Roman Zagrodnik — rozprawa doktorska
"Immobilizowane kultury bakteryjne do produkcji wodoru w fermentacyjnych procesach
cigglych"

Energia zawsze pozostawala elementem koniecznym do szybkiego rozwoju
spolecznego, a wraz z rozwojem nowoczesnej cywilizacji poziom jej zuzycia dramatycznie
wzrasta. Ponad 80% obecnie wytwarzanej energii pochodzi z paliw kopalnych, ktore
posiadaja wiele uzytecznych wlasciwosci, co uczynito je popularnymi w ostatnim stuleciu.
Ich zasoby sa jednak ograniczone i szybko zuzywane. Dodatkowo koszt uzyskania energii
zZ tradycyjnych zrodet wzrasta w sposob trudny do przewidzenia. Dlatego tez poszukuje si¢
nowych technologii otrzymywania energii. Odpowiedzia na powyzsze problemy jest
wykorzystanie odnawialnych zrédet energii, takich jak biomasa, energia Slonca, wody,
wiatru, czy energii geotermalnej.

Jednak niezaleznie od zrodta pochodzenia, energia musi dotrze¢ do uzytkownika
poprzez wydajny nosnik, ktory moze by¢ wykorzystany w szerokiej gamie zastosowan.
Uwaza sie, ze szczegodlnie korzystnym nosnikiem energii i "paliwem przysztosci" moze by¢
wodor. Wodor jest czystym iwydajnym paliwem i jest powszechnie uznawany jako
potencjalny substytut paliw kopalnych. Posiada on najwyzsza energi¢ spalania spos$rod
znanych paliw, a jedynym "popiotem" jest woda. Niestety, przemyslowe otrzymywanie
wodoru jest obecnie oparte w 98% wiasnie na paliwach kopalnych.

Sposrod wielu metod generowania wodoru, wodor wytwarzany przez mikroorganizmy
wydaje si¢ atrakcyjng alternatywa. Biologiczne procesy produkcji wodoru, w przeciwienstwie
do ich chemicznych 1 elektrochemicznych odpowiednikéw, prowadzone sg w $rodowisku
wodnym w temperaturze otoczenia i1 przy ci$nieniu atmosferycznym. Wiele procesow
biologicznych jest w stanie wykorzystywac energi¢ stoneczng do produkcji wodoru. Ponadto
mozliwe jest wykorzystanie szerokiego zakresu substancji organicznych, w tym biomasy
odpadowej. Procesy te spelniaja wiec podwojng funkcje — przetwarzania odpadow
Z jednoczesng produkcja energii. Problemem jest jednak opracowanie procesu oplacalnego
I mozliwego do wdrozenia w duzej skali. Dlatego obecnie wysitki koncentrujg si¢ na budowie
nowych bioreaktorow, w ktorych namnozone bakterie mogtyby produkowa¢ wodor. Ponadto
zastosowanie techniki immobilizacji daje mozliwos¢ osiggniecia wysokiego stezenia komorek
na jednostke objetosci bioreaktora, ajednocze$nie pozwala prowadzi¢ proces w Sposob
ciagly, co jest pozadane w produkcji przemystowej. Nie bez znaczenia jest takze mozliwo$¢
integracji proceséw biologicznego wytwarzania wodoru poprzez wykorzystanie kilku metod
jednoczesnie w celu lepszego wykorzystania substratu 1 zwigkszenia wydajno$ci produkcji
wodoru.

Ciemna fermentacja pozwala na wykorzystanie szerokiego zakresu substancji
organicznych, w tym ztozonej biomasy jak $cieki i odpady, do wytwarzania wodoru oraz

kwasow organicznych jako produktow ubocznych. Dlatego tez maksymalna teoretyczna



wydajnos¢ produkcji H, w tym procesie wynosi 4 mole Hy/molgukozy. Natomiast
fotofermentacja prowadzona przez purpurowe bakterie bezsiarkowe pozwala wykorzystaé
produkty uboczne ciemnej fermentacji (gléwnie kwas mastowy i octowy) do produkcji
dodatkowych ilosci wodoru, dzigki wykorzystaniu energii stonecznej. Potaczenie tych dwoch
proces6w pozwoliloby osiaga¢ wydajnosci wynoszace 12 mol Ho/molgiukozy. Najwazniejszym
wyzwaniem stojacym przed wielkoskalowa produkcja wodoru tymi metodami jest
zapewnienie niskich kosztow jego otrzymywania i magazynowania, tak aby stal si¢
konkurencyjny w stosunku do innych zrédet energii.

Podstawowym celem niniejszej pracy byto wiec zbadanie proceséw ciemnej 1 jasnej
fermentacji z okre$leniem zaréwno metabolitow gazowych jak i ciektych (kwasy organiczne
i alkohole) i optymalizacja tych proceséw tak, aby uzyskiwa¢ maksymalng produkcje wodoru,
przy maksymalnym stopniu redukcji zwigzkoéw organicznych zawartych w pozywce.
Gléwnym zadaniem bylo stworzenie i1 zbadanie jednoetapowego systemu hybrydowego
prowadzonego w trybie ciaglym i opartego na polaczeniu proceséw ciemnej i jasnej
fermentacji. Dodatkowo zbadano mozliwo$¢ immobilizacji mikroorganizméw na réznych
no$nikach, w tym na silanizowanych szklach porowatych. Kolejnym celem bylo
skonstruowanie nowatorskiego systemu produkcji wodoru opartego o fotobioreaktor
ptaskoptytowy. Badania koncentrowaty si¢ na poznaniu wptywu podstawowych parametrow
procesu takich jak: pH, temperatura, intensywnos$¢ swiatta czy hydrauliczny czas retencji na
produkcje wodoru 1 sktad wytworzonych metabolitow ciektych.

Mikrobiologiczna produkcja wodoru byta badana w bioreaktorach o zrdznicowane;j
konstrukeji pracujacych w réznych trybach. Stworzony zostat uktad pozwalajacy na ciagla
I pofciagta produkcje wodoru dzigki wykorzystaniu synchronicznej pracy pomp
perystaltycznych. Produkcja H, przez fotofermentujace bakterie R. sphaeroides oraz
prowadzace ciemng fermentacj¢ bakterie C. beijerinckii i C. acetobutylicum byta analizowana
i optymalizowana oddzielnie. Po ustaleniu optymalnych parametrow procesu stworzono
uktady z mieszanymi Kkulturami bakterii. Sktad wytworzonych gazow byt ustalany przy
wykorzystaniu chromatografii gazowej. Ilos¢ wytworzonej biomasy badano przy uzyciu
spektrofotometrii i metod wagowych. Zmiany stezen zwigzkoéw organicznych w pozywce
oznaczano z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

Wyniki wskazaty, ze podczas cigglego procesu fotofermentacji najlepsze rezultaty
otrzymano dla eksperymentow z silanizowanym nos$nikiem szklanym, proces byl bowiem
prowadzony przez 70 dni do momentu zaprzestania produkcji wodoru, a jego catkowita ilos¢
wyniosta 4,14 L. W przypadku szkiet niemodyfikowanych produkcja H; trwata 50 dni, a jego
ilo$¢ wyniosta 2,95 L. Z kolei kultury zawiesinowe wykazaty najnizsza ilos¢ wytworzonego
wodoru (2,39 L). Dodatkowo immobilizacja bakterii doprowadzita do zwigkszenia
wydajno$ci  konwersji substratu. Zastosowanie szklta porowatego modyfikowanego
3-(2-aminoetyloaminopropylo)trimetoksysilanem pozwolito na zwigkszenie akumulacji

bakterii wewnatrz bioreaktora, co doprowadzito do podniesienia wydajnosci procesu.



Dodatkowo w uktadach ciagglych uzyskiwano wigksze ilosci wodoru niz w procesach
potciaglych.

Eksperymenty wskazaly, ze potaczenie ciemnej i jasnej fermentacji skutkowato
zwigkszeniem iloéci produkowanego wodoru. Wymagato to jednak $cistej kontroli
parametrow procesu. Procesy hybrydowe sg bowiem bardziej wrazliwe na zmiany warunkow
w bioreaktorze niz procesy z czystymi szczepami bakteryjnymi. Bakterie C. acetobutylicum
okazaly si¢ by¢ lepszym kandydatem do procesoéw hybrydowych niz C. beijerinckii.
Wynikalo to z wyzszej produkcji wodoru, braku wrazliwosci na §wiatlo, a takze zdolnos$ci
utylizacji ztozonych substratow takich jak skrobia. Badania optymalizacyjne wskazaty, ze
warunki pH majg kluczowe znacznie dla hybrydowego procesu produkcji wodoru, dlatego
zaprojektowano 1 skonstruowano system pozwalajacy na automatyczng kontrolg pH
w bioreaktorze. Optymalne kontrolowane pH dla produkcji wodoru z glukozy przez
pojedyncze kultury C. acetobutylicum oraz R. sphaeroides wynosito odpowiednio 5,5 oraz
7,5. Jednak stworzenie wydajnego systemu hybrydowego wymagato zastosowania
kontrolowanego pH 7,0, co zapewnito wysoka produkcj¢ wodoru przez oba gatunki bakterii.
Przy nizszych wartosciach pH dominowaty bakterie C. acetobutylicum, a przy wyzszych
zachodzil jedynie proces fotofermentacji. Z stworzonych ukladach hybrydowych kwasy
organiczne bedace produktem ciemnej fermentacji byly wykorzystywane przez bakterie
fotofermentujace, doprowadzajac do catkowitej konwersji substratu do wodoru i CO..
Zblizone wyniki otrzymano dla skrobi jako substratu. Jednak aktywacja bakterii
C. acetobutylicum na skrobi okazata si¢ by¢ kluczowa dla otrzymania wysokiej aktywnosci
bakterii zarbwno w procesie z pojedynczg jak i1 tagczong kultura bakteryjna.

Optymalizacja procesow okresowych pozwolila na przeprowadzenie jednoetapowych
cigglych procesow hybrydowych przy kontrolowanym pH 7,0. Pozwolilo to wydajnie
produkowa¢ wodoér ze skrobi w pierwszych dniach. Jednak ze wzgledu na roznice
w wymaganiach pH dla zastosowanych bakterii, produkcja wodoru zakonczyta sie¢ po 16
dniach. Przeprowadzone badania dostarczyly cennych informacji, a otrzymane wyniki moga
by¢ uzyte do stworzenia ukladow biologicznej produkcji wodoru w wiekszej skali. Dalsze
badania powinny skupia¢ si¢ na znalezieniu bakterii ze zblizonymi wymaganiami pH, tak aby

mozliwe byto stworzenie stabilnego ciaglego systemu hybrydowego.



