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Fotobiologiczna produkcja wodoru z mieszaniny
alkoholi i lotnych kwasów t³uszczowych

Wprowadzenie

Energia wytwarzana ze Ÿróde³ odnawialnych bêdzie w nie-
dalekiej przysz³oœci jednym z bardziej dynamicznie rozwi-
jaj¹cych siê sektorów gospodarki. Wœród alternatywnych Ÿró-
de³ energii coraz wiêksz¹ uwagê przyci¹ga wodór, który
mo¿na otrzymaæ miêdzy innymi podczas fermentacji glicery-
ny. Produktami w tym procesie s¹ tak¿e lotne kwasy
t³uszczowe oraz alkohole, a ich rodzaj i stê¿enie zale¿y od sto-
sowanych mikroorganizmów oraz warunków procesu [1–6].
Zwi¹zki te mog¹ byæ wykorzystane w nastêpnym etapie pro-
dukcji wodoru – w procesie fotofermentacji.

Celem prezentowanej pracy by³o okreœlenie wp³ywu mie-
szaniny mo¿liwych produktów fermentacji gliceryny i rodzaju
zwi¹zków azotu na wydajnoœæ procesu produkcji wodoru
w obecnoœci purpurowych fotosyntetyzuj¹cych bakterii Rho-
dobacter sphaeroides.

Materia³y i metody

Bakterie Rhodobacter sphaeroides O.U.001 (ATCC 49419)
aktywowano na zmodyfikowanej po¿ywce Biebla i Pfenniga
zawieraj¹cej kwas jab³kowy i glutaminian sodu w stosunku
15/2 (mM/mM), makro i mikroelementy oraz 0,17 g/dm3 eks-
traktu dro¿d¿owego jako Ÿród³o witamin [7]. W procesie pro-
dukcji wodoru kwas jab³kowy zast¹piono mieszanin¹ lotnych
kwasów t³uszczowych i alkoholi o sk³adzie: kwas octowy 10
mM, kwas mas³owy 14 mM, kwas mlekowy 4 mM lub 33 mM,
kwas propionowy 1 mM, etanol 11 mM, propanol 2 mM oraz
w niektórych doœwiadczeniach propano-1,3-diol 50 mM. Jako
Ÿród³o azotu stosowano glutaminian sodu (1 lub 2mM), jony
amonowe (1 lub 10 mM) oraz albuminê wo³ow¹ (0.3 g/dm3).

Proces prowadzono w butelkach ze szk³a sodowego o objêto-
œci 50 cm3, w których umieszczano 25 cm3 medium zaszcze-
pionego odwirowanymi bakteriami (0,15 g s.m./dm3). Butelki
zamkniête korkiem, przedmuchano argonem technicznym,
zaklejano foli¹ i zakapslowano. Temperatura procesu wyno-
si³a 28� 2 oC, a wartoœæ pH po¿ywki po sterylizacji i zaszcze-
pieniu 7,0–7,2. Próby naœwietlano œwiat³em o natê¿eniu 116
W/m2 stosuj¹c lampê Ultra-Vitalux (Osram).

Pomiar wodoru i CO2 wykonano metod¹ chromatografii ga-
zowej (kolumna kapilarna Carboplot P7). Zawartoœæ propa-
no-1,3-diolu (PD) tak¿e mierzono chromatograficznie stosuj¹c
kolumnê CP-Wax 57CP. ChZT oznaczono metod¹ dwuchro-
mianow¹ po odwirowaniu biomasy [8]. Such¹ masê oznaczono
metod¹ wagow¹ [9], a zawartoœæ PHB spektrofotometrycznie
zgodnie z metod¹ opracowan¹ przez Low i wsp. [10]. Inten-
sywnoœæ œwiat³a mierzono za pomoc¹ pyranometeru CMP3
(Kipp & Zonen).

Obliczono wydajnoœæ przekszta³cenia substratu organiczne-
go do wodoru (%), czyli stosunek wytworzonego wodoru do
stechiometrycznej iloœci wyliczonej w oparciu o równanie

CxHyOz + (2x – z)H2O 4 (y/2 + 2x –2)H2 + xCO2 (1)

gdzie CxHyO oznacza okreœlony substrat organiczny.

Wyniki i dyskusja

Sk³ad mieszaniny alkoholi i kwasów stosowanych w obec-
nych badaniach by³ zbli¿ony do otrzymanego w procesie fer-
mentacji 10 g/dm3 gliceryny [1], a wykonane doœwiadczenia
pozwoli³y okreœliæ wp³yw sk³adników pod³o¿a na proces foto-
fermentacji. Wyniki przedstawiono w tablicy 1. Na pocz¹tku
do po¿ywki zawieraj¹cej sole mineralne i glutaminian sodu
dodano 20, 40 i 100% obj. mieszaniny badanych alkoholi
i kwasów (eksperyment 5, 6, 7). Nie obserwowano inhibicji
substratowej, a proces charakteryzowa³ siê ponad 60% wydaj-
noœci¹ przekszta³cenia substratów organicznych do wodoru.
Jednak¿e wysokie wartoœci ChZT po procesie wskazuj¹, ¿e
nie wszystkie substraty zosta³y przyswojone. Metod¹ chroma-
tografii gazowej stwierdzono, ¿e stê¿enie propano-1,3-diolu
nie zmieni³o siê w czasie procesu, co sugeruje, ¿e prawdopo-
dobnie nie jest on metabolizowany przez bakterie Rhodobac-
ter sphaeroides. Propano-1,3-diol nie wykazywa³ efektu inhi-
bicyjnego: dodany do po¿ywki z kwasem jab³kowym nie
wp³ywa³ na wzrost biomasy i iloœæ wydzielonego wodoru (eks-
peryment 1 i 2).

Produkty ciemnej fermentacji zawiera³y od 0,9 do 3 g/dm3

kwasu mlekowego, który jest uwa¿any za jeden z najbardziej
wydajnych substratów do wytwarzania wodoru. Wyniki eks-
perymentów 3 i 5, w których trzykrotne zwiêkszenie stê¿enia
kwasu w po¿ywce spowodowa³o proporcjonalny wzrost wydaj-
noœci wodoru potwierdzaj¹ tê tezê. W procesie fotofermentacji
bardzo istotny jest tak¿e rodzaj zwi¹zków azotu i stosunek
C/N. Powszechnie stosowane jony amonowe, obecne wœród
produktów ciemnej fermentacji, s¹ inhibitorami nitrogenazy.
Wydzielanie wodoru rozpoczyna siê dopiero po ich wykorzy-
staniu. Ponadto czêœæ zwi¹zków organicznych zostaje wbudo-
wana w biomasê komórek, a tym samym zmniejsza siê pula
substratów dostêpnych do wytwarzania wodoru. Przebieg
procesu zale¿y od iloœci jonów amonowych. W pod³o¿u zawie-
raj¹cym 1 mM N-NH4

+ wydajnoœæ wynosi³a 34% natomiast,
gdy zastosowano 10 mM nie obserwowano wytwarzania wo-
doru (doœwiadczenia 8, 9). W eksperymencie 9 zbyt wysokie
pH zahamowa³o wzrost biomasy. Gdy korygowano pH w trak-
cie procesu biomasa wzros³a do 1,35 g s.m./dm3 a jedno-
czeœnie wydzieli³o siê 2,9 dm3 wodoru. Bia³ka zawarte w mie-
szaninie poreakcyjnej mog¹ byæ tak¿e Ÿród³em azotu dla bak-
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terii (doœwiadczenia 10 i 11), ale najbardziej odpowiednim
substratem azotowym jest glutaminan sodu. W po¿ywce za-
wieraj¹cej 2 mM tego zwi¹zku uzyskano najwiêksz¹ iloœæ wo-
doru równ¹ 5,72 dm3/dm3.

Z danych przedstawionych w tablicy 1 wynika, ¿e pod³o¿e
zawieraj¹ce mieszaninê alkoholi i lotnych kwasów mo¿e
s³u¿yæ do wytwarzania wodoru w procesie fotofermentacji
w obecnoœci bakterii Rhodobacter sphaeroides O.U.001.
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Tablica 1
Stosowane pod³o¿a i wyniki eksperymentów

Nr eksp.
�ród³o wêgla

i wodoru
�ród³o azotu

H2

[dm3/ dm3]
Wydajnoœæ [%]

Biomasa
po procesie

[g s.m./dm3]

PHB

[%]

ChZT

koñcowe

[g O2/dm3]

pH

koñcowe

1 KJ 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 a 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 NH4
+ b 2,91 34 0,68 43 7,3 7,8

9 100% B NH4
+ c 0 0 0,38 1 13,2 9,8

10 100% B albumina 3,81 44 0,96 33 7,4 7,9

11 100% B
albumina

NH4
+ b 3,3 38 1,07 30 7,5 7,9

12 20% C Gl a 0,72 65 0,40 5 1,5 7,7

13 100 % D NH4
+ c 2,9 34 1,35 4 7,4 7,5

KJ – kwas jab³kowy, PD – propano-1,3-diol, Gl – glutaminian sodu
A – mieszanina zawieraj¹ca 4 mM kwasu mlekowego,
B – mieszanina zawieraj¹ca 33 mM kwasu mlekowego, C - mieszanina zawieraj¹ca 4 mM kwasu mlekowego, pH korygowano w trakcie procesu,
D – mieszanina zawiera³a 33 mM kwasu mlekowego, pH korygowano w trakcie procesu.
a – 1 mM glutaminianu sodu, b – 1 mM N-NH4+, c – 10 mM N-NH4+.


