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STRESZCZENIE:

W drodze fermentacji ciemnej z wykorzystaniem wzglednych beztlenowcéw z gatunku Enterobacter
aerogenes mozna otrzymac wodor. Wydajnos¢ wytwarzania wodoru technikami fermentacyjnymi jest
silnie zalezna od zastosowanych warunkéw w zakresie pH, temperatury, sktadu brzeczek fermentacyj-
nych, zawartosci tlenu czy nawet obecnosci substancji o potencjalnie inhibitujgcym wptywie na hodow-
le mikrobiologiczng [1-4]. W pracy opisano badania przebiegu fermentacji ciemnej w czterech wspél-
nie termostatowanych szklanych bioreaktorach o pojemnosci roboczej 50 mL. Badania dotyczyty réznic
w produktywnosci wodoru w zalezno$ci od rodzaju zastosowanego zrédta wegla. Uzyskane przyktado-
we rezultaty pozwolity na ocene efektywnosci procesu w odniesieniu do wytwarzania wodoru z rézne-
go rodzaju surowcow, tj. czystej glukozy, gliceryny odpadowe;j i hydrolizatéw alkalicznych trawy polnej,
uzyskanych zgodnie z procedurg opisang przez autoréw w pracy [5].
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Bioconversion of waste materials to hydrogen via dark fermentation
using Enterobacter aerogenes

Keywords: hydrogen, bioconversion, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, dark fermentation, biomass

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
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to the procedure given in [5].

1. WSTEP

Bioreaktory lub biofermentory sg naczyniami re-
akcyjnymi, w ktérych zachodzg reakcje chemicz-
ne i biochemiczne polegajgce na przeksztatceniu
substratu w pozgdany produkt koricowy. Sg one
wykorzystywane w produkcji lekéw i biomasy,
biotransformacji konkretnego zwigzku lub de-
gradacji odpadow [7]. W bioreaktorach zachodzg
reakcje w obecnosci biokatalizatorow, tj. enzy-
mow izolowanych z mikroorganizméw, komorek
zwierzecych lub roslinnych badz z ich czesci. Bio-
reaktor zapewnia réwniez odpowiednie srodowi-
sko reakcji w warunkach aseptycznych (zwtaszcza
przy uzyciu mikroorganizmdéw wrazliwych na inne
kultury) i pozwala kontrolowac inne warunki $ro-
dowiskowe, takie jak zawartos¢ tlenu, pH i tem-
peratura. Bioreaktory mozna stosowac do oczysz-
czania Sciekdw w browarach, mleczarniach,
w produkcji sokéw lub w gorzelniach, do oczysz-
czania Sciekdw komunalnych, do otrzymywania
enzymow, kwaséw organicznych lub antybioty-
kow, do produkcji biatek terapeutycznych i do
produkcji metabolitéw wtérnych w zagadnie-
niach opartych o biotechnologie roslin [7-9].

Zestawy minibioreaktoréw sg uzywane w skali
laboratoryjnej, aby zapewni¢ petng funkcjonal-
nos$¢ i tworzy¢ konfiguracje dla dowolnej aplikacji
lub zachowa¢ skale prowadzonego procesu. Ze
wzgledu na zmniejszong skale hodowli, koszty ba-
dan i czas potrzebny na przygotowanie systemu
do pracy, minibioreaktory zapewniajg powtarzal-

nos$¢ i bezpieczenstwo reakcji lub biokonwersji,
jednoczesnie pozwalajgc na zaoszczedzenie cza-
su. Hodowle komérkowe na matg skale sg czesto
wykorzystywane do celéw przesiewowych [10].
Bakterie, drozdze i inne kultury mozna poddawa¢é
badaniom przesiewowym jako hodowle okreso-
we z odzywianiem lub bez, w celu optymalizacji
sktadu pozywek i warunkéw hodowli.

W celu wytworzenia wodoru poprzez ciemng
fermentacje przy uzyciu kultur Enterobacter ae-
rogenes skonstruowano ukfad czterech réwnole-
gtych bioreaktoréw o objetosci roboczej 50 mL.
Warunki procesu charakterystyczne dla hodowli
moga by¢ badane w zaleznosci od sktadu brzecz-
ki. Uktad czterech rédwnolegtych bioreaktoréw
umozliwia przeprowadzenie fermentacji kontrol-
nej réwnolegle z potréjng hodowlg w powtarzal-
nych warunkach, co jest kluczowe dla celéw sta-
tystycznych. Niewielkie rozmiary bioreaktoréow
znacznie utatwiajg i przyspieszajg przygotowy-
wanie naczyn i ich sterylizacje, zmniejszajgc ilos¢
pozywki potrzebnej do prowadzenia procesu, co
zmniejsza koszty instalacji i jej eksploatacji [11].
Wodér jest czesto uwazany za paliwo przyszto-
Sci ze wzgledu na bardzo wysoka wartos¢ ener-
getyczng rowng 10-13 MJ*m?3 i ze wzgledu na
jego wartosci ekologiczne. Stosuje sie kilka me-
tod wytwarzania wodoru na skale przemystowsq,
tj. elektrolize wody, katalityczny reforming gazu
ziemnego i konwersje tlenku wegla z parg wodng
[12-15].
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Zaproponowano zastosowanie odpadowych hy-
drolizatow gliceryny i biomasy, tj. hydrolizatow
trawy polnej, w celu zbadania mozliwosci wyko-
rzystania zaprojektowanego uktadu rownolegte-
go zestawu bioreaktoréw. Produkcja wodoru jest
naturalnym szlakiem metabolicznym wielu proka-
riontdw, a proces produkcji wodoru przez mikro-
organizmy jest znany od wielu lat. Jednak naj-
czesciej glukoza jest podstawowym surowcem do
transformacji energii w komérce, gdyz wchodzi
bezposrednio w cykl glikolizy, zapewniajgc pro-
dukcje energii magazynowanej w ATP. Wygene-
rowana energia zuzywana jest nastepnie w pro-
cesach anabolicznych [16, 17]. Pierwszy etap
w szlaku metabolicznym zachodzgcym w Ente-
robacter aerogenes stanowi metabolizm glukozy
w kierunku pirogronianu, zgodnie z reakcjg (1):

CH,,0, + 2NAD* — 2CH,COCO0 " +

4H* + 2NADH AG® = 1211k—‘] (1)
mol

NADH powstajgcy w reakcji (1) jest zrédtem wo-
doru, ktéry powstaje podczas pdzniejszej regene-
racji produkowanego NADH w reakcji (2):

NADH + H® - NAD" + H, (2)

Enterobacter aerogenes wykorzystuje oksydore-
duktaze ferredoksyny (3) i liaze pirogronianowo-
-mréwczanowg (4) produkcji acetylokoenzymu A:

Pirogronian + CoA + Fd,, <> acetyloCoA+

=-19, 2k—J (3)

CO, + Fd,., AG°
mol

Pirogronian + CoA <> acetyloCoA +

mrowczan AG? =-16 3k_JoI (4)

Istnieje wiele bakterii, ktére sg w stanie wytwa-
rza¢ wodor z gliceryny, ale dotychczas nie ma
opracowanej technologii w skali przemystowej
z powodu pewnych problemdw zwigzanych z opty-
malizacjg procedury fermentacji, wystepujgcych
nawet w skali laboratoryjnej [18]. Glicerol jest sub-
stratem do glukoneogenezy, tj. wytwarzania glu-
kozy z substancji niecukrowych. Szlak ten rézni sie
od metabolizmu glukozy, poniewaz glikoliza (kon-
wersja glukozy do pirogronianu) jest preferowa-
na termodynamicznie (AG = -20 kcal*mol?) [1].

Glukoneogenezy nie mozna potaczy¢ z glikoliza
w tym samym czasie, poniewaz dziatania po-
szczegllnych enzymow obu Sciezek wykluczajg
wspotprace. Ponadto glukoneogeneza nie jest
doktadnie odwréceniem produkcji pirogronianu
z glukozy. Proces wytwarzania glukozy z subs-
tratéw niecukrowych, tj. glicerolu, jest korzyst-
ny termodynamicznie, chociaz ma wyraznie
mniejszg site napedowg (AG = -9 kcal*mol?) [19].
Mozliwos¢ optacalnego wytwarzania wodoru
z gliceryny odpadowej moze pomdc w rozwigza-
niu zarowno problemow zwigzanych z nadmia-
rem gliceryny, jak i produkcji ekologicznej i taniszej
energii [20-22]. Réwniez biomasa lignocelulozo-
wa ma ogromny potencjat w produkcji wodoru
dzieki duzej dostepnosci, niskim kosztom pozy-
skania i niskiej emisyjnosci gazéw cieplarnianych
[23, 24]. Produkcja wodoru z biomasy lignocelu-
lozowej (skrot BMLC) coraz czesciej jest rozwa-
zana w wielu zespotach badawczych. Zwraca sie
uwage, ze dla BMLC nie trzeba rozwazac proble-
mow zwigzanych z debatg na temat konkurencji
miedzy produkcjg zywnosci i paliw.

Schemat opisujgcy przebieg obrébki BMLC od
substratu do wodoru z uwzglednieniem reakgji
1, 2, 3, 4 przedstawiono na Rysunku 1. Podsta-
wowymi zrédtami BMLC sg rosliny energetycz-
ne, drewno lisciaste, drewno iglaste oraz odpady
z przetwarzania zbdz i trawy [1, 25, 26].
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Rysunek 1 Mozliwe szlaki metaboliczne i ich produkty
podczas ciemnej fermentacji anaerobowej
(ADP — adenozyno difosforan, ATP — adenozyno

tréjfosforan, Fd — ferredoksyna, FdH — ferredoksyna,
zredukowana, NADH — zredukowany fosforan dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego, biomass residues — biomasa,

saccharification — scukrzanie, sugars — cukry,
formate — kwas mréowkowy, pyruvate — kwas pirogronowy,
butyrate — kwas butanowy)
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Celem pracy jest opracowanie sprzetu do przepro-
wadzenia biokonwersji materiatéw odpadowych
do wodoru poprzez ciemng fermentacje w skali
laboratoryjnej. Rozwazono mozliwos¢ prowadze-
nia proceséw biokonwersji w czterech wspdlnie
termostatowanych réwnolegtych bioreaktorach
o matej objetosci roboczej 50 mL. Eksperyment
zaplanowano w niewielkich objetosciach ze
wzgledu na wstepny charakter badani. Pod uwage
wzieto takze konieczno$é wskazania parametréow
majgcych istotny wptyw na przebieg procesu,
a zastosowanie matych objetosci brzeczek pozwa-
la zmniejszy¢ zaréwno koszty ekonomiczne, jak
i ekologiczne, zwigzane z przeprowadzanymi
procesami. ldentyfikacja parametréw istotnych
dla procesu moze by¢ rozwijajgcym sie wktadem
w zwiekszanie potencjatu metody w skali labora-
toryjnej.

2. CZESC DOSWIADCZALNA

Wstepng obrdbke alkaliczng i enzymatyczne scu-
krzanie biomasy lignocelulozowej przeprowa-
dzono zgodnie z [27]. Procedura przygotowania
hydrolizatéw biomasy lignocelulozowej wymaga
wieloetapowe]j procedury, uwzgledniajgcej frag-
mentacje i kondycjonowanie surowca, hydrolize
alkaliczng i scukrzanie enzymatyczne. Pierwszym
etapem obrobki biomasy lignocelulozowej byto
rozdrobnienie surowca. Mielenie biomasy odby-
wato sie w dwdch etapach, poczatkowo przy uzy-
ciu kruszarki ogrodowej, a nastepnie mtyna labo-
ratoryjnego. Stwierdzono, ze najwieksza mozliwa
fragmentacja jest najkorzystniejsza z punktu wi-
dzenia dalszych etapdw przetwarzania, jednak ze
wzgledu na wysokie koszty procesu rozdrabniania
najwyzszg mozliwg wartos¢ granulacji okreslono
doswiadczalnie, co pozwala uzyskac wyniki bliskie
optymalnym w kolejnych etapach przetwarzania.
Zastosowang granulacje na poziomie 0,75 mm
mozna uzyskaé juz po dwuetapowym mieleniu.
Nastepnym etapem obrdbki byta hydroliza alka-
liczna, z zastosowaniem katalizatora zasadowego,
tj. monoetanoloaminy (skrét MEA), do usuwania
ligniny i jej pochodnych. Po poczatkowej obrébce
alkalicznej frakcje state i ciekte oddzielono przez
odwirowanie. Statg pozostatos¢ zastosowano
w nastepnym etapie przetwarzania, tj. podczas
hydrolizy enzymatycznej. Wstepna obrébka mate-
riatu lignocelulozowego przez hydrolize alkaliczng
jest kluczowym krokiem w utatwianiu uwalniania
cukrow prostych podczas hydrolizy enzymatycz-
nej z celulozy i hemicelulozy, poniewaz poprawia
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dostepnos¢ enzymow do polisacharyddw, tj. ce-
lulozy i hemicelulozy. W celu skutecznej mody-
fikacji ztozonej struktury materiatdw lignocelu-
lozowych konieczne jest okreslenie optymalnej,
zréwnowazonej kombinacji mieszanek enzymow
celulolitycznych. Optymalizacja warunkéw hy-
drolizy zostata opublikowana z uwzglednieniem
réznych rodzajéw biomasy [24, 27], a nastepnie
zastosowana w tej publikacji w odniesieniu do
trawy polnej. Stwierdzono, ze w przypadku BMLC
wymagane sg obydwa wymienione etapy obrobki
wstepnej i scukrzania w celu poprawy skuteczno-
$ci procesu [27, 28].

Analize prébek gazowych i ciektych pobranych
podczas procesu przeprowadzono zgodnie z pro-
cedurg opisang w publikacji [24]. Obecnosc i ste-
zenie monosacharyddéw redukujacych i disacha-
rydéw (glukozy, ksylozy, arabinozy, mannozy, ga-
laktozy i celobiozy) okreslono za pomocg HPLC.
Frakcje cukrowg przesgczono kolejno przez ka-
tionowg i anionowg kolumne jonowymienng,
a nastepnie energicznie wstrzgsano (30 min). Pro-
cedure zakonczono, wykonujac filtracje przez filtr
strzykawkowy. Nastepnie eluent odparowano
w strumieniu azotu. Frakcje cukrowg rozpuszczo-
no w 200 ul wody i skierowano do analizy HPLC
(objetos¢ dozowana 50 pl). Analiza HPLC cukréow:
HPLC-RID (Knauer Smartline RID 2300, Berlin,
Niemcy); temperatura rozdzielania: 600°C; ko-
lumna: kolumna Rezex Pb?* (300 x 7,8 mm, 8 um)
(Phenomenex, Torrance, CA, USA); eluent: woda;
przeptyw: 0,6 ml/min.

Zmiany w sktadzie gazu podczas fermentacji
ciemnej oznaczano za pomocg chromatografii ga-
zowej. Gazowe produkty fermentacji (H, i CO,) ana-
lizowano za pomocg chromatografu gazowego
(AutoSystem XL, Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA)
wyposazonego w kolumne Porapak Q (Sigma-
-Aldrich, Merck, Darmstadt, Niemcy), o parame-
trach: 100-120 mesh; dtugos$¢ 6,5 m; srednica 1/8
detektor przewodnosci cieplnej (TCD). Tempera-
ture pieca ustawiono na 60°C. Oprogramowanie
Turbochrom zostato uzyte do zapisu i przetwa-
rzania chromatogramoéw. Prébki gazowe pobie-
rano z reaktora w fazie opdznienia, wykfadniczej
i terminalnej wzrostu hodowli. Wzrost hodow-
li E. aerogenes monitorowano przez pomiar
gestosci optycznej hodowli przy ditugosci fali
A = 600 nm [24]. Dla celéw poréwnawczych in-
stalacja do réwnolegtych ciemnych fermentacji
w czterech réwnolegtych bioreaktorach zostata
wyposazona w system pomiarowy dla objetosci
wydzielanego gazu (Rys. 2).
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Ciemng fermentacje przeprowadzono w steryl-
nych 80-mililitrowych szklanych bioreaktorach
o objetosci roboczej rownej 50 mL z wykorzys-
taniem Enterobacter aerogenes (Selectrol TCS,
Biosciences Ltd.). W sktad brzeczki fermentacyjnej
wchodzita buforowana woda peptonowa (Bioma-
xima) i zrédta wegla, tj. glukoza, hydrolizaty tra-
wy polnej i gliceryna (stezenie zrédta wegla réwne
10 g na L). Poczatkowe pH wynosito 7,00 (regula-
cja za pomocg 1 M NaOH). Bioreaktory zaszcze-
piano 5 mL hodowli Enterobacter aerogenes
w hodowli ptynnej przy OD, = 2,40 0,13. Nie
stosowano mieszania, nastawa temperatury byta
rowna 37,0°C. Zastosowano czas fermentacji
60 h, poniewaz odpowiada on pdznej logaryt-
micznej fazie Smierci hodowli Enterobacter aero-
genes w warunkach okresowych [24, 29]. Skfad
brzeczek fermentacyjnych podano w Tabeli 1.

Gaz uzyskiwany podczas fermentacji zbierano
w odwrdéconych, napetnionych wodg, 1000-
-mililitrowych butlach. Odptyw gazu przeprowa-
dzono za pomoca rury teflonowej pod powierzch-
nig wody do cylindra, jak pokazano na Rysunku 2.

s
w
i ro

b1

b2

p

| —

////

V'
Y

L

u/ b

i@_/

Objetos¢ wytwarzanego gazu jest mierzona
z doktadnoscig do 5 mL. Rysunek 2 przedstawia
sprzet do kontroli ciemnej fermentacji w systemie
4 x 50 mL. Termostatowane (C) bioreaktory szkla-
ne (1-4) zawierajg 50 ml bulionu fermentacyjne-
go. W bioreaktorach warunki beztlenowe sg usta-
lane przy uzyciu linii D, ktéra jest podtgczona do
azotu z sieci i do przewodow zasilajgcych kazdy
bioreaktor.

Dzieki niewielkim rozmiarom bioreaktor zajmuje
niewiele miejsca w laboratorium, ponadto ho-
dowla na maftg skale pozwala na obnizenie kosztu
pozywek fermentacyjnych, wynikajgce z matego
ich zuzycia.

Wytworzone gazy sg odprowadzane z bioreak-
torow do uktadu pomiarowego (A) dzieki rurom
(b1-b4) — w ten sposdb mozna odczytaé catkowi-
tg objetos¢ powstajacych gazow. Zawor tréjdroz-
ny (B) jest umieszczony na przewodzie gazowym,
co umozliwia pobieranie prébek gazu za pomo-
cg gazoszczelnej strzykawki (Rys. 3a). Pojedynczy
bioreaktor i schemat potgczen systemu zbierania
gazu przedstawiono na Rysunku 3b.
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Rysunek 2 Ukfad czterech bioreaktoréw do ciemnej fermentacji zréznicowanych brzeczek potaczony z pomiarem
objetosci gazu (A — system pomiaru gazu, B — zawor tréjdrozny, C —termostat, D — linia azotu, E — bioreaktory 4 x 50 ml)

Tabela 1 Sktad brzeczek fermentacyjnych w fermentacji ciemnej

Sktadnik

Zawartos¢ w brzeczce, mL

A B C

Pozywka , Buffered peptone water”

40 mL (stezenie =20 g/L)

Inokulum — E. aerogenes ATCC 13048
w 0D, = 2,40 £0,13

5mL

Zrédto wegla

Glukoza, 10 g/L

Hydrolizat rznigczki

pospolitej 10 g/L Gliceryna, 10 g/L

Woda

Do 50 mL

Biokonwersja materiatéw odpadowych do wodoru na drodze fermentacji ciemnej z wykorzystaniem Enterobacter...
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Punkt odpowietrzania cylindra

Punkt pobierania probek gazowych

Statyw

{x}
Punkt wprowadzania
Punkt pobierania gazu inertnego
probek ciekiych =
=
. —_— .. .. '_LI _ -
== T Bioreaktor 50 mL
Woda —  Woda
System pomiaru gazu Termostat

Rysunek 3 a) Zawor tréjdrozny i gazoszczelna strzykawka do pobierania probek gazu podczas ciemnej fermentacji,
b) Schemat ideowy pojedynczego bioreaktora i potgczen w obrebie systemu zbierania gazu

Prébka gazu jest poddawana analizie metodg
chromatografii gazowej (GC). Bioreaktory sg réw-
niez wyposazone w zawdr do pobierania ptynne-
go bulionu (E), ktéry poddaje sie wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) w celu zidenty-
fikowania i okreslenia spadku zawartosci cukrow
redukujgcych i gliceryny w trakcie procesu fer-
mentacji ciemnej.

3. WYNIKI | DYSKUSJA WYNIKOW

Fermentacja beztlenowa to wieloetapowy proces
przeprowadzany m.in. przez Enterobacter aeroge-
nes, ktéry wymaga scisle beztlenowych warun-
kow. Zastosowanie zestawu 4 x 50 mL pozwala
przeprowadzi¢ eksperyment w czterech powté-
rzeniach (dla kontroli, kontroli pozytywnej z glu-
kozg i dwdch réznych brzeczek lub w trzech po-
wtdrzeniach dla jednego rodzaju brzeczki i jedne-
go procesu kontrolnego). Skfad trawy polnej i jej
hydrolizatu przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2 przedstawia doktadny skfad hydroliza-
téw trawy polnej. Widac wyraznie, ze oprécz glu-
kozy istniejg réwniez inne monosacharydy, ktére
moga wptywac na przebieg ciemnej fermentacji.
W celu poréwnania wydajnosci otrzymywania
wodoru z brzeczek zawierajgcych glukoze i inne
jedyne Zrédta wegla przeprowadzono procesy
fermentacji ciemnej. Przyktadowe wyniki dla
pierwszego typu badania, tj. dla kontroli i kontroli
pozytywnej, przedstawiono na Rysunku 4. Zasto-
sowanie trzech réznych brzeczek, pozwolito za-
obserwowac réznice w potencjalnej wydajnosci
fermentacji réznych jedynych zrédet wegla. Zgod-
nie z oczekiwaniami brzeczka zawierajgca glukoze
(A) wyrdzniata sie najwyzszg wydajnoscig otrzy-
manych gazéw. Wydajnos$¢ gazu fermentacyjnego
zmniejsza sie, gdy jako medium stosuje sie glice-
ryne destylowang (C). Hydrolizat biomasy ligno-
celulozowej, tj. hydrolizat trawy polnej, przedsta-
wia krzywg o najnizszej wydajnosci gazu (B), co
odpowiada wzglednie niskiej zawartosci glukozy

Tabela 2 Sktad trawy oraz hydrolizatu trawy

Biomasa | Celuloza | Hemiceluloza | Lignina Popiét Glukoza | Ksyloza | Galaktoza| Mannoza | Celobioza
i ekstrakty i arabinoza
etanolowe
% mg/g biomasy
TP 27,1 22,6 16,8 33,5 376 81 48 13 20
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w tym materiale. Skfad gazu fermentacyjnego
w odniesieniu do stezenia wodoru podano w Ta-
beli 4.

Tabela 4 Zmiany stezenia wodoru powstajgcego podczas
ciemnej fermentacji anaerobowej réznych zrodet wegla.
(A — glukoza, B — hydrolizat trawy polnej, C — gliceryna)

Stezenie wodoru mL H,/mL gas
Czas [h] Brzeczka fermentacyjna

W— A B C
_EI, & W 0 0,000 0,000 0,000
5 . 0,405 0,032 0,104
= E: £ . 12 0,315 0,046 0,096
%1‘ 18 0,306 0,116 0,437
24 0,611 0,351 0,512
30 0,681 0,394 0,514
3'0Czas’ h4'o 50 60 70 45 0,596 0,375 0,485
60 0,530 0,328 0,476

Rysunek 4 Zmiany przyrostu catkowitej objetosci gazu
podczas fermentacji ciemnej
(A — glukoza, B — hydrolizaty trawy polnej, C — gliceryna)

Uzyskane wyniki s3 dodatnio skorelowane ze
wzrostem mikroorganizmow, zgodnie z warto-
Sciami przedstawionymi w Tabeli 3 oraz z objeto-
$cig wodoru wytworzonego w ciemnej fermenta-
cji, zgodnie z Tabela 4.

Tabela 3 Zmiany w gestosci optycznej hodowli
mikroorganizmow podczas wzrostu E. aerogenes ATCC
13048 w czasie fermentacji ciemnej dla réznych zrédet

wegla. (A — glukoza, B — hydrolizat trawy polnej,

C —gliceryna)
Gestos¢ optyczna, A = 600 nm
Czas [h] 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

Srednie stezenie wodoru wytwarzanego podczas
ciemnej fermentacji prowadzonej przez Entero-
bacter aerogenes rézni sie dla zréznicowanych
brzeczek. Mozna zatozy¢, ze uzyskane wyniki
mogg staé sie dobrym zrédtem informacji dla
przemystowej oceny potencjatu fermentacyjnego
réznych rodzajéw brzeczek.

Zrozumienie zmian zachodzgcych podczas ciem-
nej fermentacji wybranych materiatéw fermen-

tacyjnych (réznigcych sie strukturg wprowadzo-
nego zrodta wegla) ma kluczowe znaczenie dla
zrozumienia zaleznosci miedzy sktadem a pro-
duktywnos$cia wodoru w procesie ciemnej fer-
mentacji beztlenowej. Gaz o najwyziszej zawar-
tosci wodoru uzyskano przy zastosowaniu glukozy
w brzeczkach fermentacyjnych. Okazato sie, ze za-
stosowanie hydrolizatow trawy polnej i gliceryny
powoduje uzyskanie nizszego stezenia wodoru.
W obecnie dostepnym piSmiennictwie niewiele
jest publikacji [30-33], w ktérych kompleksowo
przedstawiono wptyw réznych czynnikow na prze-
bieg fermentacji wodorowej biomasy lignocelulo-
zowej, biorgc pod uwage wptyw parametrow pro-
cesowych, takich jak pH, temperatura, stezenie
substratu i sktad brzeczki. Uniwersalna metoda
nie zostata przedstawiona i pomimo rosngcego
zainteresowania tg kwestig wyniki opublikowa-
nych badan nie dostarczajg jednoznacznej odpo-
wiedzi na pytanie, w jaki sposéb struktura i wta-
Sciwosci surowca wptywajg na wydajnos¢ danej
metody. Ponadto nie ma kompleksowych badan
wptywu takich czynnikdéw lub obecnosci i stezenia
wytwarzanych produktéw ubocznych na szybkos¢
degradacji enzymatycznej i przebieg fermentacji
wodorowej. Z tego powodu kwestie zwigzane
z produktywnoscig wodoru sg nadal przedmio-
tem zainteresowania ze wzgledu na mozliwe kie-
runki przygotowania materiatu fermentowanego.
Wykorzystanie matych objetosci jest atutem, po-
niewaz eksperyment ma na celu dostarczenie
informacji o znaczacych kierunkach dalszych po-
szukiwan w dziedzinie brzeczek fermentacyjnych.
Niskie ilosci sktadnikéw odzywczych, komplekso-
wy zestaw badawczy i mozliwos¢ ciggtych porow-
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nan w trakcie eksperymentu powodujg, ze zestaw
moze by¢ z tatwoscig stosowany w skali labora-
toryjnej. Skala laboratoryjna nie moze byé doce-
lowg metodg realizowania badan, jednak rozwdj
mozliwosci prowadzenia réwnolegtych proceséw
w powtarzalnych warunkach zdecydowanie uta-
twia rozwdj metody i skalowanie procesu.
Pozostatos¢ fermentacyjng mozna ponadto pod-
daé¢ metanizacji w celu wyczerpania mozliwosci
otrzymania produktéw gazowych, czyli poferment
moze postuzyé do wytwarzania biogazu. Podczas
ciemnej fermentacji wydajno$é mozna zmierzyé
tylko w odniesieniu do stezenia wodoru, jednak
warto takze rozwazyc¢ zagospodarowanie brzeczek
i ich dalsze przetwarzanie do biogazu. Faza ciekta
moze réwniez zawiera¢ bogatg matryce zwigzkdéw
chemicznych o niskich stezeniach, ktére da sie
rozdzieli¢ gtéwnie metodami ekstrakcji, sorpcji,
destylacji, krystalizacji i z zastosowaniem technik
membranowych. Zagospodarowanie pofermentu
w skali przemystowej z pewnoscig stanie sie wy-
zwaniem. Wybor parametréw istotnie wptywajg-
cych na przebieg procesu prowadzony jest w skali
laboratoryjnej réwniez ze wzgledu na minimali-
zacje powstajgcych strumieni odpadowych oraz
mozliwo$é udoskonalenia stosowanych metod
analizy techniczne;.

4. WNIOSKI

Proponowany ukfad czterech réwnolegtych bio-
reaktoréw pozwala na precyzyjne poréwnanie
szybkosci i wydajnosci procesow biokonwersji
w réwnolegle prowadzonych procesach fermen-
tacji beztlenowych. Proces fermentacji jest mo-
nitorowany na podstawie doktadnych pomiaréw
w odniesieniu do prébek bulionu fermentacyjne-
go i produktéw gazowych w scisle kontrolowanych
warunkach wzrostu temperatury i poczatkowego
pH. Wytwarzanie wodoru jest stechiometrycznie
zwigzane z transformacja jedynego Zrédta wegla.
Proponowany zestaw moze byé stosowany do ba-
dan przesiewowych mikroorganizmoéw, do opty-
malizacji parametrow istotnie wptywajgcych na
proces fermentacji ciemnej i do definiowania sta-
tystycznie istotnych zmiennych, ktére majg by¢
monitorowane podczas zwiekszania skali. Wsréd
prezentowanych zalet warto wymieni¢ takze
mozliwos$¢ jednoczesnego uruchomienia czterech
niezaleznych proceséw fermentacji z uwzglednie-
niem doktadnej kontroli krytycznych parametréw
procesu.

Finansowanie: Prace zostaty sfinansowane w ra-
mach projektu ,Badania alkalicznej hydrolizy
biomasy lignocelulozowej i warunkéw konwersji
produktéw do biogazéw”, finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu
UMO-2014/13/B /ST8/04258.

Konflikt interesow: Autorzy nie zgtaszajg zadnych
konfliktdw intereséw. Organizacja finansujgca nie
miata wptywu na przebieg, analize i interpretacje
danych i na decyzje o opublikowaniu wynikow.
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