PENGHASILAN
BIOHIDROGEN FOTO-FERMENTASI
PENGUBAHSUAIAN MAKRONUTRIEN PADA MEDIA
PENGHASILAN BIOHIDROGEN

Sehingga kini, kebanyakan kerja awal penghasilan
bio-H, oleh strain PNSB yang baru dipencilkan
merangkumi usaha menentukan jenis dan kepekatan
awalan sumber substrat karbon dan nitrogen yang
optimal (Assawamongkholsiri & Reungsang 2015;
Chen et al. 2017; Laocharoen & Reungsang 2014).
Sebagaimana mikroorganisma lain, sumber karbon
dan nitrogen adalah makronutrien yang paling penting
dalam mod pertumbuhan fotoheterotrofik oleh PNSB bagi
menghasilkan bio-H, (Jadual 2).

Pelbagai sumber karbon seperti kebanyakan asid
lemak rantaian pendek, serta beberapa karbohidrat
sederhana dan alkohol telah diuji pada kepekatan yang
berbeza untuk mencirikan Rhodobacter sphaeroides
ZX-5 yang baru dipencilkan. Asid organik seperti
malat, suksinat, butirat, propionat, laktat dan asid
piruvik merupakan antara substrat yang paling disukai
oleh bakteria penghasil H, terutamanya Rhodobacter
sp. Kajian terdahulu melaporkan kepekatan optimum
bagi penghasilan H, adalah sebanyak 30 mM malat
(Assawamongkholsiri, Plangklang & Reungsang 2016;
Laocharoen & Reungsang 2014; Tao et al. 2008).
Sementara itu, kepekatan optimum dalam suksinat,
laktat, butirat dan asid piruvik bagi penghasilan bio-H,
oleh R. sphaeroides ZX-5 pula berjumlah 50 mM (Tao
et al. 2008).
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JADUAL 1. Pengajian dahulu terhadap penghasilan biohidrogen melalui foto-fermentasi

Inokulum Sumber Suhu Pengadukan  Keamatan Hasil hidrogen Rujukan
karbon (°O) (rpm) cahaya (klux)  maksimum
Rhodobacter Glukosa 30.0 - 21.0 5.5£0.15 mol Ghosh et al. (2012)
capsulatus JP91 H.,/mol glukosa
Rhodobacter sp. Air buangan 25.6 150 7.5 2614+ 121.76 Assawamongkholsiri
KKU-PS1 kilang mL H/L et al. (2018)
pemprosesan
gula
Rhodobacter VFA rantaian 30.0 - 22 21+02-29 Subudhi et al. (2016)
sphaeroides CNT 2A pendek (asetat +0.2
and butirat) mol H,/mol VFA
Rhodobacter Gandum tanah 30.0 100 3.0 0.97 mol H,/mol  Kapdan et al. (2009)
sphaeroides glukosa
DSMZ-158
Rhodobacter Asetat 32.0 - 3.6 653.2 mmol H/  Hanetal. (2013)
sphaeroides RV mol asetat
Rhodopseudomonas Asetat 35.0 120 18.0 160 mL H,/60 Liu et al. (2015)
sp. nov. strain A7 mL vesel

Selain itu, kepekatan asetat optimum yang lebih
rendah (35 mM) telah diperhatikan dalam kajian Tao et
al. (2008) berbanding kepekatan asetat optimum bagi
strain yang sama seperti yang telah dibuktikan oleh
Zhu et al. (2010). Hal ini berkemungkinan disebabkan
oleh perbezaan sumber nitrogen yang telah digunakan
dalam kedua-dua kajian tersebut. Di samping itu, strain
PNSB yang lain iaitu Rhodopseudomonas palustris
menunjukkan kepekatan asetat optimum lebih tinggi
iaitu pada 50 mM (3 g/L) serta 44.7 mM malat (Hu
Choy & Giannis 2018). Walau bagaimanapun, kepekatan
optimum lebih rendah telah dikenal pasti dalam butirat
dan laktat iaitu masing-masing dicatatkan pada 22.7 dan
27.8 mM (Hu Choy & Giannis 2018).

Sungguhpun PNSB dapat menggunakan karbohidrat
ringkas seperti heksosa dan pentosa, prestasinya
daripada segi hasil dan kadar penghasilan H, dilihat
lebih rendah jika dibandingkan dengan penggunaan
asid organik (Tao et al. 2008). Keutamaan terhadap asid
organik dapat dijelaskan menerusi pembebasan H
dalam tindak balas pengikatan nitrogen oleh nitrogenase
(Magnin & Deseure 2019).

Selain sumber karbon seperti yang telah dihuraikan
sebelum ini, pengoptimuman sumber nitrogen adalah
amat penting bagi memastikan keberkesanan sesuatu
proses foto-fermentasi. Lazimnya, penghasilan bio-H,
dikawal oleh enzim nitrogenase yang bertanggungjawab
terhadap proses pengikatan nitrogen (Basak et al. 2014;
Hay et al. 2013).

Pelbagai sumber nitrogen dapat mempengaruhi
penghasilan bio-H, dengan ketara (Basak et al.
2014). Contohnya, glutamat muncul sebagai sumber
nitrogen terbaik dalam pelbagai kajian terdahulu yang
menggunakan strain PNSB berlainan (Basak et al. 2014;
Laocharoen & Reungsang 2014; Tao et al. 2008). Namun,
kehadiran ion ammonium sering merencat aktiviti dan
pengekspresan gen nitrogenase. Maka, sumber nitrogen
berasaskan ammonium bukanlah sumber nitrogen terbaik
dalam penghasilan bio-H, (Koku et al. 2002). Pada
masa yang sama, kepekatan sumber nitrogen lebihan
boleh membawa kepada pengumpulan ammonia yang
menghalang penghasilan H, (Hillmer & Gest 1977;
Koku et al. 2002). Ammonium sulfat pada kepekatan
lebih rendah (di bawah 5 mM) masih boleh digunakan
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JADUAL 2. Jenis makronutrien (sumber karbon dan nitrogen) yang dioptimumkan dalam penghasilan biohidrogen foto-

fermentasi

PNSB Karbon Kepekatan Hasil H, Rujukan

(mM)
Rhodobacter sphaeroides ~ Malat 2.0 881 mL H,/L Assawamongkholsiri &
KKU-PS1 Reungsang (2015)
Rhodobacter sphaeroides ~ Malat 30.0 860 mL/L Laocharoen & Reungsang
KKU-PS5 (2014)
Rhodobacter sphaeroides ~ Malat 17.6 2214 mL/L Assawamongkholsiri Plangklang
KKU-PS1 & Reungsang (2016)
Rhodopseudomonas Suksinat 50.0 223 mL/35 mL Tao et al. (2008)
palustris
Rhodopseudomonas Butirat 35.0 324 mL/35 mL Tao et al. (2008)
palustris
Rhodopseudomonas Asetat 50.0 1886.1 mL/L Hu, Choy & Giannis (2018)
palustris
Rhodopseudomonas Malat 44.7 1644.9 mL/L Hu, Choy & Giannis (2018)
palustris
Rhodopseudomonas Butirat 22.7 2153.7 mL/L Hu, Choy & Giannis (2018)
palustris

Kepekat:
PNSB Nitrogen (I;I\);) atan Hasil H, Rujukan
Rhodopseudomonas Laktat 27.8 1670.7 mL/L Hu, Choy & Giannis (2018)
palustris
Rhodobacter sphaeroides ~ Glutamat 2.0 mM of N 996 mL H,/L Laocharoen & Reungsang
KKU-PS5 (2014)
Rhodobacter sphaeroides ~ Glutamat 2.0 mM of N 881 mL/L Assawamongkholsiri &
KKU-PS1 Reungsang (2015)
Rhodopseudomonas L-Glutamat 7.0 123 mL Tao et al. (2008)
palustris /35 mL
Rhodopseudomonas Etanolamina 2.0 97 mL /35 mL Tao et al. (2008)
palustris
Rhodobacter sphaeroides  Aji-L 2.0 mM of N 1008 mL/L Laocharoen & Reungsang

KKU-PS5

(2014)




sebagai sumber nitrogen walaupun penghasilan bio-H,
disekat secara drastik pada 7 mM (Tao et al. 2008). Selain
itu, penggunaan etanolamina pada kepekatan yang lebih
rendah (2 mM pada setiap 30 mM malat) meningkatkan
penghasilan H, yang lebih tinggi daripada glutamat.
Namun begitu, penghasilan bio-H, menjadi berkurangan
meskipun biojisim menunjukkan trend berbeza apabila
berlakunya peningkatan kepekatan etanolamina (Tao et
al. 2008).

R. sphaeroides KKU-PS5 yang ditambah dengan
natrium nitrat (NaNO,) pula menunjukkan profil
penghasilan H, yang sama dengan ammonium klorida
(NH,CI). Keadaan ini menyokong evolusi bio-H, sebelum
mencapai kemuncak pada 600 mL H/L, iaitu lebih rendah
daripada nilai uji kaji kawalan (tanpa tambahan sumber
nitrogen) (Laocharoen & Reungsang 2014). Walau
bagaimanapun, kepantasan kadar penghasilan H, oleh
strain KKU-PS5 dengan NaNO, dan NH,CI daripada
uji kaji kawalan ini berkemungkinan terjadi kerana
kadar pertumbuhan bakteria yang pesat (Laocharoen &
Reungsang 2014). Namun begitu, natrium nitrit (NaNO,)
mengalami fasa lamban yang lebih lama dan hasil H,
yang lebih rendah daripada nilai kawalan (Laocharoen
& Reungsang 2014). Keperluan pengoksidaan ion nitrit
kepada ion nitrat semasa proses pertumbuhan dalam
keadaan anaerobik juga boleh mengakibatkan fasa
lamban yang lebih panjang (Tarabas, Hnatush & Moroz
2019).

Nisbah sumber karbon kepada sumber nitrogen
(C/N) turut diuji (Basak et al. 2014; Koku et al. 2002)
berikutan kemungkinan faktor kepekatan optimum
sumber nitrogen dipengaruhi oleh tahap sumber karbon
yang digunakan (Eroglu et al. 1999). Penghasilan H,
oleh R. sphaeroides 0.U.001 dijalankan secara optimum
menggunakan nisbah C/N iaitu 15 mM : 2 mM (Eroglu
etal. 1999). Nisbah C/N yang optimum juga menunjukkan
perbezaan ketara dengan kehadiran sumber nitrogen
yang berlainan (Pandey, Srivastava & Sinha 2012).
Misalnya, penggunaan ammonium sulfat sebagai sumber
nitrogen mencatatkan nisbah C/N yang tinggi iaitu
30:1 (mol:mol) berbanding glutamat iaitu hanya 13:1
(mol:mol) (Pandey Srivastava & Sinha 2012).

FAKTOR ABIOTIK DALAM PROSES FOTO-FERMENTASI

Faktor pH memainkan peranan penting untuk mengawal
metabolisme dalam PNSB kerana aktiviti enzim
dipengaruhi oleh nilai pH secara signifikan (Koku
et al. 2002). Sebagai contoh, aktiviti nitrogenase
untuk A. vinelandii adalah optimum pada nilai pH
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7.1 hingga 7.3 (Koku et al. 2002). Bagi proses
berkelompok tanpa kawalan pH, pH awal boleh
dioptimumkan untuk mencapai penghasilan bio-H,
tertinggi (Assawamongkholsiri & Reungsang 2015;
Laocharoen & Reungsang 2014). Kajian terdahulu
melaporkan pH optimum bagi penghasilan bio-H,
bernilai antara pH 6.5 dan 7.5 (Nath & Das 2009; Tao
et al. 2008). Kedua-dua strain R. sphaeroides KKU-PS1
dan KKU-PS5 pula dioptimumkan pada pH awal 7.0
(Assawamongkholsiri & Reungsang 2015; Laocharoen
& Reungsang 2014). Penghasilan H, daripada efluen
fermentasi gelap (DFE) oleh R. sphaeroides O.U.001
adalah optimum pada pH 6.5 (Nath & Das 2009).
Konsortium bakteria fotosintetik yang terdiri daripada
R. sphaeroides, Rhodospirillum rubrum, R. capsulata, R.
palustris dan R. capsulatus juga optimum pada nilai pH
7.0 sungguhpun mempunyai profil penggunaan gula yang
sama pada pH awal 6.0 hingga 9.0 (Jiang et al. 2016).
Selain itu, strain PNSB yang berlainan boleh mempunyai
toleransi yang berbeza daripada nilai pH, dengan R.
sphaeroides 7ZX-5 menunjukkan hasil H, yang hampir
serupa dan kadar penghasilan H, maksimum pada pH
awal 6.0 hingga 9.0 (Tao et al. 2008).

Selain itu, suhu merupakan salah satu faktor paling
penting bagi mengawal prestasi enzim, terutamanya
nitrogenase yang optimum pada suhu 30 °C (Koku
et al. 2002). Oleh itu, kebanyakan strain PNSB
terpencil yang dilaporkan dalam kajian lepas mengenai
penghasilan H, adalah mesofilik dan menunjukkan
prestasi terbaik dalam julat suhu antara 25 °C hingga
35 °C (Assawamongkholsiri & Reungsang 2015; Chen
et al. 2017). Penghasilan bio-H, oleh R. sphaeroides
KKU-PS1 didapati optimum pada suhu 25.6 °C
(Assawamongkholsiri & Reungsang 2015) dan strain
R. sphaeroides DSM 1710 pula adalah optimum
pada suhu yang hampir sama iaitu 26.8 °C (Androga
et al. 2014). Sementara itu, kultur campuran bakteria
fotoheterotrofik dioptimumkan pada suhu yang sedikit
tinggi iaitu 35 °C (Chen et al. 2017). Justeru, konsortium
bakteria fotosintetik telah menunjukkan bahawa
keadaan optimum pada suhu sedikit termofilik (39.6 °C)
dapat menghasilkan kadar H, tertinggi (Huetal. 2017).
Bahkan penghasilan H, didapati lebih tinggi pada
suhu 54.5 °C berbanding pada 28.2 °C (Hu et al. 2017)
yang terletak dalam julat suhu optimum normal (25
°C hingga 35 °C) (Assawamongkholsiri & Reungsang
2015; Laocharoen & Reungsang 2014; Tao et al. 2008).
Prestasi pada suhu yang lebih tinggi boleh diperhatikan
melalui tindak balas foto-fermentasi endotermik dan
entropi daripada glukosa kepada bio-H, (Hu et al. 2017).
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Parameter lain yang diselidik dalam penambahbaikan
prestasi penghasilan bio-H, merangkumi usaha
pengoptimuman fizikal, iaitu proses pengadukan dan
pengawalan tekanan (Li et al. 2011; Magnin & Deseure
2019; Mishra et al. 2018). Pengadukan dapat membantu
proses pemindahan jisim nutrien dan substrat dengan
lebih cekap (Li et al. 2011). Sejumlah 121 mL H,
bagi setiap 34 mL kultur diperoleh setinggi 165.9 mL
H,/L/j daripada 30 mM asid malik menerusi proses
pengadukan pada 120 rpm (Li et al. 2011). Mishra et
al. (2018) pula menemui penghasilan H, yang optimum
daripada DFE menggunakan efluen kilang minyak sawit

(POME) pada 200 rpm. Sementara itu, hasil HPR dan
H, maksimum masing-masing ditingkatkan sebanyak
188.9% dan 83.0% apabila pengadukan pada 240 rpm
dilakukan kepada kultur R. palustris PB-Z (Sun, Lv &
Liu 2015). Dalam kajian lain, peningkatan penghasilan
H, telah diperhatikan pada tekanan 0.944 x 10° Pa. Hal
ini kerana penghasilan H, menunjukkan trend menaik
dengan tekanan ruang kepala yang lebih rendah (Li
et al. 2011). Sebaliknya Magnin dan Deseure (2019)
melaporkan hasil yang berbeza kerana penghasilan H,
yang lebih tinggi diperhatikan dalam ruang kepala yang
bertekanan tinggi (Jadual 3).

JADUAL 3. Aplikasi faktor abiotik yang optimum dalam foto-fermentasi

PNSB pH Hasil H, Rujukan

. Assawamongkholsiri &
Rhodobacter sphaeroides KKU-PS1 7.0 1339 mL H/L Reungsang (2015)
Rhodobacter sphaeroides KKU-PS5 7.0 852 mL H/L Laocharoen & Reungsang

(2014)

Rhodobacter sphaeroides ZX-5 7.0 128 mL H,/35 mL Tao et al. (2008)
Rhodobacter sphaeroides 0.U.001 6.5 2150 mL H/L Nath & Das (2009)
Konsortium bakteria fotosintetik 7.0 2300 mL/L Jiang et al. (2016)
PNSB Suhu (°C) Hasil H, Rujukan
Rhodobacter sphaeroides KKU-PS1 25.6 1339 mL/L Assawamongkholsiri &

Reungsang (2015)
Rhodobacter sphaeroides DSM 1710 26.8 0.326 mol/mol Androga et al. (2014)
Kultur campuran bakteria 35.0 4239 L/L Chen et al. (2017)
fotoheterotrofik
Konsortium bakteria fotosintetik 39.6 3.6 L/L/d Hu et al. (2017)
PNSB Pengadukan (rpm) Hasil H, Rujukan
Rhodobacter sphaeroides ZX-5 120 121 mL Lietal. (2011)

/34 mL

Rhodopseudomonas palustris 200 3.07 mol/mol Mishra et al. (2018)
R. palustris PB-Z 240 1728.1 mol/L Sun, Lv & Liu (2015)
PNSB Tekanan (Pa) Hasil H, Rujukan

Rhodobacter sphaeroides ZX-5 0.944 x 10°

131 mL/34 mL

Lietal. (2011)




REJIM PENCAHAYAAN DALAM PROSES FOTO-
FERMENTASI

Pencahayaan merupakan salah satu faktor utama dalam
proses foto-fermentasi, kerana proses tersebut sangat
bergantung kepada kehadiran tenaga cahaya untuk
menjana tenaga adenosina trifosfat (ATP) yang diperlukan
dalam penghasilan H, oleh tindakan nitrogenase (Hay
et al. 2013). Justeru, salah satu usaha pengoptimuman
yang dianggap mudah adalah dengan memanipulasi
keamatan cahaya. Keamatan cahaya menentukan kadar
pemindahan tenaga ke PNSB bagi mengatasi tenaga
pengaktifan dalam usaha untuk melakukan proses foto-
fermentasi (Hu et al. 2017; Magnin & Deseure 2019). Di
samping itu, pelbagai kajian pengoptimuman mengenai
keamatan cahaya telah dijalankan dengan pelbagai
strain PNSB. Hal ini berikutan strain yang berlainan
memiliki titik penepuan cahaya yang berbeza (Basak et
al. 2014; Hallenbeck & Liu 2016). Strain R. sphaeroides
KKU-PS1 dan KKU-PS5 masing-masing adalah optimum
pada 7.5 dan 6.0 klux (Assawamongkholsiri &
Reungsang 2015; Laocharoen & Reungsang 2014).
Sementara itu, Androga et al. (2014) melaporkan
penghasilan H, yang optimum oleh R. capsulatus DSM
1710 iaitu di bawah pencahayaan pada 285 hingga 287
W/m?. Akroum-Amrouche et al. (2011) juga menemui
hubungan yang lebih kukuh antara pertumbuhan dan
penghasilan H, oleh R. sphaeroides CIP 60.6 pada
keamatan cahaya yang lebih rendah daripada 2.5 klux (1.0
klux). Hal ini kerana pembentukan hasil H, disebabkan
oleh proses pertumbuhannya sahaja.

Sementara itu, air buangan penyulingan cair yang
melebihi 40% akan menurunkan hasil H,. Perkara ini
disebabkan oleh kadar penembusan cahaya yang lemah
(Laurinavichene et al. 2018). Gabungan kedua-dua
proses foto-fermentasi dan fermentasi gelap (peringkat
tunggal) juga memerlukan keamatan cahaya yang
lebih tinggi (Argun & Kargi 2010a, 2010b). Keamatan
cahaya pada 10 klux didapati adalah optimum dalam
proses gabungan R. sphaeroides RV (Argun & Kargi
2010a, 2010b). Selain itu, strain R. palustris GCA009
dilaporkan optimum di bawah pencahayaan pada 210 W/
m?* (Wang et al. 2019). Secara amnya, hasil H, meningkat
dengan kadar maksimum apabila wujudnya keamatan
cahaya yang lebih tinggi hingga mencapai titik
penepuan cahaya (Basak et al. 2014). Namun demikian,
kecekapan penukaran cahaya (LCE) adalah lebih rendah
pada keamatan cahaya yang tinggi. Hal ini kerana jumlah
tenaga yang dibekalkan sepanjang proses foto-fermentasi
adalah lebih tinggi daripada peningkatan hasil H, (Uyar
et al. 2007). Berdasarkan Uyar et al. (2007), keamatan
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cahaya pada 88 W/m? menghasilkan LCE tertinggi,
manakala keamatan cahaya dalam julat 118 hingga 405
W/m? mencatatkan LCE yang lebih rendah daripada 1%.

Bagi melaksanakan proses foto-fermentasi yang
ideal, sumber cahaya merupakan satu lagi aspek
pencahayaan yang diambil kira (Jadual 4). Pelbagai jenis
lampu buatan yang digunakan sebagai sumber cahaya
secara meluas dalam kajian terdahulu, contohnya lampu
halogen, lampu pijar, tiub pendarfluor, lampu natrium
dan diod pemancar cahaya (LED) (Adessi & De Philippis
2014). Sumber cahaya juga boleh dikelaskan mengikut
spektrum panjang gelombang yang tertentu. Hal ini
kerana sumber cahaya yang berbeza akan mengeluarkan
spektrum yang berlainan (Magnin & Deseure 2019; Sun,
Lv & Liu 2015). Misalnya, LED putih, merah, hijau dan
kuning masing-masing mempunyai panjang gelombang
400 hingga 700 nm, 650 nm, 470 nm, dan 595 nm (Zhou,
Zhang & Zhang 2015).

Berdasarkan hasil kajian terdahulu, pencahayaan
daripada lampu halogen dapat mencatatkan jumlah
H, kumulatif yang tertinggi iaitu 251.64 mL dan juga
kadar maksimum yang tertinggi pada 2.18 mL/j oleh
R. sphaeroides RV (Argun & Kargi 2010b). Keputusan
dapat diperhatikan melalui spektrum pelepasan berterusan
yang luas menerusi lampu halogen dari 300 hingga
1100 nm, dengan suhu warna lebih tinggi boleh dicapai
oleh lampu halogen berbanding lampu pijar (Camuffo
2019; de Souza et al. 2019). Manakala gabungan lampu
tungsten (cahaya pijar tanpa halogen) dan inframerah
(IR) mencatatkan jumlah H, kumulatif yang kedua terbaik,
dengan H, kumulatif sebanyak 126.57 mL iaitu kira-
kira 20% lebih tinggi daripada H, kumulatif menerusi
lampu tungsten sahaja. Perkara ini turut membuktikan
sumbangan IR dalam penghasilan H, (Argun & Kargi
2010b). Keputusan ini juga selari dengan kajian lepas
yang menggunakan air untuk menapis separuh daripada
pelepasan inframerah dekat (NIR) dan ia mengakibatkan
berlakunya pengurangan lebih daripada 28% kadar
purata dan jumlah penghasilan H, (Turon, Anxionnaz-
Minvielle & Willison 2018).

Dalam kajian lain, larutan kuprum sulfat (CuSO,)
telah digunakan sebagai penapis untuk membenarkan
pelepasan spektrum cahaya merah dan IR (630 hingga
1035 nm) sahaja. Proses tersebut dilakukan sehingga
menghasilkan H, dan profil pertumbuhan biojisim yang
hampir serupa dengan nilai kawalan (tanpa sebarang
penapis) (Uyar et al. 2007). Larutan Rhodamin B turut
digunakan untuk menyekat bahagian spektrum IR (>760
nm). Perkara ini menyebabkan berlakunya pengurangan
penghasilan H, sebanyak 39% berbanding jumlah
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pada nilai kawalan (370 hingga 1035 nm). Tahap sel
bakterioklorofil @ yang lebih tinggi juga diperhatikan
dengan fotobioreaktor kekurangan pencahayaan
spektrum IR. Keputusan kajian menunjukkan tekanan
tenaga yang ketara telah dialami oleh bakteria dan
memaksa proses penjanaan bakterioklorofil a yang
lebih banyak untuk mengatasi kekurangan tenaga ini

(Uyar et al. 2007). Walau bagaimanapun, H, kumulatif
terendah melalui R. sphaeroides RV dapat dilihat apabila
hanya lampu IR yang diuji. Situasi ini menunjukkan
beberapa bahagian spektrum cahaya nampak adalah amat
diperlukan oleh strain demi penghasilan H, yang tinggi
(Argun & Kargi 2010b; Turon, Anxionnaz-Minvielle &
Willison 2018).

JADUAL 4. Strategi pengoptimuman terhadap rejim pencahayaan dalam proses foto-fermentasi

PNSB Keamatan cahaya (klux) Hasil H, Rujukan

Rhodobacter sphaeroides KKU-PS1 7.5 1339 mL H,/L Assawamongkholsiri &
Reungsang (2015)

Rhodobacter sphaeroides KKU-PS5 6.0 1389 mL H,/L Laocharoen & Reungsang

Rhodobacter capsulatus DSM 1710  34.2 - 34.6

Rhodobacter sphaeroides CIP 60.6 8.5

(2014)

0.32 - 0.56 mol/mol Androga et al. (2014)

2226.5 mL/300 mL Akroum-Amrouche et al.

(2011)

Rhodobacter sphaeroides RV 10.0 111.11 mL H, Argun & Kargi (2010a)
Rhodopseudomonas palustris 252 1.15 mol/mol Wang et al. (2019)
GCA009
Rhodobacter sphaeroides O.U.001 10.6 0.68 L/L Uyar et al. (2007)
PNSB Sumber cahaya Hasil H, Rujukan
Rhodobacter sphaeroides RV Lampu halogen 251.64 mL H, Argun & Kargi (2010b)
Rhodobacter sphaeroides RV Gabungan lampu tungsten ~ 126.57 mL H, Argun & Kargi (2010b)

dan IR
Rhodobacter sphaeroides 0.U.001 Spektrum cahaya merah 1.1 L/L Uyar et al. (2007)

dan IR

(630 - 1035 nm)
Rhodobacter capsulatus 1IR3 Kombinasi jenis LED (biru, 3.20 L H, Turon, Anxionnaz-Minvielle

putih, merah dan NIR) & Willison (2018)
Rhodopseudomonas palustris PB-Z ~ LED putih 1291.6 ml/L Sun, Lv & Liu (2015)
Rhodobacter sphaeroides RV Lampu tungsten 106.67 mL H, Argun & Kargi (2010b)
Rhodobacter sphaeroides RV Lampu pendarfluor 103.83 mL H, Argun & Kargi (2010b)
Rhodopseudomonas palustris WP3-5 Gabungan lampu tungsten ~ 98.0 mL H, Chen et al. (2008)

dan gentian optik




LED juga digunakan untuk mencapai kecekapan
tenaga yang tinggi (Assawamongkholsiri & Reungsang
2015; de Souza et al. 2019; Turon, Anxionnaz-Minvielle
& Willison 2018). Di samping itu, LCE tinggi biasanya
diperhatikan dengan kehadiran LED (Adessi & De
Philippis 2014). Penghasilan biojisim tertinggi oleh
R. palustris diperhatikan menerusi LED merah yang
setanding dengan cahaya pijar dan pertumbuhan
optimum dengan cahaya 650 nm (merah) dapat
ditunjukkan (Zhou, Zhang & Zhang 2015). Di samping
itu, gabungan jenis LED yang berbeza (biru, putih, merah
dan NIR) mencapai jumlah penghasilan H, yang hampir
sama dengan cahaya pijar, biarpun ia mempunyai jumlah
keamatan cahaya relatif yang kurang bagi spektrum
pada 350 hingga 850 nm (Turon, Anxionnaz-Minvielle
& Willison 2018). Kajian lain pula menilai panjang
gelombang LED tertentu mengikut penghasilan H, oleh
R. palustris PB-Z. Menerusi kajian tersebut, dibuktikan
bahawa LED putih merupakan jenis LED paling
produktif (dalam susunan menurun: putih > kuning >
hijau > biru > merah) (Sun, Lv & Liu 2015).

Penghasilan yang lebih rendah di bawah
pencahayaan lampu merah adalah disebabkan oleh
kesan pemerisaian cahaya yang lebih tinggi. Hal ini
kerana kandungan pigmen yang lebih tinggi dikesan
dalam strain PB-Z yang dikulturkan dengan cahaya merah
(Sun, Lv & Liu 2015). Sinaran aktif fotosintetik (PAR),
yang mewakili jumlah cahaya yang tersedia untuk
proses fotosintesis berkemungkinan digunakan dalam
parameter yang lebih menunjukkan cahaya insiden
(Magnin & Deseure 2019). Magnin dan Deseure (2019)
juga menyatakan bahawa meskipun lampu natrium (Na-
lampu) menghasilkan nilai PAR sebanyak 30% lebih
tinggi daripada LED putih, tetapi hampir satu kali ganda
lebih rendah penghasilan H, telah dicatatkan berbanding
LED putih. Kajian ini turut menunjukkan kecekapan
spektrum hijau yang lebih tinggi daripada spektrum putih,
disebabkan oleh jumlah pelepasan tenaga cahaya hijau
yang lebih rendah.

Seterusnya, kajian terhadap penggunaan cahaya
semula jadi terutamanya cahaya solar juga dilaksanakan
dalam usaha untuk menjimatkan kos pemprosesan
(Adessi & De Philippis 2014). Sebanyak 74.64 mL H,
kumulatif telah dihasilkan dengan menggunakan cahaya
matahari, iaitu kira-kira 30% lebih rendah daripada
H, kumulatif yang dihasilkan menggunakan lampu
tungsten dan pendarfluor (Argun & Kargi 2010b). Situasi
turun naik keamatan cahaya ini boleh memberi kesan
negatif terhadap proses foto-fermentasi, seiring dengan
kecenderungan berlakunya fotorencatan lebih-lebih lagi
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pada waktu tengah hari (Adessi & De Philippis 2014).
Tambahan pula, hanya 65.8% daripada nilai PAR untuk
bakteria ungu diwakili oleh spektrum solar (Adessi & De
Philippis 2014). Di samping itu, kesan sumber cahaya
yang berbeza dan spektrum panjang gelombang yang
tertentu boleh dikaitkan dengan spektrum penyerapan
cahaya unik di PNSB dan ditentukan oleh kandungan
bakterioklorofil @ dan karotenoid (Uyar et al. 2007).

Pengoptimuman pencahayaan juga merangkumi
usaha untuk meningkatkan pengagihan dan
penembusan cahaya (Basak & Das 2009). Selain
pencahayaan lampu halogen dan tungsten, Chen et
al. (2008) dalam kajiannya menggunakan gentian
optik yang membolehkan pencahayaan dalaman
untuk meningkatkan pengagihan cahaya dalam bekas
foto-fermentasi. Hasil dan kadar penghasilan H,
masing-masing ditingkatkan sebanyak 51.3 dan 110%
berbanding proses foto-fermentasi dengan kehadiran
pencahayaan luaran sahaja, walaupun ia mengalami
penurunan LCE. Dalam kajian lain, gentian optik
digunakan untuk membolehkan pencahayaan dalaman
daripada solar terjadi. Keadaan ini dinamakan sebagai
gentian optik yang teruja tenaga solar (SEEOF) yang
digabungkan dengan lampu tungsten untuk pencahayaan
pada waktu malam (Chen et al. 2008). Hasilnya, lebih
daripada dua kali ganda H, dihasilkan dengan kadar
keseluruhan sebanyak tiga kali ganda menggunakan
gentian optik ini berbanding hanya kehadiran cahaya
pijar pada waktu siang dan malam.

KESIMPULAN

H, merupakan bahan bakar lestari yang bersih dan
berpotensi untuk menggantikan bahan bakar fosil
yang terhad pada masa akan datang. Foto-fermentasi
ialah salah satu kaedah yang dikaji secara meluas
untuk menghasilkan bio-H, oleh bakteria fotosintesis
seperti PNSB. Walau bagaimanapun, penghasilan
yang perlahan dan LCE yang rendah sepanjang
proses tersebut merupakan antara cabaran yang
perlu dihadapi dalam aplikasi skala yang lebih besar.
Justeru, ulasan ini membincangkan kaedah tersedia
dalam mempertingkatkan prestasi foto-fermentasi, iaitu
pengoptimuman dan pengubahsuaian pada HPM, faktor
abiotik dan rejim pencahayaan untuk menambah baik
pengedaran cahaya serta penghasilan bio-H,. Namun
begitu, perbandingan secara langsung antara teknik ini
boleh menjadi sukar disebabkan oleh kerumitan tindak
balas biokimia dan tindak balas dalam mikroorganisma.
Oleh itu, penyelidik perlulah memperhalusi pelbagai
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strategi sedia ada secara sistematik bagi memenuhi
keperluan sistem individu untuk pengoptimuman
dalam kajian pada masa depan. Di samping itu,
pendekatan gabungan yang mengintegrasikan strategi
pengoptimuman individu yang berbeza mungkin dapat
mendatangkan peningkatan yang sinergistik terhadap
produktiviti dan hasil biohidrogen foto-fermentasi oleh
PNSB dalam aplikasi fermentasi yang berskala besar
ataupun skala industri.
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