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Mikrobiologiczne wytwarzanie wodoru
z glicerolu

Wprowadzenie

Wodór uwa¿any jest za paliwo XXI wieku [1]. Zarówno spa-
lanie wodoru, jak i zu¿ywanie w ogniwach paliwowych nie po-
woduje emisji zanieczyszczeñ do œrodowiska. Jednak¿e obec-
nie wodór jest produkowany z wêglowodorów i wêgla [2], co
przyczynia siê do zanieczyszczenia œrodowiska i emisji dwu-
tlenku wêgla. Jednym z rozwi¹zañ pozwalaj¹cych na ekolo-
giczn¹ produkcjê wodoru jest zastosowanie metod biologicz-
nych, wœród których zdecydowanie najwiêksze szanse prak-
tycznego wykorzystania ma tzw. ciemna fermentacja wodoro-
wa [3]. W wyniku przemian mikrobiologicznych wêglowodany
przekszta³cane s¹ do wodoru i lotnych kwasów t³uszczowych.
W warunkach przemys³owych korzystne jest prowadzenie
fermentacji wodorowej przy pomocy mieszanych populacji
drobnoustrojów, które umo¿liwiaj¹ wykorzystanie ró¿nych
substratów [4]. W œrodowiskach naturalnych bakterie fer-
mentacji wodorowej wystêpuj¹ w symbiozie z metanogenny-
mi archeonami asymiluj¹cymi wodór. Powszechnym sposo-
bem usuniêcia metanogenów z osadu beztlenowego jest meto-
da termiczna polegaj¹ca na zagrzaniu osadu powy¿ej 80oC.
Wykorzystuje siê fakt, i¿ metanogeny nie wytwarzaj¹ prze-
trwalników s¹ zatem niszczone w podwy¿szonej temperatu-
rze. Bakterie zdolne do wytwarzania wodoru z wêglowoda-
nów (g³ównie do rodzaju Clostrodium, Bacillus i Thermoanae-
robacterium) wytwarzaj¹ przetrwalniki i zostaj¹ zachowane
[5].

Fermentacja wodorowa wraz z fermentacj¹ metanow¹ s¹
rozpatrywane jako techniki efektywnego zagospodarowania
ró¿nego typu odpadów. Jednym z takich odpadów wyma-
gaj¹cych zagospodarowania jest frakcja glicerynowa po-
wstaj¹ca podczas produkcji biodiesla z olejów roœlinnych.
W niniejszej pracy podjêto próbê uzyskania drobnoustrojów
zdolnych do fermentacji glicerolu i sprawdzenia mo¿liwoœci
ich wykorzystania w bioreaktorach.

Materia³y i metody

W badaniach wykorzystano osad beztlenowy stosowany do
prowadzenia fermentacji metanowej, hodowany w Laborato-
rium Bioprocesów PW. Jako po¿ywkê stosowano wodny roz-
twór glicerolu o stê¿eniu 8,67 g/dm3 uzupe³niony o sk³adniki
mineralne: (NH4)2CO3 (2,5 g/dm3), K2HPO4 (0,1 g/dm3),
MgSO4 � 7 H2O (0,1 g/dm3), pH po¿ywki wynosi³o 8,6. Jako
po¿ywkê kontrolna zastosowano roztwór zawieraj¹cy zamiast
glicerolu 20 g/dm3glukozy..

Sk³ad gazu oznaczano za pomoc¹ chromatografu gazowego
Shimazu GC-14B z kolumn¹ Carboxen 1010 PLOT. Jako gaz
noœny u¿ywany by³ czysty azot. Chemiczne Zapotrzebowanie
Tlenu (ChZT) oraz stê¿enie lotnych kwasów t³uszczowych

(LKT) oznaczano za pomoc¹ zestawów Nanonocolor (Mache-
rey-Nagiel GmbH, Niemcy).

Selekcja drobnoustrojów

W pierwszej kolejnoœci wypróbowano metodê termiczna.
Zawiesinê osadu beztlenowego (1,75 dm-3) zakwaszono do
pH = 3,30 za pomoc¹ 12% HCl, a nastêpnie termostatowano
w temperaturze 80°C przez 1 godzinê. Po 24 godzinach osad
zobojêtniono za pomoc¹ NaOH do pH = 7,00. Nastêpnie osad
by³ przenoszony do kolb z po¿ywkami. W przypadku po¿ywki
zawieraj¹cej glukozê zaobserwowano po 10 dniach wytwarza-
nie gazu. Gaz zawiera³ 22% wodoru i 78% dwutlenku wêgla.
Redukcja ChZT wynios³a ok. 17% co odpowiada wydajnoœci
2 mole H2/mol glukozy.

W przypadku po¿ywki zawieraj¹cej glicerol nie stwierdzono
wytwarzania gazu. Mo¿na zatem wnioskowaæ, ¿e w badanym
osadzie nie wystêpowa³y drobnoustroje, które wytwarzaj¹
przetrwalniki i s¹ zdolne do fermentacji glicerolu.

Dane literaturowe wskazuj¹, ¿e drobnoustroje wytwa-
rzaj¹ce wodór maj¹ wiêksz¹ w³aœciw¹ szybkoœæ wzrostu ni¿
organizmy metanogenne [6]. Przeprowadzono zatem ci¹g³¹
hodowlê osadu czynnego w reaktorze laboratoryjnym w BIO-
STAT® B o objêtoœci 2 dm3. Hodowlê prowadzono w tempera-
turze 25oC na po¿ywce z glicerolem, czêstoœæ obrotów mie-
szad³a wynosi³a 75 obr/min. Na pocz¹tku zastosowano œredni
czas przebywania cieczy 8 h. Po 3 godzinach wy³¹czono zasi-
lanie i prowadzono hodowlê okresow¹ przez kolejnych 20 go-
dzin. Nastêpnie wznowiono zasilanie po¿ywk¹ i prowadzono
przez 4 godziny hodowlê ci¹g³¹ ze œrednim czasem przebywa-
nia cieczy 8 h. Nastêpnie zmniejszono natê¿enie przep³ywu
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Rys. 1. Przebieg hodowli selekcyjnej. Opis w tekœcie
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po¿ywki tak by œredni czas przebywania wynosi³ 12 godzin.
W takich warunkach prowadzono hodowlê ci¹g³¹ przez 40
godzin. W koñcowym okresie hodowli ci¹g³ej uzyskano zawar-
toœæ metanu w produkowanym gazie równa 0,4% zaœ stê¿enie
wodoru osi¹gnê³o wartoœæ 45%. Nastêpnie prowadzono ho-
dowlê okresowa przez kolejne 24 godziny. Uzyskana w ten
sposób populacja drobnoustrojów zdolnych do fermentacji gli-
cerolu zosta³a wykorzystana jako inokulum w reaktorze ko-
lumnowym. Na rys. 1 przedstawiono zmiany stê¿enia metanu
i wodoru podczas doœwiadczenia. Liniami przerywanymi
oznaczono kresy hodowli ci¹g³ej i hodowli okresowej.

Hodowla w reaktorze kolumnowym

W badaniach u¿yto reaktor kolumnowy typu UASB o po-
jemnoœci czynnej 6 dm3 wykonany z polichlorku winylu. Wy-
sokoœæ czêœci czynnej wynosi³a 700 mm a œrednica 100 mm
(œrednica górnego separatora gazu 120 mm).

W reaktorze prowadzono hodowle sekwencyjne. Po¿ywkê
w iloœci 2 dm3 podawana by³a raz na dobê. Œredni czas prze-
bywania cieczy w reaktorze kolumnowym wynosi³ 72 godz.

Na rys. 2 przedstawiono wyniki fermentacji w reaktorze
kolumnowym. Uzyskano przeciêtn¹ redukcjê ChZT o 22%.
Stê¿enie wodoru w gazie wynosi³o od 40 do 65%. Stê¿enie
LKT w odcieku z kolumny wynosi³o 0,8–1,0 g/dm3. Przeciêtna
wartoœæ wspó³czynnika wydajnoœci wodoru wzglêdem glicero-
lu wprowadzanego reaktora wynios³a 0,49 dm3 H2/g.

Wnioski

Metoda termiczna pozwala na selekcjê mikroorganizmów
produkuj¹cych wodór z glukozy. Otrzymane w ten sposób
mikroorganizmy nie s¹ zdolne do korzystania z glicerolu jako
Ÿród³a wêgla .

Hodowla ci¹g³a jest skuteczn¹ metod¹ pozwalaj¹c¹ na se-
lekcjê mikroorganizmów produkuj¹cych wodór z glicerolu.
Czas przebywania pozwalaj¹cy na wymycie metanogenów
z kultury wyjœciowej wynosi 12 godzin.

W reaktorze typu UASB uzyskano wydajnoœæ wodoru
wzglêdem dodawanego do reaktora glicerolu równ¹ 0,49
dm3/g.

L I T E R A T U R A

1. B. Johnston, M.C. Mayo, A. Khare: Technovation, 25, nr 6, 569 (2005).
2. W.C. Lattina, V.P. Utgikarb: Int. J. Hydrogen Energy 32, nr 15 , 3230

(2007).
3. K.W. Szewczyk: Post.Mikrobiol. 47, nr 3, 241 (2008).
4. G. Davila-Vazquez, S. Arriaga, F. Alatriste-Mondragón, A.León-Rod-

ríguez, L.M. Rosales-Colunga, E. Razo-Flores: Rev. Environ. Sci. Bio-
technol.7 , nr 1, 27 (2008).

5. H. Zhu, M. Bèland: Int. J. Hydrogen Energy 31, nr 14 ,1980 (2006).
6. I.Hussy, F.R. Hawkes, R. Dinsdale, D.L. Hawkes: Int. J. Hydrogen

Energy 30, nr 5, 471 (2005).

Praca finansowana by³a przez Narodowe Centrum

Badañ i Rozwoju w ramach projektu rozwojowego nr N

R12 0041 04.

Str. 114 IN¯YNIERIA I APARATURA CHEMICZNA Nr 3/2009

Rys. 2. Przebieg fermentacji w reaktorze UASB
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Czasopismo naukowo-techniczne
� poœwiêcone problemom obliczeñ procesowych i zagadnieniom projektowo-konstrukcyjnym apara-

tury i urz¹dzeñ dla przemys³ów przetwórczych, w tym szczególnie dla przemys³u chemicznego, jak

równie¿ dla energetyki, gospodarki komunalnej i ochrony œrodowiska;

� prezentuj¹ce procesy i operacje jednostkowe w aspekcie poprawy wydajnoœci, lepszego wykorzy-

stania surowców, oszczêdnoœci energii, ochrony œrodowiska; omawiaj¹ce badania naukowe, nowe

lub ulepszone konstrukcje oraz w³aœciw¹ eksploatacjê i obs³ugê aparatów i urz¹dzeñ;

� przeznaczone dla pracowników badawczych, projektantów, konstruktorów, a tak¿e menad¿erów

i in¿ynierów ruchowych.

Artyku³y g³ówne s¹ recenzowane przez specjalistów.
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