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Analiza sktadu fazy gazowej wytwarzanej podczas fermentacji ciemnej

Streszczenie: Fermentacja ciemna umoZliwia otrzymywanie bio-wodoru z substratéow pochodzenia biologicznego, np. z
biomasy ligno-celulozowej. Kontrola i wtasciwe sterowanie przebiegiem procesu fermentacji ciemnej wymaga biezgcego
monitoringu sktadu powstajgcej fazy gazowej. W niniejszej pracy przedstawiono metodyke analizy sktadu fazy gazowej z
wykorzystaniem techniki GC-TCD-FID. Zaproponowana metodyka umozliwia oznaczenie nastepujgcych gazéw w
analizowanej mieszaninie: Hz, O2, CH4 i CO2. W pracy zwiezle oméwiono metode fermentacyjnego otrzymywania
biopaliw gazowych z surowcoéw ligno-celulozowych. Przedstawiono przyktadowe wyniki analizy chromatograficznej
probek gazowych, pobieranych w trakcie fermentacji ciemnej z hydrolizatu ze zmielonej i wysuszonej wierzby
energetycznej po wczesniejszej obrébce alkalicznej i hydrolizie enzymatycznej.

Stowa kluczowe: hydrolizaty, biomasa ligno-celulozowa, fermentacja ciemna, bio-wodér, produkty gazowe,
GC-TCD-FID, analityka procesowa

Analysis of the composition of gas phase formed during dark fermentation

Abstract: Dark fermentation allows the production of biohydrogen from substrates of biological origin, e.g. from
lignocellulosic biomass. The proper control of the course of the dark fermentation process requires the need of
monitoring of the composition of the generated gas phase. This paper presents the methodology of gas phase
composition analysis using the GC-TCD-FID technique. The proposed methodology makes it possible to determine the
following gases in the analyzed mixture: H2, 02, CH4 and CO2. The work discusses briefly the method of fermentative
production of gaseous biofuels from lignocellulosic raw materials. Exemplary results of the GC-FID-TCD analysis carried
out on gas samples collected during dark fermentation from milled and dried energetic willow, previously alkaline pre-
treated and enzymatically hydrolysed, are presented.

Key words: hydrolysates, lignocellulosic biomass, dark fermentation, biohydrogen, gaseous products, GC-TCD-FID,
process analytics

1. Wstep
(Introduction)

Biopaliwa drugiej generacji wytwarzane sg z surowcow niekonsumpcyjnych m.in. odpadéw ligno-
celulozowych. Korzysci ptyngce z bio-konwersji ligno-celulozy odpadowej to nie tylko pozyskiwanie energii,
ale rowniez zmniejszenie ilosci skladowanych odpadéw organicznych. W przysziosci wazne znaczenie bedg
tez mialy procesy bio-rafinacji, sprzezone z otrzymywaniem biopaliw. Jedng z mozliwosci przetwarzania
biomasy w celu otrzymania z niej biopaliw jest ciemna fermentacja beztlenowa. Mikroorganizmy biorgce
udziat w fermentacji metabolizujg tatwiej proste czgsteczki. Czasteczki te mozna otrzymaé prowadzac, przed
etapem fermentacji, degradacje zlozonych zwigzkéw biopolimerowych, bedgcych gtownym skfadnikiem
biomasy ligno-celulozowej [1]. W tym celu stosuje sie rézne metody wstepnej obrébki surowca ligno-
celulozowego, takie jak, rozdrabnianie, oddziatywanie promieniami mikrofalowymi czy obrébke chemiczng
lub fizykochemiczng. Przeprowadzenie wstepnej obrdbki surowca tworzy warunki utatwiajgce uwalnianie
cukréw prostych podczas kolejnego etapu przetwarzania biomasy, tj. podczas hydrolizy enzymatycznej albo
kwasne;.

Technologie fermentacyjne to procesy wieloetapowe, w ktérych witasciwa fermentacja poprzedzona
jest, jak wspomniano, m.in. hydrolizg enzymatyczng, majaca na celu degradacje organicznej struktury
zwigzkéw polimerowych do prostych czgsteczek (monosacharydéw, lotnych kwasow ttuszczowych,
hydroksykwasow, aminokwaséw), ktére sg metabolizowane przez mikroorganizmy biorgce udziat w
fermentaciji.
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Hydroliza enzymatyczna [2] ma kluczowy wptyw na przebieg fermentac;ji i jej koncowag wydajnosé. Jest
tez najdrozszym etapem i limituje koszt catej technologii. Etap obrébki wstepnej surowca istotnie wptywa na
szybkos¢ hydrolizy enzymatycznej, obnizenie toksycznosci produktow posrednich, a takze na stezenie
produktéw koncowych [3]. Wiasciwie przeprowadzona obrébka wstepna powinna zatem skutkowaé
wzrostem wydajnosci catego procesu przy jednoczesnym obnizeniu jego kosztow. Wydajnos$¢ procesu jest
przy tym tozsama z zawartoscig bio-wodoru w gazie pofermentacyjnym, ale takze z obecnoscig cennych
biokomponentéw w brzeczkach pofermentacyjnych.

Wiele prac badawczych w zakresie fermentacji ciemnej opisuje wptyw takich czynnikéw jak rodzaj
uzytych mikroorganizméw [4, 5], czas hodowli, sktad i sposdb preparowania substratu czy sposob
utrzymania warunkéw beztlenowych [5, 6]. Niewiele jest prac omawiajgcych wptyw réznych czynnikéw na
przebieg fermentacji wodorowej dla substratow innych niz glukoza. W przypadku biomasy ligno-celulozowej
badania dotyczg przede wszystkim mozliwosci jej fermentacji ciemnej do wodoru bez wstepnej obrébki [4, 7,
8], otrzymywania wodoru z biomasy po hydrolizie kwasowej [9—-11], produkcji wodoru z wytlokéw z trzciny
cukrowej wczesniej poddanej podgrzaniu do 100°C i zhydrolizowanej enzymatycznie [12], fermentaciji
ciemnej do wodoru stomy pszennej poddanej wstepnej obrébce w warunkach hydrotermalnych [13]. W
niniejszej pracy fermentacji ciemnej poddawano rzeczywiste hydrolizaty otrzymane z wierzby energetyczne;j.

Podczas fermentacji ciemnej prowadzonej przez szczepy Enterobacter aerogenes, mogg powstac
produkty gazowe, wynikajgce z metabolizmu bakterii. Reakcja biotransformacji glukozy jest pierwszym
krokiem wszystkich szlakéw metabolicznych zachodzacych wewngtrzkomoérkowo. Metabolizm glukozy do
pirogronianu zachodzi zgodnie z reakcja (1) [14]:

CoH,,0, +2NAD * — 2CH ,COCOO ™ + 4H * + 2NADH (1)

Podczas reakcji (1) powstaje NADH (Dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy), ktory w efekcie dalszego
metabolizmu staje sie zrédtem wodoru, wg reakgciji (2):

NADH + H" —-NAD" +H, )

Beztlenowe i fakultatywnie beztlenowe bakterie wykorzystujg oksydoreduktaze ferredoksynowg Fdox
do produkcji acetylokoenzymu A (reakcja (3)), ktdra moze by¢ dalej metabolizowana do kwaséw octowego
lub mastowego [15]:

pirogronian + CoA+ Fd,, <> acetyloCoA+CO, + Fd, (3)

Maksymalna wydajnos¢ wodoru zalezy od mikrobiologicznego uktadu enzymatycznego [16-19] i moze
wynosi¢ 4 lub 2 mol Hz / mol glukozy.

Enterobacter aerogenes i Escherichia coli w warunkach beztlenowych uzywajg liazy pirogronianowo-
mréwczanowej do generowania acetyloCoA, jak podano w reakgji (4) [20, 21]:

pirogronian + CoA <> acetylCoA + mréwczan @)

W zaleznosci od szlakéw metabolicznych jakie mogg zachodzi¢ w komérkach bakteryjnych, do
brzeczek pofermentacyjnych moze przechodzi¢ szereg substancji chemicznych, bedacych ubocznymi
produktami metabolizmu. Substancje te podano w Tabeli 1. Zdolno$¢ wytwarzania wymienionych substanc;ji
wptywa dwojako na ocene postepow i wydajnosci fermentaciji. Z jednej strony substancje te mogag by¢
izolowane i stanowi¢ wartos¢ dodang, z drugiej strony obnizajg wydajnos¢ wodoru i wptywajg na przebieg
procesu.

Tabela 1. Produkty uboczne fermentacji ciemnej.
Table 1. By—products formed during dark fermentation.

Sktadnik brzeczek Odnosnik Mikroorganizmy
(Broth component) | (Reference) (Microorganisms)
Lotne kwasy [22,23] Enterobacter, Rhodobacter
ttuszczowe
kwas octowy [22,23] Enterobacter, Rhodobacter
. Enterobacter
kwas propionowy [22,23] Rhodobacter
Enterobacter
kwas mastowy [22,23] Rhodobacter
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kwas maleinowy [23] Rhodobacter
kwas bursztynowy [23] Rhodobacter
kwas mlekowy [23, 24] [25] Rhodobacter, Lactobacillus
d-mannitol [23] Rhodobacter
1,3-propanodiol [22,26] Clostridium
etanol [27] Escherichia coli, Klebsiella, Ervyinia, Lactobacillus, Bacillus,
Clostridia
Mucor piriformis, Citromyces pfefferianus, Paecilomyces
kwas cytrynowy [28] divaricatum, Trichoderma viride

Do analizy sktadu fazy gazowej powszechnie wykorzystywana jest technika chromatografii gazowej, a
najczesciej stosowanymi detektorami sg: cieplno-przewodnosciowy tzn. termokonduktometryczny (TCD),
uniwersalny, o niezbyt wysokiej czutosci oraz o wysokiej czutosci, w odniesieniu do zwigzkéw organicznych,
a szczegolnie weglowodoréw — ptomieniowo-jonizacyjny (FID) [29]. W niniejszej pracy wykorzystano obydwa
wymienione detektory, majgc na uwadze mozliwo$¢ oznaczania nastepujgcych sktadnikéw fazy gazowej: Hz,
02, CO2, CH4. Wybdr wskazanych skfadnikow podyktowany jest mozliwymi do wystgpienia produktami
gazowymi podczas fermentacji ciemnej z badanym szczepem bakterii (E. aerogenes ATCC 35029). Nalezy
przy tym podkresli¢, ze oznaczanie CH4 wynika z potrzeby zapewnienia kontroli wlasciwego przygotowania
wsadu i przebiegu procesu fermentacji. Jezeli bowiem do prowadzenia fermentacji ciemnej nie uzywa sie
czystych kultur E. aerogenes, a np. osad czynny, nalezy sprawdzi¢ czy procedura usuwania metanogenéw,
opisana przez Faloye [30] okazata sie skuteczna, tj. czy w procesie fermentacji nie powstaje CH4. Celem
pracy jest ocena przydatnosci zastosowania techniki chromatografii gazowej z detektorami TCD i FID do
analizy sktadu fazy gazowej powstajgcej podczas fermentacji ciemnej prowadzonej na przetworzonej
wierzbie energetycznej.

Nalezy zaznaczy¢, ze w celu rozdzielania (i rozréznienia) CO:z i Oz, konieczne jest zastosowanie albo
odpowiednio dtugiej kolumny wypetnionej sorbentem Porapak Q, albo krétkiej kolumny wypetnionej
granulowanym zeolitem, np. typu 5A lub 3A. Wadg takiego rozwigzania jest koniecznosé¢ stosowania
programowania temperatury kolumny w celu skrdcenia czasu retencji COz2, a takze konieczno$¢ okresowego
aktywowania sorbentéw typu zeolit ze wzgledu na dezaktywacje powodowang przez pare wodna, ktérg gazy
fermentacyjne sg zawsze nasycone. Inng wadg takiego rozwigzania jest systematycznie obnizanie sie
wartosci czasu retencji, szczegdlnie CO2, w miare dezaktywacji kolumny, powodowanej adsorpcjg pary
wodnej na powierzchni sorpcyjnej aktywowanych zeolitéw.

W konsekwencji powyzszego, w celu oznaczania sktadu gazéw fermentacyjnych, optymalnym
rozwigzaniem wydaje sie zastosowanie w opisywanych tu badaniach nastepujgcych warunkéw: diugiej
kolumny GC, wypetnionej wzglednie drobnoporowatym polimerowym sorbentem typu Porapak Q,
izotermicznych warunkéw elucji w celu eliminacji dryfu detektora TCD, taniego azotu jako fazy ruchome;j.

2. Czesc¢ eksperymentalna
(Experimental part)

2.1. Materiaty
(Materials)
W pracy wykorzystano nastepujgce materiaty:
o ditlenek wegla (butla),

o tlen (butla),

e metan jako gaz ziemny z sieci miejskiej w Gdarsku,

e wododr (5,5N, z generatora wodoru)

e NaOH cz.d.a. (POCH S.A),

e H2SO0s4cz.d.a. (Fluka),

e HClcz.d.a. (POCH S.A),

e viscozyme L z Aspergillus sp. Novozyme Corp. (Sigma Aldrich),

e glukozydaza = 750 U/g z Aspergillus sp. Novozyme Corp. (Sigma Aldrich),

e bufor fosforanowy 0,1 mol/dm?, pH 5,7 (13,9 g NaH2PO4 + 35,85 g Na2HPO4 x 12H20, 500 ml
wody),

e bufor Mcllvaine’a, pH 4,5 (44,1 ml 0,02 mol/dm® Na:HPO4 + 55,9 ml 0,01 mol/dm?® kwas
octowy, 1000 ml wody),

e szczep bakterii E. aerogenes ATCC 35029,

e woda dejonizowana (kondensat z turbiny z Grupy LOTOS S.A.), filtrowana przez filtr 0,45 pm,

e gazy techniczne: azot (99,98%, Linde Gas)

e surowiec pochodzenia lignocelulozowego: wierzba energetyczna (Salix viminalis L. z okolic

Wejherowa, Polska), susz zmielony o granulacji 0,75 mm.
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2.2. Aparatura i wyposazenie
(Instruments and equipment)

Ogrodowy rozdrabniacz do gatezi Meec Tools Garden Shredder 425,

miynek ultraodsrodkowy RETSCH Ultra Centrifugal Mill ZM200,

wytrzgsarka termostatowana model GSL 1083,

wirdwka Biofuge 28RS,

suszarka laboratoryjna WAMED,

generator wodoru (Packard 9400 Hydrogen Generator),

chromatograf gazowy AutoSystem XL z detektorami TCD i FID i z oprogramowaniem
TurboChrom (Perkin Elmer),

kolumna Porapak Q 100-120 mesh (6,5m x 1/8”),

e bioreaktor wtasnej konstrukcji o pojemnosci 1dm? z pomiarem pH, stezenia tlenu, uktadami
ogrzewania i regulacji temperatury oraz pomiaru i rejestracji objetosci wytwarzanego gazu,
wyposazony w krééce do pobierania prébek ciektych i gazowych,

pH metr PH-100ATC Voltcratf,

tlenomierz z czujnikiem tlenu (VWR pHenomenal OX 4100H),

ukfad ogrzewania i regulacji temperatury z mieszadtem magnetycznym (Yellow MAG HS 7),
uktad do pomiaru i rejestracji objetosci wytwarzanego gazu (Universal Gas Flowmeter
ADM2000, Agilent Technologies),

e strzykawka gazoszczelna, Hamilton,

o eksykator,

e szkio laboratoryjne.

2.3. Metodyka badan
(Methods)

Biomase lignocelulozowg rozdrobniono wstepnie za pomocg ogrodowego rozdrabniacza do gatezi, a
nastepnie zmielono w mtynku ultradzwiekowym do otrzymania ziaren o sredniej wielkosci 0,75 mm.

Hydrolize alkaliczng prowadzono w termostatowanej wytrzgsarce, w szczelnie zamknietej kolbie o
objetosci 250 ml. Do kolby wprowadzano 3 g rozdrobnionej biomasy (Srednia wielko$¢ ziaren 0,75 mm) i
dodawano 60 ml roztworu zasady sodowej (6% NaOH). Kolbe umieszczano w termostatowanej wytrzgsarce,
pracujgcej w 65°C przez czas 4 godzin. Po zakonczeniu hydrolizy alkalicznej, mieszanine reakcyjng
zobojetniano roztworem HCI, a nastepnie odwirowywano i filtrowano w celu oddzielenia osadu.

Osad powstaty po hydrolizie chemicznej trzykrotnie przemywano wodg oraz dwukrotnie acetonem.
Osad suszono przez 24 h w temperaturze 105°C i umieszczano w eksykatorze. Tak przygotowany osad po
hydrolizie chemicznej, poddawano nastepnie hydrolizie enzymatycznej. 0,2 g hydrolizatu po hydrolizie
chemicznej umieszczano w kolbie o objeto$ci 100 ml i dodawano 10 ml zawiesiny enzyméw celulolitycznych
immobilizowanych na ziemi okrzemkowej. Kolbe umieszczano w tazni termostatowanej w temperaturze 42°C
na okres 24 godzin. Nastepnie mieszanine reakcyjng odwirowywano i filtrowano, oddzielajgc pozostaty osad.

Objetos¢ otrzymanego hydrolizatu poddawano nastepnie fermentacji ciemnej. Proces prowadzono z
wykorzystaniem wstepnie odtlenionej pozywki przez okres 70 godzin, w bioreaktorze wiasnej konstrukcji. W
trakcie pomiaréw rejestrowano objetos¢é powstajgcego gazu oraz pobierano prébki fazy gazowej. Prébki fazy
gazowej pobierano z przewodu odprowadzajgcego gaz z bioreaktora, wyposazonego w kréciec do
pobierania probek, zaopatrzony w membrane. Prébki pobierano za pomocg strzykawki gazoszczelnej,
uprzednio wygrzewanej przez okres przynajmniej 15 minut w temperaturze 60°C.

Sporzadzono mieszanine wzorcowg gazow, ktérg oznaczano podczas fermentacji ciemnej. Za
pomoca detektora TCD oznaczano Hz, Oz i CO2, natomiast za pomocg detektora FID — CHa4. Wartosci
czasow retencji wymienionych gazéw podano w Tabeli 2.

Tabela 2. Wartosci czasu retencji poszczegodlnych sktadnikéw mieszaniny gazowej.
Table 2. Values of Retention time gas mixture components.

Gaz (Gas) Czas retencji (Retention time) [min]
Ha 3,9
O2 4,5
CH4 54
CO2 7,8
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2.4. Warunki analizy chromatograficznej
(Chromatographic conditions)

W Tabeli 3 przedstawiono wykorzystywang kolumne oraz warunki analizy chromatograficznej.

Tabela 3. Warunki analizy chromatograficzne;.
Table 3. Chromatographic conditions.

Parametr FID | TCD
Kolumna Porapak Q 100-120 mesh (6,5 m x 1/8”)
Gaz nosny Azot
Cisnienie gazu 200 kPa
no$nego
Podziat strumlema 15:1
gazu (split)
Temperatura
dozownika 100°C
Temperatura kolumny 60°C
Czas analizy 15 min
Warunki detekcji Temperatura lOOOC’. przeptyw Hz 30. Temperatura 200°C
ml/min, przeptyw powietrza 300 ml/min
Objetos¢ dozowanej
probki 0.2 ml

3. Wyniki i dyskusja
(Results and discussion)

Przyktad chromatogramu dla mieszaniny wzorcowej, zarejestrowany w trakcie analizy GC-TCD-FID,
przedstawiono na rysunku 1.

FID
300 4
2 CH
w 250 4 4
o
S 200
X< =
2 £ 180 +
9]
o 100
2
S a0 4
>
2 1]
T T T T T T T T T T T T T
] 1 2 3 4 ] = 7 g 9 10 1" 12 13
Channel A - Tirme (min.)
H2 TCD
B00
500
E 400
300 02
CH
4 co,
200 + o
T T T T T T T T T T T T T

7
Channel B - Time (min.)

Rys. 1. Przyktad chromatogramu dla wzorcowej mieszaniny gazéw. Warunki rozdzielania i analizy podano w Tabeli 3.

Fig. 1. Exemplary chromatogram of model gas mixture. Chromatographic conditions as given in Table 3.

W celu przeprowadzenia kalibracji, sporzgdzono mieszaniny gazowe o sktadzie podanym w Tabeli 4.
Azot jako gaz nosny nie byt oznaczany. Mieszaniny dozowano do chromatografu w objetosciach od 0,05 ml
do 0,25 ml, otrzymujgc w ten sposéb krzywa kalibracyjng dla zakreséw objetosci gazéw wyszczegdlnionych
w Tabeli 5.
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Tabela 4. Sktady mieszanin gazowych do kalibraciji.
Table 4. Composition of gas mixtures for calibration.

Mieszanina Hz | 02 | CHa | CO; N2
(Mixture) % objetosciowy (volume %)

1 20 40 10 0 30

2 10 25 25 0 40

3 5 10 40 0 45

4 0 0 0 35 65

5 0 0 0 100 0

Wyniki kalibracji przeprowadzonej wg Tabeli 4 wskazujg, ze krzywe kalibracyjne dla poszczegdlnych
gazoéw mozna z dobrg doktadnoscig opisa¢ rownaniem linii prostej (wartosci wspétczynnika determinaciji R?
powyzej 0,99). Kalibracja umozliwita wyznaczenie wspétczynnikow nachylenia tej linii prostej w uktadzie
wspotrzednych, gdzie na osi odcietych przedstawiono objetosé gazu [ml], a na osi rzednych powierzchnie
otrzymanego piku [mV s] (powierzchnia piku = f(objeto$¢ gazu)). Warto$ci ww. wspotczynnikéw zebrano w
Tabeli 5.

Tabela 5. Wartosci wspotczynnikéw kierunkowych linii prostej w uktadzie powierzchnia piku = f(objeto$¢
gazu) — detektor TCD.
Table 5. Values of gradients of a straight line (peak area = f(gas volume)) — TCD detector.

Wspoétczynnik kierunkow
Gaz (Gas) i (Iir?e gradient) Y R?
H> 109094,0 0,998
O2 3575,5 0,998
CHg4 27855,0 0,995
CO2 4663,7 0,996

Jak przedstawiono na rysunku 2, odpowiedz detektora TCD w przypadku ditlenku wegla, dla
dozowanych objetosci CO2 powyzej 0,05 ml, jest ujemna tzn. wychylenie od linii podstawowej jest w
przeciwng strone niz dla innych gazéw. Niejasna jest przyczyna tworzenia sie swego rodzaju podwdjnych
pikdw w przypadku elucji bardzo matych objetosci CO2, a nastepnie ujemnych pikéw o nietypowym ksztaicie,
dla wiekszych objetosci CO: eluowanego azotem z kolumny Porapak Q oraz z wykorzystaniem stosowanego
tu detektora konduktometrycznego TCD. Podobnych efektéw nie obserwuje sie z zastosowaniem kolumny
Porapak Q, detektora TCD oraz helu lub wodoru jako gazu nosnego. Wéwczas w catym zakresie objetosci
eluowanego CO: piki chromatograficzne majg charakter zwyktych pikéw dodatnich o ksztatcie gaussowskim
[31]. Wyjasnienie opisanych anomalii wymaga dalszych badah, ktérych rezultaty bedg przedmiotem kolejne;j
publikacji. Ujemne piki otrzymywane dla duzych objetosci CO2 wynikajg z nizszego przewodnictwa cieplnego
ditlenku wegla niz azotu jako gazu nosnego (Acoz = 14700 W/(m*K), Anz = 24300 W/(m*K)) [32].

/ L 0,02 mL
N
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™
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Rys. 2. Wplyw dozowanej objetosci CO2 na odpowiedz detektora TCD.
Fig. 2. Influence of CO2 dosage volume on response of TCD detector.
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Rys. 3. Chromatogramy zarejestrowane podczas fermentacji ciemnej: a) po pierwszej godzinie of uruchomienia procesu;
b) po 50 godzinach fermentacji; ¢) po 70 godzinach fermentacji (detektor TCD).
Fig. 3. Chromatograms obtained during dark fermentation: a) after first hour of process; b) after 50 hours of fermentation,
c) after 70 hours of fermentation.

Na rysunku 3 przedstawiono chromatogramy uzyskane dla prébek pobieranych podczas fermentacii
ciemnej, prowadzonej z wykorzystaniem wierzby energetycznej, poddanej uprzednio obrébce alkalicznej i
hydrolizie enzymatycznej. Zatgczono chromatogramy uzyskane dla detektora TCD, poniewaz detektor FID
nie wykazat obecnosci CHs w badanych prébkach gazowych. Jak wida¢ na zatgczonych chromatogramach,
w poczatkowym etapie fermentacji ciemnej obserwuje sie bardzo niewielki pik pochodzacy od tlenu (Rys.
3a). W dalszym przebiegu fermentacji mozna zaobserwowaé wzrost stezenia wodoru oraz niewielki wzrost
stezenia CO:2 (produkty metabolizmu bakterii; Rys. 3b). W korcowej fazie procesu stezenie wodoru obniza
sie (Rys. 3c). W wyniku omawianej fermentacji ciemnej z przetworzonej wierzby energetycznej uzyskano w
sumie ok. 604,5 ml gazu po 70 h prowadzenia fermentacji, zawierajgcego w 50 godzinie fermentacji (550 ml
wytworzonego gazu) ok. 25,8 % obj. Hz, a po 70 godzinach od rozpoczecia fermentacji — ok. 9,7 % obj. Ha.
Oznaczone stezenia objetosciowe Oz i CO2 wynosity odpowiednio 2,13 i 0,00, 0,86 i 0,71 oraz 0,00 i 0,92,
dla probek pobranych w 1, 50 i 70 godzinie po rozpoczeciu fermentacji. Podane wartosci stezen okreslono
na podstawie krzywych kalibracyjnych opisanych w Tabeli 5.

4. Podsumowanie

W pracy zaproponowano prosta metodyke badania skfadu fazy gazowej powstajgcej w czasie
fermentacji ciemnej. Wykorzystano ukfad chromatograficzny CG-TCD-FID ze stosunkowo dtugg kolumng
pakowang (6,5 m), z fazg stacjonarng typu Porapak Q (100-120 mesh). Opracowana metodyka umozliwia w
petni skuteczne oznaczanie wodoru, tlenu i metanu. Oznaczanie szacunkowej zawartosci ditlenku wegla z
azotem jako gazem nosnym i sorbentem Porapak Q jest tez mozliwe. Jednak w zakresie niskich zawartosci
CO2 otrzymywane wyniki mogg budzi¢ watpliwosci, co wymaga dalszych badan. Sposréd wymienionych
gazéw, wodor i ditlenek wegla to typowe gazy otrzymywane podczas fermentacji ciemnej z wykorzystaniem
szczepow bakterii E. aerogenes. Monitoring tych gazéw w czasie trwania fermentacji jest konieczny dla
oceny prawidtowosci jej przebiegu oraz szacowania wydajnosci. Proponowana metodyka moze byé z
powodzeniem stosowana do oznaczania wodoru w fermentacyjnych procesach otrzymywania biowodoru z
wykorzystaniem réznych kultur bakterii.

Summary

The paper describes a methodology for analysis of gas-phase composition using a CG-TCD-FID
chromatographic system with a Porapak Q (100-120 mesh, 6,5 m in length) packed column. The proposed
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methodology allows fully effective determination of hydrogen, oxygen and methane. Determination of the
approximate content of carbon dioxide with nitrogen as the carrier gas and sorbent Porapak Q is also
possible. However, in terms of low CO, content, the results obtained may raise doubts, which requires
further investigations. Of the gases mentioned, hydrogen and carbon dioxide are typical gases obtained
during dark fermentation using E. aerogenes strains. Monitoring of these gases during the fermentation is
necessary to assess the correctness of the course and the efficiency of the fermentation. The proposed
methodology can be successfully applied for the determination of hydrogen in the fermentation processes of
obtaining biohydrogen using various bacterial cultures.
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