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1. WPROWADZENIE

Energia elektryczna obecnie jest przede wszystkim wytwarzana na drodze spalania wegla,
cigzkiego oleju opalowego z ropy naftowej lub gazu ziemnego, ktore sa nieodnawialnymi
zrodtami energii. Globalne zapotrzebowanie oraz zuzycie energii wzrasta w tempie 2-3%
rocznie. Dlatego poszukuje si¢ alternatywnych odnawialnych surowcoéw 0 szczegblnym
znaczeniu w wytwarzaniu biopaliw [1]. Alternatywne biopaliwo kwalifikuje si¢ jako
optacalne jezeli zapewnia poprawe stanu srodowiska (zmniejsza emisj¢ gazoéw cieplarnianych
do atmosfery), a takze odznacza si¢ wysokim potencjatem produkcji (w tym dodatkowych
uzytecznych zwiazkéw chemicznych), co laczy si¢ zekonomicznymi korzysciami [2].
Odpady lignocelulozowe stanowia surowiec ciagle dost¢gpny badz szybko odnawiajacy sig.
Przyktadem odpaddéw sa pozostalosci rolnicze, odpady lesne, state odpady komunalne oraz
inne odpady przemystowe [3].

Energia wytwarzana z odpadéw w tym lignocelulozowych, powinna mie¢ coraz wigksze
znaczenie w aspekcie pozyskiwania biopaliw drugiej generacji w postaci biopaliw ciektych
(etanol) oraz gazowych (biowodor, biometan), szczegdlnie w powiazaniu z procesami
biorafinacji. Do dnia dzisiejszego nie opracowano efektywnej, ciaglej oraz optacalne;j
technologii przemystowej, w ktorej przetwarza si¢ odpady lignocelulozowe w biopaliwa.
W procesach konwersji odpadow lignocelulozowych wyr6znia sig trzy najistotniejsze etapy.
Pierwszy znich polega na obrobce wstepnej odpadow, drugi natomiast na hydrolizie
polisacharydéw zawartych w materiale odpadowym. Ostatni etap to proces uwalniania
cukrow prostych oraz fermentacja z wykorzystaniem réznych kultur bakterii (fermentacja
alkoholowa lub ciemna) [5-8].
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Rys.1. Schemat pogladowy czg$ci oczyszczalni Saur Neptun Gdansk wedtug [4].
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Przyktadem wytwarzania biopaliw Zz odnawialnych surowcow odpadowych jest
Elektrocieptownia Biogazowa znajdujaca sie¢ na terenie Gdanskiej Oczyszczalni Sciekow.
Efektem realizowanej tam fermentacji metanowej jest wykorzystanie odpowiedniej grupy
bakterii auto- i heterotroficznych, ktore przeksztalcaja zwiazki organiczne zawarte
w odpadach lignocelulozowych w biogaz (65% metanu, 30% dwutlenku wegla oraz ok. 5%
wodoru, azotu i siarkowodoru) [9]. Na rysunku 1. przedstawiono pogladowy schemat czgSci
instalacji technologicznej oczyszczalni wschod, znajdujacej si¢ na terenie Saur Neptun
Gdansk — oczyszczalnia sciekow komunalnych z terenow aglomeracji Gdanska, Sopotu oraz
gmin sasiednich [4].

Celem pracy byto przeprowadzenie fermentacji ciemnej z wykorzystaniem roéznych
odpadéw lignocelulozwych (procesy rzeczywiste) oraz wykorzystujac glukoze (proces
modelowy). W procesach zastosowano inoculum sktadajace si¢ z czystych kultur bakterii
Enterobacter aerogenes ATCC 13048. Otrzymane warto$ci wydajnosci biowodoru (badania
wlasne), poréwnano z wartosciami wydajnosci otrzymanymi w literaturze (gdzie jako
inoculum wykorzystywano osad nadmierny - mieszane kultury bakterii) [7,8].

2. CZESC DOSWIADCZALNA
2.1. Odpady lignocelulozowe

Badanymi odpadami lignocelulozowymi byty stoma pszeniczna, kolby kukurydzy oraz
trawa polna. Powyzsze odpady zebrano latem 2016r. w okolicach Wejherowa, w poétnocnej
czesci Polski. Odpady lignocelulozowe poddano suszeniu (w temperaturze pokojowej) oraz
wstepnie rozdrobniono za pomoca rozdrabniacza ogrodowego (Meec Tools, Skara, Szwecja).
Wstegpnie rozdrobnione odpady lignocelulozowe zmielono za pomoca miyna ZM 200
(RETCH, Haan, Niemcy) stosujac $rednicg oczek 0,75 mm. Materiat po zmieleniu
przechowywano w zamknigtych pojemnikach w temperaturze pokojowej. W celu
standaryzacji probek wejsciowych, przed dalszymi etapami obrobki wstgpnej materiat
suszono w suszarce laboratoryjnej w temperaturze 105 °C przez 4 godziny, a nastgpnie
przechowywano w eksykatorze z substancja suszaca (granulat NaOH). Material poddano
dwuetapowej obrobee wstepnej w optymalnych warunkach: hydroliza zasadowa (6% NaOH,
6h, 65 °C); hydroliza enzymatyczna (95% Viscozyme L, 5% B-Glukozydaza, 24h, 37 °C) [5].
Otrzymany hydrolizat z odpadéw lignocelulozowych wykorzystano jako wsad cukrowy
w fermentacji ciemnej.

2.2. Fermentacja ciemna

Biowodor otrzymywano w procesie fermentacji ciemnej, w ktorym zastosowano
inoculum w formie czystych mikroorganizméw Enterobacter aerogenes ATCC 13029. Proces
prowadzono w sterylnych 1200 ml szklanych bioreaktorach (przygotowanych we wiasnym
zakresie), wykorzystujac jako objgtos¢ robocza 1000 ml. Poczatkowy sklad brzeczki
fermentacyjnej posiadat st¢zenie cukrow redukujacych (TRS) na poziomie 5,5 g/L. Do celow
fermentacji  zastosowano hydrolizaty =z odpadow lignocelulozowych, uzyskane
w optymalnych warunkach opisanych w pracy [10]. Wartos¢ pH brzeczki fermentacyjnej
doprowadzono do 7,00 za pomoca 1 M NaOH (pH = 7,0 £ 0,1 - system kontroli pH
przygotowany we wlasnym zakresie).

Kazdy bioreaktor zaszczepiono 100 ml czystych hodowli bakterii Enterobacter
aerogenes ATCC 13029 (Selectrol TCS Biosciences Ltd.) propagowanych w jalowym
roztworze Thioglycollate Broth Alternative (Biomaxima). Warunki anaerobowego wzrostu
Enterobacter aerogenes w bioreaktorze wytworzono poprzez azotowanie reaktorow do
osiagnigcia stgzenia tlenu 0,1 mg O,/L. Wartosci robocze fermentacji ciemnej: temperatura
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37 °C, szybkos$¢ mieszania 320 obr./min. Eksperyment prowadzono w trzech powtorzeniach
przez 72 godziny.

2.3. Metody analityczne

2.3.1. Oznaczanie cukrow

Zawarto$ci sacharydow okreslano za pomoca wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (ang high-performance liquid chromatography — HPLC - warunki wymiany ligandow)
z kolumna Rezex Pb?* (300x7,8mm, 8um) (Phenomenex, Torrance, CA, USA) i detektorem
RID (Knauer, Berlin, Niemcy). Jako eluent stosowano wod¢ o nat¢zeniu przeptywu
0,6 ml/min. [11].

2.3.2. Oznaczanie gazow

Sktad biogazéw oznaczono za pomoca chromatografu gazowego (Perkin-Elmer
AutoSystem XL) z kolumna (6,5m x 1/8”) typu pakowana - wypelniona Porapakiem Q (100-
120 mesh (PPQ), cisnienie na wlocie 200 kPa) w temperaturze termostatu 60 °C.
W badaniach wykorzystano detektor cieplno-przewodnosciowy (TCD) o temperaturze
100 °C. Jako gaz nosny stosowano azot z ptaszcza zbiornika z cieklym azotem o wysokiej
czystosci (przeptyw azotu 30 ml/min.). Objetos¢ dozowanej probki gazowej wynosita 0,2 ml;
czas rozdzielania 15 minut; wykorzystano oprogramowanie Turbochrom.

3. OMOWIENIE WYNIKOW

W Tabeli 1. przedstawiono poczatkowe wartosci stezen cukrow redukujacych (TRS —
ang. Total Reducing Sugars). Stgzenie TRS oznaczono po przeprowadzeniu dwoch etapow
konwersji odpadow lignocelulozowych (hydroliza zasadowa oraz enzymatyczna) [5]. TRS
w brzeczkach fermentacyjnych ustalono na poziomie 5,5 g/L.

Tabela 1. Zmiana wartosci TRS podczas fermentacji ciemnej dla glukozy oraz rzeczywistych
hydrolizatow materiatow lignocelulozowych.

, Stezenie TRS [g/L]
Zrodto wegla Czas [h]
Dwucukry Heksozy Pentozy
0 0,00 5,50 0,00
Glukoza
72 0,00 0,00 0,00
Kolby kukurydzy 0 012 4,91 047
hydrolizat 72 0,02 0,00 0,08
Stoma pszeniczna 0 0,16 4,69 0,65
hydrolizat 72 0,04 0,00 0,00
Trawa polna 0 0,07 4,58 0,85
hydrolizat 72 0,00 0,00 0,00

Proces fermentacji ciemnej przeprowadzano jako proces modelowy (calkowite
stezenie cukrow redukujacych TRS - 55 ¢/L czystej glukozy) oraz procesy rzeczywiste
(catkowite stezenie cukrow redukujacych TRS - =zalezne od rodzaju odpadu
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lignocelulozowego (Tabela 1.)). W trakcie trwania fermentacji ciemnej objeto$¢ powstajacego
biowodoru kontrolowano oraz oznaczano za pomoca GC (Tabela 2.).

Tabela 2. Zmiany objgtosci biowodoru wytwarzanego w fermentacji ciemnej dla glukozy oraz réznych
materialdow odpadowych.

Objetos¢ biowodoru [ml]
Czas [h]
Glukoza Kolby kukurydzy Stoma pszeniczna Trawa polna
0 0,0 0,0 0,0 0,0
72 256,2 159,0 190,5 66,6

Otrzymane wydajnosci biowodoru porownano z wynikami literaturowymi, gdzie procesy
fermentacji ciemnej przeprowadzano jako procesy modelowe [7,8] o catkowitym stezeniu
cukrow redukujacych wynoszacych 10 g/L. Jako inoculum wykorzystywano hodowlg bakterii
w postaci osadu nadmiernego (Scieki z Darvill - Pietermaritzburg, Potudniowa Afryka).
Inoculum tego typu to szlam bogaty w proste weglowodany, disacharydy i peptydy.
Wytworzenie biowodoru jako gtownego skladnika gazu w fermentacji ciemnej
z wykorzystaniem osadow $ciekowych wymaga obrobki wstepnej tego typu inoculum.
Obrobka wstepna osadu nadmiernego eliminuje mikroorganizmy wykorzystujace wodor
W procesach metabolicznych (szczegdlnie metanogeny). Tabela 3. przedstawia metody
obrobki wstepnej osadu nadmiernego [7,8].

Tabela 3. Warunki obrobki wstepnej osadu nadmiernego opisane w projektach RSM (metody
powierzchni odpowiedzi - ang. Response Surface Methodology).

Nr. Optymalizacja Skrot | Parametr 1 | Parametr 2 Parametr 3 Pub.
1 Central Composite PHA pH Autoklaw
Designer (CCD) Czas \ - [8]
2 Box-Behnken PHS pH Szok temperaturowy
Czas | Roznica temp.
3 Box-Behnken PHMW pH Fale mikrofalowe [7]
Czas | Intensywnos¢

W pracach [7,8] procesy fermentacji ciemnej prowadzano w temperaturze 35 °C
w tazni wodnej z wytrzasaniem 150 obr./min. Eksperyment prowadzono przez 72 godziny
z pH = 6,5. Obrobke wstepna inoculum wykorzystano optymalizujac parametry:
- pH i czas autoklawowania (PHA),
- pH i szok temperaturowy (czas, réznica temperaturowa) (PHS),
- pH i fale mikrofalowe (czas trwania, intensywnos¢ mikrofali) (PHMW).

W Tabeli 4. przedstawiono wydajnosci otrzymanego biowodoru podczas fermentacji
ciemnej z wykorzystaniem czystych kultur bakterii (badania wtasne) oraz z zastosowaniem
osadu nadmiernego [7,8]. Zamieszczono rowniez dokladne parametry obrobki wstepnej
odpadow lignocelulozowych oraz inoculum.
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Tabela 4. Porownanie wydajnosci biowodoru.

Obrobka wstegpna gg\(,l\,%ggrsj
Material Rodzaj
Lp. (Zrédto kultury Pub.
wegla) . bakterii [mol Hy/
Materiatu Inoculum mol TRS] [%]
1 Glukoza - 1,81 67,0
Hydroliza
Kaczany zasadowa: )
2 | kukurydzy | 6% NAOH, | Propagacja L1z 1 4Ls
6h, 65°C czystych Enterobacter
Hydroliza kultur aerogenes Badania
3 Sioma enzymatyczna: bakterii, ATCC 1,34 496 wlasne
pszeniczna (95% sterylizacja 13029
Viscozyme L, pozywek
Trawa 5% B-
4 p0|na Glukozydaza) 0,46 17,0
24h, 37 °C
pH = 8,93
5 Glukoza Autoklaw 0,98 36,3
15 min
pH = 8,36 (8]
6 Glukoza Szok temp. 0,65 24,1
i 89°C, 68 min nac?n??grn
pH = 11,0 y
Fale
7 Glukoza mikrofalowe 1,45 53,7 [7]
2 min.,
860W

Teoretyczna wydajno$¢ biowodoru mozna obliczy¢ z réownania 1 (ciemna fermentacja
glukozy).

CeH1206 + 2H,0 > 4H, + 2C0O, + 2CH3;COOH (1)

W warunkach stechiometrycznych na jeden mol glukozy przypadaja 4 mole wodoru.
W praktyce, w procesie fermentacji ciemnej powstaje ok. 1-2,7 mola wodoru. Jest to
spowodowane jednoczesnym powstawaniem kwasu mastowego, ktory obniza produktywnos¢
biowodoru [12,13]. Procentowe wartosci wydajnosci fermentacji ciemnej uwzgledniono
w Tabeli 4.

4. WNIOSKI

Badania wykazaty, ze odpady lignocelulozowe typu stoma pszeniczna, kaczany
kukurydzy czy trawa polna, sa materiatami przydatnymi do wytwarzania biopaliwa drugiej
generacji (biowodoru). Uzyskano wyniki wydajnosci biowodoru zblizone do wynikow
przeprowadzanych w procesach modelowych. W przypadku wykorzystania odpadow
pochodzacych ze stomy pszenicznej otrzymano wydajnosci na poziomie 1,34 mol Hy/mol
TRS, nizsze wartosci otrzymano dla odpadow z kaczanow kukurydzy (1,12 mol Hy/mol
TRS), natomiast znacznie mniejsze wykorzystujac trawe polna (0,46 mol Ho/mol TRS).
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Wydajno$¢ biowodoru otrzymanego z przeprowadzonego procesu fermentacji ciemnej
z wykorzystaniem czystych kultur bakterii (1,81 mol H, / mol glukozy) jest wyraznie wyzsza
niz z zastosowaniem osadu nadmiernego poddanego obrobce wstepnej. Uwzgledniajac koszty
oraz energi¢ zuzyta podczas wytworzenia biowodoru, najkorzystniejsza metoda okazuje si¢
obrobka inoculum =z wykorzystaniem mikrofal (PHMW - 1,45 mol Hy/mol glukozy)
W poréwnaniu z tradycyjnym ogrzewaniem.

Badania sfinansowano w ramach grantu , Badania hydrolizy biomasy lignocelulozowej oraz

warunkow konwersji produktow do biogazow” finansowanego prze Narodowe Centrum Nauki na
podstawie umowy nr UMO-2014/13/ST8/04258.
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