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STRESZCZENIE:

W pracy przedstawiono konstrukcje niskokosztowego bioreaktora badawczego wyposazonego w sys-
tem kontroli i regulacji pH. Zaprezentowano jego wykorzystanie do badania produkcji wodoru w pro-
cesie fermentacji ciemnej z zastosowaniem Enterobacter aerogenes ATCC 13048. W pracy poréwnano
wyniki uzyskane przy prowadzeniu procesu bez i z regulacjg pH dla réznych materiatéw wsadowych:
glukozy, hydrolizatdw topoli energetycznej, serwatki kwasnej i glicerolu. Wykazano, ze wykorzystanie
zaproponowanej konstrukcji bioreaktora do badania procesu fermentacji ciemnej jest w petni zasadne
i celowe. Zaobserwowano réwniez, ze zastosowanie regulacji pH powoduje wydtuzenie fazy wzrostu
wyktadniczego o okoto 12 godzin, co pozwala na zwiekszenie ilosci wytworzonego wodoru.

Laboratory bioreactor with pH control system for investigations
of hydrogen production in the dark fermentation process

Keywords: hydrogen, bioreactor, dark fermentation, pH control system, Enterobacter aerogenes

ABSTRACT:

The work presents the construction of a low-cost research bioreactor equipped with a pH control sys-
tem. Its use was presented for the study of hydrogen production in the dark fermentation process using
Enterobacter aerogenes ATCC 13048. Presented paper compares the results obtained during the pro-
cess without and with pH regulation for different fees materials: glucose, energetic poplar hydrolysates,
acid whey and glycerol. It has been shown that the use of the proposed bioreactor design to study the
dark fermentation process is fully justified and purposeful. It has also been observed that the use of pH
regulation resulted in a longer log phase of about 12 hours, which increased the amount of hydrogen
produced.
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1. WSTEP

Wodoér jest powszechnie uwazany za nosnik ener-
gii przysztosci [1]. Czysty wodor nie wystepuje na-
turalnie na Ziemi w duzych ilosciach. W zwigzku
z tym jego produkcja na skale przemystowg zwy-
kle wymaga duzego wktadu energii pierwotnej.
Obecnie stosowane metody produkcji wodoru
obejmujg reforming paliw kopalnych (np. meta-
nu), zgazowanie wegla, elektrolize wody, fotoka-
talize lub fermentacje ciemng, ktéra umozliwia
produkcje wodoru z surowcéw odnawialnych,
przy niskim zuzyciu energii [2-6]. Rdzne materiaty
mogg stuzyc¢ jako substraty do produkcji wodoru,
w tym na przykfad: glukoza, serwatka, glicerol,
topola energetyczna, todygi kukurydzy lub stoma
ryzowa. Jednakze wydajne wytwarzanie wodoru
w procesie fermentacji z wyzej wymienionych
substratéw jest procesem wrazliwym na warun-
ki jego prowadzenia. Wydajnos¢ procesu zalezy
w duzej mierze od wielu czynnikéw, w tym: skta-
du wsadu fermentacyjnego, stezenia substratu,
stezenia tlenu i temperatury. Bardzo waznym
parametrem procesu jest wiasciwy dobdér oraz
utrzymanie statej wartosci pH. Podczas wzrostu
bakterii dochodzi do obnizenia pH, ze wzgledu na
wytwarzane kwasy organiczne. Taka sytuacja ne-
gatywnie wptywa na wydajnos$¢é produkcji wodo-
ru. Z tego powodu badanie procesu wytwarzania
wodoru w procesie ciemnej fermentacji wymaga

Pobieranie probek

prowadzenia wielu doswiadczen w celu zbadania
wptywu parametréw procesowych na wydajnos¢
produkcji wodoru. W pracy przedstawiono budo-
we taniego bioreaktora, wyposazonego w system
kontroli pH, odpowiedniego do zastosowania
w optymalizacji prowadzenia procesu ciemnej
fermentacji i badan przesiewowych. Przedstawio-
no réwniez i omowiono wptyw regulacji pH na
efektywnos¢ produkcji wodoru.

2. CZESC DOSWIADCZALNA

2.1 "Bioreaktor"

Konstrukcje bioreaktora przedstawiono na Rysun-
ku 1. Opiera sie ona na szklanym naczyniu z pta-
skim dnem o pojemnosci 1200 ml. Naczynie jest
hermetycznie zamkniete za pomocg 12-milime-
trowej pokrywy wykonanej z Teflonu®, uszczel-
nionej silikonowym o-ringiem oraz przykreconej
za pomocg aluminiowych zaciskdw. Naczynie jest
izolowane termicznie, a takze chronione przed
Swiattem zewnetrznym. Kontrole i regulacje tem-
peratury procesu (od temperatury otoczenia do
280°C) i predkosci obrotowej mieszadta (0-1500
obrotéw na minute) zapewnia mieszadto ma-
gnetyczne z ceramiczng ptyta grzewczg (Sunlab
SU1150, Niemcy). Jako czujnik temperatury wy-
korzystano czujnik Pt1000 podtgczony do mie-
szadfa.
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Rysunek 1 Schemat konstrukcji bioreaktora
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Zapewnienie warunkéw beztlenowych odbywa
sie poprzez odtlenianie za pomocg strumienia
gazowego azotu. Sprezony azot wprowadza sie za
pomocg kapilary ze stali nierdzewnej zakonczo-
nej porowatym spiekiem. Stezenie rozpuszczone-
go tlenu w cieczy jest monitorowane za pomoca
miernika (pHenomenal® OX 4100 H, Niemcy) wy-
posazonego w elektrode tlenowa (pHenomenal®
OXY11-3, Niemcy) w zakresie do 20 mg:I"* z roz-
dzielczoscig 0,1 mg:I"t. Prezentowana konstruk-
cja bioreaktora pozwala na pobieranie prébek
gazowych i ciektych. Do tego celu wykorzystano
rurki kapilarne zakoriczone zaworami odcinajgcy-
mi ze ztgczami typu Luer. To rozwigzanie pozwala
na szybkie pobieranie prébek do strzykawki, co
umozliwia ich przygotowanie do dalszych etapéw
analizy (np. do chromatografii gazowej w celu
oznaczania stezenia wodoru lub wysokosprawnej
chromatografii cieczowej). Jednym z waznych pa-
rametréw opisujgcych proces ciemnej fermenta-
cji jest ilos¢ gazdow wytwarzanych przez bakterie.
Ze wzgledu na matg pojemnosc¢ bioreaktora ilos¢
uwolnionego gazu jest stosunkowo niewielka.
Z tego powodu do rejestrowania objetosci wy-
dzielonego gazu wykorzystano przeptywomierz
Agilent Technologies ADM2000, USA. Urzadzenie
mierzy predkosci przeptywu od 0,5 do 1000 ml-L*
z doktadnoscig rowng *3%. Zgodnie z danymi
przedstawionymi w Tabeli A.3 Srednie natezenia
przeptywu gazu w trakcie trwania procesu miesz-
czg sie w zakresie od 0 do 5 ml-min™. Kontrola
i regulacja pH odbywa sie za pomocg samodziel-
nie skonstruowanego systemu. Parametry pro-

ADM2000

elektroda pH |

miernik przeplywu gazu

miernik tlenu
rozpuszczonego OX 4100 H

>
>

Gravity: Analog pH Sensor /

Meter Pro Kit, DFRobot konwerter

RS232-TTL

cesu (tj. zawartos¢ tlenu rozpuszczonego, uwol-
niona objetos¢ gazu oraz pH) sg przesytane do
komputera, gdzie przedstawiane s3 w postaci wy-
kreséw i zapisywane przy uzyciu oprogramowania
napisanego w jezyku C# (Microsoft Visual Studio).
Oprogramowanie umozliwia réwniez integracje
generowanej objetosci gazu podczas procesu.
Transmisja danych pomiedzy urzadzeniami i kom-
puterem odbywa sie za pomocg konwerteréw
RS-232 — TTL oraz modutu Arduino MEGA 2560,
ktory jest odpowiedzialny za zbieranie, przygoto-
wywanie i przesytanie pakietu danych do kompu-
tera w trybie online.

2.2 System kontroli i regulacji pH

Schemat systemu regulacji pH przedstawiono na
Rysunku 2. Opiera sie on na platformie Arduino.
Jako jednostke sterujgcg uzyto modutu Arduino
Mega 2560. Sygnat generowany przez elektrode
pH jest przesytany do modutu konwertera (Gra-
vity: Analogowy czujnik pH / Miernik Pro Kit,
DFRobot, Chiny). W tym module sygnat pocho-
dzacy z elektrody jest konwertowany na sygnat
z zakresu 0...5 V, ktory jest przesytany do prze-
twornika analogowo-cyfrowego Arduino Mega
2560 (o rozdzielczosci 10 bitéw). Zastosowanie
tego modutu umozliwia wykonywanie pomiaréw
na maksymalnie 16 kanatach. Dodatkowo, dzieki
czterem niezaleznym wbudowanym interfejsom
USART, mozliwe jest jednoczesne monitorowanie
pH, a takze odbieranie danych z miernika rozpusz-
czonego tlenu i miernika objetosci gazu.

Przetwornik analogowo-cyfrowy

USART 2
USART 1

LS8 KOMPUTER

USART O

[Puise Width Modulation|

N-MOSFET
tranzystor

silnik pompy
perystaltycznej

Arduino MEGA 2560

Rysunek 2 Schemat blokowy uktadu regulacji pH
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Regulacje pH osigga sie dzieki odpowiednio przy-
gotowanemu oprogramowaniu, ktére pozwala na
kalibracje systemu za pomocg roztwordw wzorco-
wych o zadeklarowanej wartosci pH. Jako element
wykonawczy w uktadzie zastosowano pompy pe-
rystaltyczne o niskiej wydajnosci. Pompa dozuje
roztwor alkaliczny (podczas procesu fermentacji
pH sie obniza), ktdry jest wprowadzany za pomo-
cg kapilary znajdujacej sie w pokrywie bioreakto-
ra. Regulacje objetosci zasady wprowadzanej do
bioreaktora uzyskano przy uzyciu zmiany pred-
kosci obrotowej silnika elektrycznego napedzajg-
cego pompe. W tym celu wykorzystano technike
PWM (Pulse Width Modulation) potgczong z tran-
zystorem N-MOSFET. Schemat programu realizu-
jacego regulacje pH pokazano na Rysunku 3.

START

Odczyt
wartosci
ADC'

x 1000

Obliczenie
srednigj
wartosci ADC’

Whyznaczenie
aktualnegj
wartosci pH

JEZELI
pH < pH zadane

tak

fak

objetosc dodana <
objetosc bioreaktora

Dodaj porcje

Ostrzezenie
roztworu zasady

Poczekaj do
ustalenia rownowagi

1 ADC - przetwornik analogowo-cyfrowy

Rysunek 3 Schemat blokowy programu regulacji pH

Uzytkownik moze wprowadzi¢ do programu na-
stepujace ustawienia: zadang wartos¢ pH, obje-
tos¢ roztworu neutralizujgcego dozowang jedno-
razowo do bioreaktora i minimalny czas pomiedzy
kolejnymi dawkami (czas ten jest niezbedny do
doprowadzenia uktadu do stanu réwnowagi) oraz
objetosc cieczy w bioreaktorze. Oprogramowanie
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zlicza catkowitg objetos$¢ roztworu dozujgcego
i jesli zbliza sie do catkowitej objetosci bioreakto-
ra (1200 ml), informuje o tym fakcie uzytkownika
i nie pozwala na dalsze dodawanie roztworu do
bioreaktora.

2.3 Fermentacja ciemna

Bakterie Enterobacter aerogenes ATCC 13048 (Se-
lectrol TCS Biosciences Ltd.) zastosowano do wy-
twarzania wodoru w procesie ciemnej fermenta-
cji w sterylnych szklanych bioreaktorach (1200 ml)
z poczatkowq objetoscig roboczg réwng 1 litrowi,
w warunkach regulowanego oraz nieregulowane-
go pH. Poczgtkowy bulion fermentacyjny sktadat
sie z tioglikolanowej wody peptonowej (Biomaxi-
ma), glukozy, hydrolizatéw topoli energetycznej,
kwasnej serwatki lub glicerolu (o stezeniu zrddta
wegla réwnemu 5,5 grama na litr).

Poczatkowe pH bulionu fermentacyjnego dopro-
wadzono do wartosci 7,00 za pomocg 1 M NaOH.
Bioreaktory zaszczepiono 50 ml Enterobacter ae-
rogenes ATCC 13048 w hodowli ptynnej przy ge-
stosci optycznej OD, ., =2,400 £0,125. Procesy
przeprowadzono w trzech powtdrzeniach. Wa-
runki anaerobowe wytworzono przez przedmu-
chiwanie reaktorow sterylnym gazowym azotem
przez 60 min. Wartosci parametrow pracy zostaty
ustawione na: temperature 37°C, predkos¢ ob-
rotowg mieszania 320 rpm oraz pH 7,00 £0,10.
W badaniach stosowano czas fermentacji wyno-
szacy 72 h, poniewaz odpowiada on pdznej loga-
rytmicznej fazie wymierania hodowli Enterobac-
ter aerogenes ATCC 13048 [7-9].

3. WYNIKI I ICH DYSKUSJA

Przedstawione badania wytwarzania wodoru
oparto na technice mezofilnej ciemnej fermenta-
cji [10, 11] przeprowadzanej okresowo w trzech
powtdrzeniach w warunkach beztlenowych. Wy-
twarzanie wodoru jest procesem wrazliwym, po-
niewaz silnie zalezy od wielu czynnikéw, w tym
sktadu wsadu fermentacyjnego, stezenia sub-
stratu, stezenia tlenu rozpuszczonego i tempera-
tury. Podczas eksperymentu monitorowano wy-
brane parametry procesu. Wartosci temperatury
i stezenia tlenu rozpuszczonego podczas procesu
fermentacji przedstawiono w Zatgczniku (Tabe-
le A.1 oraz A.2). Zmiany wystepujgce w bulionie
fermentacyjnym w systemach z kontrolowanym
i niekontrolowanym pH przedstawiono w Tabeli 1
dla réznych materiatéw wsadowych.
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Tabela 1 Zmiany wartosci pH wystepujace podczas ciemnej fermentacji prowadzonej dla réznych materiatéw wsadowych

pH, 0,02
Czas [h] bezcl;(:)unktc:cz:i oH Glukoza Slepa préba ene.lr::z:\ly:zna Serwatka Glicerol
z kontrolg pH
0 7,05 7,05 7,02 7,05 7,05 7,05
1 7,05 7,05 7,04 7,05 7,05 7,04
2 7,04 7,04 7,02 7,04 7,04 7,05
3 7,05 7,05 7,02 7,05 7,05 7,01
4 6,78 7,01 7,03 7,01 7,01 7,05
5 6,24 7,06 7,03 7,05 7,04 7,05
6 6,18 7,02 7,05 7,05 7,05 7,04
7 5,92 7,01 7,03 7,04 7,01 7,05
16 5,90 7,00 7,05 7,05 7,06 7,01
18 5,78 7,05 7,05 7,01 7,00 7,04
20 5,76 7,05 7,05 7,06 7,01 7,05
24 5,62 7,04 7,04 7,02 7,00 7,01
28 5,59 7,05 7,05 7,01 7,05 7,06
32 5,54 7,01 7,01 7,00 7,05 7,02
36 5,41 7,05 7,06 7,05 7,05 7,05
48 5,04 7,05 7,02 7,05 7,05 7,05
52 4,99 7,04 7,01 7,04 7,04 7,04
68 5,02 7,05 7,00 7,05 7,05 7,05
72 4,89 7,01 7,05 7,01 7,01 7,01
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Podczas prowadzenia proceséw badano zmia-
ny gestosci optycznej OD,_ hodowli Entero-
bacter aerogenes ATCC 13048 w bioreaktorach,
a takze objetosci wytwarzanego wodoru. Wyniki
przedstawiono odpowiednio na Rysunkach 4 i 5.
Wyniki dotyczgce przyrostu catkowitej objetosci
produkowanego gazu przedstawiono w zatgczni-
ku (Tabela A.3).

3.0 —+— glukoza bez kontroli pH

—s— glukoza z kontrolg pH

25 —s— £lepa préba
—— topola energetyczna
—— serwatka

—a— glicerol

15

0D, A=600 nm

05

Czas, h

Rysunek 4 Zmiany gestosci optycznej kultur bakterii
zachodzgce podczas wzrostu E. aerogenes ATCC 13048
podczas procesu ciemnej fermentacji dla réznych
materiatéw wsadowych

—+— glukoza bez kontroli pH
—a— glukoza z kontrolg pH
=i ilepa proba

= topola energetyczna
—— serwatka

—a— glicerol

objetos¢ wodory, mL Hz/ mL G
B
2

Czas, h

Rysunek 5 Zmiany objetosci wodoru wytwarzanego
w procesie ciemnej fermentacji dla réznych
materiatéw wsadowych

Proces wzrostu drobnoustrojow w czasie mozna
przedstawié¢ za pomocg krzywej wzrostu bakte-
rii, z wyraznie odrdznialnymi czterema fazami,
tj.: fazg pierwotnego hamowania, gdy nastepu-
je adaptacja do nowych warunkdw $Srodowisko-
wych; fazg wzrostu wykfadniczego, gdy liczba
komoérek gwattownie rosnie; stabilng fazg wzro-
stu — w przyblizeniu liczba komdrek tworzacych
i umierajgcych w danym momencie jest jedna-
kowa (faza ta ma miejsce, gdy zrédta zywnosci
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zaczynajg sie wyczerpywac lub/i stezenie produk-
téw przemiany materii wzrasta do poziomu, ktory
jest szkodliwy dla samych bakterii); fazg koricowg,
gdy dominujg procesy $mierci komdrkowej. Na
Rysunku 4 wyraznie obserwuje sie zmiany gesto-
Sci optycznej podczas hodowli drobnoustrojéw,
co potwierdza przebieg wszystkich wymienionych
faz. Mozna zauwazy¢, ze stabilna faza wzrostu jest
dtuzsza, gdy stosowany jest uktad regulacji pH
w bulionach glukozowych. Stosowanie zrédet
wegla stanowigcych jedyne Zrédto glukozy, ta-
kich jak serwatka, glicerol lub surowiec biomasy
lignocelulozowej, powoduje wydtuzenie pierwot-
nej fazy inhibicji. Dane przedstawione na Rysun-
ku 5 odpowiadajg przebiegowi wzrostu bakterii
(Rys. 4). llos¢ wodoru w ogdlnym strumieniu gazu
(ml H, / ml G) wzrasta i maleje proporcjonalnie
do fazy wzrostu drobnoustrojéw. Mozna zatem
wywnioskowag, ze istnieje silna zaleznos¢ miedzy
wzrostem hodowli drobnoustrojéw (Rys. 4), na
ktorg bezposrednio wptywa zastosowanie uktadu
kontroli pH, a wydajnoscig wytwarzania wodoru.
Za optymalne warunki wzrostu Enterobacter ae-
rogenes ATCC 13048 przyjmuje sie pH w zakresie
pH 6,8-7,2 [12]. Podczas wzrostu bakterii docho-
dzi do zmian pH, poniewaz w trakcie trwania
hodowli sg wytwarzane kwasy organiczne: kwas
octowy, kwas bursztynowy i mrowkowy [13-17],
ktére powodujg spadek wartosci pH. Analiza
krzywej wytwarzania wodoru przez Enterobacter
aerogenes ATCC 13048 wykazata, ze wydajnosé
produkcji wodoru mozna zwiekszy¢, gdy pH jest
kontrolowane i ustalone na 7,00, a glukoza jest
uzywana jako jedyne Zrodto wegla. Mozna réw-
niez zauwazyé, ze faza logarytmiczna trwa ok.
12 h dtuzej, gdy system kontroli pH jest stosowa-
ny w bulionach fermentacyjnych na bazie glukozy.
Z tego powodu warunki kontroli pH zostaty zasto-
sowane réwniez w procesie ciemnej fermentacji
hydrolizatéw topoli energetycznej otrzymanych
wedftug [7], kwasnego roztworu serwatki oraz
roztworu glicerolu.
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4. WNIOSKI

W artykule przedstawiono budowe taniego bio-
reaktora badawczego wyposazonego w system
kontroli i regulacji pH. Konstrukcja bioreaktora
oparta jest na tatwo dostepnych elementach, co
sprawia, ze niezwykle fatwo mozna go przystoso-
wac do realizacji okreslonych proceséw biotech-
nologicznych. Przedstawiony system umozliwia
monitorowanie i kontrolowanie podstawowych
parametrow procesu fermentacji: temperatury,
stezenia rozpuszczonego tlenu, pH i pomiaru
objetosci gazu. Dzieki platformie Arduino wyzej
wymienione parametry przesytane sg do kompu-
tera, prezentowane w formie graficznej i zapisy-
wane. To rozwigzanie sprawia, ze prezentowany
bioreaktor z powodzeniem moze by¢ takze wyko-
rzystywany do celéw dydaktycznych.

W proponowanym typie bioreaktora przeprowa-
dzono serie badan nad wytwarzaniem wodoru
w procesie ciemnej fermentacji. Wykazano, ze
zastosowanie proponowanego projektu bioreak-
tora jest w petni uzasadnione i celowe. Ze wzgle-
du na mozliwos¢ wizualizacji zmian parametrow
procesu w trybie on-line oraz prosty system po-
bierania probek gazu i cieczy wykonanie badan
przesiewowych lub optymalizacyjnych staje sie
niezwykle tatwe. Przedstawione badania — proces
ciemnej fermentacji z uzyciem Enterobacter aero-
genes ATCC 13048 — wskazujg na duzg zaleznos¢
wytwarzanej objetosci wodoru od pH bulionu fer-
mentacyjnego. Zapewnienie witasciwego zakresu
pH za pomoca uktadu kontroli pH prowadzi do
wydtuzenia logarytmicznej fazy wzrostu bakterii
do okoto 12 godzin, co spowodowato zwiekszenie
catkowitej ilosci wytwarzanego wodoru.

Podziekowania: Badania zostaty przeprowadzone
w ramach projektu ,Badania zasadowej hydrolizy
biomasy lignocelulozowe] oraz warunkéw kon-
wersji produktéow do biogazéow”, finansowanego
przez Narodowe Centrum Nauki poprzez umowe
UMO-2014/13/B/ST8/04258.

Konflikt interesow: Autorzy deklarujg brak kon-
fliktu intereséw. Fundatorzy nie mieli zadnej roli
w projektowaniu badan; w gromadzeniu, analizie
lub interpretacji danych; w pisaniu manuskryptu
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ZAtACZNIKI

materiatéw wsadowych

Tabela A.1 Zmiany temperatury wystepujgce podczas ciemnej fermentacji prowadzonej dla réznych

Temperatura, °C

Czas [h] | Glukoza bez kon- Glukoza Slepa préba ene.l;:z:;:zna Serwatka Glicerol
troli pH
z kontrolg pH
0 37,2 37,0 37,0 37,0 37,0 37,0
1 37,1 36,9 37,3 36,8 36,8 36,7
2 36,8 37,2 36,4 37,1 36,9 36,6
3 37,1 37,1 36,7 37,0 36,9 36,7
4 37,4 36,8 36,4 36,7 37,0 36,9
5 36,5 37,1 36,6 37,0 36,8 36,9
6 36,8 37,4 36,7 37,3 36,7 37,0
7 37,0 36,5 36,6 36,4 36,6 36,9
16 37,3 36,8 36,7 36,7 36,7 36,8
18 36,4 36,5 36,9 36,4 36,8 36,9
20 36,7 36,7 36,9 36,6 36,8 36,9
24 36,4 36,8 37,0 36,7 36,9 37,0
28 36,6 36,9 36,9 36,8 36,9 36,8
36 36,8 37,0 36,8 36,9 36,8 36,9
48 36,9 37,0 36,9 36,9 36,7 36,9
68 36,7 36,7 36,7 36,9 36,8 36,9
72 37,5 371 37,5 37,1 37,1 371

Tabela A.2 Zmiany stezenia tlenu rozpuszczonego wystepujgce podczas ciemnej fermentacji prowadzonej
dla réznych materiatéw wsadowych

/\/\\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

Stezenie tlenu rozpuszczonego, mg O, /L
Czas [h] | Glukoza bez kon- Glukoza Slepa préba e lelt) Serwatka Glicerol
troli pH energetyczna
z kontrolg pH
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,1 0,0 0,2 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0
6 0,0 0,2 0,0 0,1 0,1 0,0
7 0,1 0,1 0,0 0,1 0,1 0,0
16 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
18 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,1
20 0,0 0,0 0,1 0,3 0,0 0,1
24 0,0 0,0 0,1 0,3 0,0 0,1
28 0,0 0,0 0,1 0,3 0,0 0,1
36 0,1 0,0 0,1 0,3 0,0 0,1
48 0,0 0,1 0,1 0,2 0,0 0,1
68 0,2 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0
72 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0
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Tabela A.3 Zmiany w przyrostach objetosci gazu wystepujace podczas ciemnej fermentacji prowadzonej
dla réznych materiatéw wsadowych

Przyrost objetosci gazu +40 ml, ml

Topola energe-

Czas [h] | Glukoza bez kon- Glukoza Slepa préba tyczna Serwatka Glicerol
troli pH z kontrolg pH

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 24,98 25,20 0,09 12,32 0,59 1,77
2 87,22 86,99 3,28 14,32 1,42 2,82
3 121,13 124,20 4,20 20,23 5,10 9,95
4 241,51 235,73 11,68 32,25 8,6 20,79
5 318,44 336,31 13,11 125,30 10,23 33,95
6 376,41 412,72 14,04 301,20 11,40 53,14
7 385,22 476,08 14,13 433,23 15,26 96,36
16 411,25 653,00 14,35 594,23 26,55 103,88
18 434,21 688,88 15,76 626,88 49,30 113,27
20 462,14 728,89 17,06 663,29 65,12 120,06
24 511,05 769,68 21,07 700,41 137,60 138,75
28 555,52 799,22 36,40 727,29 228,99 158,34
36 562,12 870,13 59,20 791,82 436,81 198,35
48 571,03 876,16 64,30 797,31 462,13 203,09
68 596,28 899,20 75,50 818,27 506,63 211,35
72 596,44 899,22 76,30 818,29 507,42 212,70
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