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Fotobiologiczna produkcja wodoru z mieszaniny
alkoholi i lotnych kwaséw tluszczowych

Wprowadzenie

Energia wytwarzana ze zrédet odnawialnych bedzie w nie-
dalekiej przyszlosci jednym z bardziej dynamicznie rozwi-
jajacych sie sektoréw gospodarki. Wsréd alternatywnych Zré-
del energii coraz wieksza uwage przyciaga woddr, ktory
mozna otrzymaé¢ miedzy innymi podczas fermentacji glicery-
ny. Produktami w tym procesie sa takze lotne kwasy
thuszczowe oraz alkohole, a ich rodzaj i stezenie zalezy od sto-
sowanych mikroorganizméw oraz warunkéw procesu [1-6].
Zwiazki te moga byé wykorzystane w nastepnym etapie pro-
dukcji wodoru — w procesie fotofermentacji.

Celem prezentowanej pracy bylo okre§lenie wplywu mie-
szaniny mozliwych produktéow fermentacji gliceryny 1 rodzaju
zwigzkow azotu na wydajno$é procesu produkeji wodoru
w obecnoéci purpurowych fotosyntetyzujacych bakterii Rho-
dobacter sphaeroides.

Materialy i metody

Bakterie Rhodobacter sphaeroides O.U.001 (ATCC 49419)
aktywowano na zmodyfikowanej pozywce Biebla i Pfenniga
zawierajace] kwas jabtkowy i glutaminian sodu w stosunku
15/2 (mM/mM), makro i mikroelementy oraz 0,17 g/dm?® eks-
traktu drozdzowego jako zrddio witamin [7]. W procesie pro-
dukcji wodoru kwas jabtkowy zastapiono mieszaning lotnych
kwaséw tluszczowych i alkoholi o skladzie: kwas octowy 10
mM, kwas mastowy 14 mM, kwas mlekowy 4 mM lub 33 mM,
kwas propionowy 1 mM, etanol 11 mM, propanol 2 mM oraz
w niektérych do$wiadcezeniach propano-1,3-diol 50 mM. Jako
zrédlo azotu stosowano glutaminian sodu (1 lub 2mM), jony
amonowe (1 lub 10 mM) oraz albumine wolowa, (0.3 g/dm?).

Proces prowadzono w butelkach ze szkla sodowego o objeto-
$ci 50 cm®, w ktoérych umieszczano 25 cm® medium zaszcze-
pionego odwirowanymi bakteriami (0,15 g s.m./dm?). Butelki
zamkniete korkiem, przedmuchano argonem technicznym,
zaklejano folig 1 zakapslowano. Temperatura procesu wyno-
sita 28+ 2 °C, a wartoéé pH pozywki po sterylizacji i zaszcze-
pieniu 7,0-7,2. Préby naswietlano Swiattem o natezeniu 116
Wim? stosujac lampe Ulira-Vitalux (Osram).

Pomiar wodoru i CO, wykonano metoda chromatografii ga-
zowej (kolumna kapilarna Carboplot P7). Zawarto$é propa-
no-1,3-diolu (PD) takze mierzono chromatograficznie stosujac
kolumne CP-Wax 57CP. ChZT oznaczono metoda dwuchro-
mianowa po odwirowaniu biomasy [8]. Sucha mase oznaczono
metoda wagowa [9], a zawarto$¢ PHB spektrofotometrycznie
zgodnie z metoda opracowana przez Low i wsp. [10]. Inten-
sywno$¢ $wiatta mierzono za pomoca pyranometeru CMP3
(Kipp & Zonen).

Obliczono wydajno$¢ przeksztalcenia substratu organiczne-
go do wodoru (%), czyli stosunek wytworzonego wodoru do
stechiometrycznej ilo§ci wyliczonej w oparciu o rOwnanie

C,H,0, + 2x - 2H,0 — (y/2 + 2x ~2)H, + xCO, )

gdzie C,H,O oznacza okreélony substrat organiczny.
Wyniki i dyskusja

Sktad mieszaniny alkoholi i kwaséw stosowanych w obec-
nych badaniach byt zblizony do otrzymanego w procesie fer-
mentacji 10 g/dm?® gliceryny [1], a wykonane doéwiadczenia
pozwolily okresli¢ wplyw sktadnikéw podloza na proces foto-
fermentacji. Wyniki przedstawiono w tablicy 1. Na poczatku
do pozywki zawierajacej sole mineralne 1 glutaminian sodu
dodano 20, 40 i 100% obj. mieszaniny badanych alkoholi
1 kwasow (eksperyment 5, 6, 7). Nie obserwowano inhibicji
substratowej, a proces charakteryzowat sie ponad 60% wydaj-
noScia przeksztalcenia substratéw organicznych do wodoru.
Jednakze wysokie warto$ci ChZT po procesie wskazuja, ze
nie wszystkie substraty zostaly przyswojone. Metoda chroma-
tografii gazowej stwierdzono, ze stezenie propano-1,3-diolu
nie zmienilo sie w czasie procesu, co sugeruje, ze prawdopo-
dobnie nie jest on metabolizowany przez bakterie Rhodobac-
ter sphaeroides. Propano-1,3-diol nie wykazywat efektu inhi-
bicyjnego: dodany do pozywki z kwasem jabtkowym nie
wplywal na wzrost biomasy 1 1loé¢ wydzielonego wodoru (eks-
peryment 11 2).

Produkty ciemnej fermentacji zawieraly od 0,9 do 3 g/dm?
kwasu mlekowego, ktory jest uwazany za jeden z najbardziej
wydajnych substratéw do wytwarzania wodoru. Wyniki eks-
perymentéw 31 5, w ktérych trzykrotne zwiekszenie stezenia
kwasu w pozywce spowodowato proporcjonalny wzrost wydaj-
nos$ci wodoru potwierdzaja te teze. W procesie fotofermentacji
bardzo istotny jest takze rodzaj zwiazkow azotu i stosunek
C/N. Powszechnie stosowane jony amonowe, obecne wsrédd
produktéw ciemnej fermentacji, sa inhibitorami nitrogenazy.
Wydzielanie wodoru rozpoczyna sie dopiero po ich wykorzy-
staniu. Ponadto cze$¢ zwiazkéw organicznych zostaje wbhudo-
wana w biomase komérek, a tym samym zmniejsza sie pula
substratow dostepnych do wytwarzania wodoru. Przebieg
procesu zalezy od iloéci jonéw amonowych. W podtozu zawie-
rajacym 1 mM N-NH," wydajnoéé wynosita 34% natomiast,
gdy zastosowano 10 mM nie obserwowano wytwarzania wo-
doru (do$wiadczenia 8, 9). W eksperymencie 9 zbyt wysokie
pH zahamowalo wzrost biomasy. Gdy korygowano pH w trak-
cie procesu biomasa wzrosta do 1,35 g s.m./dm® a jedno-
czeénie wydzielito sie 2,9 dm® wodoru. Biatka zawarte w mie-
szaninie poreakcyjnej moga by¢ takze zrédlem azotu dla bak-
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Tablica 1
Stosowane podloza i wyniki eksperymentow
' Biomasa ChZT
Zrédlo wegla . Hs L, lomasa PHB i pH
Nr eksp. . Zrédlo azotu R 3 Wydajnoséé [%] | PO procesie koncowe 3
i wodoru [dm?/ dm?] 5 [%] koncowe
[g s.m./dm"] [g Ozdm?]
1 KdJ Gl 2,08 87 0,72 18 0,42 7,2
2 KJ +PD Gl 2,05 87 0,71 18 7,5 7,3
3 20% A Gl 0,24 22 0,65 25 1,7 9,3
4 20% A Gl 0,23 21 0,64 39 1,7 9,1
5 20% B Gl 1,15 67 0,63 22 1,5 7,6
6 40% B Gl 2,37 69 0,71 30 2,8 7,5
7 100% B Gl 5,72 67 0,80 40 7,5 7,2
8 100% B NH,*"? 2,91 34 0,68 43 7,3 7,8
9 100% B NH, ¢ 0 0 0,38 1 13,2 9,8
10 100% B albumina 3,81 44 0,96 33 7,4 7,9
albumina
11 100% B ‘b 3,3 38 1,07 30 7,5 7,9
NH4
12 20% C Gl? 0,72 65 0,40 5 1,5 7,7
13 100 % D NH, ¢ 2,9 34 1,35 4 7,4 7,5

KJ — kwas jablkowy, PD — propano-1,3-diol, Gl — glutaminian sodu

A — mieszanina zawierajaca 4 mM kwasu mlekowego,
B — mieszanina zawierajaca 33 mM kwasu mlekowego, C - mieszanina zawierajaca 4 mM kwasu mlekowego, pH korygowano w trakcie procesu,
D — mieszanina zawierata 33 mM kwasu mlekowego, pH korygowano w trakcie procesu.

a— 1 mM glutaminianu sodu, b — 1 mM N-NH4*, ¢ — 10 mM N-NH4*.

terii (doSwiadczenia 10 i 11), ale najbardziej odpowiednim 3

substratem azotowym jest glutaminan sodu. W pozywce za-

wierajacej 2 mM tego zwiazku uzyskano najwiekszg ilo$é wo- 4
doru réwna 5,72 dm?/dm?®, 5
Z danych przedstawionych w tablicy 1 wynika, ze podloze

zawierajace mieszanine alkoholi 1 lotnych kwaséw moze 6.

stuzyé do wytwarzania wodoru w procesie fotofermentacji .
w obecnosci bakterii Rhodobacter sphaeroides O.U.001.

8

LITERATURA 9.

1. K. Seifert, M. Waligérska, M. Wéjtowski, M. Laniecki: Int. J. Hydro- 10
gen Energy (2009) in press.
2. T. Ito, Y. Nakashimada, K. SenbaT. Matsui, N. Nishio: J. Biosci. Bio-
eng. 100, 260 (2005).

A.-P. Zeng, H. Biebl, H. Schlieker, W.-D. Deckwer: Enzyme Microb.
Technol. 15, 770 (1993).

. Y. Dharmadi, A. Murarka, R. Gonzales: Biotechnol. Bioeng. 94, 821

(2006).

. M. F. Temudo,R. Poldermans, R. Kleerebezem, M.C.M. van Lo-

osdrecht: Biotechnol. Bioeng. 100, 1088 (2008).
A. Murarka, Y. Dharmadi, S. S. Yazdani, R. Gonzales: Appl. Environ.
Microbiol. 74, 1124 (2008).

. M. Waligérska, K. Seifert, K. Szymariska, M. Laniecki: J. App. Micro-

biol. 101, 775 (2006).

. Standards Methods for the examination of Water and Wasterwater.

(1992) 18t edit., 5220.

M. Waligérska, K. Seifert, K. Gérecki, M. Moritz, M. Laniecki: J. App.
Microbiol (2009) in press.

J. H Low, R. A. Slepecky: J. Bacteriology. 82, 33-36 (1961).

Badania finansowane byly z grantu KBN N204 031

32/0793.




