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STRESZCZENIE:

W drodze fermentacji ciemnej z wykorzystaniem względnych beztlenowców z gatunku Enterobacter 
aerogenes można otrzymać wodór. Wydajność wytwarzania wodoru technikami fermentacyjnymi jest 
silnie zależna od zastosowanych warunków w zakresie pH, temperatury, składu brzeczek fermentacyj-
nych, zawartości tlenu czy nawet obecności substancji o potencjalnie inhibitującym wpływie na hodow-
lę mikrobiologiczną [1-4]. W pracy opisano badania przebiegu fermentacji ciemnej w czterech wspól-
nie termostatowanych szklanych bioreaktorach o pojemności roboczej 50 mL. Badania dotyczyły różnic  
w produktywności wodoru w zależności od rodzaju zastosowanego źródła węgla. Uzyskane przykłado-
we rezultaty pozwoliły na ocenę efektywności procesu  w odniesieniu do wytwarzania wodoru z różne-
go rodzaju surowców, tj. czystej glukozy, gliceryny odpadowej i hydrolizatów alkalicznych trawy polnej, 
uzyskanych zgodnie z procedurą opisaną przez autorów w pracy [5].
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Bioconversion of waste materials to hydrogen via dark fermentation  
using Enterobacter aerogenes 
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ABSTRACT:

Hydrogen can be obtained via dark fermentation with the use of anaerobic Enterobacter aerogenes. 
The efficiency of hydrogen production by fermentation techniques is strongly dependent on the con-
ditions used i.e. the pH range, temperature, composition of fermentation broths, oxygen content, or 
even the presence of substances with potentially inhibitory effects on the microbiological culture [1-
4]. The paper describes the study of dark fermentation in four parallel thermostatic glass bioreactors 
with a working capacity of 50 mL each. The research concerned differences in hydrogen productivity 
depending on the type of carbon source used. Obtained exemplary results allowed to evaluate the 
effectiveness of the process [6] in relation to the production of hydrogen from various types of raw 
materials, i.e. pure glucose, waste glycerol and alkaline meadow grass hydrolysates, obtained according 
to the procedure given in [5].

1. WSTĘP 

Bioreaktory lub biofermentory są naczyniami re-
akcyjnymi, w których zachodzą reakcje chemicz-
ne i biochemiczne polegające na przekształceniu 
substratu w pożądany produkt końcowy. Są one 
wykorzystywane w produkcji leków i biomasy, 
biotransformacji konkretnego związku lub de-
gradacji odpadów [7]. W bioreaktorach zachodzą 
reakcje w obecności biokatalizatorów, tj. enzy-
mów izolowanych z mikroorganizmów, komórek 
zwierzęcych lub roślinnych bądź z ich części. Bio-
reaktor zapewnia również odpowiednie środowi-
sko reakcji w warunkach aseptycznych (zwłaszcza 
przy użyciu mikroorganizmów wrażliwych na inne 
kultury) i pozwala kontrolować inne warunki śro-
dowiskowe, takie jak zawartość tlenu, pH i tem-
peratura. Bioreaktory można stosować do oczysz-
czania ścieków w browarach, mleczarniach,  
w produkcji soków lub w gorzelniach, do oczysz-
czania ścieków komunalnych, do otrzymywania 
enzymów, kwasów organicznych lub antybioty-
ków, do produkcji białek terapeutycznych i do 
produkcji metabolitów wtórnych w zagadnie-
niach opartych o biotechnologię roślin [7-9]. 
Zestawy minibioreaktorów są używane w skali 
laboratoryjnej, aby zapewnić pełną funkcjonal-
ność i tworzyć konfiguracje dla dowolnej aplikacji 
lub zachować skalę prowadzonego procesu. Ze 
względu na zmniejszoną skalę hodowli, koszty ba-
dań i czas potrzebny na przygotowanie systemu 
do pracy, minibioreaktory zapewniają powtarzal-

ność i bezpieczeństwo reakcji lub biokonwersji, 
jednocześnie pozwalając na zaoszczędzenie cza-
su. Hodowle komórkowe na małą skalę są często 
wykorzystywane do celów przesiewowych [10]. 
Bakterie, drożdże i inne kultury można poddawać 
badaniom przesiewowym jako hodowle okreso-
we z odżywianiem lub bez, w celu optymalizacji 
składu pożywek i warunków hodowli.
W celu wytworzenia wodoru poprzez ciemną 
fermentację przy użyciu kultur Enterobacter ae-
rogenes skonstruowano układ czterech równole-
głych bioreaktorów o objętości roboczej 50 mL. 
Warunki procesu charakterystyczne dla hodowli 
mogą być badane w zależności od składu brzecz-
ki. Układ czterech równoległych bioreaktorów 
umożliwia przeprowadzenie fermentacji kontrol-
nej równolegle z potrójną hodowlą w powtarzal-
nych warunkach, co jest kluczowe dla celów sta-
tystycznych. Niewielkie rozmiary bioreaktorów 
znacznie ułatwiają i przyspieszają przygotowy-
wanie naczyń i ich sterylizację, zmniejszając ilość 
pożywki potrzebnej do prowadzenia procesu, co 
zmniejsza koszty instalacji i jej eksploatacji [11]. 
Wodór jest często uważany za paliwo przyszło-
ści ze względu na bardzo wysoką wartość ener-
getyczną równą 10-13 MJ*m-3 i ze względu na 
jego wartości ekologiczne. Stosuje się kilka me-
tod wytwarzania wodoru na skalę przemysłową, 
tj. elektrolizę wody, katalityczny reforming gazu 
ziemnego i konwersję tlenku węgla z parą wodną 
[12-15]. 
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Zaproponowano zastosowanie odpadowych hy- 
drolizatów gliceryny i biomasy, tj. hydrolizatów  
trawy polnej, w celu zbadania możliwości wyko- 
rzystania zaprojektowanego układu równoległe- 
go zestawu bioreaktorów. Produkcja wodoru jest  
naturalnym szlakiem metabolicznym wielu proka- 
riontów, a proces produkcji wodoru przez mikro- 
organizmy jest znany od wielu lat. Jednak naj- 
częściej glukoza jest podstawowym surowcem do 
 transformacji energii w komórce, gdyż wchodzi  
bezpośrednio w cykl glikolizy, zapewniając pro-
dukcję energii magazynowanej w ATP. Wygene- 
rowana energia zużywana jest następnie w pro-
cesach anabolicznych [16, 17]. Pierwszy etap  
w szlaku metabolicznym zachodzącym w Ente-
robacter aerogenes stanowi metabolizm glukozy  
w kierunku pirogronianu, zgodnie z reakcją (1): 

NADH powstający w reakcji (1) jest źródłem wo-
doru, który powstaje podczas późniejszej regene-
racji produkowanego NADH w reakcji (2):

Enterobacter aerogenes wykorzystuje oksydore-
duktazę ferredoksyny (3) i liazę pirogronianowo-
-mrówczanową (4) produkcji acetylokoenzymu A: 

Istnieje wiele bakterii, które są w stanie wytwa- 
rzać wodór z gliceryny, ale dotychczas nie ma 
opracowanej technologii w skali przemysłowej  
z powodu pewnych problemów związanych z opty-
malizacją procedury fermentacji, występujących  
nawet w skali laboratoryjnej [18]. Glicerol jest sub- 
stratem do glukoneogenezy, tj. wytwarzania glu- 
kozy z substancji niecukrowych. Szlak ten różni się 
od metabolizmu glukozy, ponieważ glikoliza (kon-
wersja glukozy do pirogronianu) jest preferowa-
na termodynamicznie (ΔG = -20 kcal*mol-1) [1].  

NADHHCOCOOCHNADOHC 2422 36126 ++o+ +−+

mol
kJG 1,1210 −=∆  

NADHHCOCOOCHNADOHC 2422 36126 ++o+ +−+

mol
kJG 1,1210 −=∆  (1)

2HNADHNADH +o+ ++ (2)

(3)

redox FdCOacetyloCoAFdCoAnPirogronia ++↔++ 2 mol
kJG 2,190 −=∆  

redox FdCOacetyloCoAFdCoAnPirogronia ++↔++ 2 mol
kJG 2,190 −=∆  

Pirogronian +�CoA ↔�acetyloCoA +�mrówczan

mrówczanacetylCoACoAnPirogronia +↔+
mol
kJG 3,160 −=∆ (4)

 

(4)

Glukoneogenezy nie można połączyć z glikolizą  
w tym samym czasie, ponieważ działania po-
szczególnych enzymów obu ścieżek wykluczają 
współpracę. Ponadto glukoneogeneza nie jest 
dokładnie odwróceniem produkcji pirogronianu  
z glukozy. Proces wytwarzania glukozy z subs-
tratów niecukrowych, tj. glicerolu, jest korzyst-
ny termodynamicznie, chociaż ma wyraźnie 
mniejszą siłę napędową (ΔG = -9 kcal*mol1) [19].  
Możliwość opłacalnego wytwarzania wodoru  
z gliceryny odpadowej może pomóc w rozwiąza-
niu zarówno problemów związanych z nadmia-
rem gliceryny, jak i produkcji ekologicznej i tańszej 
energii [20-22]. Również biomasa lignocelulozo-
wa ma ogromny potencjał w produkcji wodoru 
dzięki dużej dostępności, niskim kosztom pozy-
skania i niskiej emisyjności gazów cieplarnianych 
[23, 24]. Produkcja wodoru z biomasy lignocelu-
lozowej (skrót BMLC) coraz częściej jest rozwa-
żana w wielu zespołach badawczych. Zwraca się 
uwagę, że dla BMLC nie trzeba rozważać proble-
mów związanych z debatą na temat konkurencji 
między produkcją żywności i paliw.
Schemat opisujący przebieg obróbki BMLC od 
substratu do wodoru z uwzględnieniem reakcji 
1, 2, 3, 4 przedstawiono na Rysunku 1. Podsta-
wowymi źródłami BMLC są rośliny energetycz-
ne, drewno liściaste, drewno iglaste oraz odpady  
z przetwarzania zbóż i trawy [1, 25, 26]. 

Rysunek 1 Możliwe szlaki metaboliczne i ich produkty  
podczas ciemnej fermentacji anaerobowej 

(ADP – adenozyno difosforan, ATP – adenozyno  
trójfosforan, Fd – ferredoksyna, FdH – ferredoksyna,  

zredukowana, NADH – zredukowany fosforan dinukleotydu 
nikotynoamidoadeninowego, biomass residues – biomasa, 

saccharification – scukrzanie, sugars – cukry,  
formate – kwas mrówkowy, pyruvate – kwas pirogronowy, 

butyrate – kwas butanowy)
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Celem pracy jest opracowanie sprzętu do przepro-
wadzenia biokonwersji materiałów odpadowych 
do wodoru poprzez ciemną fermentację w skali 
laboratoryjnej. Rozważono możliwość prowadze-
nia procesów biokonwersji w czterech wspólnie 
termostatowanych równoległych bioreaktorach 
o małej objętości roboczej 50 mL. Eksperyment 
zaplanowano w niewielkich objętościach ze 
względu na wstępny charakter badań. Pod uwagę 
wzięto także konieczność wskazania parametrów 
mających istotny wpływ na przebieg procesu,  
a zastosowanie małych objętości brzeczek pozwa-
la zmniejszyć zarówno koszty ekonomiczne, jak  
i ekologiczne, związane z przeprowadzanymi 
procesami. Identyfikacja parametrów istotnych 
dla procesu może być rozwijającym się wkładem  
w zwiększanie potencjału metody w skali labora-
toryjnej.

2. CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA

Wstępną obróbkę alkaliczną i enzymatyczne scu-
krzanie biomasy lignocelulozowej przeprowa-
dzono zgodnie z [27]. Procedura przygotowania 
hydrolizatów biomasy lignocelulozowej wymaga 
wieloetapowej procedury, uwzględniającej frag-
mentację i kondycjonowanie surowca, hydrolizę 
alkaliczną i scukrzanie enzymatyczne. Pierwszym 
etapem obróbki biomasy lignocelulozowej było 
rozdrobnienie surowca. Mielenie biomasy odby-
wało się w dwóch etapach, początkowo przy uży-
ciu kruszarki ogrodowej, a następnie młyna labo-
ratoryjnego. Stwierdzono, że największa możliwa 
fragmentacja jest najkorzystniejsza z punktu wi-
dzenia dalszych etapów przetwarzania, jednak ze 
względu na wysokie koszty procesu rozdrabniania 
najwyższą możliwą wartość granulacji określono 
doświadczalnie, co pozwala uzyskać wyniki bliskie 
optymalnym w kolejnych etapach przetwarzania. 
Zastosowaną granulację na poziomie 0,75 mm 
można uzyskać już po dwuetapowym mieleniu. 
Następnym etapem obróbki była hydroliza alka-
liczna, z zastosowaniem katalizatora zasadowego, 
tj. monoetanoloaminy (skrót MEA), do usuwania 
ligniny i jej pochodnych. Po początkowej obróbce 
alkalicznej frakcje stałe i ciekłe oddzielono przez 
odwirowanie. Stałą pozostałość zastosowano  
w następnym etapie przetwarzania, tj. podczas 
hydrolizy enzymatycznej. Wstępna obróbka mate-
riału lignocelulozowego przez hydrolizę alkaliczną 
jest kluczowym krokiem w ułatwianiu uwalniania 
cukrów prostych podczas hydrolizy enzymatycz-
nej z celulozy i hemicelulozy, ponieważ poprawia 

dostępność enzymów do polisacharydów, tj. ce-
lulozy i hemicelulozy. W celu skutecznej mody-
fikacji złożonej struktury materiałów lignocelu-
lozowych konieczne jest określenie optymalnej, 
zrównoważonej kombinacji mieszanek enzymów 
celulolitycznych. Optymalizacja warunków hy-
drolizy została opublikowana z uwzględnieniem 
różnych rodzajów biomasy [24, 27], a następnie 
zastosowana w tej publikacji w odniesieniu do 
trawy polnej. Stwierdzono, że w przypadku BMLC 
wymagane są obydwa wymienione etapy obróbki 
wstępnej i scukrzania w celu poprawy skuteczno-
ści procesu [27, 28]. 
Analizę próbek gazowych i ciekłych pobranych 
podczas procesu przeprowadzono zgodnie z pro- 
cedurą opisaną w publikacji [24]. Obecność i stę- 
żenie monosacharydów redukujących i disacha-
rydów (glukozy, ksylozy, arabinozy, mannozy, ga-
laktozy i celobiozy) określono za pomocą HPLC. 
Frakcję cukrową przesączono kolejno przez ka-
tionową i anionową kolumnę jonowymienną,  
a następnie energicznie wstrząsano (30 min). Pro-
cedurę zakończono, wykonując filtrację przez filtr 
strzykawkowy. Następnie eluent odparowano  
w strumieniu azotu. Frakcję cukrową rozpuszczo-
no w 200 µl wody i skierowano do analizy HPLC 
(objętość dozowana 50 µl). Analiza HPLC cukrów: 
HPLC-RID (Knauer Smartline RID 2300, Berlin, 
Niemcy); temperatura rozdzielania: 600°C; ko-
lumna: kolumna Rezex Pb2+ (300 × 7,8 mm, 8 µm) 
(Phenomenex, Torrance, CA, USA); eluent: woda; 
przepływ: 0,6 ml/min.
Zmiany w składzie gazu podczas fermentacji 
ciemnej oznaczano za pomocą chromatografii ga- 
zowej. Gazowe produkty fermentacji (H2 i CO2) ana- 
lizowano za pomocą chromatografu gazowego  
(AutoSystem XL, Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) 
wyposażonego w kolumnę Porapak Q (Sigma- 
-Aldrich, Merck, Darmstadt, Niemcy), o parame-
trach: 100-120 mesh; długość 6,5 m; średnica 1/8 
detektor przewodności cieplnej (TCD). Tempera-
turę pieca ustawiono na 60°C. Oprogramowanie 
Turbochrom zostało użyte do zapisu i przetwa-
rzania chromatogramów. Próbki gazowe pobie-
rano z reaktora w fazie opóźnienia, wykładniczej  
i terminalnej wzrostu hodowli. Wzrost hodow-
li E. aerogenes monitorowano przez pomiar 
gęstości optycznej hodowli przy długości fali  
λ = 600 nm [24]. Dla celów porównawczych in-
stalacja do równoległych ciemnych fermentacji 
w czterech równoległych bioreaktorach została 
wyposażona w system pomiarowy dla objętości 
wydzielanego gazu (Rys. 2).
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Ciemną fermentację przeprowadzono w steryl- 
nych 80-mililitrowych szklanych bioreaktorach  
o objętości roboczej równej 50 mL z wykorzys- 
taniem Enterobacter aerogenes (Selectrol TCS,  
Biosciences Ltd.). W skład brzeczki fermentacyjnej 
wchodziła buforowana woda peptonowa (Bioma-
xima) i źródła węgla, tj. glukoza, hydrolizaty tra-
wy polnej i gliceryna (stężenie źródła węgla równe  
10 g na L). Początkowe pH wynosiło 7,00 (regula- 
cja za pomocą 1 M NaOH). Bioreaktory zaszcze-
piano 5 mL hodowli Enterobacter aerogenes  
w hodowli płynnej przy OD600 = 2,40 ±0,13. Nie 
stosowano mieszania, nastawa temperatury była 
równa 37,0°C. Zastosowano czas fermentacji  
60 h, ponieważ odpowiada on późnej logaryt- 
micznej fazie śmierci hodowli Enterobacter aero-
genes w warunkach okresowych [24, 29]. Skład 
brzeczek fermentacyjnych podano w Tabeli 1.
Gaz uzyskiwany podczas fermentacji zbierano  
w odwróconych, napełnionych wodą, 1000- 
-mililitrowych butlach. Odpływ gazu przeprowa-
dzono za pomocą rury teflonowej pod powierzch-
nią wody do cylindra, jak pokazano na Rysunku 2.  

Rysunek 2 Układ czterech bioreaktorów do ciemnej fermentacji zróżnicowanych brzeczek połączony z pomiarem  
objętości gazu (A – system pomiaru gazu, B – zawór trójdrożny, C – termostat, D – linia azotu, E – bioreaktory 4 × 50 ml)

Tabela 1 Skład brzeczek fermentacyjnych w fermentacji ciemnej

Składnik
Zawartość w brzeczce, mL

A B C

Pożywka „Buffered peptone water” 40 mL (stężenie = 20 g/L)

Inokulum – E. aerogenes ATCC 13048  
w OD600 = 2,40 ±0,13 5 mL

Źródło węgla Glukoza, 10 g/L Hydrolizat rżniączki 
pospolitej 10 g/L Gliceryna, 10 g/L

Woda Do 50 mL

Objętość wytwarzanego gazu jest mierzona  
z dokładnością do 5 mL. Rysunek 2 przedstawia 
sprzęt do kontroli ciemnej fermentacji w systemie  
4 × 50 mL. Termostatowane (C) bioreaktory szkla-
ne (1-4) zawierają 50 ml bulionu fermentacyjne-
go. W bioreaktorach warunki beztlenowe są usta-
lane przy użyciu linii D, która jest podłączona do 
azotu z sieci i do przewodów zasilających każdy 
bioreaktor. 
Dzięki niewielkim rozmiarom bioreaktor zajmuje 
niewiele miejsca w laboratorium, ponadto ho-
dowla na małą skalę pozwala na obniżenie kosztu 
pożywek fermentacyjnych, wynikające z małego 
ich zużycia.
Wytworzone gazy są odprowadzane z bioreak-
torów do układu pomiarowego (A) dzięki rurom 
(b1-b4) – w ten sposób można odczytać całkowi-
tą objętość powstających gazów. Zawór trójdroż-
ny (B) jest umieszczony na przewodzie gazowym, 
co umożliwia pobieranie próbek gazu za pomo-
cą gazoszczelnej strzykawki (Rys. 3a). Pojedynczy 
bioreaktor i schemat połączeń systemu zbierania 
gazu przedstawiono na Rysunku 3b.
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Próbka gazu jest poddawana analizie metodą 
chromatografii gazowej (GC). Bioreaktory są rów-
nież wyposażone w zawór do pobierania płynne-
go bulionu (E), który poddaje się wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej (HPLC) w celu zidenty-
fikowania i określenia spadku zawartości cukrów 
redukujących i gliceryny w trakcie procesu fer-
mentacji ciemnej.  

3. WYNIKI I DYSKUSJA WYNIKÓW

Fermentacja beztlenowa to wieloetapowy proces  
przeprowadzany m.in. przez Enterobacter aeroge- 
nes, który wymaga ściśle beztlenowych warun-
ków. Zastosowanie zestawu 4 × 50 mL pozwala  
przeprowadzić eksperyment w czterech powtó- 
rzeniach (dla kontroli, kontroli pozytywnej z glu-
kozą i dwóch różnych brzeczek lub w trzech po-
wtórzeniach dla jednego rodzaju brzeczki i jedne-
go procesu kontrolnego). Skład trawy polnej i jej 
hydrolizatu przedstawiono w Tabeli 2.

a) b)

Rysunek 3 a) Zawór trójdrożny i gazoszczelna strzykawka do pobierania próbek gazu podczas ciemnej fermentacji,
b) Schemat ideowy pojedynczego bioreaktora i połączeń w obrębie systemu zbierania gazu

Tabela 2 Skład trawy oraz hydrolizatu trawy

Biomasa Celuloza Hemiceluloza Lignina Popiół  
i ekstrakty 
etanolowe

Glukoza Ksyloza Galaktoza Mannoza  
i arabinoza

Celobioza

% mg/g biomasy

TP 27,1 22,6 16,8 33,5 376 81 48 13 20

Tabela 2 przedstawia dokładny skład hydroliza-
tów trawy polnej. Widać wyraźnie, że oprócz glu-
kozy istnieją również inne monosacharydy, które 
mogą wpływać na przebieg ciemnej fermentacji. 
W celu porównania wydajności otrzymywania 
wodoru z brzeczek zawierających glukozę i inne 
jedyne źródła węgla przeprowadzono procesy  
fermentacji ciemnej. Przykładowe wyniki dla 
pierwszego typu badania, tj. dla kontroli i kontroli 
pozytywnej, przedstawiono na Rysunku 4. Zasto-
sowanie trzech różnych brzeczek, pozwoliło za-
obserwować różnice w potencjalnej wydajności 
fermentacji różnych jedynych źródeł węgla. Zgod-
nie z oczekiwaniami brzeczka zawierająca glukozę 
(A) wyróżniała się najwyższą wydajnością otrzy-
manych gazów. Wydajność gazu fermentacyjnego 
zmniejsza się, gdy jako medium stosuje się glice-
rynę destylowaną (C). Hydrolizat biomasy ligno-
celulozowej, tj. hydrolizat trawy polnej, przedsta-
wia krzywą o najniższej wydajności gazu (B), co 
odpowiada względnie niskiej zawartości glukozy 
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w tym materiale. Skład gazu fermentacyjnego  
w odniesieniu do stężenia wodoru podano w Ta-
beli 4.

Uzyskane wyniki są dodatnio skorelowane ze 
wzrostem mikroorganizmów, zgodnie z warto-
ściami przedstawionymi w Tabeli 3 oraz z objęto-
ścią wodoru wytworzonego w ciemnej fermenta-
cji, zgodnie z Tabelą 4.

Średnie stężenie wodoru wytwarzanego podczas 
ciemnej fermentacji prowadzonej przez Entero-
bacter aerogenes różni się dla zróżnicowanych 
brzeczek. Można założyć, że uzyskane wyniki 
mogą stać się dobrym źródłem informacji dla 
przemysłowej oceny potencjału fermentacyjnego 
różnych rodzajów brzeczek.
Zrozumienie zmian zachodzących podczas ciem-
nej fermentacji wybranych materiałów fermen-

Rysunek 4 Zmiany przyrostu całkowitej objętości gazu  
podczas fermentacji ciemnej  

(A – glukoza, B – hydrolizaty trawy polnej, C – gliceryna)

Tabela 3 Zmiany w gęstości optycznej hodowli  
mikroorganizmów podczas wzrostu E. aerogenes ATCC 
13048 w czasie fermentacji ciemnej dla różnych źródeł 

węgla. (A – glukoza, B – hydrolizat trawy polnej,  
C – gliceryna) 

Czas [h]

Gęstość optyczna, λ = 600 nm

Brzeczka fermentacyjna

A B C

0 0,000 0,000 0,000
6 0,584 0,487 0,463

12 2,200 1,987 1,215
18 2,614 2,164 1,624
24 2,635 2,214 2,226
30 1,542 1,487 1,827
45 1,120 1,021 1,126
60 1,095 0,998 0,954

Tabela 4 Zmiany stężenia wodoru powstającego podczas 
ciemnej fermentacji anaerobowej różnych źródeł węgla.  
(A – glukoza, B – hydrolizat trawy polnej, C – gliceryna)

Czas [h]

Stężenie wodoru mL H2/mL gas

Brzeczka fermentacyjna

A B C

0 0,000 0,000 0,000
6 0,405 0,032 0,104

12 0,315 0,046 0,096
18 0,306 0,116 0,437
24 0,611 0,351 0,512
30 0,681 0,394 0,514
45 0,596 0,375 0,485
60 0,530 0,328 0,476

tacyjnych (różniących się strukturą wprowadzo-
nego źródła węgla) ma kluczowe znaczenie dla 
zrozumienia zależności między składem a pro-
duktywnością wodoru w procesie ciemnej fer-
mentacji beztlenowej. Gaz o najwyższej zawar-
tości wodoru uzyskano przy zastosowaniu glukozy  
w brzeczkach fermentacyjnych. Okazało się, że za-
stosowanie hydrolizatów trawy polnej i gliceryny 
powoduje uzyskanie niższego stężenia wodoru. 
W obecnie dostępnym piśmiennictwie niewiele 
jest publikacji [30-33], w których kompleksowo 
przedstawiono wpływ różnych czynników na prze-
bieg fermentacji wodorowej biomasy lignocelulo-
zowej, biorąc pod uwagę wpływ parametrów pro-
cesowych, takich jak pH, temperatura, stężenie 
substratu i skład brzeczki. Uniwersalna metoda 
nie została przedstawiona i pomimo rosnącego 
zainteresowania tą kwestią wyniki opublikowa-
nych badań nie dostarczają jednoznacznej odpo-
wiedzi na pytanie, w jaki sposób struktura i wła-
ściwości surowca wpływają na wydajność danej 
metody. Ponadto nie ma kompleksowych badań 
wpływu takich czynników lub obecności i stężenia 
wytwarzanych produktów ubocznych na szybkość 
degradacji enzymatycznej i przebieg fermentacji 
wodorowej. Z tego powodu kwestie związane  
z produktywnością wodoru są nadal przedmio-
tem zainteresowania ze względu na możliwe kie-
runki przygotowania materiału fermentowanego.
Wykorzystanie małych objętości jest atutem, po-
nieważ eksperyment ma na celu dostarczenie 
informacji o znaczących kierunkach dalszych po-
szukiwań w dziedzinie brzeczek fermentacyjnych. 
Niskie ilości składników odżywczych, komplekso-
wy zestaw badawczy i możliwość ciągłych porów-

P
o

b
ra

no
 z

 m
o

st
w

ie
d

zy
.p

l

http://mostwiedzy.pl


ABiD 1/20199011

nań w trakcie eksperymentu powodują, że zestaw 
może być z łatwością stosowany w skali labora-
toryjnej. Skala laboratoryjna nie może być doce-
lową metodą realizowania badań, jednak rozwój 
możliwości prowadzenia równoległych procesów 
w powtarzalnych warunkach zdecydowanie uła-
twia rozwój metody i skalowanie procesu.
Pozostałość fermentacyjną można ponadto pod-
dać metanizacji w celu wyczerpania możliwości 
otrzymania produktów gazowych, czyli poferment 
może posłużyć do wytwarzania biogazu. Podczas 
ciemnej fermentacji wydajność można zmierzyć 
tylko w odniesieniu do stężenia wodoru, jednak 
warto także rozważyć zagospodarowanie brzeczek 
i ich dalsze przetwarzanie do biogazu. Faza ciekła 
może również zawierać bogatą matrycę związków 
chemicznych o niskich stężeniach, które da się 
rozdzielić głównie metodami ekstrakcji, sorpcji, 
destylacji, krystalizacji i z zastosowaniem technik 
membranowych. Zagospodarowanie pofermentu  
w skali przemysłowej z pewnością stanie się wy-
zwaniem. Wybór parametrów istotnie wpływają-
cych na przebieg procesu prowadzony jest w skali 
laboratoryjnej również ze względu na minimali-
zację powstających strumieni odpadowych oraz 
możliwość udoskonalenia stosowanych metod 
analizy technicznej.

4. WNIOSKI

Proponowany układ czterech równoległych bio-
reaktorów pozwala na precyzyjne porównanie 
szybkości i wydajności procesów biokonwersji  
w równolegle prowadzonych procesach fermen-
tacji beztlenowych. Proces fermentacji jest mo-
nitorowany na podstawie dokładnych pomiarów  
w odniesieniu do próbek bulionu fermentacyjne-
go i produktów gazowych w ściśle kontrolowanych 
warunkach wzrostu temperatury i początkowego 
pH. Wytwarzanie wodoru jest stechiometrycznie 
związane z transformacją jedynego źródła węgla. 
Proponowany zestaw może być stosowany do ba-
dań przesiewowych mikroorganizmów, do opty-
malizacji parametrów istotnie wpływających na 
proces fermentacji ciemnej i do definiowania sta-
tystycznie istotnych zmiennych, które mają być 
monitorowane podczas zwiększania skali. Wśród 
prezentowanych zalet warto wymienić także 
możliwość jednoczesnego uruchomienia czterech 
niezależnych procesów fermentacji z uwzględnie-
niem dokładnej kontroli krytycznych parametrów 
procesu.

Finansowanie: Prace zostały sfinansowane w ra- 
mach projektu „Badania alkalicznej hydrolizy 
biomasy lignocelulozowej i warunków konwersji 
produktów do biogazów”, finansowanego przez 
Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu 
UMO-2014/13/B /ST8/04258.

Konflikt interesów: Autorzy nie zgłaszają żadnych 
konfliktów interesów. Organizacja finansująca nie 
miała wpływu na przebieg, analizę i interpretację 
danych i na decyzję o opublikowaniu wyników. 
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