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WSTEP / OD AUTORA

Od kilku lat na terenie Unii Europejskiej ktadzie si¢ coraz wigkszy nacisk
na rozwijanie odnawialnych zrédet energii. Jednym ze sposobow produkcji ener-
gii odnawialnej jest przetwarzanie odpadow organicznych na biogaz w wyniku
fermentacji metanowej. Pomimo Ze proces ten znany jest juz o wielu lat, wcigz
nie zbadano szczegdtowo jego podstaw biochemicznych, a technologia budowy
1 sterowania instalacjami przeznaczonymi do prowadzenia fermentacji metano-
wej jest wciaz rozwijana. Zagadnienia zwigzane z rozwigzywaniem problemow
zwigzanych z procesem produkcji biogazu staty si¢ czesécig projektu kluczowego
POIG.01.01.02-00-016/08 ,,Modelowe kompleksy agroenergetyczne jako przyktad
kogeneracji rozproszonej opartej na lokalnych i odnawialnych zrédtach energii”.
Niniejsze opracowanie jest obszernym zbiorem informacji dotyczacych monito-
rowania przebiegu fermentacji, jak rowniez automatyzacji kontroli w uktadach
przeznaczonych do produkcji biogazu.



1. WPROWADZENIE

Biogaz powstaje w procesie beztlenowego rozktadu materii organiczne;j. Jest
to mieszanina gazow, w ktorej sktad wchodza gtownie metan (30-70%) i ditlenek
wegla (30-70%), a takze male ilo$ci siarkowodoru, pary wodnej, wodoru, azotu
1 amoniaku. Warto$¢ opatowa metanu to 39,7 MJ/m? (9470 kcal/m?), co oznacza,
ze biogaz o $redniej zawarto$ci metanu na poziomie 62% ma warto$¢ opatowa 22,1
MJ/m?. Dzigki temu mozliwe jest wykorzystanie biogazu do napedzania pojazdow
oraz produkcji energii elektrycznej i cieplnej. Z uwagi na zawarto$¢ pary wodnej
i siarkowodoru do wielu zastosowan niezbedne jest odsiarczanie i osuszanie biogazu.

Mikrobiologiczna produkcja biogazu jest zjawiskiem rozpowszechnionym
w przyrodzie. W warunkach naturalnych proces ten zachodzi miedzy innymi
w przewodach pokarmowych przezuwaczy i termitéw, na terenach podmoktych
i na dnie zbiornikéw wodnych, a takze podczas rozktadu nawozoéw pochodzenia
zwierzecego (gnojowica, obornik). Biogaz tworzony jest rtowniez w srodowiskach
powstatych na skutek dzialalnosci czlowieka takich jak: sktadowiska odpadow,
oczyszczalnie $ciekow, pola ryzowe oraz hodowle zwierzat.

W procesie tworzenia biogazu cze$¢ energii zmagazynowanej w substratach
jest wykorzystywana przez mikroorganizmy do wzrostu, jednakze koncowy pro-
dukt przemiany materii (metan) w dalszym ciagu jest no$nikiem znacznej ilo$ci
energii. Metan moze by¢ wykorzystany jako paliwo w istniejacych jednostkach
napedowych. Dlatego tez proces metanogenezy stanowi interesujaca droge pro-
dukcji odnawialnej energii.

Obecnie fermentacja metanowa jest definiowana jako zespot beztlenowych
procesow biochemicznych, w ktorych wielkoczasteczkowe substancje organiczne
sa rozktadane do nizszych kwasoéw organicznych i alkoholi, a nastepnie do metanu,
ditlenku wegla i wody. Taka definicja jest zgodna z biotechnologicznym znacze-
niem terminu fermentacji rozumianej jako proces biologicznej konwersji materii
organicznej zachodzacy w rektorze. W dalszej czesci tekstu wyrazenie fermentacja
metanowa bedzie rozumiane zgodnie z wyzej opisana definicja.

Warto jednak pamietac takze o innych mozliwych znaczeniach terminu
fermentacja. Z punktu widzenia biochemii fermentacjg nalezy nazwac jedynie
procesy przemian zwiazkdéw organicznych zwiazane z pozyskiwaniem energii,
w ktorych rownowazniki redukcyjne sa przekazywane na zwiazek organiczny
(Schlegel 2000). Tak rozumiana fermentacja stanowi jedynie cze$¢ procesOw pro-
wadzonych przez niektdre grupy mikroorganizmow bioracych udzial w beztleno-
wym rozktadzie zwigzkéw organicznych, prowadzacym w efekcie koncowym do
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produkcji metanu. Koncowy etap - proces metanogenezy - jest rozumiany jako
szlak metaboliczny archeonéw, prowadzacy bezposrednio do powstania metanu
w wyniku rozszczepienia czgsteczki kwasu octowego lub redukcji zwigzkow jed-
noweglowych (Schlegel 2000). Sama metanogeneza jest wigc z biochemicznego
punktu widzenia procesem oddychania beztlenowego, a nie fermentacja.
Poniewaz proces fermentacji metanowej stanowi zrodto odnawialnego pali-
wa, od ponad 140 lat prowadzone s badania majace na celu zgltebienie mechani-
zmow tego zjawiska. Poszczegdlne procesy rozktadu materii organicznej prowa-
dzone sg przez odrgbne grupy mikroorganizméw, dlatego tez dla prawidlowego
przebiegu procesu fermentacji konieczna jest symbioza wielu drobnoustrojow.
Procesy hydrolizy i fermentacji materii organicznej prowadzone sg przez réznego
rodzaju bakterie, natomiast za powstawanie metanu odpowiedzialne sg archeony.
Archeony sg do$¢ rozpowszechnione w przyrodzie; mozna je spotka¢ mig-
dzy innymi: w osadach naturalnych wod, rzek, jezior, moérz i oceanow (Munson,
Nedwell et al. 1997), w wodach gejzerow, w szczelinach wulkanow (Kelly and De-
ming 1988), w instalacjach fermentujacych osadach sciekowych (Saiki, Iwabuchi
etal. 2002), w tresci przewodow pokarmowych zwierzat (Miller and Wolin 2001).
W instalacjach fermentacyjnych jako substrat wykorzystuje si¢ réznego
rodzaju substancje organiczne takie jak: odpady przemyshu spozywczego i pro-
dukcji rolnej, odchody zwierzece, osady $ciekowe oraz rosliny energetyczne (np.
kukurydza).
Z uwagi na zréznicowane wymagania zyciowe bakterii bioragcych udziat
w procesie fermentacji, optymalne warunki do jej przebiegu mieszczg si¢ w wa-
skim zakresie. Odczyn srodowiska powinien wynosic¢ od 6,5 do 8 (Hawkes, Hussy
et al. 2007; Arudchelvam, Perinpanayagam et al. 2010). W zaleznosci od skta-
du mikroflory bateryjnej prowadzacej proces fermentacji, mozna wyroznic kilka
optymalnych zakreséw temperaturowych: 8-20 °C (warunki psychrofilne), 20-40
°C (warunki mezofilne), 55-65 °C (warunki termofilne) (Perera, Ketheesan et al.
2012). Fermentacja w warunkach termofilnych charakteryzuje si¢ wigksza szybko-
$cig procesu, jednakze jest bardziej podatna na dziatanie czynnikow szkodliwych.
Pomimo tego, ze czesto etapem limitujagcym proces fermentacji metanowej jest
hydroliza i dezintegracja substratu, warunki w uktadach z jedna komora fermenta-
cyjng muszg by¢ dostosowywane do etapu metanogenezy. Przyspieszenie procesu
probuje si¢ uzyskac r6znymi sposobami. Przykladowo mozna doda¢ odpowiednie
szczepionki (Gannoun, Khelifi et al. 2008), prowadzi¢ proces kaskadowo w dwoch
zbiornikach lub polaczy¢ oba dziatania. Etap hydrolizy mozna przyspieszy¢ przez
wprowadzenie mikroorganizméw naturalnie wytwarzajacych hydrolazy (Krasow-
ska and fukaszewicz 2007) lub dodanie enzymoéw produkowanych w systemach
nadekspresyjnych (Carrcre, Dumas et al. 2010). Rozdzielenie procesu na dwa
zbiorniki pozwala rowniez na uzyskanie wodoru, co podnosi zysk energetyczny
catego procesu fermentacji (Venetsaneas, Antonopoulou et al. 2009).



2. MODELE MATEMATYCZNE
W OPISIE PROCESU FERMENTACJI
METANOWEJ

Podobnie jak inne zjawiska przyrodnicze, proces fermentacji metanowe;j
mozliwy jest do opisania jezykiem matematyki. Stworzenie dobrego modelu ma-
tematycznego opisujacego fermentacje metanowg pociaggnie za soba nastgpujace
skutki:

e wzrost zastosowania modelu w opisie procesow prowadzonych w skali prze-
mystowej;

e ustanowienie wspodlnej podstawy dla dalszego rozwoju modelu, badan wali-
dacyjnych oraz zapewnienia zgodnosci wynikow;

e rozwoj prac nad optymalizacja procesOw sterowania i kontroli przeznaczo-
nych dla przemystu;

e usprawnienie projektowania instalacji fermentacyjnych dzieki mozliwosci
komputerowego symulowania procesu fermentacji;

e wspieranie transferu technologii od badan do przemystu.

Ponizszy rozdzial przyblizy czytelnikowi problematyke zwigzang z proce-
sem modelowania procesu fermentacji metanowe;.

2.1. TEORETYCZNY UZYSK BIOGAZU

Teoretyczng ilo$¢ biogazu, mozliwa do uzyskania z substratu, oblicza si¢ na
podstawie sktadu pierwiastkowego. Poniewaz biogaz sktada si¢ gtdéwnie z metanu
i ditlenku wegla, objetos¢ biogazu mozliwa do uzyskania w wyniku fermentacji
metanowej jest uzalezniona od zawartosci wegla w danym substracie. Proporcja
migdzy ditlenkiem wegla a metanem wynika ze stopnia zredukowania badanej
substancji. Teoretyczna objetos¢ i sktad biogazu mozna wyliczy¢ korzystajac ze
wzoru Buswella (Venetsaneas, Antonopoulou et al. 2009):

a b n a b n a b
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Wzor (2.1) pozwala wyliczy¢ stosunek ilosci ditlenku wegla do metanu dla
glownych grup substratow takich jak:
e weglowodany (polisacharydy lub monosacharydy) - 1 : 1,
e Dbiatka i aminokwasy - 7 : 3,
e tluszcze podobnie jak biatka czyli 1:1.

Powyzsze réwnanie nie daje jednak zadnych informacji dotyczacych wy-
dajnosci i kinetyki procesu fermentacji. Dane takie s3 wymagane w procesie pro-
jektowania instalacji, w ktorych ma by¢ prowadzona fermentacja. Aby otrzymac
takie informacje, nalezy postuzy¢ si¢ bardziej skomplikowanymi modelami ma-
tematycznymi.

Stworzenie dobrego modelu kinetycznego opisujacego fermentacje metano-
w3 jest zadaniem trudnym z uwagi na stopien skomplikowania proceséw stanowig-
cych sktadowe tego zjawiska oraz ztozono$¢ materii organiczne;j.

Problem mechanizméw beztlenowego rozktadu biomasy — zrédta meta-
nu — od dawna stanowit ogromne wyzwanie dla mikrobiologdéw, biochemikow,
chemikow czy biotechnologdéw. Wynika to z niezwykle skomplikowanego sktadu
surowca uzywanego do generowania tego gazu oraz ztozonej populacji mikro-
organizmoéw przeprowadzajacej rozne reakcje biochemiczne. W sktad surowca
wchodzg bowiem nie tylko jednorodne zwigzki chemiczne, lecz takze ich mie-
szaniny, od monocukrow przez polisacharydy, proste aminokwasy, polipeptydy,
biatka, po lipidy. Ponadto fermentacja metanowa to proces o zmiennej dynamice,
zaleznej od koncentracji produktow posrednich, co niezwykle komplikuje problem
ich opisu. Dodatkowym utrudnieniem jest cz¢sto niejednorodnos¢ warunkéw we
wnetrzu reaktora.

W zwigzku z wyzej opisanymi trudno$ciami stworzenie uniwersalnego i do-
ktadnego modelu matematycznego opisujacego proces fermentacji metanowej jest
bardzo trudne. Obecnie stosowane modele musza by¢ optymalizowane na potrzeby
danej instalacji fermentacyjnej, jak rowniez wykorzystywac szereg uproszczen
W opisie poszczegolnych proceséw czastkowych.

2.2. STRATEGIA POSTEPOWANIA W MODELOWA-
NIU PROCESU FERMENTACJI METANOWE.J.

Proces modelowania zjawiska fermentacji metanowej (jak rowniez innych
proceséw fermentacyjnych) mozna podzieli¢ na kila etapdw:
e wybdr i zaprogramowanie modelu symulujacego proces (fermentacyjny),
e wstepna kalibracja modelu, czesto oparta na danych literaturowych,
e zaprojektowanie i przeprowadzenie do§wiadczen majacych dostarczy¢ danych
dla modelu,
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e wybor i optymalizacja parametrow modelu majgca na celu dopasowanie wy-
nikow symulacji do danych eksperymentalnych,

e walidacja opracowanych danych na podstawie poréwnania z danymi z ko-
lejnych doswiadczen.

Doktadniejszy opis podejscia do modelowania komputerowego proces6w mozna
znalez¢ w opracowaniach takich jak: ,,System identification: theory for the user”
(Ljung 1987). Ponizej przedstawione zostanie jedynie uproszczony opis dla przed-
stawienia ogolnej koncepcji zagadnienia.

W pierwszym etapie nastepuje przetozenie modelu teoretycznego do wersji
cyfrowej, umozliwiajacej rozwigzanie uktadu réwnan rézniczkowych sktadajacych
si¢ na symulacje. Model mozna zaprogramowac w roznych jezykach programowa-
nia lub srodowiskach obliczeniowych w zalezno$ci od umiejetnosci informatycz-
nych eksperymentatora. Dogodna bazg dla rozwijania modeli opisujacych zjawisko
tworzenia biogazu jest ADM1, opisany w dalszych rozdziatach niniejszej pracy.
Dzigki opracowaniu tego modelu powstata ujednolicona wersja réwnan opisujacych
procesy biologiczne i fizykochemiczne zachodzace podczas fermentacji metano-
wej. Model ten opisuje jedynie podstawowe procesy, dlatego tez jego struktura jest
czgsto modyfikowana na potrzeby opisu konkretnych systemow fermentacyjnych.

Kolejnym etapem jest dobranie odpowiednich wspotczynnikdéw dla réwnan
kinetycznych modelu. Z uwagi na ilo$¢ mozliwych zmiennych, cz¢sto uzywa sie da-
nych literaturowych opisujacych warunki podobne do planowanego doswiadczenia.

Nastepnym krokiem jest zaprojektowanie i przeprowadzenie do§wiadczen,
na podstawie ktérych nastgpi optymalizacja wczesniej wybranych parametrow
modelu. Najprostszym podejéciem sg eksperymenty w trybie hodowli okresowe;.
Prostota aparatury oraz mata skala pozwalaja na wykonanie duzej ilosci powtdrzen,
cO W znaczacym stopniu oprawia wiarygodno$¢ wyniku. Nalezy jednak pamigtaé
o znaczacych ograniczeniach takiego podejécia (Lauwers, Appels et al. 2013):

e cksperymentator ma ograniczony wplyw na przebieg samego procesu fermen-
tacji, poniewaz kontrolowanym zmianom moga podlega¢ gtownie warunki
poczatkowe,

e jezeli jedynym prowadzonym pomiarem jest odczyt iloSci powstajacego
biogazu, to dynamika tego procesu begdzie odzwierciedla¢ jedynie szybkos§¢
najwolniejszego z procesOw posrednich,

e duzy wplyw na warto$¢ wyznaczonych wartosci parametréw kinetycznych ma
stosunek ilosci dostarczonego substratu do ilosci mikroorganizméw (niestety
parametr ten jest cz¢sto pomijany).

W czwartym etapie wykonywane jest dostosowanie wybranych parametrow
modelu tak, aby r6znica pomi¢dzy wynikami eksperymentalnymi a symulacjg byta
jak najmniejsza. W celu okreslenia, ktore parametry maja najwickszy wpltyw na
poprawnos$¢ modelu, wykonuje si¢ czesto analize czuto$ci. W postepowaniu tym
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okresla sie, jak duzy wptyw na zgodno$¢ z danymi eksperymentalnymi ma zmiana
danego parametru (Liwarska-Bizukojc and Biernacki 2010).

Po ustalenia najbardziej wrazliwych parametrow na podstawie analizy czu-
tosci, mozna przystapi¢ do ich optymalizacji. Do obliczenia odchylen migdzy se-
riami danych nalezy uzy¢ funkcji ,.kosztu”. Najczeséciej stosowang funkcja w tym
przypadku jest obliczanie kwadratow odchylenia. Jednym ze sposobow optyma-
lizacji jest prowadzenie modyfikacji wprowadzanych manualnie, jednakze jest
to proces bardzo pracochtonny. Inng mozliwoscig jest zastosowanie algorytmow
optymalizujacych, takich jak na przyktad oparty na metodzie simplexu (Biernacki,
Steinigeweg et al. 2013).

Ostatnim z etapow jest walidacja uzyskanych parametrow na przyktad przez
skonfrontowanie modelu z kolejnymi danymi eksperymentalnymi. Jezeli wynik
tego etapu jest niezadowalajacy nalezy powtorzy¢ postgpowanie przy modyfikacji
ktorego$ z wezesniejszych etapow (Ljung 1987).

Powyzszy opis stanowi jedynie jeden z mozliwych schematow postgpowa-
nia, a poszczegolne jego etapy mogg by¢ wykonywane na wiele réznych sposobow
w zaleznosci od preferencji eksperymentatora. Bardziej szczegotowy opis zagad-
nienia modelowania mozna znalez¢ w pracach przegladowych takich jak autorow
jak Donoso i Lauwers (Donoso-Bravo, Mailier et al. 2011; Lauwers, Appels et al.
2013).

Przyktadem implementacji modelu ADM1 w srodowisku Octave, jest model
wykonany w Zakladzie Biotransformacji Uniwersytetu Wroctawskiego i Zaktadzie
Chemii i Technologii Paliw Wydziatu Chemii Politechniki Wroctawskiej. Przygo-
towano dwie wersje wyzej opisanego modelu, stuzace do modelowania procesow
fermentacji okresowej (odwzorowanie testow specyficznej aktywnosci metanogen-
nej), jak rowniez fermentacji ciaglej prowadzonej w bioreaktorach. Zastosowane
wspotczynniki stechiometryczne oraz state kinetyczne zamieszczono w tabelach
od 2 do 12. Dane te sg orientacyjne i na potrzeby konkretnych zastosowan nalezy
przeprowadzi¢ ich optymalizacj¢. W efekcie przeprowadzonych badan, dla lepsze-
go oddania warunkow panujacych w doswiadczeniach okresowych, wprowadzono
do modelu dodatkowa zmienng dynamiczng opisujaca stezenie gazu obojgtnego
wprowadzonego na poczatku doswiadczenia w celu usunigcia tlenu.

2.3. ADM1

Anaerobic digestion model No.1 (ADM1), stworzony przez Group for Ma-
thematical Modeling of Anaerobic Digestion Processes (IWA, 2002), jest modelem
matematycznym pierwotnie stworzonym do opisu procesu fermentacji metanowej
osadow z tlenowych oczyszczalni Sciekow (Batstone 2002). Zatozeniem bylo stwo-
rzenie do$¢ uniwersalnego modelu opisujacego proces fermentacji metanowe;.
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Starano si¢ uprosci¢ opis zachodzacych proceséw przy jednoczesnym zachowaniu
przejrzystosci i kompletnosci opisywanego zagadnienia. Autorzy starali si¢ stwo-
rzy¢ model nadajacy si¢ do dalszych modyfikacji, pozwalajacych na jego dostoso-
wanie do konkretnych warunkow i dalszej optymalizacji. Zaktada si¢ wigc zard6wno
upraszczanie modelu, jak i jego rozwijanie w celu uwzglednienia dodatkowych
niezbednych parametréw. Kolejne wersje modelu powinny by¢ uzytecznym narze-
dziem do przewidywania wydajnosci procesu, optymalizacji istniejacych procesow
1 tworzenia nowych, a takze utatwia¢ sterowanie instalacjami przemystowymi.

Przemiany materii zachodzace podczas fermentacji metanowej w modelu
ADMI1 opisywane sg przez 19 rownan opisujgcych procesy biologiczne, ktore
mozna przyporzadkowac do 5 etapow: dezintegracji, hydrolizy, kwasogenezy (ang.
acidogenesis) acetogenezy, metanogenezy (tabele 3 i4) oraz 11 réwnan opisujacych
procesy fizyko-chemicznych (tabele 5 i 6). Pierwotnie model przeznaczony byt
do opisu procesu metanogenezy w reaktorach typu CSTR (ang. completely stirred
tank reactor). Dzigki temu podejsciu mozliwe byto zastosowanie uproszczenia
obliczen polegajace na pominigciu procesow dyfuzji zwigzkoéw 1 sedymentacji
czesci statych.

Jako jednostke miary opisujacg ilo$¢ materii organicznej w ADM1 przyjeto
chemiczne zapotrzebowanie na tlen (ang. Chemical Oxygen Demand — COD).
COD jest to ilos¢ tlenu potrzebna do catkowitego utlenienia zwigzkow organicz-
nych w badanych probach. Do oznaczania tej wartosci najczgsciej wykorzystuje
si¢ reakcje¢ utleniania zwigzkdéw organicznych dwuchromianem potasu. Poniewaz
pomiar COD jest powszechnie stosowany w analizie wody i $ciekow, dane uzyska-
ne ta metoda moga by¢ bezposrednio wprowadzone do modelu bez koniecznos$ci
konwersji do innej jednostki miary. Nalezy jednak pamigta¢ ze wartos¢ COD nie
odzwierciedla doktadnie ilo$ci wegla organicznego 1 jest zalezna od stopnia zre-
dukowania materii organicznej. Dodatkowo cze$¢ zwiazkow organicznych, kto-
re mozna utleni¢ chemicznie nie bedzie wykorzystywana przez mikroorganizmy
w procesie fermentacji metanowe (Gossett and Belser 1982). W modelu uwzglednia
si¢ wigc frakcje materii organicznej wyrazonej w COD, ktora nie bedzie biodegra-
dowalna. Tak jak pozostate komponenty cz¢$¢ nie biodegradowalng podzielono na
komponent rozpuszczalny S, i nierozpuszczalny X .

W ADMI nie uwzgledniono procesow takich jak homoacetogeneza, redukcja
siarczanow 1 azotanéw przez odpowiednie bakterie w srodowisku beztlenowym.
Procesy te stanowig alternatywng droge wykorzystania wodoru czasteczkowego
i dla niektorych systemow fermentacyjnych moga by¢ bardzo wazne. ADM1 pomija
réwniez wystepowanie alternatywnych zwigzkow posrednich dla fermentacji takich
jak etanol czy kwas mlekowy, poniewaz zwigzki te wystepuja w reaktorach meta-
nogennych w bardzo matych ilosciach i prawdopodobnie sg szybko przeksztatcane
do kwasow ujetych w modelu.
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Procesy biologiczne ujete w modelu ADM1 mozna zaliczy¢ do jednego
z nastepujacych etapow: dezintegracji, hydrolizy, kwasogenezy, acetogenezy lub
metanogenezy (Rysunek 1). W dalszej czesci tego rozdzialu zostang one opisane
W sposob szczegdtowy.

Biatka, .1/ -

wielocukry,

‘2/ lipidy

Aminokwasy, cukry

proste, kw. ttuszczowe 4
Ditlenek
3\‘ Kw. propienowy, wegla
mastowy,
walerianowy

Rysunek 1. Przemiany materii organicznej podczas fermentacji metanowe;j. 1-
dezintegracja, 2 — hydroliza, 3 — kwasogeneza, 4 — acetogeneza, 5 — metanogeneza.

2.3.1. Dezintegracja

Pierwszym krokiem w tancuchu reakcji prowadzacych do przemiany materii
organicznej do biogazu, jaki ujeto w modelu ADMI, jest dezintegracja. Proces ten
polega na rozdrobnieniu i rozpuszczeniu zwigzkow, z ktorych zbudowany jest mate-
riat wsadowy. Etap dezintegracji jest matematycznym odwzorowaniem procesu lizy
komorek lub innych czastek statych stanowigcych substrat. W wyniku dezintegracji
do roztworu zostajg uwolnione nastgpujace zwigzki: weglowodany X, biatka X
thuszcze X, oraz niedegradowalne (obojetne dla procesu) zwigzki rozpuszczalne S,
i nie rozpuszczalne X. (Tabela 3). Uwzglednienie procesu dezintegracji pozwala
rowniez na tatwe ponowne wilaczenie materii pochodzacej z obumartych bakterii
do szlaku fermentacji metanowej. Takie uproszczenie nie sprawdza si¢ jednak
w sytuacji, gdy substrat znaczgco rozni si¢ sktadem od bakterii. Dlatego tez czgsto
stosuje si¢ modyfikacj¢ ADMI polegajaca na rozdzieleniu procesow dezintegracji
substratu i martwych mikroorganizmoéow (Wett 2006).

W modelu ADM1 proces dezintegracji opisywany jest zgodnie z kinetyka
pierwszego rzedu (ilo$¢ powstajacego produktu jest jedynie zalezna od stezenia
substratu), niezalezng od ilo$ci bakterii w reaktorze (Batstone 2002). Nalezy jednak
pamigtaé, ze jest to uproszczenie, sprawdzajace sie jedynie w przypadku reaktorow
przystosowanych do danego rodzaju substratu o stabilnej populacji mikroorgani-
zmow, w ktorych ilo§¢ mikroorganizmow znacznie przewyzsza ilos¢ dostepnego
substratu. Rozwigzanie takie przyjeto za poprawne z uwagi na mnogos¢ i ré6zno-
rodno$¢ indywidualnych procesow, ktorych efektem jest dezintegracja materii
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organicznej. W literaturze sa przedstawione rowniez inne rdéwnania kinetyczne
opisujace proces dezintegracji. Wigcej szczegotdéw mozna znalez¢ w pracy Vavilina
i wspotpracownikow z 2008 roku (Vavilin, Fernandez et al. 2008). Poréwnanie
z innymi modelami kinetycznymi wykazato jednak mate odchylenia w odniesieniu
do kinetyki pierwszorzgdowej, co potwierdza stusznos¢ zastosowania tego modelu
w opisie procesu dezintegracji (Batstone 2002).

2.3.2. Hydroliza (depolimeryzacja)

Kolejnym etapem przemian materii organicznej uwzglednionym w modelu
ADMI jest hydroliza, podczas ktorej organiczne zwiagzki polimerowe takie jak
weglowodany, biatka i thuszcze ulegaja depolimeryzacji. Hydrolizowane polimery
sa najczesciej bardzo stabo rozpuszczalne i wystepuja w postaci duzych agregatow.
Jest wiec dos¢ trudno precyzyjnie rozdzieli¢ proces dezintegracji od hydrolizy,
w trakcie ktorej z nierozpuszczalnych polimerowych agregatow oddzielane sa
rozpuszczalne monomery. Proces ten jest etapem limitujacym fermentacje meta-
nowg (Eastman and Ferguson 1981). Powstale monomery (kwasy thuszczowe - S,
aminokwasy - S_, monosacharydy i glicerol - S_ ) s nastgpnie metabolizowane do
mieszaniny lotnych kwaséw thuszczowych (ang. volatile fatty acids - VFA) podczas
kwasogenezy. Proces hydrolizy jest katalizowany przez enzymy takie jak: lipazy,
proteazy, celulazy oraz amylazy. W zaleznosci od sposobu wydzielania enzymow
przez mikroorganizmy proces hydrolizy moze by¢ opisany przez dwa modele:

1) biatka enzymatyczne sg wydzielane do roztworu, gdzie adsorbujg do po-
wierzchni czastek koloidu badz tez reaguja ze zwigzkami rozpuszczonymi
w medium hodowlanym,

2) mikroorganizm przylacza si¢ do powierzchni substratu i wydziela enzymy do
bliskiego otoczenia oraz wchtania produkty hydrolizy powstate w najblizszym
sgsiedztwie.

W ADMI na podstawie wczesniejszych badan (Vavilin, Rytov et al. 1996;
Sanders, Geerink et al. 2000) przyjeto, ze dominuje model drugi. Zaktada si¢ wiec,
ze czynnikiem katalitycznym sg mikroorganizmy przylaczajace si¢ do substratu,
a nie enzymy. Poniewaz rownanie uzyte do opisu procesu hydrolizy nie zaktada
udziatu w nim mikroorganizmoéw, w przypadku reaktorow, ktore nie dostosowaty
si¢ do nowego substratu, wyniki symulacji moga by¢ zawyzone w stosunku do
warto$ci rzeczywistych.

Proces hydrolizy moze by¢ dos¢ ztozony, katalizowany przez szereg enzy-
mow 1 zalezny od sekwencji r6znych czynnikow fizykochemicznych, np. dyfuzja
czy adsoprcja. Kumulatywny efekt wszystkich czynnikow moze by¢ w pewnym
przyblizeniu odzwierciedlony przez rownanie kinetyki pierwszego rzedu przyjete
w modelu ADM1 (Eastman and Ferguson 1981).
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2.3.3. Kwasogeneza - powstawanie mieszaniny kroétkich
kwasow organicznych.

Kwasogeneza jest to etap laczacy w sobie kilka procesow biochemicznych,
w wyniku ktorych powstaje mieszanina lotnych kwaséw tluszczowych, ditlenku
wegla oraz wodoru. Kwasogeneza w przeciwienstwie do nastepnego etapu (octa-
nogenezy) moze przebiega¢ bez zewnetrznych akceptorow elektronow. Cukry sg
przeksztatcane na szlakach, w ktorych ostatecznym akceptorem elektronow jest
zwigzek organiczny (jest to fermentacja w biochemicznym znaczeniu tego terminu).
Aminokwasy moga by¢ przeksztatcane zarowno na szlaku, w ktorym powstaja
zredukowane zwiazki organiczne, jak i na szlaku prowadzacym do powstania wo-
doru czasteczkowego.

Do opisu matematycznego kwasogenezy postuzono si¢ rownaniem Monoda
(Batstone 2002). Model ADM1 wyro6znia dwie grupy zwiazkow, ktore ulegaja
przemianom do mieszaniny kwasow organicznych: cukry i aminokwasy. Poniewaz
kwasy thuszczowe glownie przeksztatcane sa do kwasu octowego, a reakcje wyma-
gaja zewnetrznego akceptora elektrondw, przemiany ich zostaty uwzglednione wy-
Tacznie w nastepnym etapie (octanogenezie). Przemiany kazdej z grup opisywane
sg osobnym réwnaniem i prowadzone sg przez odrebna grupe mikroorganizméw.
Na szybko$¢ procesu kwasogenezy maja wptyw - obok stezenia substratow - do-
stepno$¢ azotu w podtozu oraz odczyn srodowiska (wspotczynniki inhibicji |
Ly - Tabela 2).

W modelu ADMI jako produkty kwasogenezy uwzgledniono nastepujace
zwigzki: kwas octowy - S_, kwas propionowy - S o kwas mastowy - S, , kwas
walerianowy - S_, ditlenek wegla - S, wodor - S , oraz amoniak - S (powsta-
jacy w wyniku rozktadu aminokwasow). Do waznych z biochemicznego punktu
widzenia produktow fermentacji naleza rowniez etanol i kwas mlekowy, jednak
poniewaz zwigzki te sg rzadko obserwowane w znaczacych st¢zeniach w reaktorach
beztlenowych, nie uwzgledniono ich w modelu ADMI1.

Obok glownych produktow fermentacji powstaja rowniez inne zwigzki takie
jak: aldehydy (aldehyd mrowkowy, octowy, glioksal, aldehyd glicerynowy), ketony
(aceton), tioalkohole (z metabolizmu aminokwaséw) i aminy (réwniez produkt
przemian aminokwasow), ktorych nie uwzglgedniono w modelu z tych samych
przyczyn co etanolu i kwasu mlekowego.

INlim?

Fermentacja monosacharydow

Modelowa czasteczkg dla fermentacji monosacharydéw w modelu ADM1
jest glukoza. Dla potrzeb modelu przyjeto zalozenie, ze fermentacja innych hek-
soz bedzie taka sama pod wzgledem energetycznym oraz stechiometrycznym,
natomiast w wyniku fermentacji pentoz powstanie o jedng czasteczkg CO, mnie;j.
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Model obejmuje jedynie trzy procesy fermentacyjne weglowodandw, zachodzace
wedlug rownan:

C,H,,0, + 2 H,0 — 2 CH,COOH +2 CO,+ 4 H, (2.2)
3 C,H,,0,— 4 CH,CH,COOH + 2 CH,COOH +2CO, +2H,0  (2.3)
C,H,,0,— CH,CH,CH,COOH + 2 CO, + 2 H, (2.4)

Produktami powyzszych procesow sg: kwas mastowy - S, , kwas propiono-
wy - S, kwas octowy - S_, ditlenck wegla - S, . oraz wodor S, ,. Mimo Ze mozliwe
jest rowniez powstawanie innych produktéw fermentacji weglowodandow, model
ADMI1 uwzglednia jedynie nastepujace kwasy: octowy, propionowy i mastowy.
Inne produkty fermentacji (przede wszystkim etanol i kwas mlekowy) obserwowa-
ne sa w tak matych ilo§ciach w instalacjach fermentacyjnych, ze dla uproszczenia
obliczen pominieto je. Uproszczenie to moze jednak skutkowac sporymi odchyle-
niami wynikow modelowania w zakresie pH oraz stezenia VFA, szczeg6lnie w re-
aktorach dzialajacych przy duzym obcigzeniu. W przypadku stosowania modelu
ADMI, do symulacji procesow produkcji wodoru wskazane jest uwzglednienie
tych dodatkowych produktow (Peiris, Rathnasiri et al. 2006).

Przemiany aminokwasow

Aminokwasy otrzymane w wyniku hydrolizy bialek, polipeptydow ulegaja
przeksztatceniu w fazie kwasogenezy na rézne, mniej lub bardziej skomplikowane
w zalezno$ci od macierzystej budowy kwasy karboksylowe. Jest to kilkuetapowy
proces (szczegolnie dla aminokwasoéw o skomplikowanej budowie), z ktorego
najwazniejszym etapem jest proces dezaminacji.

W wyniku dezaminacji powstajg jony amonowe (amoniak - S ) oraz mie-
szanina kwasoéw organicznych. Dalsze przemiany kwasow organicznych moga
zachodzi¢ na dwoch drogach: poprzez fermentacje Sticklanda oraz przez utlenianie
z zewngtrznym akceptorem elektronow. Pierwszy ze szlakow charakteryzuje si¢
tym, ze przekazywanie wodoru nastgpuje pomigdzy samymi kwasami organicz-
nymi (np. utlenienie alaniny do kwasu pirogronowego potaczone jest z redukcja
glicyny do kwasu octowego). W przypadku wyczerpania dostepnych akceptorow
organicznych degradacja aminokwasow przebiega drugim ze szlakow, w ktorym
rownowazniki redukcyjne przekazywane sa na akceptor nieorganiczny, w wyni-
ku czego uwalniany jest wodor czasteczkowy lub kwas mréwkowy. Utlenianie
z akceptorem zewngtrznym mozliwe jest jedynie w srodowisku o niskim stezeniu
wodoru i kwasu mréwkowego lub podczas fermentacji prowadzonej w warunkach
termofilnych. Wynikiem przemian iest mieszanina lotnych kwasow ttuszczowych.
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niewielka ilo$¢ zwigzkow aromatycznych, CO,, H, oraz zredukowana siarka. Na
podstawie danych dotyczacych udziatu poszczegolnych aminokwasow w budowie
biatka stanowiacego substrat mozliwe jest przewidzenie przyblizonego skladu
mieszaniny kwasow powstatych w wyniku degradacji aminokwasow.
Zastosowanie szlaku Sticklanda w modelu ADM1 uzasadnia si¢ nastepujaco:
— proces ten dominuje w wigkszos$ci instalacji fermentacyjnych,
— szlak ten nie podlega inhibicji przez duze st¢zenie wodoru czgsteczkowego,
— mozliwe jest oszacowanie produktow na podstawie znajomosci sktadu sub-
stratu.

2.3.4. Acetogeneza - utlenianie kwaséw organicznych przez
organizmy syntroficzne

Poniewaz kwasy organiczne powstate na skutek hydrolizy ttuszczow, fer-
mentacji cukroéw oraz przemian aminokwasow (poza kwasem octowym) nie moga
by¢ wilaczone do szlaku metabolicznego syntezy metanu, musza ulec dalszym
przeksztatceniom. Kwasy organiczne o parzystej liczbie wegli podlegaja procesowi
B-oksydacji, w wyniku ktorego powstaje kwas octowy - S_. Nadmiarowe elektro-
ny sg wykorzystywane przez bakterie do tworzenia wodoru czasteczkowego - S
lub kwasu mrowkowego (nie uwzgledniony w modelu ADM1). Poniewaz proces
utleniania kwasow organicznych jest termodynamicznie niekorzystny (w stanie
roéwnowagi dominujaca formg sg substraty), moze on zachodzi¢ jedynie przy niskim
stezeniu wodoru i/lub kwasu mréwkowego, ktore sa produktami tej reakcji. Sche-
mat na rysunku 2 przedstawia proces utleniania kwasu palmitynowego w szlaku
B-oksydacji.



Modele matematyczne w opisie procesu fermentacji metanowe;j 23

0]

e e e e e L '-‘J'L‘DH
Kwas palmitynowy

256,42408 g/mol HSCoA

& H,0

CH3CH2- -CH2CH2- -CH2CH2- -CH2CH2- -CH2CH2- -CH2CH2- -

CH2CH2- -CH2COSCoA
FADH, + NADH + 7 H,0
K 7 Cykli
7 FADH, + 7 NADH + 7 H*

8 CH:COSCoA
8H,0
K 8HSCoA
8 CH;COOH

Kwas octowy
Mc; = 60,05 g/mol

Rysunek 2. Schemat rozktadu kwasu palmitynowego w szlaku B-oksydacji.

Poniewaz reakcja utleniania kwasdéw organicznych w srodowisku beztleno-
wym jest mocno hamowana przez jej produkty (kwas octowy i woddr), organizmy
utylizujace kwasy organiczne musza dziata¢ w $cistej wspotpracy z mikroorga-
nizmami metanogennymi, ktore do produkcji metanu zuzywaja zarbwno kwas
octowy, jak i wodor.

Model ADM1 zawiera rdwnania kinetyczne dla nastgpujacych zwiazkoéw
utylizowanych na drodze utleniania: kwasu propionowego, kwasu mastowego,
kwasu walerianowego oraz dtugotancuchowych kwasow ttuszczowych. Podobnie
jak w przypadku kwasogenezy, do opisu matematycznego wykorzystano rowna-
nie Monoda. Czynnikami hamujacymi proces utleniania kwasow organicznych
sa: obecno$¢ wodoru czasteczkowego, niedobdr azotu oraz niewlasciwy odczyn
srodowiska (wspotczynniki inhibicji I, . 1., I, - Tabela 2).

2.3.5. Metanogeneza

Metanogeneza jest procesem wytwarzania metanu przez archeony ze zwigz-
kow organicznych (kwas octowy - S_, zwigzki jednoweglowe) lub nieorganicznych
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(ditlenek wegla - S, ., wodor - S ). Ocenia sig, ze do 70% metanu powstajgcego
w wyniku rozktadu materii organicznej w bioreaktorach jest wynikiem rozszcze-
pienia czasteczki kwasu octowego (metanogeneza acetoklastyczna), a pozostaty
metan produkowany jest na skutek redukcji ditlenku wegla wodorem (Garcia,
Patel et al. 2000).

Archeony metanogenne sg w stanie prowadzi¢ rowniez redukcje organicz-
nych zwigzkow jednoweglowych takich jak metanol, metyloamina, aldehyd mrow-
kowy, jednakze tych reakcji nie uwzgledniono w modelu kinetycznym ADM1 ze
wzgledu na rosnacy stopien skomplikowania modelu, a takze ich niskim wktadem
w produkcje metanu w warunkach przemystowych.

Metanogeneza bedaca wynikiem redukcji ditlenku wegla w modelu jest
opisywana rownaniem uwzgledniajacym tylko jedng grupe mikroorganizmow.
Dodatkowo zatozono, ze na proces ten moze mie¢ negatywny wptyw jedynie obni-
zone pH oraz niedostateczna ilo$¢ azotu nieorganicznego (wspotczynniki inhibicji
odpowiednio I . 1 Ly - tabela 2).

Metanogeneza acetoklastyczna moze by¢ prowadzona przez mikroorga-
nizmy nalezace do dwoch grup: Methanosarcina lub Methanosaeta. Archeony
z grupy Methanosarcina wymagaja wyzszych stezen kwasu octowego, charakte-
ryzuja si¢ wyzsza szybkoscig przetwarzania substratu oraz nizszg wrazliwoscia na
obnizone pH w poroéwnaniu z Methanosaeta. Poniewaz réznice w wymaganiach
co do stezenia kwasu octowego w otoczeniu sg znaczne, w zaleznosci od tego
stezenia dominowac bedzie jedna z grup archeondw acetoklastycznych. Stezeniem
granicznym kwasu octowego dla bakterii acetoklastycznych jest 10 M. Ponizej tej
wartosci dominujg Methanosaeta, natomiast przy stezeniach wyzszych przewazaja
Methanosarcina (Sekiguchi, Kamagata et al. 1999).

Model ADM1 uwzglednia tylko jedna grupe mikroorganizmow acetokla-
stycznych. Charakterystyczne dla tej grupy wspotczynniki powinny by¢ uzaleznio-
ne od tego, ktora z grup bakterii acetoklastycznych dominuje w danym systemie.
Rownanie opisujagce zuzywanie kwasu octowego uwzglednia hamujacy wptyw
nastepujacych czynnikow: niskiego pH (IPH), dostepnosci azotu (I, ) oraz stezenia
toksycznego amoniaku (I

INIi

NHS,ac) N

2.3.6. Obieg azotu w modelu ADM1

Azot w srodowisku beztlenowym pelni bardzo wazne funkcje. Po pierwsze
jest sktadnikiem budulcowym mikroorganizmoéw, dlatego tez wydajno$¢ procesu
metanogenezy bedzie obnizona przy zbyt niskim stezeniu tego pierwiastka. Przyj-
muje si¢, ze optymalna proporcja miedzy zawartoscia wegla i azotu w pozywce
powinna wynosi¢ od 1:10 do 1:30. W Tabeli 1 zebrano przyktadowe stosunki zawar-
tosci wegla i azotu w substratach stosowanych w biogazowniach. Jony amonowe
petnia rowniez role buforu w reaktorach beztlenowych, dzieki czemu mozliwe
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jest uzyskanie wyzszych stezen kwasoéw organicznych bedacych potproduktami
W procesie metanogenezy, co podnosi szybko$¢ procesu. Przyjmuje sig, ze stezenie
jondéw amonowych optymalne dla prowadzenia procesu fermentacji metanowej za-
wiera si¢ migdzy 100 a 1500 mg/L. Goérna granica tolerancji dla jonéw amonowych
moze by¢ jednak znacznie wyzsza w przypadku kultur, ktore ulegly adaptacji do
wysokich stezen jonow amonowych (Schattauer and Weiland 2005).

Tabela 1. Stosunek zawarto$ci wegla do azotu w wybranych substratach biogazowych*

Substrat Stosunek C:N
Gnojowica krowia 10-30
Pomiot kurzy 5-15
Gnojowica wieprzowa 10-20
Siano 32
Odpady rybne 2,5-5,5
Odpady rzeznicze 2-4
Stoma 100-150

*) na podstawie http://www.norganics.com/applications/cnratio.pdf

Pierwotna wersja modelu ADM1 uwzgledniata azot jedynie w formie amo-
nowej. Azot do reaktora mogt by¢ wprowadzony jako sole amonowe (S,) W po-
zywece lub jako czg$¢ materii organicznej w postaci biatek (Xpr). Po przeksztatceniu
biatek do mieszanki kwasdéw organicznych azot jest uwalniany w postaci jonow
amonowych. Dodatkowo model ADM1 uwzglednia pobieranie azotu z podtoza
przez rosngce bakterie (X, X, X, X ,, X o X, Xy)- Azot w formie amonowe;
ma rowniez wptyw na rownowagge kwasowo zasadowg w reaktorze (Tabela 6) oraz
state inhibicji procesow pobierania substratow na skutek jego niedoboru. Amoniak
wplywa hamujgco na proces pobierania kwasu octowego; state inhibicji tego pro-
cesu wynoszg od 2 do 10 mM (Batstone 2002).

Model ADM1 nie uwzglednia procesow redukcji azotanéw do formy amo-
nowej, co jest doktadniej opisane w rozdziale ,,Modyfikacje obiegu azotu”.

2.3.7. Modelowanie inhibicji proceséw biochemicznych
w modelu ADM1

Reakcje biochemiczne uwzglgdnione w modelu AMD1 mogg by¢ hamowane
na skutek dziatania nastgpujacych czynnikow:
— obecnosci wolnego amoniaku,
— niedoboru azotu w podtozu,
— nadmiaru wodoru,
— nieodpowiedniego odczynu srodowiska,
— obecnosci alternatywnego substratu.
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Do opisu matematycznego inhibicji wywolanej obecnoscig amoniaku i nad-
miarem wodoru wykorzystano réwnanie opisujace inhibicj¢ niekompetycyjna (Ta-
bela 2). W modelu obecnos¢ amoniaku wplywa hamujgco na proces rozkladania
kwasu octowego, natomiast nadmiar wodoru powoduje zahamowanie proceséw
utleniania kwasow thuszczowych i VFA.

Niedobor azotu wptywa hamujaco na wzrost mikroorganizmow, co z kolei
hamuje procesy, w ktorych model uwzglednia obecno$¢ bakterii. Do opisu mate-
matycznego tego zjawiska przyjeto rownanie Monoda, opisujace wykorzystanie
dodatkowego substratu (proces ten nie jest inhibicja w dostownym znaczeniu tego
terminu).

Obnizenie szybkosci procesow biochemicznych na skutek niewlasciwego
odczynu $rodowiska jest wypadkowa dziatania kilku mechanizmow prowadza-
cych do zaburzenia homeostazy komorek, dlatego do opisu matematycznego tego
zjawiska nie da si¢ zastosowac klasycznych rownan opisujacych proces inhibicji.
Odpowiednie rownanie pozwalajace obliczy¢ wspotczynnik inhibicji w zalezno$ci
od pH roztworu przedstawiono w Tabeli 2. Rownanie to obejmuje dwie warto$ci
krytyczne, pomigdzy ktérymi proces zachodzi wydajnie. Warto$ci te powinny
by¢ okreslane indywidualnie dla kazdej z grupy mikroorganizmow. Warto$¢, jaka
przybiera wspotczynnik inhibicji w zaleznosci od pH $rodowiska mozna odczytac
z wykresu na rysunek 3 . Model ten nadaje si¢ do symulacji fermentacji w syste-
mach dobrze zbuforowanych (np. zawierajacych wysoki poziom amoniaku), gdzie
mozliwa jest inhibicja na skutek zbyt wysokiego pH.

Do symulacji inhibicji w srodowisku stabo buforowanym, gdzie prawdopo-
dobne jest jedynie zahamowanie procesu fermentacji metanowej, z powodu zbyt
niskiego pH lepiej sprawdza si¢ rownanie zastosowane przez Liibkena (Lubken,
Wichern et al. 2007) (Tabela 2). Rownanie wymaga podania dwoch wartosci gra-
nicznych, jednakze stuza one do okreslenia stopnia nachylenia krzywej inhibicji
(Rysunek 3). Podobnie jak w przypadku inhibicji dwustronnej, we wzorze pro-
ponowanym przez Liibkena wymagane jest okres$lenie indywidualnych warto$ci
granicznych dla poszczegdlnych grup mikroorganizmow. Sugerowane warto$ci
graniczne inhibicji pH dla poszczegolnych grup mikroorganizméw mozna znalez¢
w Tabeli 7.
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1,2 4

Rysunek 3. Wartos¢ wspétczynnika inhibicji IpH w zalezno$ci od wartosci pH. Linia
czarna — inhibicja dwustronna (Angelidaki, Alves et al. 2006), linia szara — inhibicja
jednostronna (Lubken, Wichern et al. 2007). Dla obu funkcji przyjete wartosci graniczne

to6i8.

Tabela 2. Réwnania inhibicji proceséw biochemicznych

ce e .. . . Stale
Rodzaj inhibicji Wzor Opisywany proces inhibicji
e Inhibicja
1 ]
. Inhibicja . I= spowodowana NH T3 xae
niekompetycyjna 1+8S,/K, ‘o 3 I,
2
Dodatkowy | 1 Inhibicja
substrat - 1+ K./ S_ spowodowana | I
HRAYRASY niedoborem azotu
Inhibicja pH 1+ 2x103 D Inhibicja wynikajgca |
,,dwustronna” T 1+ 10WPH-PHED 4 1 (PHI=PH) z odczynu $rodowiska pH
Inhibicja pH o ((pHul + pHIl)/ 2)""""" Inhibicja wynikajaca
jednostronna” ((pHul + pHIL) [ 2)P#7H" 4 pEr " | 7 odezynu $rodowiska pH

K -stata inhibicji, S, - stgZenie inhibitora, pHII- dolna warto$¢ progowa pH,

pHul - warto$¢ progowa pH
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Skroty i symbole uzywane przy opisie modelu

c - Kompozyt

ch - Weglowodany (wielocukry: skrobia, glikogen, celuloza, hemiceluloza)
c4 - Wegiel

pr - Biatka

li - Tluszcze

su - Cukry

aa - Aminokwasy

fa - Wyzsze kwasy tluszczowe

va - Waleriany

bu - Maslany

pro - Propioniany

ac - Octany

h2 - Wodor

ch4 - Metan

IC - Wegiel nieorganiczny

cat - Kationy

an - Aniony

X - Stezenie komponentu rozdrobnionego
Y, - Wynik procesu na substracie s

fi,j - Wynik procesu (katabolizmu) produktu i na substracie j
S - Stezenie komponentu rozpuszczonego
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Tabela 6. Rownania opisujace proces transferu gazéw miedzy fazg wodng i gazowg

Komponent — | i 8 9 10 Tempo
j | Proces Swy | Sens | Sic
Kra(Siign2 - 16 Ky no Pgas2)
T8 | Transfer H, | -1 qH2 HH2 Pgas H2
Kra(Siqcna - 16 Ky, cna Peas, cia)
T9 | Transfer CH, -1 LE Vliq Chid H, CH4 Pgas, Chia
KLa(Sli Cco2 - 16 KH, Daas, )
T10 | Transfer CO, -1 4 €02 Pgas, co2
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Tabela 7. Wartosci wspotczynnikéw dla rownan kinetycznych przemian procesow

biologicznych

Wspoélczynnik | Wartosé | Opis Jednostka
pHUL a 5,5 | gbrna warto$¢ pH krytyczna dla procesow 5-10 pH
pHLL a 4 | dolna wartos$¢ pH krytyczna dla procesow 5-10 pH
km_su 0,5 | stata szybkosci poboru cukréw 1/d
KS su 5,5 | stata substratowa dla poboru cukrow kg COD/m3
km_aa 50 | stata szybkosci poboru aminokwasow 1/d
KS aa 0,3 | stata substratowa dla poboru aminokwasow kg COD/m3
km_fa 6 | stata szybkosSci poboru kwasow ttuszczowych 1/d
stata substratowa dla poboru kwasow
KS fa 0,4 | thuszczowych kg COD/m3
stata inhibicji pobierania kwasoéw tluszczowych
KI H2 fa 5,00E-06 | wodorem kg COD/m3
km_c4 20 | stata szybkosci poboru kwasow C4 1/d
KS c4 0,2 | stata substratowa dla poboru kwasow C4 kg COD/m3
KI H2 c4 1,00E-05 | stata inhibicji pobierania kwaséw c4 wodorem kg COD/m3
km_pro 13 | stata szybkosci poboru kwasu propionowego 1/d
stata substratowa dla poboru kwasu
KS pro 0,1 | propionowego kg COD/m3
stata inhibicji pobierania kwasu propionowego
KI H2 pro 3,50E-06 | wodorem kg COD/m3
km_ ac 8 | stata szybkosci poboru kwasu octowego 1/d
KS ac 0,15 | stala substratowa dla poboru kwasu octowego kg COD/m3
KI NH3 0,0018 | stata inhibicji wolnym amoniakiem k mole N/m3
pHUL ac 7 | gorny limit pH dla pobierania kwasu octowego pH
pHLL ac 6 | dolny limit pH dla pobierania kwasu octowego pH
km_h2 35 | stata szybkosci poboru wodoru 1/d
KS h2 7,00E-06 | stata substratowa dla poboru wodoru kg COD/m3
pHUL h2 6 | gorny limit pH dla pobierania wodoru pH
pHLL h2 5 | dolny limit pH dla pobierania wodoru pH
stata substratowa dla pobierania azotu
KS IN 1,00E-04 | nieorganicznego k mole N/m3




34

Stawomir Jabtonski i inni

Monitoring i sterowanie procesem ...

Tabela 8. Wartosci statych dla procesow rozpadu substratu i mikroorganizmow oraz

statych hydrolizy

Wspélezynnik | Warto$¢ | Opis Jednostka

kdis 0,5 | stata dezintegracji 1/d

khyd_ch 10 | stal hydrolizy weglowodanow 1/d

khyd pr 10 | stata hydrolizy biatek 1/d

khyd 1i 10 | stata hydrolizy lipidow 1/d

kdec Xsu 0,02 | stata obumierania bakterii rozktadajacych cukry 1/d

kdec Xaa 0,02 | stata obumierania bakterii rozktadajacych aminokwasy 1/d

kdec_Xfa 0,02 | stata obumierania bakterii rozktadajacych kwasy ttuszczowe | 1/d

kdec Xc4 0,02 | stata obumierania bakterii rozktadajacychc kwasy C4 1/d

kdec_Xpro 0,02 | stata obumierania bakterii rozktadajacych kwas propionowy | 1/d

kdec Xac 0,02 | stata obumierania bakterii rozktadajacych kwas octowy 1/d

kdec Xh2 0,02 | stata obumierania bakterii rozktadajacych wodor 1/d
Tabela 9. State dla rownan proceséw fizykochemicznych.

Wspolczynnik | Wartos$¢ Opis Jednostka

Kw 2,08E-14 | stala dysocjacji wody

Kava 1,38E-05 | stata dysocjacji kwasu walerianowego k mole /m’

Kabu 1,51E-05 | stata dysocjacji kwasu mastowego k mole /m’

Kapro 1,32E-05 | stata dysocjacji kwasu propionowego k mole /m’

Kaac 1,74E-05 | stata dysocjacji kwasu octowego k mole /m’

Kaco2 4,94E-07 | stala dysocjacji kwasu weglowego k mole /m’

Kain 1,11E-09 | stata dysocjacji amoniaku k mole /m*

kA Bva 1,00E+08 | szybkos¢ dysocjacji kwasu walerianowego | k mole/d

kA Bbu 1,00E+08 | szybkos¢ dysocjacji kwasu mastowego k mole/d

kA Bpro 1,00E+08 | szybkos¢ dysocjacji kwasu propionowego k mole/d

kA Bac 1,00E+08 | szybkos¢ dysocjacji kwasu octowego k mole/d

kA Bco2 1,00E+08 | szybkos¢ dysocjacji kwasu weglowego k mole/d

kA Bin 1,00E+08 | szybkos¢ dysocjacji amoniaku k mole/d

RT 0,08314*(T+237,15) | stata gazowa pomnozona przez temoerature | bar m*/k mol

Ptot 1,013 | ci$nienie catkowite Bar

Ph2o 0,0557 | ci$nienie pary wodnej Bar

klaH2 200 | wspotczynnik transferu masy wodru 1/d

klaCH4 200 | wspotczynnik transferu masy metanu 1/d

klaCO2 200 | wspotczynnik transferu masy CO2 1/d

KH_CO2 0,0271 | stata Henry'ego dla CO2 mol/(bar m®)

KH_CH4 0,00116 | stata Henry'ego dla metanu mol/(bar m)

KH H2 7,38E-04 | stata Henry'ego dla wodoru mol/(bar m3)

V1 Vg 14 | stosunek objetosci cieczy do gazu
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Tabela 10. Wspétczynniki stechiometryczne dla réwnan proceséw biochemicznych.

Wspélczynnik | Wartos¢ Opis

fH2 FA 0,3 przyrost wodoru z rozktadu kwaséw thuszczowych

fAC_FA 1,0-fH2_FA przyrost kwasu octowego z rozktadu kwasow tluszczowych
C_Sfa-fAC_FA*C_Sac*(1-Yfa)-

fCO2_FA Yfa*C_XB przyrost CO2 z rozktadu kwasow thuszczowych

Yfa 0,06 przyrost biomasy bakterii rozktadajacych kwasy tluszczowe

fH2_VA 0,15 przyrost wodoru z rozktadu kwasu walerianowego

fPRO_VA 0,54 przyrost kwasu propionowego z rozktadu kwasu walerianowego

fAC_VA 1-fPRO_VA-fH2_VA przyrost kwasu octowego z rozktadu kwasu walerianowego
C_Sva-(fPRO_VA*C_Spro +

fCO2_ VA fAC_VA*C_Sac)*(1-Yc4) - Yc4*C_XB | przyrost CO2 z rozktadu kwasu walerianowego

fH2_BU 0,2 przyrost wodoru z rozktadu kwasu mastowego

fAC_BU 1-fH2_BU przyrost kwasu octowego z rozktadu kwasu mastowego
C_Sbu-fAC_BU*C_Sac*(1-Yc4)-

fCO2_BU Yc4*C_XB przyrost CO2 z rozktadu kwasu mastowego

Yc4 0,06 przyrost biomasy bakterii rozktadajacych kwasy C4

fH2_PRO 0,43 przyrost wodoru z rozktadu kwasu propionowego

fAC_PRO 1-fH2_PRO przyrost kwasu octowego z rozktadu kwasu propionowego
C_Spro-fAC_PRO*C_Sac*(1-Ypro)-

fCO2_PRO Ypro*C_XB przyrost CO2 z rozktadu kwasu propionowego

Ypro 0,04 przyrost biomasy bakterii rozktadajacych kwas propionowy

fCO2_AC C_Sac-(1-Yac)*C_Sch4-Yac*C_XB przyrost CO2 z rozktadu kwasu propionowego

Yac 0,05 przyrost biomasy bakterii rozktadajacych kwas octowy

fCO2_H2 -1*(1-Yh2)*C_Sch4-Yh2*C_XB przyrost H2 na skutek redukcji CO2 do CH4

Yh2 0,06 przyrost biomasy bakterii redukujacych CO2
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Tabela 11. Wspotczynniki stechiometryczne dla rownan procesoéw biochemicznych.

Wspoélkezynnik | Wartosé Opis
fSI_XC 0,1 zawartos¢ ji inertnych rozp Inych w ie stalym
XI_XC 02 awartos¢ sut ji inertnych nierozp Inych w substracie statym
fCH_XC 02 zawarto$¢ weglowodanow w substracie statym
fPR_XC 0,2 zawartos¢ bialek w substracie statym
fLI_XC 03 zawarto$¢ lipidow w substracie statym
€02 XC C Xc - fSI_XC*C_SI- fCH_XC*C_Xch - fPR_XC*C_Xpr -
= fLI XC*C_Xli - fXI_XC*C_XI zawarto$¢ CO2 w substracie statym
SIN_XC N_Xc-fSI_XC*N_I-fPR_XC*N_aa-fXI_XC*N_I zawarto$¢ azotu amonowego w substracie statym
fFA_Xli 0,95 zawarto$¢ kwasow tluszczowych w lipidach
fCO2_Xli C_Xli - fFA_XIi*C_Sfa - (1-fFA_XIi)*C_Xch zawartos¢ CO2 w lipidach
fH2_SU 0,19 przyrost wodoru z rozktadu cukrow
fBU_SU 0,13 przyrost kwasu mastowego z rozktadu cukrow
fPRO_SU 0,27 przyrost kwasu propionowego z rozktadu cukrow
fAC_SU 041 przyrost kwasu octowego z rozktadu cukrow
02 SU C_Xch-(fBU_SU*C_Sbu+fPRO_SU*C_Spro+
- fAC_SU*C_Sac)*(1-Ysu) - Ysu*C_XB przyrost CO2 z rozktadu cukrow
Ysu 0,1 przyrost biomasy bakterii rozkladajacych cukry
fH2_AA 0,06 przyrost wodoru z rozktadu aminokwasow
fVA_AA 0,23 przyrost kwasu walerianowego z rozktadu aminokwasow
BU_AA 0,26 przyrost kwasu mastowego z rozktadu aminokwasow
fPRO_AA 0,05 przyrost kwasu propionowego z rozktadu aminokwasow
fAC_AA 04 przyrost kwasu octowego z rozktadu aminokwasow
fCO2 AA C_Xpr-(fVA_AA*C_Sva+fBU_AA*C_Sbu+
= fPRO_AA*C_Spro+fAC_AA*C_Sac)*(1-Yaa) - Yaa*C_XB przyrost CO2 z rozktadu aminokwasow
Yaa 0,08 przyrost biomasy bakterii rozkladajacych aminokwasy
Tabela 12. Zawartos¢ wegla i azoty w komponentach.
Wspélezynnik | Wartos¢ | Opis Jednostka
C Xc 0,03 Zawarto$¢ wegla w substraie statym k mol C/ kg COD
C_SI 0,03 Zawarto$¢ wegla w substancjach inertnych rozpuszczalnych k mol C/ kg COD
C_XI 0,03 Zawarto$¢ wegla w substancjach inertnych nierozpuszczalnych [ k mol C/ kg COD
C_Xch 0,0313 Zawarto$¢ wegla w weglowodanach k mol C/ kg COD
C_Xpr 0,03 Zawarto$¢ wegla w biatkach k mol C/ kg COD
C Xl 0,022 Zawarto$¢ wegla w lipidach k mol C/ kg COD
C su 0,313 Zawarto$¢ wegla w cukrach prostych k mol C/ kg COD
C aa 0,03 Zawarto$¢ wegla w aminokwasach k mol C/ kg COD
C_Sfa 0,0217 Zawarto$¢ wegla w kwasach tluszczowych k mol C/ kg COD
C_Sva 0,024 Zawarto$¢ wegla w kwasie walerianowym k mol C/ kg COD
C_Sbu 0,025 Zawarto$¢ wegla w kwasie mastowym k mol C/ kg COD
C_Spro 0,0268 Zawarto$¢ wegla w kwasie propionowym k mol C/ kg COD
C_Sac 0,0313 Zawarto$¢ wegla w kwasie ocowym k mol C/ kg COD
C XB 0,0313 Zawarto$¢ wegla w biomasie bakteryjnej k mol C/ kg COD
C_Sch4 0,0156 Zawarto$¢ wegla w metanie k mol C/ kg COD
N Xc 0,0376/14 Zawarto$¢ azotu w substraie statym k mol N/ kg COD
NI 0,06/14 Zawarto$¢ azotu w substancjach inertnych k mol N/ kg COD
N_aa 0,007 Zawarto$¢ azotu w aminokwasach k mol N/ kg COD
N _XB 0,08/14 Zawarto$¢ azotu w biomasie bakteryjnej k mol N/ kg COD
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2.3.8. Sposéb korzystania z tabeli rownan.

Rownania stosowane w ADM1 zebrano w systemie tabel (tabele 2-5). Miato
to na celu uwidocznienie zwigzkow pomigdzy procesami zachodzacymi w §rodo-
wisku reakcji a poszczegdInymi sktadnikami (komponentami) systemu. Przeptyw
masy dla kazdego z komponentéw mozna w skrdcie opisac¢ ponizszym rownaniem:

Akumulacja = Naptyw — Uptyw + Reakcje

Naptyw danego komponentu wynika z jego zawartosci w strumieniu substra-
tow dostarczanych do reaktora, analogicznie uptyw wynika z szybkosci usuwania
cieczy z reaktora. Szybkos$¢ reakcji wptywajacej na dany komponent jest wypad-
kowa proceséw zachodzacych w reaktorze (hydroliza, wzrost bakterii itp.). Gorny
wiersz tabel zawierajacych rownania kinetyczne prezentuje liste komponentow,
jakie obejmuje model. Kolumna po lewej zawiera spis procesow zachodzacych
w srodowisku reaktora, natomiast ostatnia kolumna po prawej zawiera rownania
opisujace szybkos¢ zachodzenia danego procesu (pj). Liczby znajdujace si¢ komor-
kach w $srodkowej czgsci tabeli sg to wspotczynniki stechiometryczne opisujace
jak duzy wptyw na dany komponent ma okreslony proces.

Aby okresli¢ ogolny wspotczynnik reakeji dla danego komponentu, nalezy
zsumowac iloczyny wspotczynnikow stechiometrycznych i szybkosci reakcji dla
procesow, ktore wptywaja na dany komponent. Dla stezenia cukrow w podtozu
wzor okreslajacy catkowity wspotczynnik reakcji bedzie wygladatl nastepujaco:

S
Voo = 1Ky X o + (1- ffa,li K, asi X~ lkm,su — X1 2.5
i’ g K,+S,, (2.5)

1K, X o — Przyrost ilodci cukrow wynikajacy z hydrolizy weglowodanow

(1= f s ) Ky a i X s — przyrost ilosci gliceryny w wyniku hydrolizy lipidow
S

-1k, ., ﬁ X, 1,—ubytek cukrow w wyniku pobierania przez bakterie
- N :
N su

Przyktadowe state dla poszczegolnych rownan mozna znalez¢ w tabelach
od 7 do 12. Stale te przyjeto dla procesu prowadzonego w temperaturze 37 °C.

Do rozwigzania stworzonego uktadu rownan rozniczkowych wymagane jest
wykorzystanie odpowiedniego programu komputerowego (solwer). Wsrod najcze-
$ciej uzywanych programéw stuzacych do rozwigzywania takich uktadéw mozna
wymieni¢: Matlab/Simulink, Extend (firmy Imagine That Inc.) lub darmowe $ro-
dowisko programowania Octave, uzyte w ramach niniejszego projektu. Dodatkowo
niektore programy stuzace do symulacji i projektowania instalacji oczyszczania
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sciekow posiadajg rowniez zaimplementowany model ADM 1. Przyktadem takiego
programu jest SIMBA (ifak system GmbH). Program ten pracuje w $rodowisku
Matlab/Simulink.

Poniewaz procesy odpowiedzialne za utrzymanie rownowagi kwasowo zasa-
dowej w roztworach wodnych zachodzg bardzo szybko, zachowanie jonow lepiej
opisuje zestaw rownan algebraicznych niz réwnan rozniczkowych. Do wykona-
nia symulacji, w ktorej wykorzystywane sa jednocze$nie rownania algebraiczne
i rézniczkowe, wymagany jest program mogacy rozwigzaé taki uktad. Poniewaz
solwery takie sg mato popularne, autorzy modelu zdecydowali si¢ na wykorzystanie
uktadu réwnan rézniczkowych.

2.4, ZASTOSOWANIE | MODYFIKACJE ADM1

ADMI1 moze by¢ bardzo przydatnym narzedziem symulowania zjawisk
fermentacji metanowej, jednakze w obecnej formie jego zastosowanie jest utrud-
nione ze wzgledu na brak jednolitej bazy danych dotyczacych poszczegolnych
substratow oraz mnogos¢ podejs¢ badawczych przy optymalizacji procesu. W po-
nizszym rozdziale opisano zagadnienia i problemy zwigzane z zastosowaniem
ADMI1 w praktyce.

2.4.1. Wyznaczanie statych dotyczacych rozkiadu substratéow

Modelowanie fermentacji metanowej substratow rolniczych utatwilaby
znacznie baza parametrow kinetycznych dla procesow dezintegracji i hydrolizy
poszczegolnych substratow. Hydroliza i dezintegracja sg czesto etapem limitujagcym
szybko$¢ procesu produkcji metanu z odpadow rolnych, dlatego tez wyzej wymie-
nione parametry bylyby pomocne przy projektowaniu instalacji przeznaczonych
do fermentacji okre$lonych substratow.

Stworzenie bazy statych rozktadu na podstawie istniejgcych doniesien lite-
raturowych jest jednak niemozliwe z uwagi na brak ustandaryzowanej metodologii
badawczej wyznaczania tych parametrow. Pomimo istnienia wytycznych dotycza-
cych prowadzenia fermentacji w skali mikro (Angelidaki, Alves et al. 2006), na
podstawie ktorej okresla si¢ stale kinetyczne dla fermentacji wybranych substratow,
podejscie do analizy matematycznej danych nie jest jednolite. Ponizej podano kilka
rozwigzan prezentowanych w literaturze naukowej:

— parametrem charakterystycznym dla danego substratu jest jedynie stata dez-
integracji i tylko ona podlega optymalizacji, natomiast stale hydrolizy sa
przyjete jednakowe dla wszystkich badanych substancji (Wichern, Liibken
et al. 2008);

— frakcja wielocukrow jest podzielona na podfrakcje (celuloza, hemiceluloza,
skrobia) réznigce si¢ stalymi hydrolizy, ktore sg jednak state dla wszystkich
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substratow, a parametrem charakterystycznym dla danego substratu podlega-
jacego optymalizacji jest stata dezintegracji;

— wielkos$ciami charakterystycznymi dla substratu sg zaréwno stale hydrolizy,
jak i dezintegracji (Biernacki, Steinigeweg et al. 2012).

Ponadto dane kinetyczne rozktadu danego substratu sg wyznaczane dla wy-
branego dzialajacego w okreslonych warunkach reaktora i zastosowanie ich do
symulacji innego uktadu moze dawa¢ wyniki symulacji o duzych odchyleniach
od procesu rzeczywistego.

2.4.2. Modyfikacje i uogoélnienia w ADM1

Kolejnym problemem w stosowaniu modelu ADMI1 jest znaczna ilo$¢
uogodlnien. Model ADM1 byt pierwotnie przeznaczony do symulacji fermentacji
metanowej osadow Sciekowych. Poniewaz w systemach takich rzadko spotyka si¢
problemy zwigzane z niedoborem lub nadmiarem siarki, obecnoscia siarczanow
1 azotandw oraz obecnoscig etanolu i kwasu mlekowego, dla uproszczenia obliczen
nie uwzgledniono ich w modelu. Problemy te jednak pojawiajg si¢ w okreslonych
sytuacjach podczas fermentacji metanowej, dlatego tez zastosowanie oryginalnego
modelu nie jest mozliwe.

2.4.3. Obieg siarki w ADM1

W s$rodowisku beztlenowym dominuje forma siarki na drugim stopniu utle-
nienia. Podobnie jak azot, siarka wchodzi w sktad bioczgsteczek jako czes¢ amino-
kwasow (metionina i cysteina), koenzymow, lub tez centrow oksydoredukcyjnych
enzymow. Poniewaz ktopoty zwigzane z niedoborem siarki Iub jej toksycznoscig
zdarzaja si¢ rzadziej niz te zwigzane z azotem, model ADM1 nie obejmuje obie-
gu siarki. Podobnie jak w przypadku azotandw, siarczany obecne w substracie
beda ulegaty redukcji i prowadzity do powstania siarczkéw, co moze spowodowaé
obnizenie zawarto$ci metanu w powstajacym biogazie. Autorzy modelu ADM1
sugeruja, zeby wprowadzi¢ odpowiednie rownania, jezeli uzywany substrat zawie-
ra znaczne ilo$ci siarczanéw. Do substratow zawierajacych znaczne ilo$ci siarki
nalezg: melasa, odpady przemystu rybnego oraz odpady przemystu papierniczego
(Hulshoff Pol, Lens et al. 1998).

Zwiazkiem toksycznym dla bakterii jest wolna (uprotonowana) posta¢ siar-
kowodoru. Poniewaz ujemny logarytm statej dysocjacji dla siarkowodoru pKa
wynosi 7, oznacza to, ze w srodowisku obojetnym (pH=7) polowa dostgpnego
siarkowodoru jest w formie zjonizowanej, a stosunek stezenia siarkowodoru do
jonow HS- moze tatwo ulec zmianie wraz ze zmiang pH. Forma rozpuszczona
siarkowodoru pozostaje jednoczesnie w rownowadze z siarkowodorem w formie
gazowej, przez co czg$¢ tego zwigzku jest usuwana z reaktora wraz z powstajacym
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biogazem. Dlatego tez toksyczno$¢ zwiazkow siarki dla mikroorganizmow jest
w duzej mierze zalezna od $rodowiska. Przyjmuje si¢, ze stgzeniem hamujacym
proces metanogenezy jest 50 mg/l H,S (Schattauer and Weiland 2005). Obnizenie
ilosci toksycznych form siarki jest mozliwe dzigki dozowaniu do reaktora niewiel-
kich ilosci tlenu, przez co siarczki zostajg utlenione do siarki elementarnej (Khanal
and Huang 2003; van der Zee, Villaverde et al. 2007).

Poniewaz zwiazki siarki tworza nierozpuszczalne sole z metalami ciezkimi,
zbyt wysoki poziom siarki moze prowadzi¢ do ograniczenia dost¢pnosci mikro-
elementow dla mikroorganizmoéw. Z drugiej jednak strony obecnos¢ siarki moze
zapobiegac toksycznosci tych metali (Zayed and Winter 2000).

2.4.4. Modyfikacje obiegu azotu

Materia organiczna zawiera w wiekszosci azot na -3 stopniu utlenienia.
W $rodowisku beztlenowym wigkszo$¢ azotu uwalniana jest z substratu do roz-
tworu w postaci jonow amonowych. Jezeli jednak w substracie sg obecne azotany,
w reaktorach beztlenowych sg one redukowane najpierw do azotynow (ktore moga
by¢ toksyczne dla mikroorganizméw), a nastepnie do formy amonowej. Zjawisko to
wigze si¢ z wykorzystaniem elektronéw, ktore w innym przypadku moglyby stuzy¢
do redukc;ji ditlenku wegla. Obecnos¢ azotandéw w pozywce moze zatem prowadzic¢
do obnizenia ilo$ci produkowanego metanu. W przypadku uzywania substratow
zawierajacych znaczne ilosci azotanow, w modelu ADM1 nalezy uwzgledni¢ do-
datkowe réwnania.

Kolejnym zagadnieniem dotyczacym obiegu azotu w reaktorach beztleno-
wych jest uwalnianie tego pierwiastka z obumartej biomasy bakteryjnej. W pier-
wotnej wersji modelu ADM1 biomasa bakteryjna byta wlaczana do strumienia
substratu. Model taki wydawal si¢ adekwatny w przypadku, kiedy substratem
dla systemu fermentacyjnego byl osad aktywny z oczyszczalni $ciekéw zlozony
gtéwnie z mikroorganizmow. Jednakze w biogazowniach rolniczych, w ktorych
gtéwna cze$¢ wsadu stanowi material roslinny, materi¢ pochodzaca z biomasy
bakteryjnej nalezy wydzieli¢ ze strumienia substratu z uwagi na inne state kine-
tyczne procesoéw jej rozktadu (dezintegracji i hydrolizy). Odpowiednie rownania
matematyczne zostaty zaproponowane w pracy Wetta i wspotpracownikow (Wett
2006). W modyfikacji modelu zaproponowanej przez Wetta biomasa pochodzaca
z obumartych komorek jest dzielona na nastepujace sktadniki: azot nieorganiczny
(NH,"), cukry, lipidy, bialko oraz substancje nierozktadalne z uwzglednieniem
odpowiednich statych kinetycznych. Frakcja nierozktadalna zawiera wyzsza ilos¢
azotu w poroéwnaniu z analogiczng frakcja powstajaca z rozktadu substratow.

Wyzej opisana modyfikacja modelu ADM1 w istotny sposob poprawita
przewidywane ilosci azotu nieorganicznego w srodowisku fermentacyjnym. Wia-
ze sie to z lepszym prognozowaniem réwnowagi kwasowo zasadowej w trakcie
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fermentacji. ROwnowaga ta ma wptyw na state inhibicji procesu metanogenezy
zwigzane z pH, dostepnoscia azotu nieorganicznego oraz obecnoscia wolnego
amoniaku (Batstone 2002).

2.4.5. Mikroorganizmy w ADM1

Kolejnym waznym zagadnieniem zwigzanym z praktycznym zastosowaniem
ADMI jest ocena ilosci mikroorganizmow nalezacych do poszczegolnych grup wy-
szczegolnionych w modelu ADM1. Dostepnych jest jedynie kilka prac, w ktorych
podjeto probe integracji wynikdéw badan populacji mikroorganizmow z ADMI .

W pracy Liibkena i wspotpracownikow uzyto techniki hybrydyzacji flu-
orescencyjnej in situ (FISH) do okreslenia ilosci i sktadu gatunkowego bakterii
trafiajacych do reaktora z gnojowica oraz rozwoju populacji bakterii w reaktorze
(Lubken, Wichern et al. 2007). Do okreslenia ilosci bakterii naptywajacych do
reaktora na podstawie obserwacji mikroskopowych przyjeto wzor:

X,ora = QN

bacteria

m_ i 103 [kgCOD/d] (2.6)

cells fbac cell "COD/Xbac

X - catkowita ilo$¢ bakterii, ztozona z nastgpujgcych frakeji X _, X, X, X

bacteria c4’

X
Q,, - dzienne obcigzenie [kg/d] p
N_, - calkowita ilos¢ komorek na jednostke objetosci (1,47 x 10" kom./ml)

f, . - procentowy udziat bakterii

m_, - masa komorki bakteryjnej (14 x 10" mg/kom.)

i - odpowiednik COD dla biomasy (1,416 gCOD/gbiomasy)

COD/Xbac

Analogiczny wzor zastosowano do obliczenia ilosci archeonow metanogen-
nych. W wyzej wymienionej pracy badania populacji byly jedynie wykorzystywane
do okreslenia ilosci bakterii w substracie, natomiast nie podjeto proby modelowa-
nia zmian populacji mikroorganizméw w samym reaktorze. Nie przeprowadzono
rowniez analizy obecno$ci bakterii syntroficznych odpowiedzialnych za utlenianie
lotnych kwasow thuszczowych, ktore to bakterie sa uwzglednione w modelu ADM 1
(X X1 X,

Przeprowadzono rowniez porownanie danych dotyczacych populacji bakterii
acetoklastycznych uzyskanych podczas rozruchu bioreaktora zasilanego gnojowica
z wynikami symulacji z uzyciem modelu ADM (Schoen, Sperl et al. 2009). Trendy
obserwowane w danych eksperymentalnych pokrywaty si¢ ze zmianami populacji
symulowanymi przez model, jednakze nie stworzono algorytmu pozwalajacego na
bezposrednig konwersje wynikow uzyskanych metoda real time PRC do jednostek
modelu ADM1.
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2.4.6. Zastosowanie ADM1 do modelowania procesu
produkcji biowodoru

Sposrod dostepnych paliw odnawialnych bardzo atrakcyjny jest wodor, gdyz
jego spalanie nie prowadzi do powstawania ditlenku wegla, uznawanego za gtowny
czynnik antropogenny odpowiedzialny za zmiany klimatu. Ponadto wodoér moze
by¢ stosowany w mieszaninie z gazem ziemnym do napedzania pojazdéw me-
chanicznych bez potrzeby wprowadzania znacznych zmian w budowie silnikow.

C.H,,0,— 2 CH,COOH +2 CO, + 4 H, zysk ATP =4 (2.7)

6" 1276

C,H,,0,— 2 CH,COOH + C.HOH + CO, +1H, zyskATP=3 (2.8)

6 1276

C.H,,0,— 2 CH,CH,CH,COOH +2CO,+2H,  zyskATP=3 (2.9)

61276

Jedng z mozliwych drég pozyskania wodoru jest ,,ciemna fermentacja” (ang.
darc fermentation - DF) materii organicznej, w wyniku ktorej powstaje wodor,
ditlenek wegla oraz mieszanina zredukowanych zwigzkow organicznych. Teo-
retycznie mozliwe jest uzyskanie 4 moli wodoru oraz 2 moli kwasu octowego
na skutek fermentacji 1 mola heksoz (cukréw zbudowanych z szesciu atomow
wegla) (rownanie 2.7). W praktyce stosunek ten jest nizszy. Poniewaz tworzenie
wodoru w postaci czasteczkowej mozliwe jest najczesciej przy niskim ci$nieniu
parcjalnym tego gazu (10 bara), w obecnosci wyzszych stezen wodoru mikroor-
ganizmy przenosza cz¢$¢ rownowaznikow redukcyjnych na akceptory organiczne
(réwnania 2.8 1 2.9) (Ka Yu, Cheng et al. 2007). Rozwigzanie takie daje mniejszy
zysk w postaci ATP, ale pozwala na zregenerowanie (utlenienie) puli koenzymu
NAD". W uktadach doswiadczalnych uzysk wodoru z fermentacji cukrow siega
od 0,85 do 2,5 mola wodoru na mol fermentowanych cukrow (Hawkes, Hussy et
al. 2007), cho¢ dla mikroorganizméw termofilnych udaje si¢ uzyskac¢ produkcje
wodoru bliskg maksymalnej wartosci teoretycznej (4 mole H,/ mol glukozy) (Cla-
assen, van der Spoet et al. 1999).

Poniewaz wodor wytwarzany w procesie fermentacji moze by¢ wykorzysty-
wany przez inne mikroorganizmy do pozyskania energii (archeony metanogenne,
bakterie redukujace siarke), dla utrzymania wydajnosci procesu wymagane jest
zahamowanie rozwoju tych bakterii. Mozna to osiggnac przez prowadzenie procesu
fermentacji w niskim pH. Innym sposobem usunigcia bakterii hydrogenotroficz-
nych jest podgrzanie substratu do temperatury okoto 100 °C, co powoduje ich
$mier¢. Bakterie odpowiedzialne za fermentacj¢ prowadzaca do powstania wodoru
tworza spory, dzieki czemu moga przetrwac proces ogrzewania i ponownie namno-
zy¢ si¢ w reaktorze (Perera, Ketheesan et al. 2012). Kolejna mozliwoscia zahamo-
wania rozwoju archeono6w metanogennych jest dodanie do podtoza specyficznych
inhibitorow procesu metanogenezy, np. chloroformu lub siarczanu 2-bromoetanu
(Abreu, Alves et al.).
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Produkty koncowe ciemnej fermentacji w dalszym ciggu zawieraja znaczne
ilosci energii, dlatego tez dla zwigkszenia wydajnos$ci procesu proponuje si¢ pota-
czenia DF z innym procesem, dzieki ktoremu mozliwe jest odzyskanie pozostatej
czesci energii. Jedng z opcji jest wykorzystanie fermentacji metanowej (Venetsa-
neas, Antonopoulou et al. 2009). Potaczenie DF z fermentacja metanowg niesie ze
sobg nastepujace korzysci (Guwy, Dinsdale et al. 2011):

e ilo$¢ energii zgromadzonej w gazowych produktach koncowych potaczonych
procesow jest wyzsza w porownaniu z jednostopniowg fermentacja metanowa;

e mozliwa jest optymalizacja warunkow fermentacji dla kazdego z procesow
osobno, co pozwala na zmniejszenie wielko$ci uktadu fermentacyjnego.

Poniewaz procesy prowadzace do powstawania wodoru na skutek fermenta-
cji materii organicznej sg identyczne z procesami kwasogenezy ujetymi w modelu
ADMI1, mozliwe jest wykorzystanie tego modelu w opisie obu zjawisk.

Jednym z modeli opartych o ADM1 przeznaczonym do opisu procesu DF
byl model przedstawiony przez Arudchelvama i wspotpracownikow (Arudchelvam,
Perinpanayagam et al. 2010). Jego gtéwnym zadaniem byto prognozowanie ilo$ci
kwasow organicznych powstajacych w procesie fermentacji gnojowicy bydlece;.
Do opisu zjawiska hydrolizy materii organicznej uzyto réwnan zgodnych z mo-
delem szybko$ci ograniczonej dostepng powierzchnig. Czes¢ modelu opisujaca
proces tworzenia kwasow organicznych z dostgpnych substratow bylta identyczna
z ADM1. Wyniki symulacji byty zgodne z obserwacjami dotyczacymi catkowitej
iloéci powstatych produktéw oraz stezeniem kwasu octowego (12 powyzej 0,8).
Prognozy dotyczace kwasu propionowego i mastowego wykazywaly mniejsza
doktadnos$¢. Przeprowadzenie analizy czulo$ci i optymalizacja modelu przepro-
wadzona dla substratow modelowych pozwolity na osiggnigcie wyzszej zgodnosci
modelu z wynikami eksperymentalnymi (Gadhamshetty, Arudchelvam et al. 2010).

W modelu opracowanym przez Peirisa i wspotpracownikow do listy zwigz-
kéw powstajacych w kwasogenezie w pierwotnej wersji ADM1 dodano kwas mle-
kowy i etanol (Peiris, Rathnasiri et al. 2006). Symulacje przeprowadzone z uzyciem
tego modelu dobrze korelowaly z wynikami eksperymentalnymi pod wzgledem
kinetyki produkcji wodoru oraz biomasy. Zgodnos$¢ modelu z wynikami doswiad-
czen laboratoryjnych byta rézna w zaleznosci od testowanych substratow. W celu
poprawienia prognoz ilosci powstajacych w czasie fermentacji kwasoéw organicz-
nych, model ten wymaga dalszych modyfikacji.

Ciekawa modyfikacja modelu ADM1 przeznaczonego do symulacji procesu
DF jest wprowadzenie zmiennej stechiometrii przemian cukrow. Rozwigzanie takie
zaprezentowat Penumathsa (Penumathsa, Premier et al. 2008). Model ADM 1 zakta-
da staty stosunek kwaséw uzyskanych w procesie rozktadu cukrow. W przypadku
fermentacji, w ktorej nastepuje akumulacja zredukowanych produktow, stosunek
ten ulega zmianie. W przypadku DF ma miejsce akumulacja kwaséw organicznych,
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wigc przyjecie zmiennej stechiometrii fermentacji powinno polepszy¢ trafno$¢ pro-
gnoz uzyskiwanych z wykorzystaniem takiego modelu. W modelu proponowanym
przez Penumathsa stosunek pomiedzy produktami rozktadu cukréw uzalezniony
jest od stezenia niezdysocjowanych kwasow organicznych w podtozu. Do modelu
dodatkowo wprowadzono kwas mlekowy jako produkt rozktadu cukrow.

Inng ciekawa modyfikacja modelu ADM1 przeznaczonego do symulacji
produkcji wodoru jest wprowadzenie dodatkowych frakcji celulozy i hemicelulozy
oraz ich form rozpuszczalnych. Rozwigzanie takie zastosowano w modelu procesu
fermentacji gnojowicy bydlecej w potaczeniu z sacharozg (Rasika J. Perera and
Nirmalakhandan 2011). Hydroliza celulozy i1 hemicelulozy zostata oddzielona od
hydrolizy frakcji weglowodandw, a produkty hydrolizy stanowig dwa oddzielne
komponenty (rozpuszczalne formy celulozy i hemicelulozy — S, S ), ktorych po-
bieranie przez mikroorganizmy jest procesem konkurencyjnym wzglgdem pobie-
rania cukrow. Rdwnanie kinetyczne opisujace proces pobierania tych zwiazkow
wyglada nastgpujaco:

ds,

dt ) == m,Su ()(:;'“ )(Ség) ]IRML
kg (41 2y S (2.10)

S.h Sc

(

K, — stala szybkosci procesu pobierania cukrow,

m,

X, — ilos¢ bakterii pobierajacych cukry (takze frakcje rozpuszczalng celulozy

1 hemicelulozy)
S¢» S,» S, - stezenie substratow (odpowiednio cukry, rozpuszczalne formy hemi-
celulozy i celulozy)

K, .- Ks,» K — stale substratowe odpowiednio dla cukrow

I, - stafa inhibicji wynikajgca z odczynu Srodowiska i obecnosci azotu w podtozu
R,,, - stosunek objetosci gnojowicy do ptynu hodowlanego

Zmodyfikowana wersje modelu ADM1 zastosowano réwniez do opisu fer-
mentacji wyciagu uzyskiwanego z sorgo przez bakterie Ruminococcus albus. Model
ten zaktada rozktad dostepnych cukrow do kwasu octowego, kwasu mréwkowego,
ditlenku wegla, wodoru i etanolu.

W obecnej sytuacji najwieksze nadzieje na stabilng produkcje wodoru z ma-
terii organicznej stwarza wykorzystanie hodowli mieszanych mikroorganizmow.
Pomimo nizszych uzyskow wodoru w przeliczeniu (okoto 2 mole H,/ mol heksoz)
na jednostke zuzytego substratu szybko$¢ procesu fermentacji jest znaczna (do 3,2
I/Ih (Zhang, Show et al. 2007)), dodatkowo mozliwe jest odzyskanie pozostalej
czegsci energii przez polaczenie produkeji wodoru z fermentacja metanowa (Kon-
gjan, O-Thong et al.).



3. METODY BIOCHEMICZNE W ANALIZIE
PROCESU METANOGENEZY

Powstawanie biogazu jest wieloetapowym procesem biologicznym, dla
ktorego stabilno$ci wazna jest rownowaga pomigdzy poszczegdlnymi etapami.
Waznym narzedziem w ocenie stanu poszczegolnych etapow okazaty sie techniki
biochemii, mikrobiologii i biologii molekularnej. Dzigki ich zastosowaniu moz-
liwe jest okreslenie parametréw wstepnych dla modeli matematycznych takich
jak ADM1, co ma kluczowe znaczenie dla poprawnosci otrzymanych rezultatow.
Zastosowanie metod biotechnologicznych pozwala ponadto na potwierdzenie po-
prawnosci parametréw uzyskanych na drodze optymalizacji modelu metodami ma-
tematycznymi. W ponizszym rozdziale zaprezentowany zostanie przekroj technik
przydatnych w badaniach nad fermentacja metanogenna.

3.1. ANALIZA SKLADU SUBSTRATU

Jedng z podstawowych informacji niezbgdnych przy ocenie mozliwosci fer-
mentacji okreslonego substratu jest jego sktad. Pozwala on na wstepne oszacowanie
ilosci mozliwego do uzyskania biogazu. Umozliwia takze okreslenie wymaganych
suplementow dla prawidtowego przebiegu fermentacji.

Jedna z najbardziej rozpowszechnionych technik badania sktadu pasz jest analiza
Weender (van Soest and Wine 1967) , ktora obejmuje nastgpujace oznaczenia:

— sucha masa (Dry Wright — DW)

— popiot (Ash)

— surowe biatko (Row Protein — RP)

— surowy thluszcz (Row fatt/Lipid — RL)

— surowe wtokno (Row Fiber — RF)

— neutralne wtokno detergentowe (Neutral Detergent Fiber - NDF)

— kwasne wiokno detergentowe (Acid Detergent Fiber - ADF)

— kwasna lignina detergentowa (Acid Detergent Lignin - ADL)

Znajac te wartosci mozna obliczy¢ ilosci poszczegolnych polimerow or-
ganicznych: biatek, thuszczy, celulozy, ligniny, hemicelulozy, skrobi. Poniewaz
uzyskane dane sag wyrazone posrednio w jednostkach masy (%DW), przed uzyciem
ich w modelu ADM1 wymagana jest jeszcze konwersja do jednostek COD.
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Analiza Weender wydaje si¢ by¢ korzystna z uwagi na niskie koszty wyko-
nania i tatwg dostepnos¢ do laboratoriow, ktore $wiadcza tego typu ustugi.

W dalszej czg$ci rozdziatu opisana zostanie krotko zasada wykonania po-
szczegblnych oznaczen oraz sposob przeliczenia uzyskanych wynikéw do formy
przyjetej w modelu ADMI.

3.1.1. Oznaczenie suchej masy
(DW — ang. dry weight)

Do oznaczenia suchej masy wykorzystuje si¢ suszenie badanego materialu
w temperaturze 105 °C przez co najmniej 4 godziny. Po wysuszeniu probka zawie-
ra zardwno substancje obecne w badanym materiale jako zawiesina, jak rowniez
zwiazki rozpuszczone. Temperatura ta jest wystarczajaca do odparowania wody
zwigzanej z wigkszoscia zwiazkow organicznych. Czegs¢ wody krystalizacyjnej
zwigzanej z solami moze w dalszym ciagu by¢ obecna w probce. Utrata czesci
zwiazkow organicznych na skutek odparowania w tej temperaturze z reguty jest
niewielka. Ponadto stosowana temperatura jest wystarczajaca do utraty ditlenku we-
gla i przejscia kwasnych weglandw do weglanow. Szczegdtowy opis powyzszych
metod mozna znalez¢ w opracowaniu ,,Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater 20th Edition”(1998).

3.1.2. Oznaczenie popiotu

(ang. Ash)

W celu oznaczenia popiolu wysuszone wczesniej probki spala si¢ w tempera-
turze 600 °C. W temperaturze tej spaleniu ulega wigkszo$¢ substancji organicznych,
a pozostato$¢ stanowia gtéwnie sole metali zawartych w probce. Roznica masy
miedzy sucha probka a popiotem nazywana jest lotng frakcja stafa (ang. Volatile So-
lids — VS) i odzwierciedla ilo§¢ substancji organicznych (zarowno rozpuszczonych,
jak i w postaci zawiesiny) zawartych w probce. Mozliwe jest rowniez oznaczenie
zawartos$ci zawiesin ta metodg po uprzednim zastosowaniu odpowiedniego filtra.
Oznaczanie suchej masy i popiotu jest szeroko stosowane w ocenie $ciekoOw oraz
pasz (1998).

3.1.3. Oznaczanie biatka metoda Kjeldahl

(RP — ang. raw protein)

Stabilna produkcja biogazu wymaga zachowania odpowiednich proporcji
pomiedzy iloscig wegla i azotu w substracie. W reaktorach metanowych czesto
najwazniejszym zrodlem azotu jest biatko zawarte w substracie, dlatego oznaczenie
poziomu biatka jest wazne dla odpowiedniego zbilansowania sktadu pozywki. Do
oznaczenia zawarto$ci biatka wykorzystuje si¢ czesto metode Kjeldahl (1998).
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W metodzie Kjeldahl azot bedacy w trzecim stopniu utlenienia przeprowa-
dzany jest do wolnego amoniaku, ktory nastepnie mozna oznaczy¢ przez miarecz-
kowanie. Wstgpnym etapem oznaczenia jest utlenienie substancji organicznej do
CO, 1 wody w obecnosci stezonego kwasu siarkowego. Do mieszaniny utleniajgcej
dodaje si¢ rowniez siarczan potasu w celu podwyzszenia temperatury wrzenia oraz
zwiazki miedzi (tlenek lub siarczan) stanowigce katalizator.

Drugim etapem jest oddzielenie uzyskanego amoniaku od mieszaniny utle-
niajgcej przez destylacje z parg wodng po wstepnym zobojetnieniu roztworu. Proces
ten moze by¢ zautomatyzowany. Uwolniony amoniak nast¢pnie jest wychwytywa-
ny przez roztwor stabego kwasu (H,BO,) i poddawany miareczkowaniu w odpo-
wiednim pH. Zebrany amoniak mozna rowniez oznacza¢ metoda kolorymetryczng
z fenolem lub z wykorzystaniem elektrody jonoselektywne;j.

Jak juz wcze$niej wspomniano, metoda ta jest selektywna wzgledem azotu
na -3 stopniu utlenienia, tak wigc cze$¢ uzyskanego wyniku bedzie stanowit row-
niez azot zawarty w kwasach nukleinowych, aminocukrach oraz w formie wolnych
jonow amonowych. Metoda ta daje jednak wyniki wystarczajaco doktadne dla
potrzeb modelowania.

3.1.4. Oznaczanie zawartosci lipidow

(RL — ang. raw lipids)

Jedna z najprostszych metod oznaczania zawartosci lipidow w materiale bio-
logicznym jest ekstrakcja rozpuszczalnikami organicznymi. Dobre wyniki w anali-
zie zawartosci lipidow w materiale organicznym daje ekstrakcja z wykorzystaniem
aparatu Soxleta. Przed ekstrakcja material poddaje si¢ suszeniu w temperaturze
105 °C, dzigki czemu uzyskany wynik stanowi cze$¢ suchej masy badanej probki.
Nastepnie probke poddaje si¢ ekstrakcji eterem naftowym w aparacie Soxleta przez
3 godziny. Uzyskany ekstrakt poddaje si¢ odparowaniu i wazeniu.

Inng metoda stosowana w oznaczaniu zawartosci lipidow w materiale biolo-
gicznym jest ekstrakcja mieszaning chloroform/metanol (Bligh 1959). W metodzie
tej probka poddawana jest ekstrakcji roztworem chloroform:metanol (1:2). Na-
stepnie do mieszaniny dodawana jest dodatkowa porcja chloroformu i wody dzieki
czemu nastepuje rozdzielenie faz. Wyekstrahowane lipidy znajduja sie w ciezszej
fazie organicznej na dnie naczynia. Po zebraniu fazy organicznej rozpuszczalniki
sa nastepnie odparowywane, a pozostato§¢ wazona. Problem w stosowaniu tej
metody moze stanowi¢ sposob oddzielenia fazy organicznej znajdujacej sie na dnie
naczynia bez ponoszenia zbgdnych strat.
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3.1.5. Oznaczanie wiékna surowego
(RF — ang. raw fiber)

W celu oznaczenia widkna surowego nalezy rozpusci¢ zwigzki organiczne
najpierw w $rodowisku kwasnym, a nastgpnie zasadowym (van Soest and Wine
1967). W sktad nierozpuszczalnych pozostatosci wchodza: celuloza, hemiceluloza
i lignina. Substancje te sg sktadowymi widkna surowego. Oznaczenie wykonywane
jest w nastepujacy sposob:

e wstepnie badany materiat jest suszony w temp. 105 °C, a nastgpnie umiesz-
czany w specjalnym worku i wazony,

e nastegpnie probka jest umieszczana w goragcym (95 °C) roztworze kwasu siar-
kowego (0,13 M) na 30 min.,
Po wyjeciu z roztworu kwasu materiat jest przeptukiwany woda destylowana,

e nastgpnie probke umieszcza si¢ w gorgecym (95 °C) roztworze zasadowym
(NaOH 0,313 M lub KOH 0,23 M) na 30 min.,

e Po zakonczeniu inkubacji w roztworze zasady probka jest przeptukiwana
woda destylowana i suszona,

e nastgpnie oznaczane sg lotne substancje stale (VS) w pozostalym materiale.

3.1.6. Oznaczanie obojetnego widkna detergentowego

(NDF — ang. neutral detergent fiber)

Aby oznaczy¢ obojetne wtokno detergentowe, probke poddaje sie kapieli
w roztworze detergentu o odczynie obojetnym z dodatkiem amylazy (enzym roz-
ktadajacy skrobig¢) (van Soest and Wine 1967). W sktad wtokna nierozpuszczalnego
w tych warunkach wchodza: celuloza, hemiceluloza, lignina i zwigzki zwigzane
z ligning zawierajace azot (ang. lignin-N-compounds). Detergentem stosowanym
w roztworze ptuczacym jest siarczan dodecylu sodu. Dodatkowo w sktad roztworu
wchodza: wersenian sodowy, boran sodu, fosforan sodu oraz 2-etoksyetanol.

Wysuszong, zwazong probke umieszcza si¢ na 60 min. we wrzagcym roztwo-
rze detergentu, nastepnie po ptukaniu w wodzie destylowanej oznacza si¢ zawarto$¢
lotnych substancji statych.

3.1.7. Oznaczanie kwasnego widkna detergentowego

(ADF — ang. acid detergent fiber)

W metodzie tej badany material poddaje si¢ inkubacji w roztworze deter-
gentu w srodowisku kwasnym (van Soest and Wine 1967). W zastosowanych wa-
runkach nie rozpuszczaja si¢ nast¢pujace substancje organiczne: celuloza, lignina
oraz zwiazki zwiazane z ligning zawierajace azot (ang. lignin-N-compounds).

W sktad roztworu detergentu wchodza: kwas siarkowy (0,5 M) oraz bromek
N-cetylo-N,N,N-trimetylo aminy (2%). W celu wykonania analizy wysuszona,
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zwazong probke umieszcza si¢ na 60 min. we wrzacym roztworze detergentu,
nastegpnie po ptukaniu w wodzie destylowanej oznacza si¢ zawarto$¢ lotnych sub-
stancji statych.

3.1.8. Oznaczanie kwasnej ligniny detergentowej

(ADL — ang. acid detergent lignin)

W celu oznaczenia ligniny wstepnie badany materiat poddaje sie kapieli
w kwasnym roztworze detergentu (analogicznie do metody ADF) (van Soest and
Wine 1967). Nastepnie celuloze wcigz obecng w probee usuwa si¢ przez rozpusz-
czenie w roztworze kwasu siarkowego 72%.

Postepowanie z probka jest doktadnie takie samo jak w przypadku oznacza-
nia kwasnego wtokna detergentowego, z tym wyjatkiem, ze po odmyciu roztworu
detergentu woda destylowana probka poddawana jest kapieli w roztworze kwasu
siarkowego o stezeniu 72% przez 3 godziny w temperaturze pokojowe;.

3.1.9. Konwersja danych dotyczacych sktadu substratu na
potrzeby modelu ADM1

Na podstawie wynikéw otrzymanych po przeprowadzeniu analizy Weender
mozliwe jest obliczenie zawartosci poszczegolnych grup substancji organicznych
w substracie (Koch, Liibken et al. 2010). W Tabeli 13 zestawiono stosowane wzory.

Tabela 13. Wzory stosowane do obliczenia zawartosci poszczegoélnych frakgji
w substracie.

Zwiazek % Suchej masy
Bialtko RP/DW*100
Lipidy RL/DW*100
Celuloza (ADF-ADL)/DW*100
Lignina ADL/DW*100
Hemiceluloza (NDF-ADF)/DW*100
Skrobia (RF+NfE-NDF)/DW*100

Objasnienie skrotow: DW — sucha masa, RP — bialko surowe, RL — lipidy surowe,
RF — wlokno surowe, NDF - neutralne wiokno detergentowe, ADF - kwasne widkno detergentowe,
ADL - kwasna lignina detergentowa, NfE - ekstrakt wolny od azotu (DW-RL-RP-RF).

Aby dane uzyskane za pomocg wzorow zebranych w Tabeli 13 mozna byto
zastosowa¢ w modelu ADM 1, wymagana jest konwersja jednostek. Warto$ci otrzy-
mane w wyniku zastosowania powyzszych wzoré6w wyrazone sg jako stezenia
masowo objetosciowe (np. kg/m?), zatem nalezy je konwertowac do jednostki
przedstawiajacej chemiczne zapotrzebowanie na tlen. Mozna tego dokona¢ przez
pomnozenie otrzymanych wartosci przez odpowiedni wspotczynnik. W tabeli 14
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zebrano obliczone wspotczynniki COD dla poszczegolnych frakcji substratu. Na-
lezy jednak pamigtac, ze wartosci rzeczywiste mogg odbiega¢ od prezentowanych
ponizej. W szczegdlnym stopniu moze dotyczy¢ to lipidow i biatek. Wynika to
przede wszystkim ze zmiennosci sktadu tych zwiagzkow.

Tabela 14. Przyblizone zapotrzebowanie COD poszczegdlnych grup zwigzkow
organicznych, obliczone na podstawie wzoréw sumarycznych.

Zwiazek Teoretyczne COD (kgO,/kg )
Biatko 1,42
Lipidy 2,90
Lignina 1,56
Celuoza, Hemiceluloza, Skrobia 1,19

Poniewaz rozktad lignin w warunkach beztlenowych jest niemozliwy (en-
zymy rozktadajace ligning wymagaja obecno$ci aktywnych form tlenu (Wong
2009)), substancje t¢ nalezy zaliczy¢ do frakcji Xi (nierozpuszczalnych substancji
inertnych) w modelu ADM1. Dodatkowo réowniez cze$¢ celulozy i hemicelulozy
jest niedostepna dla mikroorganizmoéw i rowniez powinna by¢ zaliczona do frakcji
Xi. Biodegradowalnos¢ celulozy i hemicelulozy dla danego substratu powinna
by¢ dobierana indywidualnie w zaleznosci od warunkow fermentacji i sposobu
przygotowania substratu.

3.2. BADANIE AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNEJ

W reaktorach metanogennych krokiem limitujagcym szybko$¢ catego pro-
cesu jest czesto hydroliza dostepnych substratow. Proces ten katalizowany jest
W znacznym stopniu przez enzymy hydrolityczne wytwarzane przez mikroorga-
nizmy stanowigce cze$¢ ekosystemu reaktora metanogennego. Poniewaz popu-
lacja drobnoustrojow przystosowuje si¢ do podawanego im pozywienia, pomiar
aktywnosci enzymow hydrolitycznych moze by¢ przydatny w ocenie mozliwosci
zastosowania innego substratu.

Jako jednostke okreslajaca aktywno$¢ danego enzymu w badanym preparacie
przyjmuje si¢ ilo$¢ przetworzonego substratu w danej jednostce czasu. Standardowa
jednostka aktywnos$ci enzymatycznej (U) jest definiowana jako ilo$¢ enzymu ka-
talizujgca przemiane¢ 1 umola substratu (lub odpowiednich grup chemicznych, np.
wigzan peptydowych) przez czas 1 minuty w warunkach optymalnych dla dziatania
danego enzymu. Pomiaru aktywnosci enzymatycznej nalezy zawsze dokonywaé
w warunkach zapewniajacych wysycenie czastek enzymu substratem, poniewaz
szybkos$¢ reakcji enzymatycznej jest zalezna od dostepnosci substratu. Czesto dla
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potrzeb danej metody pomiarowej definiuje si¢ inne jednostki aktywnosci bedace
pochodng jednostki podanej powyzej jednostki.

Do oznaczania aktywnosci enzymow hydrolitycznych mogg by¢ stosowa-
ne ich naturalne substraty (np. kazeina dla proteaz, oliwa z oliwek dla lipaz) lub
tez zwigzki syntetyzowane chemicznie o podobnych wtasciwosciach co substraty
naturalne (azokazeina, palmitynian p-nitrofenolu). Stosowanie substratow synte-
tycznych czesto ma na celu uproszczenie procedury pomiarowe;.

W ponizszym rozdziale zaprezentowano kilka przyktadowych metod umozli-
wiajacych pomiar aktywnosci enzymow hydrolitycznych niezbednych w degradacji
materii organiczne;.

3.2.1. Oznaczanie aktywnosci proteaz metoda z kazeing

W wyniku cigcia kazeiny przez proteazy powstaja krotkie peptydy rozpusz-
czalne w kwasie trichlorooctowym (TCA). Poniewaz peptydy te zawierajag amino-
kwasy aromatyczne (tyrozyne, fenyloalaning i tryptofan), stezenie tych produktéw
mozna zmierzy¢ przez pomiar absorpcji $wiatta o dtugosci fali 280 nm.

W celu zbadania aktywnosci proteolitycznej nalezy postepowac zgodnie
z nastepujacym protokolem:

1. Do probowki Eppendorf o pojemnosci 2 ml doda¢ 0,5 ml 0,5% roztworu
kazeiny i 0,2 ml buforu reakcyjnego.
2. Po uprzednim usunigciu komorek przenies¢ 0,1 ml ptynu hodowlanego do
mieszaniny reakcyjne;j.
Reakcje prowadzi¢ przez 30 min w odpowiedniej temperaturze.
Zatrzymac reakcje¢ przez dodanie 0,5 ml 10% roztworu TCA.
Probke odwirowac przez 10 min przy przyspieszeniu 15 000 g.
W zebranym klarownym ptynie zmierzy¢ absorbancj¢ przy dtugosci fali 280
nm.
7. Od otrzymanego pomiaru odja¢ odczyt dla proby slepej i porownac z krzywa
standardowa wykreslong dla tyrozyny.

AN

Probe $lepa nalezy przygotowaé analogicznie jak proby badane, z tym ze
roztwor TCA trzeba doda¢ przed inkubacja. Jednostka aktywnos$ci definiowana
jest tutaj jako ilos¢ enzymu uwalniajgca cztery nanomole tyrozyny w ciagu jednej
minuty w danych warunkach.

3.2.2. Oznaczanie aktywnosci proteaz metoda z azokazeing

W wyniku cigcia azokazeiny przez proteazy powstaja krotkie peptydy roz-
puszczalne w kwasie trichlorooctowym (TCA). Dzi¢ki wyznakowaniu tych pep-
tydow barwnikiem azowym mozliwe jest oznaczenie ich st¢zenia poprzez pomiar
absorpcji $wiatla o dtugosci fali 420 nm.
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W celu zbadania aktywnosci proteolitycznej nalezy postgpowac zgodnie

z nastgpujacym protokotem:

L.

A -

Do probowki Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml doda¢ 0,36 ml 1% roztworu
kazeiny w buforze Tris HCI o odpowiednim pH.

Po uprzednim usunieciu komorek przenies¢ 0,09 ml ptynu hodowlanego do
mieszaniny reakcyjnej.

Reakcje prowadzi¢ przez 30 min w odpowiedniej temperaturze.

Reakcje zatrzymac przez dodanie 0,45 ml 10% roztworu TCA.

Probke odwirowac przez 10 min przy przyspieszeniu 15 000 g.

0,6 ml klarownego ptynu przenies¢ do nowej probowki Eppendorfa i dodaé
0,135 ml roztworu NaOH (2 M).

Przeprowadzi¢ pomiar absorbancji w przygotowanych roztworach przy
420 nm, a otrzymany wynik poréwnac z krzywa standardowa przygotowang
dla azokazeiny.

Jednostka aktywnosci definiowana jest tutaj jako ilos¢ enzymu potrzebna do

uwolnienia 1 pug azopeptydow w ciggu jednej minuty w danych warunkach reakcji.

3.2.3. Pomiar aktywnosci esterazowej z wykorzystaniem

palmitynianu p-nitrofenolu.

W niniejszej metodzie jako substrat dla enzymow hydrolizujacych ttuszcze

wykorzystuje si¢ palmitynian p-nitrofenolu (pNPP). W wyniku reakcji hydrolizy
do roztworu zostaje uwalniany p-nitrofenol o zottym zabarwieniu. Przyrost stezenia
barwnego produktu mozna mierzy¢ przez zmiang absorbancji $wiatla o dtugosci
fali 410 nm (Gupta, Rathi et al. 2002).

W celu wykonania pomiaru nalezy przygotowac nastepujace roztwory:
bufor Tris HCI 0,5M pH - zalezne od wymaganych warunkow,
roztwor Tryton X100 o stezeniu 40 mg/ml,
roztwor gumy arabskiej o stezeniu 9 mg/ml,
roztwor pNPP w 2-propanolu o stezeniu 3 mg/ml.

Reakcje nalezy przygotowacé w nastepujacy sposob:
do kuwety spektrofotometrycznej doda¢ 0,58 ml wody destylowanej oraz
po 0,12 ml wczesniej przygotowanych roztworow (roztwor pNPP doda¢ na
samym koncu, aby zapobiec wytraceniu substratu),
do mieszaniny reakcyjnej doda¢ 50 ul ptynu hodowlanego oczyszczonego
z komorek bakteryjnych,
prowadzi¢ pomiary absorpcji $wiatla o dtugosci fali 410nm co 5 min przez
30 min,
obliczy¢ przyrost absorbancji i na podstawie krzywej standardowej dla p-
-nitrofenolu obliczy¢ ilos¢ uwolnionego produktu.
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— obliczy¢ aktywnos¢ preparatu przyjmujac za jednostke aktywnosci ilos¢ en-
zymu potrzebng do uwolnienia 1 nmola p-nitrofenolu w ciggu jednej minu-
ty. W przypadku zbyt szybkiego wyczerpania substratu (otrzymany wykres
przyrostu absorbancji w czasie nie jest linia prostg) powtdrzy¢ oznaczenie
z odpowiednim rozcienczeniem preparatu.

3.2.4. Pomiar aktywnosci enzymow rozkiadajacych
wielocukry

Oznaczanie aktywnos$ci enzymow celulolitycznych i amylolitycznych opie-
ra si¢ na pomiarze ilosci uwolnionych podczas hydrolizy cukréw redukujacych
(gtownie glukozy i celobiozy). Jako substratu dla enzymow rozktadajacych celu-
loze mozna uzy¢ bibuty filtracyjnej, bawemy lub innej rozdrobnionej celulozy. Dla
amylaz najdogodniejszym substratem jest zawiesina skrobi.

Pierwszym etapem oznaczenia jest inkubacja badanego roztworu enzymu
z odpowiednio przygotowanym roztworem substratu. W przypadku amylaz mozna
posthuzy¢ si¢ 0,5% roztworem skrobi w buforze octanowym (0,1 M pH=5,0). Prob-
ke nalezy zmiesza¢ z roztworem substratu w proporcji 1:1 i inkubowa¢ w odpo-
wiedniej temperaturze przez 15 min. W przypadku badania aktywnosci enzymow
rozktadajacych celuloze jako substratu mozna uzy¢ 5% roztworu celulozy mikro-
krystalicznej w buforze cytrynianowym (0,05 M, pH=4,8). Podobnie jak w przy-
padku analizy aktywnoS$ci amylaz, roztwor enzymu nalezy zmiesza¢ z roztworem
substraty w proporcji 1:1. Reakcje nalezy prowadzi¢ przez 1 godzing w odpowied-
niej temperaturze. Dobdr odpowiedniego buforu dla reakcji oraz temperatury jej
prowadzenia powinien w jak najwyzszym stopniu przypominaé¢ warunki naturalne
dla badanego enzymu. Reakcje enzymatyczna nalezy przerwac przez inkubacjg pro-
by przez 5 min w temp. 95 °C. Po ochlodzeniu nalezy oznaczy¢ ilos¢ uwolnionych
cukrow wybrana metoda. Jezeli metoda oznaczenia cukrow jest oparta o pomiar
spektrofotometryczny, w razie potrzeby proby nalezy poddac klarowaniu prze
wirowanie lub filtrowanie. Ponizej podano opis dwoch metod czesto stosowanych
do oznaczania ilosciowego cukréw redukujacych i glukozy.

3.2.5. Oznaczanie cukréw redukujacych (metoda Bernfelda)

Cukry redukujace w roztworze wodnym ulegaja utlenieniu pod wptywem
kwasu 3,5-dinitrosalicylowego (DNS) (Lubken, Wichern et al. 2007). Intensywno$¢
zabarwienia powstajacych zwigzkow jest proporcjonalna do ilosci utlenionych
cukrow. Metoda ta pozwala na oznaczenie stezenia cukru w zakresie od 5 pg do 60
pg w 1 ml. Proby o wyzszym stezeniu cukru nalezy przed wykonaniem oznaczenia
dodatkowo rozcienczy¢. Oznaczenie nalezy wykona¢ co najmniej w 3 powtdrze-
niach. Do oznaczenia nalezy wykona¢ rowniez probe Slepa, zawierajaca zamiast
roztworu badanego wode destylowana.
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Wykonanie oznaczenia:
Do 1 ml roztworu badanego doda¢ 1 ml odczynnika reakcyjnego.
Proby inkubowac przez 5 min we wrzacej tazni wodne;.
Po ochtodzeniu doda¢ 3 ml wody destylowane;j.
Zmierzy¢ absorbancj¢ proby przy dlugosci fali 530 nm.
Otrzymany wynik odnie$¢ do krzywej standardowe;.

MRS

Sktad odczynnika reakcyjnego:
1g DNS, 20 ml 2 M NaOH, 3g winianu sodowo-potasowego, uzupetnié
wodg destylowana do 100 ml.

3.2.6. Oznaczanie stezenia glukozy metoda enzymatycznag

Glukoza zawarta w probie badanej ulega utlenieniu do kwasu glukonowego
pod wplywem dziatania oksydazy glukozowej. Reakcja ta jest specyficzna dla
glukozy. W jej wyniku powstaje nadtlenek wodoru, ktory z kolei ulega reakcji
z 4-aminoantypiryng i fenolem, tworzac barwny kompleks. Reakcja zachodzi pod
wplywem peroksydazy. Powstawanie barwnego produktu mozna $ledzi¢ rejestrujac
absorbancje¢ przy dlugosci fali 500 nm. Metoda ta pozwala na oznaczenie stezeni
glukozy w zakresie od 2,3 ug do 5 mg w 1 ml. W handlu dostepne sg komercyjne ze-
stawy analityczne oparte na wyzej opisanej metodzie. Ponizej podano sposob przy-
gotowania proby dla produktu firmy BioSystems (Numer katalogowy COD12503).

Wykonanie pomiaru:
1. Do 1 ml odczynnika reakcyjnego doda¢ 10 pl badanego roztworu.
2. Probe wymieszac i pozostawi¢ w temperaturze pokojowej na 10 min.
3. Przeprowadzi¢ pomiar absorbancji proby przy dtugosci fali S00 nm.

Odczyt porownac z krzywa standardowa.

3.3. METODY CHROMATOGRAFICZNE W ANALIZIE
FERMENTACJI METANOWEJ

Chromatografia jest to fizykochemiczna metoda rozdziatu mieszanin jedno-
rodnych oparta na réznicy oddziatywan sktadnikéw mieszaniny z faza ruchoma
1 stacjonarng uktadu chromatograficznego (Witkiewicz 2000). Dzieki wykorzysta-
niu metod chromatograficznych mozliwe jest uzyskanie szczegdétowych informacji
na temat sktadu zaro6wno ilosciowego, jak i jakoSciowego zwigzkow zawartych
W mieszaninie fermentacyjnej oraz powstajagcego biogazu. Najbardziej popularng
technikg chromatograficzng wykorzystywang w badaniach nad procesem fermen-
tacji metanowej jest chromatografia gazowa, uzywana do analizy sktadu samego
biogazu oraz lotnych kwasow thuszczowych powstajacych w procesie fermentacji.



Metody biochemiczne w analizie procesu metanogenezy 55

Analiza VFA mozliwa jest rowniez z wykorzystaniem chromatografii cieczowe;.
W dalszej czesci rozdziatu krotko opisano techniki chromatograficzne wykorzy-
stywane w badaniach procesu fermentacji metanowe;.

3.3.1. Badanie skitadu biogazu

Znajomos$¢ zawarto$ci metanu w biogazie pozwala na wydajne sterowanie
procesem spalania tego paliwa w silnikach lub instalacjach grzewczych. Sktad
biogazu dostarcza rowniez informacji na temat wydajno$ci procesu fermentacji
oraz decyduje o sposobie uzdatnienia go przed uzyciem do celdow energetycznych.
Przed uzyciem biogazu w silnikach wymagane jest usuniecie siarkowodoru, kto-
ry przyspiesza korozje urzadzen oraz jest przeksztalcany w procesie spalania do
dwutlenku siaki, gazu szkodliwego dla srodowiska naturalnego.

Doktadna i szybka analiza sktadu biogazu moze by¢ przeprowadzona przy
uzyciu chromatografii gazowej. Oznaczenie sktadu probki w przypadku wykorzy-
stani detektora termokonduktometrycznego (TCD) zajmuje okoto 30 min. Detektor
typu TCD wykrywa zmiany przewodnosci cieplnej w strumieniu gazu nosnego
wywolane obecnoscia analitu. Przyktadowe zestawy zt6z uzywanych w rozdziale
biogazu przedstawione sa w tabeli 15. Wazna zaletg takiego uktadu analizy gazu
jest mozliwos$¢ automatyzacji pomiaru.

Tabela 15. Ukfady chromatograficzne stosowane do analizy sktadu biogazu.

Rodzaj kolumny Gaz no$ny | Detektor Zrédlo
CTRI packed column He TCD Ramirez 2009 (Ramirez, Mottet et al. 2009)
Haye SepQ 60/80 He TCD Mechichi 2005 (Mechichi and Sayadi 2005)
Chromosorb 102 column N, TCD Li Wrenn 2005 (Li, Wrenn et al. 2005)
Unibeads C TCD Imachi 2000 (Imachi, Sekiguchi et al. 2000)

3.3.2. Analiza lotnych kwaséw tluszczowych

W wyniku kwasogenezy bedacej czescia procesu fermentacji metanowej
Z materii organicznej powstaje mieszanina kwasow organicznych (VFA), ktore
w kolejnych etapach sa przeksztalcane do biogazu. Poniewaz VFA stanowig substrat
dla konsorcjum bakterii metanogennych i syntoficznych, podniesienie stezenia tych
zwigzkow powinno skutkowaé przyspieszeniem reakcji metanogenezy. Z drugiej
jednak strony niezdysocjowana forma VFA jest toksyczna dla bakterii, dlatego tez
przekroczenie pewnego stezenia, szczegolnie przy obnizonym pH, prowadzi do
zahamowania procesu metanogenezy.

Zatamaniu stabilno$ci procesu fermentacji towarzyszy czgsto drastyczne
zwigkszenie ilo§ci VFA. Wzrost stezenia kwaséw w reaktorze zazwyczaj poprze-
dza wyrazny spadek produkcji biogazu, dlatego $ledzenie zmian ilosci kwasoéw
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organicznych moze by¢ przydatne w procesie monitorowania stabilno$ci procesu
fermentacji (Nielsen, Uellendahl et al. 2007). Najbardziej rozpowszechniong me-
todg analizy VFA w reaktorach metanogennych jest chromatografia gazowa.

W chromatografii gazowej faza no$na jest gaz (azot, hel, argon lub wodor),
natomiast fazg stacjonarng adsorbent w postaci filmu na $ciankach kolumny lub
ztoza. Wykorzystanie chromatografii gazowej pozwala na oznaczenie VFA w ste-
zeniu powyzej 1 mM bez koniecznos$ci zageszczania probek. Najczgsciej wyko-
rzystywanym rodzajem detektora w analizie probek pod katem obecnosci VFA jest
detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID). W tabeli 16 przedstawiono przyktadowe
uktady chromatogarficzne wykorzystywane w oznaczaniu kwasow organicznych.

Tabela 16. Uktady chromatorgaficzne stosowane w analizie LKT

Kolumna Gaz | Typ detektora Zrédlo
nosny
Hayesep R 80/100 Mesh N, FID Ramirez 2009 (Ramirez, Mottet et al. 2009)
Nukol column He FID Li Wrenn 2005 (Li, Wrenn et al. 2005)
Unisole F-200 30/60 N, FID Wang 1999 (Wang, Kuninobu et al. 1999)

Czesto przed analiza proby poddawane sa wstepnej obrobee. Do najczesciej
wykonywanych czynnosci nalezy usunigcie czastek statych przez filtrowanie lub
wirowanie oraz zakwaszenie. Usuwanie czastek statych ma na celu przedtuzenie
zywotnosci chromatografu gazowego, a w szczegdlnosci kolumny. Zakwaszenie
probek wykonuje si¢ w celu przeprowadzenia kwaséw organicznych do formy
niezjonizowanej, ktora jest dogodniejsza do analizy w chromatografii gazowe;j.
Probka moze by¢ wprowadzana do aparat w formie roztworu (Wang, Kuninobu
et al. 1999). Inng mozliwoscig stosowang w uktadach zautomatyzowanych jest
wprowadzenie do aparatu probki gazu zawierajacego VFA bedace w rownowadze
z zakwaszonym roztworem wodnym (Kanokwan, Damien John et al. 2007).

Z punku widzenia przemystu bardzo interesujacym rozwigzaniem jest za-
stosowanie zautomatyzowanego uktadu analizy, dzigki czemu mozliwe jest prowa-
dzenie testow w trybie potciggltym. Systemy takie byty prezentowane zarowno dla
systemow laboratoryjnych (Boe, Steyer et al. 2008), jak i przemystowych (Nielsen,
Uellendahl et al. 2007).

Uktady takie pozwolily na doktadne poznanie zmian w stezeniu VFA w prze-
mystowych instalacjach przeznaczonych do fermentacji metanogennej podczas
pracy w stabilnych warunkach, jak réwniez przy zbyt duzym obcigzeniu (Nielsen,
Uellendahl et al. 2007). Opracowano rowniez automatyczny uktad pozwalajacy na
sterowanie procesem karmienia reaktora oparty o §ledzenie zmian stezenia kwasu
propionowego (Boe, Steyer et al. 2008).

Rozdzial VFA mozliwy jest rowniez z wykorzystaniem wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej. Najczesciej wykorzystywanymi ztozami sg w tym przy-
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padku jonowymieniacze, a rozdziat jest prowadzony w warunkach izokratycznych
przez przemywanie kolumny roztworem kwasu. Przyktadowe kolumny przeznaczo-
ne do rozdzialu mieszaniny kwaséw to: Aminex® HPX-87H, PolyporeH column,
RSpak KC-811 column. Do detekcji kwasow organicznych wykorzystywane sg
ich wlasciwosci absorpcyjne $swiatta UV przy dlugosci fali 210 nm. Podobnie jak
w przypadku chromatografii gazowej probka czesto wymaga wstepnego przygo-
towania przez zakwaszenie i usunigcie czastek statych z analizowanego roztworu.

3.4. OKRESLANIE AKTYWNOSCI
MIKROORGANIZMOW W ZLOZACH
METANOGENNYCH

Wazna informacjg przy charakterystyce ztozy metanogennych jest aktyw-
no$¢ wzgledem wybranych substratow (Angelidaki, Alves et al. 2006). Parametry
te moga by¢ okreslone na podstawie prostych doswiadczen fermentacji okresowej
prowadzonej w malej skali. Informacje uzyskane z takich dos§wiadczen sa przydatne
w nastgpujacych sytuacjach:
przy doborze odpowiedniego inokulum do rozpoczgcia fermentacji;

w trakcie planowania postepowania przy rozruchu reaktora;

przy optymalizacji dawek substratu dla stabilnej fermentacji ciagle;j;
przy rozwazaniu mozliwosci zmiany uzytkowanego substratu;

przy planowaniu postgpowania w przypadku zakwaszenia reaktora.

Okres$lenie aktywnosci ztoza metanogennego daje rowniez wazne dane wej-
sciowe dla modeli matematycznych opisujacych proces fermentacji metanogennej
takich jak ADMI1.

Warunki, w jakich beda prowadzone testy, powinny w jak najwyzszym
stopniu przypomina¢ warunki wystepujace w reaktorze, z ktérego pobrano ztoze.
W szczegdlnos$ci dotyczy to temperatury, ale rowniez pH, ci$nienia i mieszania.

Dla poszczegolnych proceséw zachodzacych podczas fermentacji metano-
wej przyjeto nastgpujace substraty wzorcowe:

e metanogeneza: kwas octowy (1 g/l), mieszanina H,:CO, (4:1) pod cisnieniem
przewyzszajacym atmosferyczne o 1 atm.,

e acetogeneza: kwas propionowy (0,5 g/l), kwas mastowy (0,5 g/I)

e kwasogeneza: glukoza (1 g/l)

e wlasciwosci hydrolityczne: celuloza (1 g/l), kazeina (1 g/l)

Reakcje z reguty prowadzi si¢ w szklanych butelkach o pojemnosci okoto
100 ml, zabezpieczonych przed kontaktem z powietrzem gumowym korkiem.
Naczynia powinny by¢ w stanie wytrzyma¢ maksymalne teoretyczne nadci$nienie
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powstate na skutek przeksztalcenia catosci dostarczonego substratu do biogazu.
Ilo$¢ wprowadzonej biomasy bakteryjnej powinna by¢ na tyle duza, aby przyrost
bakterii w trakcie doswiadczenia byt dla wynikow pomijalnie maty. Za optymalng
przyjmuje si¢ gestos¢ wynoszaca 2,5 g VSS/I. Po umieszczeniu w butelkach ztoza,
makro i mikroelementdéw oraz substratu, powietrze jest usuwane przez przedmu-
chanie butelki azotem lub mieszaning azotu i ditlenku wegla w proporcji 4:1.

Dla prawidlowego wyznaczenia parametrow aktywnosci powinno si¢ brac
pod uwage jedynie poczatkowa czgs¢ krzywej produkcji biogazu, kiedy proces jest
charakteryzowany prze rownania kinetyki zerowego rzedu. W pozniejszym etapie
na otrzymany wynik majg wplyw takie czynniki jak zmiana srodowiska fermentacji
na skutek obecnos$ci produktéw, zmiany adaptacyjne w populacji mikroorganizmow
oraz ubytek substratu.



4. ANALIZA SKLADU POPULACJI
MIKROORGANIZMOW
W SRODOWISKU BEZTLENOWYM

Fermentacja metanowa jest zjawiskiem wieloetapowym, ktorego stabilnosé¢
jestuzalezniona od rownowagi pomig¢dzy poszczegdlnymi etapami przemiany ma-
terii organicznej. Zbyt wysoki poziom zwigzkow stanowigcych produkty posrednie
w procesie konwersji materii organicznej do metanu (szczeg6lnie VFA oraz H,)
prowadzi do zahamowania koncowego etapu w ktéorym powstaje metan. Ponie-
waz wigkszo$¢ procesow zachodzacych w trakcie fermentacji jest prowadzona
z udziatem mikroorganizmow sktad populacji bedzie mial zasadnicze znaczenie
w okresleniu zachowania reaktora w danych warunkach.

Badania populacji mikroorganizméw w instalacjach prowadzacych fermen-
tacje metanowa skupialy sie gldwnie na analizie populacji archeonéw metanogen-
nych, poniewaz prowadza one najwazniejsza grupe reakcji syntezy metanu i sg
bezposrednio odpowiedzialne za usuwanie czes$ci produktéw posrednich ktdrych
nadmiar prowadzi do zatamania procesu. Do wazniejszych grup archeonow na-
lezg mikroorganizmy acetoklastyczne oraz te redukujace zwigzki jednoweglowe.
W obrgbie archeonow acetoklastycznych wyrdznia si¢ dwie grupy Mathanosarcian
i Methanoseate.

Archeony wytwarzajace metan na drodze redukcji ditlenku wegla wyko-
rzystujg wodor powstajacy w czasie utleniania kwasow organicznych. Usuwanie
wodoru jest niezbedne dla funkcjonowania mikroorganizmow syntroficznych, po-
niewaz zbyt wysokie stezenie wodoru prowadzi do zahamowania reakcji utleniania
VFA. Jedna z hipotez méwigcych o przyczynach zalamania procesu metanogenezy
w biogazowniach mowi o niewystarczajacej ilosci bakterii hydrogenotroficznych,
przez co nastepuje akumulacja wodoru. Powstajacy wodor prowadzi do zahamowa-
nia procesu utleniania kwasoéw ttuszczowych i catkowitego zatamania fermentacji
metanowej. Do bakterii zdolnych do redukcji ditlenku wegla do metanu nalezy
wigkszo$¢ znanych archeondw metanogennych wliczajac w to klasy: Methano-
bacteria, Methanococci oraz Methanomicrobia.

Bakterie syntroficzne odpowiedzialne za utlenianie lotnych kwasow ttusz-
czowych naleza do nastepujacych grup: Syntrophus i Syntrophomonas. Dzigki
ich aktywnosci lotne kwasy tluszczowe (takie jak mastowy czy propionowy) sa
utleniane do zwiazkow, ktore nastgpnie moga zosta¢ wigczone w szlam metanoge-



60 Stawomir Jabtonski i inni Monitoring i sterowanie procesem ...

nezy - ditlenku wegla, wodoru i kwasu octowego. Bakterie nalezace do tej grupy
rozmnazajg si¢ bardzo wolno z uwagi na matly zysk energetyczny jaki daje reakcja
utleniania VFA (Mclnerney, Bryant et al. 1981).

Mikroorganizmy uczestniczace w hydrolizie i kwasogenezie nalezg r6znych
grup taksonomicznych. Poniewaz ich wzrost jest stosunkowo szybki w porowna-
niu z archeonami metanogennymi i bakteriami syntroficznymi w praktyce bada
si¢ jedynie ogdlng liczbe bakterii w bioreaktorze przyjmujac, ze reprezentuja one
w gtownej mierze mikroorganizmy biorgce udziat w poczatkowych etapach prze-
miany materii organicznej.

Badanie populacji mikroorganizmow w reaktorach, w ktorych nastgpito
zatamanie procesu produkcji menu moze dostarczy¢ odpowiedzi na pytanie, kto-
ry z etapow procesu stanowil najwolniejszy element tancucha i doprowadzit do
sytuacji kryzysowe;.

Na podstawie skladu gatunkowego populacji w systemach dziatajacych
stabilnie z wysoka wydajno$ciag mozliwe byloby dobranie mikroorganizméw do
stworzenia szczepionek dla instalacji majacych klopoty z stabilng praca.

Sktad populacji mikroorganizmow bioracych udzial w fermentacji metano-
wej stanowi rowniez wazng cz¢s¢ danych wejsciowych dla modeli matematycznych
takich jak ADMI1. Réwnania rézniczkowe opisujace poszczegdlne procesy prze-
miany materii organicznej zawieraja w wickszosci jako jeden z parametrow ilos¢
bakterii zaangazowanych w dany proces. Dlatego tez trwaja prace nad stworzeniem
algorytmu ktory umozliwitby integracje wynikoéw uzyskanych metodami biologii
z modelami takimi jak ADM1 (Lubken, Wichern et al. 2007).

4.1. METODY HODOWLANE W BADANIU SKLADU
POPULACJI MIKROORGANIZMOW

4.1.1. Hodowla mikroorganizmoéw scisle beztlenowych

Wyizolowanie czystych kultur mikroorganizmow $cisle beztlenowych byto
mozliwe dzigki opracowaniu przez Hungate’a techniki hodowlanej, nazwanej po-
tem jego imieniem. Pierwotnie technika ta byla wykorzystywana do izolacji mi-
kroorganizmoéw celulolitycznych z tresci zotadka przezuwaczy (Hungate 1950).
Jednakze w pdzniejszym czasie zostata z powodzeniem zastosowana do izolacji
czystych kultur archeonéw metanogennych.

Podstawowym zalozeniem tej metody hodowlanej jest prowadzenie wszel-
kich prac pod strumieniem gazu (azot, ditlenek wegla, wodor) nie zawierajacego
tlenu. Sladowe iloéci tlenu moga by¢ usuniete przez zastosowanie ptuczki z odpo-
wiednim roztworem zredukowanego chromu lub tez przez przepuszczenie gazu
przez ztoze miedziowe w temperaturze 300 °C. Naczynia, w ktorych prowadzono
hodowlg, byty szczelnie zamykane korkami gumowymi. Dla ulatwienia pracy
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wprowadzono w koncu naczynia z zamknigciem typu ,,serum bottle”, umozliwia-
jace dodatkowe zabezpieczenie przez metalowa obejme (Miller and Wolin 1974).
Zastosowanie tej modyfikacji pozwolito na prowadzenie hodowli mikroorgani-
zmow beztlenowych pod zwigkszonym ci$nieniem.

Dzigki technice Hungate’a mozliwe byto uzyskanie czystych kultur bakterii
metanogennych oraz mikroorganizméw utleniajacych kwasy organiczne, stano-
wigcych wazne ogniwo w beztlenowym tancuchu przemiany materii (Paynter and
Hungate 1968; Boone and Bryant 1980).

4.1.2. Najbardziej prawdopodobna liczba

Dzigki opracowaniu metody hodowli mikroorganizmdw Scisle beztlenowych
mozliwe bylo rowniez badanie ich liczebnosci w ekosystemach beztlenowych.
Liczbe mikroorganizméw szacowano poczatkowo dzieki metodzie najbardziej
prawdopodobnej liczby (NPL). Metoda NPL charakteryzuje si¢ stosunkowo niskimi
wymaganiami sprzgtowymi (naczynia hodowlane, inkubatory, urzadzenia do ste-
rylizacji), dzigki czemu laboratoria o ograniczonych mozliwosciach sprzetowych
moga sobie pozwoli¢ na jej wykorzystanie.

Uzycie metody NPL do szacowania ilo$ci mikroorganizmow zaproponowano
pod koniec lat 40 XX wieku (Cochran 1950), cho¢ podstawy teoretyczne zostaty
opracowane juz w roku 1915. Zasada dziatania tej metody oparta jest na rachunku
prawdopodobienstwa. Metoda NPL w ujeciu mikrobiologicznym pozwala na sza-
cowanie gestosci hodowli mikroorganizmoéw bez koniecznosci ich bezposredniego
liczenia (np. pod mikroskopem) i sprowadza si¢ do przygotowania serii rozcienczen
badanego materiatu i wykonania posiewow w odpowiedniej ilosci powtorzen.
Metoda NPL opiera si¢ na nastgpujacych zatozeniach:

e rozlokowanie mikroorganizmow w hodowli jest rtOwnomierne i losowe,
e pojedyncza komorka jest zdolna do zapoczatkowania nowej hodowli.

W przypadku mikroorganizméw zatozenia te nie zawsze sg spetnione po-
niewaz w hodowlach czesto obserwuje sie struktury wielokomorkowe, a takze nie
wszystkie komorki bakteryjne sa zdolne do podziatu. Dlatego tez wyniki uzyskane
ta metoda sg z reguty zanizone (Amann, Ludwig et al. 1995). Mikroorganizmy
zaangazowane w proces fermentacji metanowej czesto wykazuja tendencje do
tworzenia biofilmoéw oraz granulek o charakterze podobnym do bofilmu (Saiki,
Iwabuchi et al. 2002; Chudy, Jabtonski et al. 2011). Utworzenie takich struktur
znacznie utrudnia uzyskanie jednorodnej mieszaniny nie powigzanych ze soba
komorek.

Metoda NPL badano liczebnos$¢ populacji bakterii metanogennych w reak-
torach utylizujacych maslanke, osadach glebowych pol ryzowych czy instalacji do
obrobki $ciekow papierniczych (Chartrain and Zeikus 1986; Grosskopf, Janssen
et al. 1998). W probkach gleby pochodzacych z pdl ryzowych liczebno$¢ bakte-
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rii metanogennych w przeliczeniu na 1 g probki wahata si¢ w przedziale od 10°
do 107 (Grosskopf, Janssen et al. 1998). W przypadku rektorow metanogennych
ilos¢ metanogenow byla znacznie wyzsza. W systemie rozkladajacym odpady
papiernicze zanotowano odpowiednio 10'? bakterii utleniajacych wodoér oraz 10°
bakterii acetoklastycznych (Stefanie, Werner et al. 1998). Analogicznie w uktadzie
utylizujacym serwatke odnotowano 107 bakterii acetoklastycznych i 108 bakterii
hydrogenotroficznych (Chartrain and Zeikus 1986). Analiza sktadu gatunkowego
mikroorganizmoéw, ktére wyhodowano metoda NPL wykazata, Ze nie sa to czyste
kultury, lecz mieszanki ztozone czgsto z wigcej niz dwoch grup mikroorganizmow
(Stefanie, Werner et al. 1998). Co ciekawe, w powyzszych badaniach liczba bakterii
hydrogenotroficznych zawsze przewyzszata liczebnie archeony acetoklastyczne,
co stoi w sprzecznosci z wynikami uzyskanymi dla reaktorow metanogennych
metodami biologii molekularnej (Ariesyady, Ito et al. 2007; Lubken, Wichern
et al. 2007). Zalezno$¢ taka moze wynika¢ z nieodpowiedniego przygotowania
warunkow hodowli przyjetych do testow NPL, ktore faworyzowaty wzrost mi-
kroorganizméw hydrogenotroficznych. W przypadku zastosowania mieszaniny
wodoru i ditlenku wegla jako substratow dla archeondow matnogennych dostepnos¢
wodoru w hodowli jest okoto 1000 wyzsza niz w przypadku stabilnie dziatajacych
reaktorow (odpowiednio okoto 1 bara dla testow hodowlanych i 1 milibara dla rek-
torow metanogennych). Dlatego tez archeony hydrogenotroficzne beda rosty duzo
szybciej w poréwnaniu z archeonami acetoklastycznymi w warunkach testowych.

Pomimo ograniczonej doktadnos$ci, metoda NPL byta szeroko stosowana do
badania liczebnos$ci bakterii w srodowiskach beztlenowych do konca XX wieku.
W pozniejszych badaniach byla stopniowo wypierana przez techniki biologii mo-
lekularnej (w szczegdlnosci real time PCR).

4.1.3. Zliczanie bezposrednie w mikroskopie fluorescencyjnym

W szlaku metabolicznym prowadzacym do powstania metanu wystgpu-
ja koenzymy charakterystyczne dla mikroorganizmow metanogennych. Dwa ze
zwigzkow bioracych udziat w procesie powstawania metanu wykazuja wasciwosci
fluorescencyjne: koenzymy F,, i F,, . Ponadto fluorescencja koenzymu F | zalezna
jest od stanu utlenienia tej czasteczki. Wlasciwosci tych dwoch koenzymow pozwa-
laja na badanie mikroorganizmow metanogennych z wykorzystaniem mikroskopii
oraz spektroskopii fluorescencyjne;j.

Koenzym F

Koenzym F,, nalezy do grupy zwigzkow ryboflawinowych i w tancuchu
reakcji prowadzacych do powstania metanu pelni rolg przeno$nika rownowaznikow
redukcyjnych (Deppenmeier 2002). Wystepowanie tego zwigzku jest charaktery-
styczne dla bakterii metanogennych, cho¢ spotyka si¢ réwniez jego sladowe ilosci
Streptomyces griseus, actinomyces oraz kilku archeon6w niemetanogennych (Peck
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1989). W komorkach archeondow wystepuja rowniez analogi tego zwigzku rdznigce
si¢ iloscig czasteczek kwasu glutaminowego w tancuchu bocznym.

Koenzym F,, bierze udzial w reakcji przenoszenia elektronow z czastecz-
kowego wodoru (lub kwasu mrowkowego) na atom wegla zwigzany z tetrahydro-
metanopteryng (H,MPT) (Deppenmeier 2002). Reakcja powtarza si¢ cyklicznie do
momentu zredukowania atomu wegla zwigzanego z HMPT do grupy metylowe;.

Wiasciwoscei fluorescencyjne koenzymu F420 wykazuje jedynie jego utle-
niona forma. Zwigzek ten posiada charakterystyczne maksimum absorpcji $wiatta
przy dtugosci fali 420 nm, oraz maksimum fluorescencji przy okoto 480 nm (w za-
leznos$ci od pH $rodowiska).

Y i ® R
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Rysunek 3. Struktura chemiczna koenzymu F,,; a) forma utleniona; b) forma
zredukowana. R- tahcuch boczny.

Dzigki temu, ze koenzym F,, jest czasteczkg charakterystyczng dla szlaku
metanogenezy, analiza fluorescencji tej czasteczki moze by¢ wykorzystywana do
okreslenia kondycji populacji mikroorganizmow w reaktorach metanogennych. Peck
et al. zaprojektowat zestaw sond do §ledzenia zmian we fluorescencji koenzymow
F,,,1NAD-H podczas fermentacji pot cigglej glukozy (Peck and Chynoweth 1990).
W trakcie eksperymentu obserwowano spadek fluorescencji wynikajacy ze zmiany
proporcji migdzy forma zredukowang i utleniang koenzymu F , , a nastgpnie powrot
do stanu wyjsciowego. Jednakze do§wiadczenia te nie okazaty si¢ przydatne w prze-
widywaniu przecigzenia reaktora metanogennego. Podczas zakwaszenia reaktora
dozowanie $wiezego substratu powodowato zmiany fluorescencji podobne do tych
obserwowanych podczas prawidlowego przebiegu fermentacji metanowe;j.

Koenzym F

Koenzym F,; jest to pochodna porfiryny zawierajgca w swoim centrum
atom niklu. Zwigzek ten stanowi grupe prostetyczng bgdaca czeécig centrum ak-
tywnego enzymu reduktazy metylo-koenzymu M. Biatko to jest odpowiedzialne
za uwolnienie czgsteczki metanu zwigzanego koenzymeme M przy jednoczesnym
utworzeniu wigzania disulfidowego mig¢dzy czasteczkami koenzymu M i koenzymu
B (Deppenmeier 2002). Reakcja ta jest wspdlna zarowno dla mikroorganizmow
wytwarzajacych metan na drodze redukcji zwiazkéw jednoweglowych, jak i ar-
cheonow dokonujacych dekarboksylacji kwasu octowego. Rysunek 4 przedstawia
strukturg chemiczng czasteczki koenzymu F, .
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Rysunek 4. Struktura czgsteczki koenzymu F

Dzigki temu, ze wystepowanie opisanych wyzej zwiazkdéw jest charakte-
rystyczne dla archeonéw metangennych, obserwacja autofluorescencji bakterii
metanogennych stata si¢ jednym z kryteriéw identyfikacji tych mikroorganizméow
w reaktorach beztlenowych. Rozwigzanie takie zaproponowano pod koniec lat
70 XX wieku (Mink and Dugan 1977). Rysunek 5 przedstawia mikroorganizmy
wchodzacych w sklad ztoza metanogennego.

Rysunek 5. Populacja bakterii z biofilmu powstatego w reaktorze beztlenowym na
powierzchni polistyrenowej. Po lewej: zdjecie przedstawiajgce autofluorescencje komodrek
bakteryjnych przy uzyciu zestawu filtréow FS05 firmy (Carl Zeiss); po prawej: ten sam
obszar obserwowany w technice ciemnego pola.
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Do dnia dzisiejszego jest to jedna z technik pozwalajacych na identyfikacje
bakterii metanogennych. W Tabeli 17 zebrano wyniki uzyskane ta technikg przez
wybranych autorow.

Tabela 17. llo$¢ bakterii wykazujgcych autofluorescencje w wybranych

Srodowiskach.
Ilos$¢ bakterii Procent
metanogennych opulacii Warunki fermentacji Zrédlo
[kom. x ml1] | POPWAd
1,2x 10° 5% ciggta, 41°C, buraki cukrowe (Demirel, Ergun et al. 2009)
4,6x 108 16,6% | ciagla, 55 °C, wywar gorzelniany | (Solera, Romero et al. 2001)
1,0x 107 * poiciagta, 37 °C, glukoza (Chudy, Jabtonski et al. 2011)

*) - warto$¢ podana w ilogci komorek na 1 cm? biofilmu.

4.2. BIOLOGIA MOLEKULARNA W ANALIZIE
POPULACJI MIKROORGANIZMOW
METANOGENNYCH

Zastosowanie metod hodowlanych, jak rowniez obserwacja mikroskopowa
autofluorescencji mikroorganizméw metanogennych daje pewne informacje na
temat sktadu populacji drobnoustrojow w §rodowisku metanogennym. Nalezy
jednak pamieta¢ o istotnych ograniczeniach tych metod. Hodowle daja czesto
wynik znacznie zanizony w pordwnaniu z obserwacjami mikroskopowymi (nawet
o dwa rzedy wielkosci), co jest wynikiem selektywnos$ci stosowanych podtozy
(brak mozliwosci hodowli wiekszosci gatunkéw mikroorganizmoéow) oraz wyste-
powaniem mikroorganizmoéw w wiekszych skupiskach lub w formie nie tworzacej
koloni na podtozach mikrobiologicznych (Amann, Ludwig et al. 1995). Obserwacja
autofluorescencji lepiej odzwierciedla ilo§¢ badanych mikroorganizméw, jednak-
ze ogranicza si¢ do odrdznienia archeonow metanogennych od pozostatych, nie
dajac bardziej szczegotowych informacji o bakteriach nalezacych do innych grup
troficznych.

Zastosowanie technik biologii molekularnej pozwala na pokonanie tych wad,
cho¢ ich uzycie wiaze si¢ rowniez z innymi niedogodnos$ciami. Do najczgsciej
wykorzystywanych technik w analizie populacji mikroorganizméw w srodowisku
metanogennym naleza: fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang. FISH - fluore-
scence in situ hybridisation), reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywi-
stym (ang. real time PCR - real time polymerase chain reaction) oraz tworzenie
bibliotek genowych. Pierwsza z nich pozwala na oszacowanie ilo$ci wybranych
grup mikroorganizmow, natomiast biblioteki genowe dostarczaja doktadniejszych
informacji o sktadzie ilosciowym i jako§ciowym populacji mikroorganizmow.
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Najczesciej wykorzystywana czasteczka docelowa przedstawionych tech-
nik jest gen 16S rRNA lub sama czgsteczka rRNA. Czasteczka 16S RNA stano-
wi cze¢$¢ malej podjednostki rybosomu - struktury niezbgdnej do syntezy biatka
we wszystkich znanych mikroorganizmach. Sekwencja kodujaca czasteczke 16S
RNA wchodzi w sktad operonu r7n (Rysunek 6). W sktad tego operonu wchodza
dodatkowo sekwencje 5S RNA, 23S RNA, opcjonalnie tRNA oraz sekwencje
usuwane w procesie dojrzewania RNA (Neumann, Gierl et al. 1983). Operon jest
transkrybowany jako czasteczka prekursorowa, po czym nastepuje jej ciecie na
krotsze fragmenty.

168 rRNA tRNA 235 rRNA 58 rRNAtRNA

Rysunek 6. Schematyczne roztozenie sekwencji czgsteczek RNA w obrebie operonu rrn
Escherichia coli.

Operon rrn, w przeciwienstwie do wigkszosci operondw bakteryjnych, moze
wystepowaé w wiekszej ilosci kopi (od 1 do okoto 15) (Krieg, Brenner et al. 2005).
Ilos¢ kopii operonu 77n moze ulega¢ zmianom miedzy blisko spokrewnionymi
szczepami, co moze powodowaé btedy w szacowaniu ilo$ci populacji w oparciu
o technike real time PCR, jezeli jako matryce wykorzystuje si¢ DNA genomowe
mikroorganizmow, a nie material po odwrotnej transkrypcji RNA rybosomowego
(DNA syntetyzowane na matrycy RNA).

Sekwencja kodujaca genu 16S rRNA ma wielko$¢ okoto 1,5 tysigca par za-
sad, co jest ilo$cig wystarczajgca do prowadzenia analiz filogenetycznych pomigdzy
organizmami. Mimo to analiza sekwencji genu 16S RNA nie moze by¢ jedynym
kryterium przy oznaczaniu przynalezno$ci gatunkowej mikroorganizméw (Amann,
Ludwig et al. 1995) ze wzgledu na wystepowanie bardzo podobnych sekwencji
miedzy mikroorganizmami nalezacymi do roznych gatunkow. W czgsteczce tej
wystepuja zarowno regiony konserwatywne, jak rowniez fragmenty o znacznej
zmiennosci. Dzieki temu mozliwe jest przyrownywanie sekwencji znacznie réznig-
cych si¢ od siebie. Wystepowanie regionow o matej zmienno$ci pozwala rowniez na
projektowanie starterow i sond o szerokiej specyficznosci. Cecha ta jest szczeg6lnie
wazna w przypadku zastosowania techniki tworzenia bibliotek genowych, ktorych
kompletnos¢ uzalezniona jest w znacznym stopniu od selektywnosci starterow
uzytych do namnazania materiatu genetycznego.

4.2.1. Biblioteki genowe

Tworzenie bibliotek genowych jest dobrg technikg stosowang w analizie
populacji mikroorganizmoéw, jezeli dysponuje si¢ znikoma ilo$cig informacji na
temat badanego materiatu. Dzigki tej technice, w polaczeniu z sekwencjonowaniem
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uzyskanych klonow, mozliwa jest identyfikacja mikroorganizmow sktadajacych sig
na populacj¢ do poziomu rodzaju, a czasami roéwniez gatunku. Informacji takich
nie mozna uzyskac przy uzyciu techniki FISH lub real time PCR.

Analiza populacji mikroorganizmow z wykorzystaniem biblioteki genowe;j

czesto przebiega wedle nastepujacego schematu (schemat na Rysunku 7):

1.

Pobranie i izolacja DNA z proby. Probka pobierana z danego srodowiska
musi by¢ dla niego reprezentatywna. Do izolacji materialu genetycznego
dostepnych jest obecnie na rynku wiele zestawow komercyjnych, ktorych
uzycie jest stosunkowo proste i szybkie. Nalezy jednak pamigtac, ze DNA nie
izoluje si¢ rownie dobrze ze wszystkich mikroorganizmow i moze zaistnie¢
potrzeba modyfikacji protokotu dostarczonego przez producenta. Dodatkowo
probki srodowiskowe moga zawiera¢ czasteczki utrudniajace izolacje dobrego
jakosciowo DNA (kwasy humusowe, jony metali cigzkich).

. Namnozenie ilo$ci dostepnego materialu w reakeji PCR z wykorzystaniem

starterOw o szerokiej specyficzno$ci. Etap ten warunkuje w duzym stopniu
kompletno$¢ biblioteki genowej. Uzyskane proporcje migdzy iloscig klonow
nalezacych do réznych gatunkéw mikroorganizméw moga ulec zaburzeniu
z uwagi na rdznice w specyficznosci i wydajnosci starterow DNA w stosunku
do sekwencji réznych genow rrn.

. Polaczenie produktow reakcji PCR z wektorami (czasteczkami DNA,

najczesciej plazmidami, zdolnymi do namnazania w bakteriach). Potaczenie
czagsteczki DNA z wektorem zapobiega jej degradacji po wprowadzeniu do
bakterii i umozliwia jej powielenie.

. Transformacja komorek bakteryjnych. Wprowadzenie materiatu genetycz-

nego do komorek bakteryjnych pozwala na rozdzielenie mieszaniny réznych
sekwencji uzyskanych na etapie reakcji PCR na pojedyncze kopie. Przyjmuje
sig, ze pojedyncza komorka bakteryjna jest w stanie przyjac tylko jedna cza-
steczke wektora, dlatego tez po wysianiu bakterii w odpowiednim rozcien-
czeniu powstate na plytkach kolonie powinny zawiera¢ powielony materiat
genetyczny pochodzacy pierwotnie z jednej czasteczki wektora.

. Analiza sekwencji klonéw uzyskanych w trakcie transformacji. Do analizy

uzyskanych klonow mozna wykorzystywac rézne techniki. Najwigcej infor-
macji mozna uzyskac przez przeprowadzenie klonowania, jednakze jest to
réwniez najdrozsza mozliwos¢. Innymi metodami stosowanymi w analizie
fragmentow biblioteki sa: analiza dlugosci fragmentow powstatych w wyniku
trawienia enzymami restrykcyjnymi, elektroforeza zelowa w gradiencie dena-
turujagcym (dostarcza informacji na temat temperatury topnienia fragmentow
DNA) czy hybrydyzacja do komplementarnych sond DNA.
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Rysunek 7. Schemat postepowania w trakcie analizy populacji mikroorganizmow

z wykorzystaniem bibliotek genowych.

Przy budowie biblioteki genowej wykorzystywane sg startery reakcji PCR
o szerokiej specyficznosci. Przyktady takich starteréw podane sa w tabeli 18. Star-
tery te sg komplementarne do fragmentéw genu kodujacego 16S RNA o matej
zmiennosci, przez co dzigki ich wykorzystaniu mozliwe jest powielanie materiatu
nalezacego do réznych, nawet bardzo odlegltych mikroorganizméw.

Tabela 18. Startery o szerokiej specyficznosci wykorzystywane w tworzeniu
bibliotek genowych

Orea- Pozycja
. g Nazwa Sekwencja (wzgledem Zrédlo
nizm
genu E. coli)
Klocke 2008 (Klocke,
Archae | 69Fmod TGCTCCCCCGCCAATTCC 15-32 Nettmann et al. 2008)
AREIZ?R_ YGAYTAAGCCATGCRAGT 915-933
Grosskopf 1998
Archae A109f ACKGCTCAGTAACACGT 109-125 | (Grosskopf, Janssen et
al. 1998)
A934b GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 915-934
Nadkarni 2002 (Nad-
Bacteria 331F TCCTACGGGAGGCAGCAGT 331-350 karni, Martin et al.
2002)
GGACTACCAGGGTATCTA-
797R ATCCTGTT 771-797
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Technike tworzenia bibliotek genowych zastosowano do analizy populacji
mikroorganizméw w reaktorach beztlenowych (Klocke, Nettmann et al. 2008),
probkach gleby pol ryzowych (Grosskopf, Janssen et al. 1998) oraz reaktorach
beztlenowych ze ztozem immobilizowanym w skali laboratoryjnej (Sawayama,
Tsukahara et al. 2006). W przypadku gleby z pol ryzowych dominujaca grupa
archeon6w metanogennych byly mikroorganizmy z grupy Methanosaeta, co jest
wynikiem niskiego st¢zenie kwasu octowego, niedogodnego dla rozwoju archebak-
terii Methanosarcina. W reaktorach metanogennych dominujacymi grupami mikro-
organizmow metanogennych byty archeony nalezace do rzedow Methanosarcinales
1 Methanomicrobiales. W przypadku ztoza immobilizowanego najwigksza grupe
mikroorganizmow metanogennych stanowity gatunki z rodzaju Methanosarcina.

4.2.2. Reakcja tancuchowa polimerazy

PCR jest obecnie jednym z podstawowych narzedzi wykorzystywanych
w biologii molekularnej. Pozwala na szybkie i precyzyjne powielenie wybranego
fragmentu materiatu genetycznego, ktéry mozna nastepnie wykorzystac¢ do okreslo-
nych celow. W przypadku badania mieszanej populacji mikroorganizmow technike
PCR mozna wykorzysta¢ do powielenia sekwencji okreslonych fragmentow DNA,
ktore nastgpnie zostang wykorzystane do stworzenia biblioteki genowej. Mozliwe
jestrowniez §ledzenie kopii danej sekwencji w materiale wyizolowanym z danego
srodowiska i na tej podstawie szacowanie ilosci mikroorganizméw w badanym
materiale. Szczeg6lnie przydatna technika w tym przypadku jest real time PCR.

W trakcie reakcji PCR zachodzg nastepujace zjawiska:

1. denaturacja termiczna matrycy - w tym etapie nastepuje rozplecenie struktury
drugorzedowej matrycy w celu umozliwienia dostgpu sekwencji docelowe;j
oligonukleotydom petnigcym rolg starteréw oraz enzymowi polimerazy DNA.
Do zerwania wigzan wodorowych wytworzonych pomigdzy zasadami azoto-
wymi wykorzystywana jest wysoka temperatura (90-96 °C).

2. przylaczenie starterow - do dzialania enzymu polimeryzujacego wymagana
jest obecnos¢ pary krotkich fragmentéw DNA komplementarnych do sekwen-
cji docelowej. Sekwencja starterdéw warunkuje jaki produkt powstanie w re-
akcji PCR. Temperatura na tym etapie reakcji jest dobierana indywidualnie
od uzywanych starteréw i zalezy od sekwencj,i z jaka maja si¢ one tgczy¢.
Etap ten warunkuje specyficznos¢ reakcji PCR, czyli czy otrzymany produkt
jest zgodny z produktem oczekiwanym.

3. polimeryzacja - ostatnim etapem cyklu jest polimeryzacja nowej nici DNA
na materiale matrycowym. Polimeryzacja jest prowadzona w temperaturze
odpowiednie dla danego enzymu polimerazy (dla polimerazy Taq jest to temp
72 °C).
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Etapy te powtarzane sg cyklicznie, co prowadzi do przyrostu produktow re-
akcji w tempie logarytmicznym. Poniewaz ilo$¢ powstajacych produktow na danym
etapie reakcji jest zalezna od poczatkowej ilo§ci matrycy, mozliwe jest okreslenie
wejsciowej ilosci kopii matrycy na podstawie obserwacji szybkosci przyrostu ilosci
produktow. Zalezno$¢ ta jest wykorzystywana w technice real time PCR.

Do $ledzenia zmian w ilo$ci produktu w technice real time PCR wykorzysty-
wany jest pomiar fluorescencji. Reakcje polimeryzacji prowadzi si¢ w specjalnego
rodzaju termocyklerach z wbudowanym fluorymetrem. W zaleznos$ci od wybranego
wariantu przyrost fluorescencji moze mie¢ rézne podtoze molekularne.

Najprostszym wariantem techniki real time PCR jest metoda wykorzystujgca
barwnik SYBR Green w procesie detekcji produktow. SYBR Green jest barwni-
kiem fluorescencyjnym, ktorego intensywnos$¢ fluorescencji znacznie wzrasta,
jezeli tworzy kompleks z dwuniciowym DNA. Dzigki temu mozliwe jest sledzenie
ilosci powstajacych w reakcji PCR produktow. Technika wykorzystujaca SYBR
Green jest stosunkowo tania (wymaga jedynie dodatkowo barwnika w porow-
naniu z standardowa reakcja PCR), jednakze czulo$¢ i specyficznos¢ tej metody
jest nizsza w poréwnaniu z systemami wykorzystujacymi sondy hybrydyzacyjne.
Specyficznos¢ produktow reakcji w tym systemie mozna potwierdzi¢ przez wy-
konanie krzywej topnienia.

W pozostatych systemach fluorescencja jest wynikiem zastosowania do-
datkowej sondy oligonukleotydowej potaczonej ze zwigzkiem fluorescencyjnym.
Dodatkowa sonda jest komplementarna do fragmentu znajdujacego si¢ w srodkowe;j
czesci powstajacego produktu, a emisja swiatta moze zaj$¢ jedynie jezeli sonda
przylaczy si¢ do sekwencji docelowej. Rozwigzanie takie poprawia pewno$¢ wy-
nikow uzyskanych metoda real time PCR, poniewaz specyficzno$¢ otrzymanego
sygnatu zalezy jednocze$nie od uzytych starteréw, jak rowniez od sondy fluorescen-
cyjnej. Ponizej przedstawione sg dostgpne komercyjnie systemy wykorzystujace
dodatkowe sondy:

e TagMan - do sondy oligonukleotydowej dotaczony jest barwnik fluorescen-
cyjny oraz czasteczka wygaszajaca fluorescencj¢. Po polaczeniu z matryca
sonda jest degradowana przez polimerazg, dzigki czemu nastgpuje rozdzie-
lenie czgsteczki fluoryzujacej od wygaszacza co umozliwia jej $wiecenie;

e Molecular beacon - czasteczka sondy zbudowana jest podobnie do sondy
TacMan, z tym ze konce 3’1 5’ sondy sa do siebie komplementarne, dzieki
czemu przy braku matrycy tworza strukture ,,spinki do wtosow”, co skutkuje
wygaszeniem fluorescencji. Gdy nastgpuje hybrydyzacja sondy do sekwencji
docelowej w matrycy, znacznik fluorescencyjny jest oddzielany od wygasza-
cza, co umozliwia fluorescencje;

e HyBeacons - sonda zbudowana jest z oligonukleotydu potaczonego ze zwigz-
kiem fluorescencyjnym, ktory emituje $wiatto jedynie wtedy, gdy sonda jest
potaczona z komplementarnym fragmentem matrycy;
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e Scorpion - w tym systemie sonda zawierajaca czasteczke fluorescencyja i wy-
gaszacz jest polaczona z starterem przy pomocy odpowiedniego blokera,
w efekcie sonda dofaczana jest do powstajacego produktu reakcji. Istnieje
réwniez modyfikacja tej metody, w ktorej sonda ztozona jest z dwoch cza-
steczek: jednej zawierajacej fluorofor potaczonej ze starterem oraz czasteczki
komplementarnej, zawierajgcej wygaszacz.

e HybProbes - w tej metodzie wykorzystywane sa dwie sondy oligonukleoty-
dowe, wyznakowane odpowiednimi barwnikami fluorescencyjnymi. Sondy te
hybrydyzuja do sekwencji potozonych blisko siebie na matrycy DNA, dzigki
czemu mozliwe jest przekazanie energii fluorescencji z jednego barwnika
na drugi. W metodzie tej $ledzi si¢ przyrost fluorescencji barwnika, ktory
uzyskuje energi¢ na skutek rezonansowego transferu energii fluorescencji.

Opracowano rowniez kilka innych rozwigzan, ktére zasada dziatania nie
odbiegaja znaczaco od wyzej opisanych metod.

Obecnie opracowano szereg zestawdw starterow i sond hybrydyzacyjnych
przeznaczonych do badania sekwencji 16S RNA mikroorganizméw obecnych
w srodowisku beztlenowym. W Tabeli 19 zebrano wazniejsze zestawy starterow
i sond uzywanych w analizie populacji bakterii metanogennych.

Badania z wykorzystaniem techniki rea/ time PCR nad populacjg archeonow
metanogennych w reaktorach beztlenowych wykazaty obecnos¢ okoto 5 x 10° kopii
genu gatunkdéw z rodziny Methanosarcinales, odpowiedzialnych za produkcje me-
tanu w wyniku ciecia aecotkastycznego (Yu, Kim et al. 2006). Bioragc pod uwagg,
ze ilos¢ kopii genu rrn w genomie mikroorganizmdw moze wahac¢ si¢ od kilku do
kilkunastu, wyniki te sg zgodne z obserwacjami uzyskanymi przez innych auto-
row przez zliczanie ilo$ci bakterii wykazujacych wtasciwos$ci autofluorescencyjne
(Solera, Romero et al. 2001; Demirel, Ergun et al. 2009).

Tabela 19. Zestawy starteréw wykorzystywane w reakcji PCR w czasie
rzeczywistym.

. Pozycja
Grupa Nazwa Sekwencja Techmlia (wzgledem Zrédlo
docelowa detekeji
genu E. coli)
ATTAG ATACC CSBGT (Yu, Lee et
Archaea | ARC787F AGTCC TagMan 787— 806 al. 2005)
ARCI1059R | GCCAT GCACC WCCTC T 1044— 1059
. ACTCC TACGG GAGGC (Yu, Lee et
Bacteria | BAC338F AG TagMan 338-354 al. 2005)
GACTA CCAGG GTATC
BAC805R TAATC C 785- 805
Methano- 1\ 495E | TAAGG GCTGG GCAAG T | TaqMan | 495-s10 | (Y- Leeet
coccales al. 2005)
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. Pozycja
Grupa Nazwa Sekwencja Technll::.a (wzgledem Zrédlo
docelowa detekcji
genu E. coli)
CACCT AGTYC GCARA
MCC832R GTTTA 813—-832
Methano- CGWAG GGAAG CTGTT (Yu, Lee et
bacteriales | ME 155 7F AAGT TaqMan | 857875 1 .1 500s)
MBTI1196R TACCG TCGTC CACTC 1179- 1196
CTT
Methano-
. . ATCGR TACGG GTTGT (Yu, Lee et
mlclreosbla- MMB282F GGG TagMan 282-299 al. 2005)
CACCT AACGC RCATH
MMBS832R GTTTAC 812—- 832
Methano- GTAAA CGATR YTCGC (Yu, Lee et
sarcinales | VoL 12F TAGGT TaqMan | 8128311 %1% 0s)
MSLI1159R GGTCC CCACA GWGTA 1143— 1159
CcC
Methano-
. GAAAC CGYGA TAAGG (Yu, Lee et
sarcina- Msc380F GGA TagMan 380397 al. 2005)
ceae
Msc828R TAGCG ARCAT CGTTT 311_ 828
ACG
Methano- TAATC CTYGA RGGAC (Yu, Lee et
saetaceae Mst702F CACCA TagMan 702-721 al. 2005)
Mst862R CCTAC GGCAC CRACM R46- 862
AC
(Franke-
Methano- GGAGCAAGAGCCCG- SYBR -Whittle,
culleus 298F GAGT Green 298315 Goberna et
al. 2009)
CCAAGAGACTTAACA-
586R ACCCA 586-606
(Franke-
Methano- CCTATCAGGTAGTAGTGG-| SYBR -Whittle,
sarcina 240F GTGTAAT Green 240-264 Goberna et
al. 2009)
530R CCCGGAGGACTGACCA- 589-606
AA
(Franke-
Methano- ;
CTCTTAACGGGGTG- SYBR -Whittle,
t}tl)e;rcrtr:;- 410F GCTTTT Green 410-440 Goberna et
al. 2009)
667R CCCTGGGAGTACCTC- 667686

CAGC
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4.2.3. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

Wazna metodg analizy populacji mikroorganizmoéw jest fluorescencyjna hy-
brydyzacja in situ (ang. fluorescence in situ hybridization - FISH). W technice tej
mozliwe jest rozréznienie poszczegdlnych rodzajow mikroorganizmow w obrazie
mikroskopowym dzigki wyznakowaniu ich odpowiednimi sondami skierowanymi
na czasteczki 16S RNA, potagczonymi z barwnikami fluorescencyjnymi. Przy od-
powiednio dobranym zestawie sond mozliwe jest okreslenie udziatu w populacji
mikroorganizméw z okreslonych grup troficznych (np. utleniajacych lotne kwasy
tluszczowe). Przy odpowiednim utrwaleniu preparatow mozliwe jest rowniez uzy-
skanie informacji o rozktadzie przestrzennym bakterii w okreslonym ekosystemie.
Dzigki zastosowaniu tej techniki udato si¢ zobrazowac rozktad archeonéw meta-
nogennych w przekrojach granulek ztoza metanogennego z reaktoréw pracujacych
w oczyszczalniach Sciekdéw (Saiki, Iwabuchi et al. 2002).

Procedura postgpowania w przygotowaniu preparatéw do metody FISH jest
nastgpujaca:

1) Utrwalenie probki. Materiat biologiczny poddaje si¢ dziataniu $rodkéw che-
micznych, majagcemu na celu zachowanie struktury morfologicznej badane;j
probki i umozliwienie dostgpu sond do czasteczek docelowych. W utrwalaniu
wykorzystuje si¢ dwa rodzaje srodkow chemicznych: wytracajace (takie jak
alkohole etylowy i metylowy) oraz sieciujace (aldehyd mrowkowy i inne
aldehydy). Wiekszos¢ bakterii Gram-ujemnych oraz archeonéw moze z po-
wodzeniem by¢ utrwalana z uzyciem 3% roztworu formaldehydu. Jednakze
podejscie takie nie sprawdza si¢ w przypadku bakterii Gram-dodatnich, dla
ktorych znacznie lepszym rozwigzaniem jest uzycie 50% alkoholu etylowego.
Zbyt dhugie wystawienie komorek na dziatanie srodkow sieciujagcych moze
réowniez prowadzi¢ do ktopotow z hybrydyzacja. Bardziej szczegotowe infor-
macje na temat przygotowania preparatow do metody FISH mozna znalez¢
publikacji autorstwa Rudolfa Amanna (Amann, Ludwig et al. 1995).

4. Naniesienie komorek na szkielko mikroskopowe. W zaleznosci od tego,
jakie informacje maja by¢ uzyskane, z preparatu mikroskopowego czynnosci
na tym etapie beda si¢ r6znic.

e Jezeli doswiadczenie ma dostarczy¢ informacji o budowie przestrzen-
nej populacji mikroorganizmoéw, najlepszym wyjsciem jest przygotowa-
nie skrawkdw parafinowych badanego materialu. Po usunigciu roztworu
utrwalajgcego preparat jest odwadniany w szeregu alkoholowym i ksy-
lenie, a nastepnie zatapiany w parafinie. Nastgpnie bloczek parafinowy
jest cigty na skrawki, ktore sg nanoszone na szkietko mikroskopowe. Po
usunigciu parafiny przez ptukanie w ksylenie i alkoholu etylowym, probke
mozna podda¢ hybrydyzacji.
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e Jezeli celem doswiadczenia jest uzyskanie informacji o udziale ilosciowym
bakterii poszczegolnych grup, preparat nalezy podda¢ homogenizacji,
a nastgpnie po odpowiednim rozcienczeniu nalezy przenies¢ na szkietko
mikroskopowe lub odpowiedni filtr. W zaleznosci od tego jak duzo jest
mikroorganizméw w probce, preparat nalezy poddac¢ zageszczeniu (np.
woda morska) lub rozcienczeniu, aby w polu widzenie mikroskopu znaj-
dowatlo si¢ od 20 do 150 mikroorganizmow.

5. Hybrydyzacja sondy. Hybrydyzacje¢ sondy potgczonej ze znacznikiem fluore-

scencyjnym standardowo przeprowadza si¢ w temperaturze 45 °C. Poniewaz
temperatura topnienia sond jest zalezna zawarto$ci guaniny i cytozyny, aby
poprawi¢ specyficznos¢ hybrydyzacji sond duzej zawarto$ci tych zasad, sto-
suje sie w buforze dodatek zwiazkow ostabiajacych site wigzan wodorowych
takich jak formamid. Podobny efekt mozna osiggna¢ zmieniajac temperatu-
r¢ prowadzenia reakcji, jednakze ze wzgledow technicznych tatwiejszym
rozwigzaniem wydaj¢ si¢ wykorzystanie formamidu. Proces hybrydyzacji
w przypadku mikroorganizmoéw prowadzi si¢ przez czas okoto 90 min. Na-
stepnie roztwor sondy jest optukiwany. Przed przystapieniem do obserwacji
preparatu w mikroskopie fluorescencyjnym preparat moze by¢ dodatkowo
wybarwiony barwnikiem DAPI (4°,6-diamidyno-2-fenyloindol) w celu wizu-
alizacji catkowitej ilosci mikroorganizmow. Czesto preparaty umieszcza si¢
rowniez w roztworze zawierajacym zwiazek hamujacy ubytek fluorescencji
barwnikéw fluorescencyjnych (np. diaminobenzen).

Obecnie opracowano wiele grup sond przystosowanych do znakowania

mikroorganizmow nalezacych do waznych grup troficznych w srodowisku beztle-
nowym. Wazniejsze grupy mikroorganizmoéw, dla ktérych opracowano sondy to:
archeony acetoklastyczne (Methanosarcinaceae 1 Methanobacteriaceae), bakterie
utleniajace kwas propionowy (Smithella i Syntrophobacter) oraz bakterie utleniajg-
ce wyzsze kwasy organiczne (Syntrophomonas). Szersza lista sond przeznaczonych
do znakowania mikroorganizmdow obecnych w srodowisku beztlenowym znajduje
si¢ w Tabeli 20.

Tabela 20. Sondy FISH wykorzystywane w badaniach mikroorganizmoéw beztlenowych

(Ariesyady, Ito et al. 2007; Lubken, Wichern et al. 2007)

Specyficznos¢ Nazwa Sekwencja

Miejsce % for-
wiazania mamidu

Sondy o szerokiej specyficznosci

Archae ARCI15 | GTGCTCCCCCGCCAATTCCT | 16S (915-934) 35
Bacteria Eub338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT | 16S (338-355) -
Bacteria Eub3381I | GCAGCCACCCGTAGGTGT | 16S (338-355) -

Bacteria Eub338 III | GCTGCCACCCGTAGGTGT | 16S (338-355) -




Analiza sktadu populacji mikroorganizmow w srodowisku beztlenowym 75

Archaebakterie metanogene
GGCTCGCTTCACGGCT-

Methanosarcinales | MSM X860 TCCCT 16S (860-880) 45
Methanosaetaceae MX825 TCGCACCS{S(? g CGACAC- 16S (825-847) 50

Methanosarcina MS821 CGCC?igCC%&%ACCACC_ 16S (821-844) 40
Methal;ce):;lcteria— MB1174 TACCGTCGTC(%(éACTCCTTC— 16Sl 1(52)757 45

Bakterie utleniajace kwas propionowy

Syntrophus SmiSR354 | CGCAATATTCCTCACTGC | 16S (354-371) 10
Syntrophobacter | Synbac824 | GTACCCGCTACACCTAGT | 16S (824-841) 10
Bakterie utleniajace kwas mastowy

ACTGGTRTTCCTCCTGATT-
TCTA

Syntrophomonas Synm700 16S (700-722) 30

Wykorzystanie techniki FISH pozwolito na przeanalizowanie struktury gra-
nulek osadu metanogennego. Saiki et al. (Saiki, Iwabuchi et al. 2002), dzigki prze-
prowadzeniu znakowania bakterii w skrawkach przygotowanych z osadu z reakto-
réw metanogennych w oczyszczalniach Sciekow, byt w stanie przedstawi¢ model
roztozenia populacji mikroorganizmoéw w tym ekosystemie. Z jego badan wynika,
ze archeony metanogenne gromadza si¢ wewnatrz granulek, natomiast bakterie
hydrolizujace 1 fermentujace tworza wierzchnig warstwe granulki (Rysunek 8).

Bacteria

Archeony
metanogenne

Rysunek 8. Model roztozenia mikroorganizméw w granulce ztoza metanogennego (Saiki,
Iwabuchi et al. 2002)

Na podstawie zdje¢ mikroskopowych preparatow znakowanych sondami
oligonukleotydowymi mozliwe jest rowniez wykonanie potiloSciowego oznacze-
nia udzialu poszczegélnych grup mikroorganizmow w populacji ogdlnej. Jedna
z mozliwych metod szacowania jest porownanie pola powierzchni zajmowanego
na fotografiach przez bakterie wyznakowane sondami z polem powierzchni zaj-
mowanym przez mikroorganizmy wyznakowane barwnikiem niespecyficznym
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gatunkowo (np. DAPI). Metoda ta stata si¢ mozliwa do wykonania dzigki zasto-
sowaniu oprogramowania przeznaczonego do automatycznej obrobki obrazu (np.
AxioVision firmy Zeiss). Na rysunku 9 przedstawiono przyktadowe zastosowanie
metody do oszacowania wielkosci populacji archeonow wykorzystujacych kwas
octowy Methanosaeta oraz bakterii z rodzaju Syntrophomonas w metanogennym
ztozu pochodzacym z osadoéw z oczyszczalni Sciekéw oraz z gnojowicy bydlecej
po hodowli wzbogacajacej prowadzonej na kwasie mastowym.

140,00%

120,00% T

100,00% -

m Archeony

80,00% -

M Methanosaeta

£0,00% -
Bakterie

40,00% - M syntrophomonas

20,00% -

0,00% -

Gnojowica Osad sciekowy

Rysunek 9. Sktad populacji mikroorganizméw w hodowlach metanogennych uzyskanych
z gnojowicy oraz osadu $ciekowego. Wartosci sg przedstawione w odniesieniu do ogolnej
ilosci archeonow (100%).

W przypadku wykorzystania wyzej opisanej metody wazne jest uzyskanie
homogennych preparatéw mikroskopowych, w ktorych nie obserwuje si¢ wie-
lowarstwowych skupisk mikroorganizméw (przyktad takiego preparatu mozna
znalez¢ na rysunku 10).

Rysunek 10. Zdjecie wykonane mikroskopem fluorescencyjnym zawierajgce preparat
wyznakowany sondami oligonukleotydowymi (strona lewa: mikroorganizmy wyznakowane
DAPI; strona prawa: archeony wyznakowane za pomocg sony Arc915).
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Bardzo ciekawe wyniki uzyskano w badaniach, w ktérych potaczono tech-
nike¢ FISH z metodg mikroradiografii (Ariesyady, Ito et al. 2007). W pracy Ari-
syady’ego badano wchlanianie znakowanych izotopowo kwasow organicznych
przez mikroorganizmy nalezace do poszczeg6lnych grup troficznych w srodowisku
beztlenowym. Badania potwierdzity preferencje pokarmowe bakterii nalezacych
do Smithella, Syntrophobacter (utleniajacych kwas propionowy) czy Syntropho-
monas (utleniajacych kwas mastowy). Zaskakujaca byta jednak zdolnos¢ do me-
tabolizowania wszystkich testowanych zwigzkow (glukoza, kwasy: propionowy,
mastowy, octowy) przez bakterie nalezace do grupy Betaproteobateria. Dominu-
jacymi archeonami metanogennymi w badanych warunkach byty Methanosaeta.
Znikoma obecnos¢ gatunkow z rodziny Methanosarcina mogta wynika¢ z niskiego
obcigzenia reaktora, z ktorego pochodzity probki.

Metode FISH wykorzystuje si¢ rowniez do badania populacji mikroorga-
nizmow bioracych udziat procesie DF, majacej na celu uzyskanie wodoru. Sondy
wykorzystywane w badaniach DF obejmujg oligonukleotydy przeznaczone do
znakowania nastepujacych grup mikroorganizmow:

— wszystkich grup bakterii (Tabela 20),
— archeonow — potencjalnych konsumentéw wodoru (Tabela 20),
— bakterii produkujacych wodor (Tabela 21).

Tabela 21. Sondy FISH wykorzystywane w badaniach mikroorganizméw
produkujgcych wodor (Hung, Lee et al. 2007).
Miejsce wia- % for-
zania mamidu

Specyficzno$¢ | Nazwa Sekwencja

Clostridiacea | Chis150 | TTATGCGGTATTAATCTYCCTTT | 16S (150-172) 30

LGC LGC354A TGGAAGATTCCCTACTGC 16S (354-371) 35
LGC354B CGGAAGATTCCCTACTGC 16S (354-371) 35
LGC354C CCGAAGATTCCCTACTGC 16S (354-371) 35

HGC HGC69a TATAGTTACCACCGCGT 23S (1901-1917) 25

Objasnienia skrotow w tabeli LGC — bakterie Gram-pozytywne o matej zawartosci guaniny

i cytozyny w DNA (np. Sterptococcus sp.) HGC - bakterie Gram-pozytywne o duzej zawartosci
guaniny i cytozyny w DNA (np. Campylobacterium sp., Brevibacterium sp.)

W reaktorach produkujacych wodér, pracujgcych w temperaturze od 35 do
40 °C, dominujaca grupg mikroorganizmow byly bakterie z rodzaju Clostridium
(Hung, Lee et al. 2007; Cheng, Hung et al. 2008; Lee, Song et al. 2009). Stanowity
one od 30 do 95% catosci populacji mikroorganizmow. Wazna grupe w uktadach
rozktadajacych skrobi¢ stanowity rowniez bakterie z rodzaju Bifidobacterium
(Cheng, Hung et al. 2008). W reaktorach dokarmianych glukoza druga z grup
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dominujgcych w reaktorze stanowity mikroorganizmy z rodzaju Streptococcus
(Hung, Lee et al. 2007).

Struktura populacji utworzonej podczas hodowli bakterii produkujacych
wodor w duzym stopniu zalezy od sposobu obrobki wstepnej materiatu uzytego
do szczepienia. Obrobka termiczna pozwala na utworzenie réznorodnej populacji,
w ktorej obok bakterii z rodzaju Clostridium obecne sg rowniez bakterie z rodzaju
Streptococcus 1 Klebsiella (Hung, Lee et al. 2007) Iub Bifidobacterium (Cheng,
Hung et al. 2008). Zastosowanie st¢zonych kwaséw prowadzi do stworzenia popu-
lacji duzo mniej zréznicowanej, ztozonej w 95% z bakterii z rodzaju Clostridium
(Lee, Song et al. 2009).

4.3. INTERAKTYWNE BAZY DANYCH DOTYCZACE
MIKROORGANIZMOW METANOGENNYCH.

Jednym z uzytecznych narzedzi ulatwiajacych prace podczas analizy po-
pulacji archeonéw metanogennych sg bazy danych takie jak: http:/www.ncbi.nlm.
nih.gov/, http://www.bacterio.net/-generalinformation.html). Bazy te zawierajg spis
mikroorganizméw zgodny z aktualng nomenklatura, jak rowniez przydatne dane
dotyczace biologii molekularnej tychze mikroorganizméw, jednakze brak w nich
zestawienia informacji dotyczacych wymagan srodowiskowych poszczegoélnych
gatunkow. Dane takie bylyby pomocne w rozumieniu zaleznosci pokarmowych
w srodowisku beztlenowym oraz w projektowaniu nowych technologii zwigzanych
Z procesem metanogenezy.

Nowo powstata baza danych stworzona w ramach realizowanego projektu
i umieszczona na serwerze Wydziatu Biotechnologii Uniwersytecie Wroctawskim
wychodzi naprzeciw tej potrzebie (zwana dalej w skrocie UWr-MDB) www.meta-
nogen.biotech.uni.wroc.pl.

Baza danych
mikroorganizmow
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Rysunek 11. Schemat wykorzystania baz danych i kolekcji mikroorganizméw do
prowadzonych proceséw.
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Obecnie baza ta zawiera 144 wpisy dotyczace sklasyfikowanych i wyizolo-
wanych archeondw metanogennych. Baza zawiera podstawowe informacje doty-
czace wymagan zyciowych mikroorganizméw takie jak: temperatura, zasolenie,
odczyn $rodowiska oraz wymagania pokarmowe. Tabela 22 przedstawia sposob
opisu zawarty w tej bazie danych dla przyktadowych archeonow.

Sposob, w jaki zorganizowano niniejsza baz¢ pozwala na latwe prowadzenie
analiz zgromadzonych danych przez automatyczne tworzenie wykresow wybra-
nych cech. Rysunek 12 przedstawia przyktad wykresu, jaki mozna uzyska¢ przy
wykorzystaniu bazy metanogennych archeonow.

Prezentowana platforma stanowi dogodne miejsce do realizacji zadan czysto
naukowych takich jak:

e dzielenie si¢ informacjami dotyczacymi nowo wyizolowanych gatunkow
bakterii metanogennych,

e porownywanie cech wybranych gatunkow na potrzeby klasyfikacji nowych
mikroorganizmow.

Zgromadzone dane umozliwiajg rowniez prowadzenie analiz o charakterze
aplikacyjnym, jakim jest selekcja drobnoustrojow na potrzeby procesow techno-
logicznych prowadzonych w okreslonych warunkach (Rysunek 11).
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Rysunek 12. Wykres przedstawiajacy zalezno$¢ miedzy maksymalng temperaturg
wzrostu a czasem podwojenia dla metanogennych archeonéw, wygenerowany przez
UWr-MDB
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Tabela 22. Przyktadowy opis gatunkéw archeonéw metanogennych w bazie Uniwersytetu
Wroctawskiego.
Methanome- Methanosar- | Methanobacte-
Gatunek thylovorans cina horono- | rium subterra- | Jednostka
thermophila bensis num
I . Klasa Methanomi- Methanomi- Methanobac-
K asyﬁka.CJa s crobia crobia teria
taksonomicz- - ;
Methanosarci- | Methanosarci- | Methanobacte-
na Rzad .
nales nales riales
. Methanosarci- | Methanosarci- | Methanobacte-
Rodzina :
naceae naceae riaceae
Rodzaj Methanomethy- Methanosarcina Metha.nobacte—
lovorans rium
Temperatura T. min. 42 20 3.5
T. max. 58 42 40
T. optymalna 50 37 20 [°C]
min.
T. optymalna 50 37 40
max.
Odczyn $ro- pH min. 5 6 6.75
dowiska pH max. 7.5 7.75 9.2
pH op tymalny 6.6 7 7.8
min.
pH optymalny 6.6 7.25 8.8
max.
Zasolenie NaCl min. 0 0 0
NaCl max. 0.3 0.35 14
NaCl optymal- 0.1 0.1 0.2 [mol-L"]
ne min.
NaCl optymal- 0.1 0.1 1.25
ne max.
Wzrost Szybkosé 0.050 0.014 0.32 [h!]
Czas Podwo- 14.21 49.00 2.50 [h]
jenia
Wykorzysty- H2/CO2 -1 -1 1
wane sub- ]
straty Mrowczan -1 -1 1
Octan -1 1 -1
Metanol 1 1 -1
Metylamina 1 -1 nd
Dimetylamina 1 1 nd
Trimetylamina 1 1 -1
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Siarczek di-

metylu
CO -1 nd nd
Etanol -1 nd -1
1-propanol -1 -1 -1
1-butanol -1 -1 -1
2-propanol -1 -1 nd
2-butanol -1 nd nd
Cyklopentanol -1 -1 nd
Izobutanol -1 nd -1
Kwas propi- 1 nd nd
nowy
Srodowisko .
. .. bioreaktor Wody gruntowe | Wody gruntowe
izolacji
Zawartose | 6o min, 37.6 414 54.4
GC [%]
GC max. 37.6 414 54.4
Morfologia Ksztatt Coccoid Nleregulfi my Rod
cocci
szeroko$¢ min. 0.7 1.4 0.1
szerokos¢ 1.5 2.9 0.15
max. [“m]
dhugos¢ min. 0.7 1.4 0.6
dlugos¢ max. 1.5 2.9 1.2
DSM DSM 17232 DSM 21571 DSM 11074
Szczepy refe- ATCCBAA
rencyjne ATTC i ATCC 700657
Data pierw-
Literatura szego donie- 2005 2011 1998
sienia
PMID 16280511 21112985 9731274
http://ijs.sgmjo- | http://ijs.sgmjo- | http://ijs.sgmjo-
URL urnals.org/con- | urnals.org/con- | urnals.org/con-
tent/55/6/2465. | tent/61/10/2503. | tent/48/2/357.
long long long




5. STEROWANIE | MONITORING
W INSTALACJACH PRZEZNACZONYCH
DO PROWADZENIA FERMENTACJI
METANOWE.J.

5.1. BIOREAKTORY FERMENTACJI METANOWEJ.

Ztozony proces fermentacji metanowej nie jest tatwy do opisania przy po-
mocy warto$ci matematycznych, dlatego mozliwe s3 bledy wynikajace z rdznic
pomigdzy matematycznym, cyfrowym modelem a procesami biochemicznymi
(analogowymi) zachodzgcymi podczas procesu technologicznego. W konsekwencji
sterowanie procesem i optymalizacja wydajnosci czesto sg trudne i mato przewi-
dywalne.

Poprawnos$¢ prognoz uzyskanych przez model matematyczny, symulujacy
proces fermentacyjny, zalezna jest wprost od doktadnosci danych wejsciowych
uzywanych do jego kalibracji. Duzym utatwieniem w procesie gromadzenia danych
jest mozliwo$¢ automatycznego odczytu, zbierania i zapisywania wielu pomia-
row. Mozliwos$¢ takg daja bioreaktory laboratoryjne, pozwalajace utrzymac rézne
kontrolowane warunki fermentacji przez wymagany okres przy jednoczesnym
zapisie okreslonych parametréw procesu na dysku komputera, a takze graficznego
przedstawiania czy analiz pordéwnawczych (np. temperatury, pH, przeptywu gazu,
sktadu gazu, populacji mikroorganizmow).

5.2. STANOWISKO LABORATORYJNE
PRZEZNACZONE DO BADANIA PROCESU
FERMENTACJI METANOWEJ.

Stanowisko przeznaczone do badania procesow fermentacji metanowej zo-
stato zaprojektowane i wytworzone w ramach realizacji projektu kluczowego nr
POIG.01.01.02-00-016/08, zatytutowanego ,,Modelowe kompleksy agroenerge-
tyczne jako przyklad kogeneracji rozproszonej opartej na lokalnych i odnawial-
nych Zrodlach energii finansowanej”.
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Stanowisko to charakteryzuje si¢ nastepujacymi cechami:
e Uniwersalno$¢ wykorzystywania ptynnego surowca,
Wszechstronno$¢ metod i warunkow pomiaréw niezbedna do szczegotowych
badan procesow fermentacyjnych,
e Automatyzacja pomiaréw, zapisu, rejestracji i archiwizacji w postaci cyfro-
wej zmierzonych parametrow fizykochemicznych, obejmujaca takze analize
jakosciowo-ilosciowa fazy gazowej i cieklej.

Stanowisko badawcze zbudowano zgodnie z koncepcja przedstawiong na
Rysunku 13. Dodatkowa zaleta uktadu jest opcja zdalnego dostepu do zgromadzo-
nych na komputerze danych poprzez ogo6lng lub dedykowang sie¢ komputerowa,
takze bezprzewodowa.

Rysunek 13. Uproszczony schemat stanowiska badawczego

Opisane stanowisko badawcze zbudowano z nastepujacych urzadzenia i pod-

zespotow kontrolno-pomiarowych:

e Trzy bioreaktory,
Zestaw sensoroOw pomiarowych,
Panel wej$¢ pomiarowych,
Sterownik mikroprocesorowy,
Panel komunikacyjny,
Analizator i rejestrator danych pomiarowych gazow,
Zestaw zdalnie sterowanych urzadzen wykonawczych,
Uktad stabilizacji temperatury,
Uktad stabilizacji kwasowosci,
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e Uktad regulacyjny pracy mieszadet,

e Uklad regulacji czaséw retencji reaktorow,

e Komputer z oprogramowaniem aplikacyjnym do zbierania, zapisu, przetwa-
rzania danych pomiarowych, wizualizacji procesu sterowania i danych po-
miarowych, jak réwniez do archiwizacji zbiorow danych.

A A A P N R W R Ry

Al AAA AR

Rysunek 14. Schemat mozliwych konfiguracji pracy bloreaktorow

Konfiguracja kaskadowa (Rysunek 14, po lewej) umozliwia przeptyw sub-
stratu przez kolejne fermentory, co pozwala na:

e prowadzenie kolejnych etapow fermentacji w réznych warunkach,

e adaptacje (specjalizacj¢) mikroorganizméw (aktywnego osadu) do réznych
warunkow,

e wydzielenie produkcji wodoru i metanu,

e odzyskiwanie potencjalnie cennych substancji z pozywki pomiedzy etapami
trawienia (np. enzymy).

Konfiguracja w trybie reaktorow niezaleznych (Rysunek 14, w srodku) -
kazdy z reaktorow pracuje jako odr¢bna jednostka, co pozwala na:
e Dbadanie w identycznych uktadach aparaturowych, przy wspdlnym groma-
dzeniu danych,
e poréwnywanie fermentacji w roznych warunkach,
e badanie fermentacji r6znych substratow i ich mieszanin.

Konfiguracja w trybie reaktorow mieszanych (Rysunek 14, po prawej) -
w dwoch reaktorach prowadzona jest rownolegle fermentacja wstgpna, w ostatnim
zbiorniku nastepuje produkcja metanu, co pozwala na:
e jednoczesne prowadzenie fermentacji wstepnej substratow o réznych wiasci-
wosciach (np. serwatka, materiat roslinny, materiat zwierzecy),
e regulacje strumieni substratow wchodzacych do reaktora metanogennego,
e kompensacj¢ sktadu pozywek przez mieszanie r6znych substratow.

W prezentowanym zestawie badawczym zastosowano zaré6wno wiele no-
watorskich rozwigzan konstrukcyjnych, jak rowniez w zakresie sterowania prze-
biegiem procesow zachodzacych w reaktorach:

e mieszadla o programowanych trybach pracy,

e magnetyczne potaczenie napedow elektrycznych z mieszadtami,
e regulowany czas retencji reaktorow,

e ultradzwickowy pomiar ilo$ci wytworzonego gazu,
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e uktad pobierania i uzdatniania probek gazu do badan analitycznych
e zdalny monitoring i sterowanie.

Zastosowane rozwigzania sprzetowe i programistyczne ulatwiaja:
e planowanie badan,
e przygotowanie zasobow do badan,
e wykonanie badan,
e opracowywanie wynikow badan.

Sterowanie uktadami pomiarowymi i wykonawczymi zestawu mozna prowa-
dzi¢ lokalnie poprzez panel sterownika mikrokomputerowego PLC, wyposazonego
w dotykowy monitor oraz zdalnie przez dowolny komputer za posrednictwem
oprogramowania SCAD.

System akwizycji i przetwarzania danych pomiarowych obstugujacy oma-
wiane stanowisko badawcze umozliwia:
e kontrolg przebiegu procesow,
wizualizacje stanow punktow pomiarowych,
wizualizacje wysterowania podzespotéw wykonawczych,
sygnalizacje stanéw krytycznych i awaryjnych,
wspomaganie dziatan operatorskich i serwisowych.

Baza danych pomiarowych gromadzi pliki przygotowane do korelacyjnych
badan statystycznych oraz modelowania procesowego. Model, ktory powstaje
w wyniku matematycznego odwzorowania procesow, stuzy do symulacji i do-
strajania rzeczywistych procesow technologicznych. Jest rowniez pomocny do
przygotowania scenariuszy dziatan na wypadek zdarzen niepozadanych, obnizaja-
cych sprawnos¢ (efektywno$¢) procesu lub zagrazajacych awarig instalacji. Model
procesowy moze by¢ takze wykorzystany do testowania sposobow wysterowania
obiektow w obszarach zachowan prawidtowych, krytycznych i awaryjnych. Na
modelu mozna opracowywac instrukcje i procedury dziatan dla operatoréw obiek-
tow 1 technologii w celach:

e zminimalizowania ryzyka wystapienia zagrozen,
ograniczenia nastepstw zdarzen niepozadanych,
przywracania zdolno$ci procesowych i technologicznych,
odtworzenia stanu z okresu poprzedzajacego zdarzenie kryzysowe,
monitorowania procesow z zastosowaniem zmiennej skali czasu.

Model procesowy z funkcja symulacji moze by¢ tez znakomitym wyposa-
zeniem w laboratoriach dydaktycznych.
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TERE T

Rysunek 15. Stanowisko badawcze ztozone z trzech reaktoréw

Podstawowe parametry techniczne stanowiska badawczego (prezentowa-
nego na rysunku 15):

e Pojemnos¢ robocza reaktorow 3x20 dem’.

e Uktad stabilizacji temperatury PID z niezaleznym sterowaniem dla kazdego
reaktora w zakresie 20-85 °C.

e Uklad stabilizacji kwasowosci z niezaleznym sterowaniem dla kazdego reak-
tora w trybach: iniekcji, zwrotnego zasilania, ,,xyz”,

e Uktad regulacji pracy mieszadet 0-100 obr/min z dowolnie regulowanymi
przerwami.

e Uklad regulacji przeptywu miedzy reaktorami 0-80%.

e Pompki dozujace 0—-1000 ccm/godz.

e Panel pomiarowy ze sterownikiem mikroprocesorowym PLC (Rysunek 16,
17) obstuguje:
— 12 kanalow wej$¢ analogowych,
— 4 kanaty wyjs$¢ analogowych,
— 27 kanatow cyfrowych 1/0,

e Komputer PC z rozszerzeniem I/O: 2 x RS 232, 2 x RS 486,

e Oprogramowanie systemowe 1 narzgdziowe: Windows, SCAD.
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Rysunek 16. Widok panelu dotykowego do PLC

Rysunek 17. Szafa sterujgca z sterownikiem PLC

Do bezposredniego sterowania zastosowano mikroprocesorowy sterownik
PLC SIMATIC S7-200, zaprojektowany do komunikowania si¢ i sterowania obiek-
tami. Zintegrowane z nim porty komunikacyjne moga pracowac przy znacznych
predkosciach transmisji danych, wynoszacych od 1 do 187 kbit/s. Porty komuni-
kacyjne pozwalajg na pracg w rozbudowanych strukturach komunikacyjnych (do
126 uzytkownikoéw w sieci).

Uczestnikami sieci moga by¢ programatory, panele operatorskie, komputery
oraz inne sterowniki. Standardowo porty komunikacyjne obstuguja protokot PPI,
moga tez pracowac w protokole MPI jako slave. Pozwala to na wspolprace z innymi
komponentami systemu TIA (Totally Integrated Automation). Zintegrowane porty
komunikacyjne moga rowniez pracowac¢ w trybie swobodnym portu (Free Port)
(maks. predkos¢ transmisji 115 kbit/s), co pozwala na opracowanie wtasnych pro-
tokotéw komunikacyjnych, wykorzystujacych standard ASCII. Dzieki temu moz-
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liwa jest komunikacja z modemami, drukarkami, czytnikami kodéw paskowych,
komputerami PC oraz sterownikami r6znych producentéw. Biblioteka Modbus
RTU zapewnia komunikacj¢ takze w sieci Modbus.

Dane ze stanowiska badawczego sa gromadzone na komputerze przez opro-
gramowanie SCADA (System Control And Data Aquisition). Rozwigzanie takie po-
zwala na bezpieczne zarzadzanie, monitoring i sterowanie w czasie rzeczywistym,
procesy mozna $ledzi¢ na schemacie stanowiska badawczego (Rys.18) opracowa-
nym w §rodowisku ASIX. Oprogramowanie ASIX odpowiada w przedstawionym
systemie za akwizycje oraz sterowanie nadrzedne.

Rysunek 18. Schemat sterowania procesami przy uzyciu pogramu ASIX

Zapis danych historycznych odbywa si¢ przez wirtualny interfejs, stworzony
w celu usprawnienia procedur zwigzanych z przetwarzaniem plikow pochodzacych
z r6znych aplikacji i baz danych.

W programie SCAD dostgpny jest generator raportow o stanach zdefiniowa-
nych jako stany ostrzegawcze lub alarmowe z funkcja akceptacji stanu. Funkcja ta
gwarantuje bezpieczny poziom kontroli operatorskiej nad przebiegiem kontrolo-
wanego procesu czy do§wiadczenia.

Generator wykresow zmiennych (Rysunek 19) umozliwia definiowanie
wykresow z maks. 16 parametrami. Wykresy moga by¢ przewijane wzdtuz osi,
z mozliwo$cig zastosowania funkcji lupy. Wykresy z danymi historycznymi i bie-
zacymi moga by¢ prezentowane jednoczes$nie - daje to mozliwo$¢ porownywania
przebiegéw poszczegdlnych parametrow .

pH/jony amonowe

n R —
1 —— ]

] 5 15 w

=1

Rysunek 19. Przyktadowy wyglad generatora wykreséw
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Prezentowane stanowisko zapewnia state i w petni kontrolowane warunki
dla doswiadczen fermentacyjnych wraz z archiwizacja danych procesowych. Jest
ono dogodnym narze¢dziem do badania wptywu wielu ré6znych czynnikow na prze-
bieg fermentacji metanowej. Prezentowane stanowisko umozliwia prowadzenie
doswiadczen o wielu profilach, jak:

1. Badania kinetyki procesow w funkcji:

Temperatury,

Kwasowosci,

Zapotrzebowania na tlen,

Dawkowania pozywienia,

Predkos$ci i mieszania,

Czasow retencji reaktorow.

2. Badanie warunkow stabilizacji procesow w funkcji obcigzenia poszczego6l-
nych lub wszystkich reaktorow,

3. Badania wptywu inhibitoro6w na wydajno$¢ poszczegolnych faz procesowych,

4. Badania wptywu makroelementéw (jony Mg, Ca*?, Fe*,Fe*?,PO,”, CI, K",
Na* itp.) na wydajnos¢ poszczeg6lnych faz procesow;

5. Badania wptywu mikroelementéw (jony Mn*?, Co*, Cr*, Zn*?, MoO,>, VO™,
itp.) na wydajno$¢ poszczegdlnych faz procesow;

6. Bilansowanie mas dla podstawowych sktadnikéw przemian biochemicznych,

7. Badania korelacyjne wydajnosci przemian biochemicznych dla zmiennych
procesowych,

8. Wyznaczanie charakterystyk zmiennych procesowych dla potrzeb zwiazanych
z modelowaniem przebiegoéw dla poszczegodlnych faz procesowych,

9. Wyznaczanie krytycznych parametrow dla sterowania przebiegiem procesow,

10.0Okreslanie optymalnych wartosci zmiennych procesowych,

11.Okreslanie bilansow energetycznych dla poszczegdlnych faz procesu,

12.0kreslanie wptywu koncentracji dwutlenku wegla (egzogennego) w masie
reakcyjnej, na szybko$¢ i wydajnos¢ metanogenezy,

13.1zolacja nowych szczepow bakterii (syntroficznych, metanogennych, homo-
octanowych itp.).

5.3. SKALOWANIE SYSTEMU STEROWANIA.

Monitoring i sterowanie omawianego modelu jest kompatybilne z uklada-
mi przemyslowymi. Moze by¢ z powodzeniem stosowane do sterowania i admi-
nistrowania instalacjami o skali przemyslowe;j.

Mozliwo$¢ przeniesienia (przeskalowania) softwarowego systemu moni-
torowania i sterowania, opracowanego dla doswiadczalnej instalacji fermentacji
metanowej, na instalacje przemystowa, jest zgodna z pierwotnym zatozeniem pro-
jektu badawczo-wdrozeniowego, co ilustruje Rysunek 20.
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) ) ¢ Komputerowa
Badania laboratoryjne symulacja

Opracowanie metod pomiarowych  rocesy
Izolacja i charakteryzacja szczepoéw

Rysunek 20. Zatozeniem projektu badawczo-wdrozeniowego

W sktad systemu zarzadzania i kontroli procesu w instalacjach wytwarzaja-
cych biogaz wchodzg nastepujace moduty:
e Modut raportowania,
e Modut trendow,
e Modut alarmow,
e Modut zdalnego powiadamiania,
e Modut archiwizacji.

W module raportowania pracy obiektow biogazowni zastosowano system
Microsoft® SQL Server™ 2008 Reporting Services. Umozliwia on:

e tworzenie raportdéw na podstawie zdarzen zarejestrowanych przez system
sterowania i monitoringu;

e zarzadzanie srodowiskiem raportowania;

e dostarczanie uzytkownikom potrzebnych raportéw w wygodnym dla nich
formacie i w przystepny sposob;

e mozliwos$¢ konfiguracji automatycznego dostarczania raportow droga elek-
troniczna.

Modul trendéw umozliwia graficzng prezentacj¢ danych zarejestrowanych
w zbiorach archiwalnych lub dynamiczne wy$wietlanie stanu biezacych danych
naptywajacych z obiektow.

Modut archiwizacji pozwala na zbieranie danych z modutow raportowania,
trendow, alertow i alarméw z dowolnie zadanego okresu. Ma to szczego6lne zna-
czenie przy analizie przyczyn zalamania procesu fermentacji oraz przy zmianach
parametréw procesowych takich jak: szybko$¢ dozowania, rodzaj substratu, zmiany
temperatury prowadzenia fermentacji.
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Modul alarméw potrafi analizowa¢ prace systemu alarmow, oceniajac

w dwoch plaszczyznach poprawnos¢ wykonanego opomiarowania z punktu wi-
dzenia bezpieczenstwa przebiegu procesow oraz analizg alarmow zarejestrowanych
w poszczegblnych obiektach, a takze ceng ich wptywu na stabilnosc¢ i efektywnos¢
wykonywanych proceséw. Zarzadzanie tymi informacjami realizowane jest przy
uzyciu:

e tabel zarejestrowanych zdarzen historycznych;

o wykresow przebiegéw wybranych zdarzen alarmowych;

e analizy dynamicznej, stuzacej wyliczaniu r6znego rodzaju statystyk dotycza-

cych archiwum zdarzen;
e analizy statycznej, obrazujacej strukturg bazy definicji alarmow.

Modut zdalnego powiadamiania zapewnia automatyczne powiadamianie
stuzby nadzoru o zaistnieniu waznych zdarzen. Komunikaty moga by¢ wysyta-
ne jako poczta elektroniczna (email) lub jako komunikat SMS zaréwno poprzez
Internet, jak sie¢ GSM. Sprzezenie systemu wysytania alertow z mechanizmem
generowania alarméw pozwala na automatyczne wysytanie odpowiednich tresci
opisujacych zaistnialg sytuacje i koniecznos¢ wykonania okre$lonej procedury
postepowania.

5.4. KONCEPCJE ZARZADZANIA

Jednym z zatozen projektu kluczowego POIG byto opracowanie porow-
nawcze koncepcji systemow kontroli i zarzadzania instalacjami fermentacyjnymi
z wykorzystaniem topologii sieci komunikacyjnej mieszanej. Przy zarzadzania
i kontroli systemow zautomatyzowanych tak w skali laboratoryjnej, jak i przemy-
stowej, mozna wyrozni¢ dwa typy budowy systemu:

1. System scentralizowany charakteryzujacy si¢ nastepujacymi cechami:

e pomiary oraz sterowanie wykonywane jest przy uzyciu jednego cyfrowego
urzadzenia sterujaco-przetwarzajacego (programowalny sterownik PLC
lub PC),

e kazdy element pomiarowy i wykonawczy jest potaczony przewodem elek-
trycznym z modutem sterujgcym.

o Wady tego systemu to:

e nadmiernie rozbudowane okablowanie,
ograniczenia transmisyjne sygnatow,

e ograniczenie dostepu do zasobow danych pomiarowych.
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Rysunek 21. Schemat rozproszonego systemu zarzgdzania biogazownig

2. System rozproszony (Rysunek 21) charakteryzujacy si¢ cechami:

e pomiary i sterowanie wykonywane przez obiektowe programowalne ste-
rowniki PLC (krotkie potaczenia kablowe),

e funkcje agregacji danych i przetwarzania realizowane w bazach danych
na PC (lokalna lub otwarta sie¢ komputerowa).
o Do zalet tego systemu naleza:

e struktura hierarchiczna sterowania,
otwarte okablowanie strukturalne,
mozliwo$¢ zdalnej obstugi procesu.

Wynika z tego, ze system scentralizowany jest obcigzonym znacznymi
wadami, poniewaz opiera si¢ gldwnie na transmisji kablowej, co ogranicza go do
zarzadzania biogazownig w obrgbie obiektu. Mozna oczywiScie przetwarzac ze-
brane w ten sposob dane i transmitowac droga komunikacji, np. przez sie¢c GSM,
ale jest to - w stosunku do systemu rozproszonego - system przestarzaty i ka-
pitatochlonny z uwagi na okablowanie, przylacza czy ograniczenie mozliwosci
transmisji sygnatow.
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Niezaleznie od rodzaju systemu zarzadzania, scentralizowanego czy roz-
proszonego, dane z procesu w biogazowni przetwarzane przez sterowniki moga
zosta¢ wykorzystane do:

e Jokalnego sterowania z zastosowaniem tekstowych lub graficznych terminali
operatorskich;

e realizacji algorytmu sterowania catym kompleksem obiektow (sterownik nad-
rzgdny, system SCADA);

e wizualizacji procesu, archiwizacji, optymalizacji pracy, a takze powiadamia-
nia o stanach awaryjnych,

e raportowania o stanach awaryjnych droga elektroniczng (poprzez poczte e-
-mail lub za posrednictwem telefonii komorkowe;).

Zarzadzanie monitoringiem i sterowaniem z funkcjg klienta webowego
1 uzytkownika mobilnego (za posrednictwem telefonii GSM) jest we wspotcze-
snym $wiecie rozwigzaniem technologicznym stosowanym coraz czesciej, przede
wszystkim w przemysle chemicznym i energetyce. Rozwigzanie to dotyczy nie
tylko obiektow modelowych w skali laboratoryjnej, ale rowniez obiektéw prze-
mystowych o petlnych rozmiarach.

W omawianym przypadku przewidziano wprowadzenie tego systemu dla
biogazowi utylizujgcej organiczne odpady i odchody zwierzece, zar6wno na po-
ziomie stanowiska doswiadczalnego, jak i dowolnie duzej instalacji przemystowe; .

System wykorzystujacy sieci komunikacyjne typu Internet przewodowy
czy bezprzewodowy, w tym takze systemy telefonii komérkowej, w zdecydowany
sposob utatwia zarzadzanie procesami produkcyjnymi, mozna bowiem w sposob
zdalny monitorowa¢ oraz kontrolowac procesy zachodzace w profesjonalnych
instalacjach przemystowych.

Posiadajgc odpowiednie uprawnienia (kody dostepu), mozna recznie stero-
waé procesami zachodzacymi w instalacjach biogazowi. Ma to szczegdlne zna-
czenie w sytuacjach awaryjnych, gdy potrzebne sg natychmiastowe konsultacje
ze specjalistami znajdujacymi si¢ daleko od miejsca zdarzenia. System taki ma
rowniez aspekt dydaktyczny, gdyz mozna obserwowac prace realnej instalacji
podczas zaje¢ ze studentami danej dziedziny.

Podobny system znalazt zastosowanie w medycynie, gdzie mozliwy jest
udziat w trudnych operacjach specjalistow z odlegtych krajow. Eksperci mogg je
przeprowadza¢ dzieki specjalistycznym robotom chirurgicznym. Inny przyktad to
pomoc specjalistow lekarzom interweniujagcym podczas ratowania ofiar wypadkow
czy zdalny monitoring pracy serca pacjentow.

Automatyzacja sterowania instalacji przeznaczonych do prowadzenia fer-
mentacji metanowej pozwala na obnizenie kosztow eksploatacji systemu, jak row-
niez obniza ryzyko wystapienia zatamania procesu zwigzanego z btedem operatora.
Fermentacja ta ma charakter bardzo zlozony, wynikajacy z nastgpczego charakteru
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tworzacych ja procesow i ztozonego systemu warunkoéw prawidlowego jej przebie-
gu. Nie wszystkie etapy procesowania i sterowania biogazownig maja jednakowa
wage 1 wplyw na szybko$¢ czy wydajnos¢ wytwarzania biogazu. Za najbardziej
wrazliwe na zmiany warunkoéw fizykochemicznych elementy pracy biogazowni
nalezy uznac:

e dawkowanie substratu,
kwasowos$¢ fermentowanego roztworu,
czas fermentacji,
obecnos¢ makro i mikroelementéw na odpowiednim poziomie,
zawarto$¢ waznych dla procesu fermentacji substancji organicznych,
szybko$¢ mieszania.

5.5. WRAZLIWE ELEMENTY PROCESU
FERMENTACJI METANOWEJ W SWIETLE
STEROWANIA BIOGAZOWNIA

5.5.1. Dawkowanie substratu

Najprostszym rozwigzaniem umozliwiajagcym kontrol¢ dozowania substratu
jest uzaleznienie dawki od warto$ci czynnika bedacego miarg stabilnosci proce-
su. Podejscie takie zastosowano w instalacji laboratoryjnej, w ktérej prowadzono
fermentacje gnojowicy [58]. Dla danego parametru kontrolnego ustalono zakresy
warto$ci, ktére warunkuja reakcje systemu.

Przyktadowo: jezeli stezenie kwasu propionowego jest ponizej 5 mM, to
nastepna dawka substratu jest wigksza o 20% w poréwnaniu z poprzednig. Jezeli
stezenie kwasu znajduje si¢ pomigdzy warto§ciami 5 a 8§ mM, system zwicksza
dawke substratu jedynie o 2%, natomiast przekroczenie stezenia o 10 mM spowo-
duje obnizenie dawki substratu o 50 %.

Mozliwe jest zdefiniowanie wielu roznych przedzialdw sposobu reakcji sys-
temu na zmiang¢ parametru kontrolnego. Dobranie najodpowiedniejszych parame-
trow kontrolnych i scenariuszy reakcji systemu sterowania trzeba dostosowywac
do konkretnych instalacji i utylizowanych substratow.

Innym rozwigzaniem pozwalajacym na wykorzystanie w ocenie stanu pro-
cesu fermentacji metanowej wigcej niz jednego parametru jest uzycie kontrolera
opartego na logice rozmytej (ang. fuzzy logic controler - FLC). Rozwigzanie takie
uzyto w instalacji opracowanej na Uniwersytecie w Hamburgu (Scherer, Lehmann
et al. 2009).

Oceng¢ procesu fermentacji metanowej kiszonki buraka pastewnego oparto
na pH, produkcji biogazu w przeliczeniu na ilo§¢ dozowanego substratu oraz pro-
centowej zawartosci metanu w powstajgcym biogazie.
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Dziatanie systemu FLC mozna opisa¢ w nastepujacych etapach:

— zebranie danych wejsciowych z czujnikow,

— przypisanie danych liczbowych uzyskanych z czujnikéw kategorii lingwi-
stycznych,

— ocena stanu systemu na podstawie wywazenia wynikéw poszczegdlnych
czujnikow,

— ocena stanu systemu i stopnia odpowiedzi systemu,

— konwersja stopnia odpowiedzi systemu do danych liczbowych odbieranych
przez urzadzenia na wyjsciu (czas pracy, szybko$¢ dozowania pomp).

Wykorzystanie FLC do kontroli dozowania substratu dla fermentacji meta-
nowej pozwolito uzyska¢ produkcje na poziomie 9 dem?/ dem?/d przy wydajnosci
0,55 dem®/gVS w systemie utylizujagcym kiszonke burakéw pastewnych pracuja-
cym w temperaturze 41 °C (Scherer, Lehmann et al. 2009). Podczas fermentacji nie
dodawano $rodkoéw zwigkszajacych site buforowania. Ponadto system ten byt w sta-
nie odtworzy¢ petng sprawnos$¢ procesu fermentacji w ciagu 16 dni od zatamania.

W przypadku fermentacji kiszonki burakéw cukrowych produkcja ksztat-
towala si¢ na poziomie 3 dem’/dem?/d przy wydajnosci 0,55 dem?®/ gVS, jednakze
do substratu dodawano kwasny weglan potasu (KHCO,) w celu zwigkszenia sity
buforujacej (Demirel, Ergun et al. 2009).

5.5.2. Czas fermentacji

Czas fermentacji to jeden z kluczowych czynnikow wplywajacych na sta-
bilnos¢ 1 efektywnos¢ produkeji biogazu. Zbyt dhugi lub zbyt krotki prowadzi od-
powiednio do zubozenia ztoza w substancje organiczne, a wigc i do zaburzenia
rownowag procesowych, co powoduje przyhamowanie produkcji biogazu. Zbyt
krotki czas fermentacji powoduje ,,przekarmienie” ztoza, gdy w reaktorze pojawia
si¢ przedwczesnie nowa porcja biomasy. W rezultacie przemian biochemicznych
stezenia zwigzkdw takich jak siarkowodor, amoniak, kwasy organiczne przekraczaja
warto$ci graniczne, doprowadzajac do zahamowania metanogenezy i zatamania
catego procesu.

Chcac uzyskac¢ optymalng wydajno$¢ produkeji biogazu, nalezy stopniowo
zwicksza¢ dawkowanie substratu w celu adaptacji ztoza. Dobranie maksymalnego
dawkowania jest przedmiotem prac eksperymentalnych i modelowania dla po-
szczegblnych konstrukeji bioreaktorow, warunkow fizykochemicznych procesow
fermentacyjnych i wykorzystywanych mieszanin surowcoéw organicznych.

5.5.3. Mieszanie fermentujgcego roztworu/ztoza

Szybkos¢ i sposob mieszania wptywa na efektywnos$¢ procesu. Zbyt duza
szybko$¢ mieszania fermentujacej cieczy prowadzi do znacznego skrocenia czasu
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fermentacji, w rezultacie czego gwattownie spada wydajnos$¢ produkcji metanu.
Dodatkowo szybkie mieszanie ujednolica warunki w catym reaktorze, co jest nieko-
rzystne zarowno dla etapu kwasogenezy, octanogenezy, jak i metanogenezy, ktore
to etapy roznig si¢ srodowiskiem gwarantujagcym optymalne wydajnosci proce-
sow. Czesto wigc ostatnio projektuje si¢ jednokomorowe biogazownie z osobnym
reaktorem degradacyjnym i hydrolitycznym w taki sposob, aby wolnoobrotowe
mieszadla pracowaly w uktadzie katowym lub wregcz prawie horyzontalnym.

Optymalna szybko$¢ mieszania, podobnie jak optymalne wartosci pH czy
temperatury fermentujacego wsadu dla danego zestawu szczepdw bakterii powinny
by¢ wyznaczone eksperymentalnie dla danej instalacji.

5.5.4. Zwartos¢ substancji organicznych

Juz w poprzednim punkcie podkres$lono role stezenia surowcoOw organicz-
nych, zwracajac uwage na koniecznos$¢ nieprzekroczenia krytycznego stezenia.
Nalezy jednak pamigtac, ze zbyt male stezenia substancji organicznej w reakcyj-
nej masie prowadzi do znacznego spadku efektywnosci procesu fermentacyjnego
w wymiarze ekonomicznym. W zwiazku z tym nalezy dla danego surowca lub
mieszaniny surowcow organicznych i dla danych warunkow fermentacji (w tym
dla okreslonych szczepow bakteryjnych) dobra¢ maksymalne stezenia tychze sub-
stancji organicznych w ztozu reakcyjnym.

Proces fermentacji metanowej moze by¢ hamowany zaréwno przez sub-
stancje dostarczane z zewnatrz wraz z surowcem organicznym, jak i substancje
(produkty) tworzace si¢ podczas procesu.

Przy ocenie wartosci granicznych stgzen substancji toksycznych dla pro-
cesOw fermentacyjnych nalezy wzia¢ pod uwage zdolnos¢ adaptacyjna mikroor-
ganizmow do warunkow Srodowiska w ktorym si¢ rozwijaja, co pozwala im na
przystosowanie si¢ do okreslonych stezen substancji toksycznych.

Nizej podano przyktady granicznych stezen dla kilku substancji obecnych
w komorach fermentacyjnych w sposob naturalny, bioracych udziat w fermentacji
beztlenowej, powyzej ktorych substancje te powoduja toksyczne zaktocenia tych
procesow.

Kwasy ttuszczowe; > 2000 mg/dem?
Kwas mastowy; >> 10 000 mg/dem?
Kwas octowy;  >> 10 000 mg/dem?
Kwas propionowy > 6000 mg/dem’
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5.5.5. Zawartos¢ zwiazkoéw azotu

Obieg azotu w réznych stanach walencyjnych, modyfikacja tego obiegu
oraz stezenie azotu jest niezwykle waznym elementem w modelu ADM1 / 2.2.6

oraz 2.3.2b /.

Wynika to z faktu, ze zwiazki azotu pojawiajace si¢ w komorach fer-
mentacyjnych (amoniak, azotany ( I11, IV), kation amonowy itp.) moga mie¢ przy
pewnych stezeniach niekorzystny wptyw na proces beztlenowej fermentacji.

Dotyczy to gébwnie grupy azotanowej i amonowe;.

Np. wptyw grupy NH," na omawiane procesy fermentacji beztlenowe;j przed-
stawia si¢ nastepujaco:

Tabela 23. Wptyw stezenia jondbw amonowych na przebieg fermentacji metanowe;j.

Stezenie NH,* [mg/dcm’] Wplyw
50 - 200 stymulujacy
200 - 1000 bez wptywu
1500 - 3000 hamujacy przy podwyzszonym pH
>3000 toksyczny

5.5.6. Zawartos¢ makro i mikroelementow

Obecnos$¢, proporcje, a przede wszystkim poziom stezen sktadnikoéw mi-
neralnych: makroelementow (wapn, azot, fosfor, siarka, potas, sod, magnez, zela-
70,) 1 mikroelementow (nikiel, kobalt, molibden, selen, wolfram oraz cynk, miedz
i mangan dla bakterii octanowych) maja znaczacy wptyw na efektywno$¢ genero-
wania biogazu, bowiem ich zbyt niski poziom moze prowadzi¢ do przyhamowy-
wania rozwoju poszczegolnych grup mikroorganizméw, nadmiar natomiast moze
by¢ toksyczny.

Ostatnio duza karier¢ robig dodawane sztucznie do fermentujacego ztoza
w biogazowni mikrododatki (czgsto mikroelementy), ktorych obecnos¢ wptywa
na efektywnos$¢ poszczegdlnych etapow fermentacji. Wykazano, ze ich rola jest
widocznie znaczgca, jednak same mechanizmy ich dzialania wymagaja szczego-
lowych badan.

W tabeli 24 przedstawiono wptyw stezenia kationdw metali stanowigcych
makroelementy w Swiecie organizmow zywych na procesy fermentacyjne:

Tabela 24. Wptyw jondw metali na przebieg fermentaciji.

Dzialanie
mg/dem?
stymulujace Srednio niebezpieczne toksyczne
Ca®? 100-200 mg/dem? 2500-4000 mg/dem? 8000 mg/dem?
Mg 75-150 mg/dem? 1000-1500 mg/dem? 3000 mg/decm?
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K 200-400 mg/dem® | 2500-4500 mg/dem’ 12 000 mg/dem’
Na' 100-200 mg/dem® | 3500-5500 mg/dem’® 8000
mg/dem

5.6. PODSUMOWANIE | UWAGI KONCOWE

W ramach realizowanego projektu powstato stanowisko laboratoryjne do
badania procesow fermentacji metanowe;j. Stanowisko zbudowano na podstawie
opracowanego scentralizowanego i rozproszonego systemu zarzadzania i kontroli
biogazowni z wykorzystaniem topologii sieci komunikacyjnej mieszanej. Sterowanie
stanowiskiem zostato zaprojektowane i wykonane tak, aby byto w petni skalowalne
do przemystowych biogazowni. Monitoring i sterowanie pozwala na zdalny dostep:

http://www.biotrans.uni.wroc.pl/pl/metanogeneza,13.htm

Takie rozwigzanie pozwala na prace w chmurze, umozliwiajac wspotprace
zespotdw w rdznych lokalizacjach.

Zaimplementowano i zoptymalizowano rowniez matematyczny model sy-
mulacyjny kinetyki fermentacji metanowej w oparciu o model strukturalny ADM1
do badania wptywu sktadu surowca na efektywno$¢ biodegradacji. Model ten
wprowadzono do programu komputerowego umozliwiajacego zautomatyzowanie
modelowania procesu. Po opracowaniu metod, w wyniku przeprowadzonych badan
na powstalym stanowisku badawczym, uzyskano szereg danych eksperymentalnych
takich jak :

— aktywnosci enzymatycznych w badanym materiale,

— charakteryzacja szczepow i sktad populacji w procesie produkcji biogazu,

— parametry fizyczne, chemiczne i biochemiczne oraz wydajnos$¢ produkc;ji
biogazu na r6znych substratach.

Dane zebrane o organizmach metanogennych postuzyly do utworzenia bazy
danych:

http://metanogen.biotech.uni.wroc.pl/

Po wprowadzaniu danych do modelu opracowano wirtualny model bioga-
zowni utylizujacej rozne substraty. Pozwala on na wizualizacj¢ przebiegu proceséw
technologicznych fermentacji beztlenowej biogazowni i opracowywanie uktadow
alarmowych, bezpieczenstwa i samokontroli.

Uzyskane rezultaty umozliwiaja wspotprace z przemystem w zakresie opty-
malizacji pracy biogazowni, doboru sktadu surowca, modernizacji sterowania,
szkolenia operatoréw biogazowni czy projektowania nowych instalacji.

Dodatkowo wyniki badan pozwolity na opracowanie nowych koncepcji
budowy biogazowni, ktore sa przedmiotem zgloszenia patentowego.
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Optymalizacja sterowania w instalacjach produkujacych biogaz pozwala na zwigkszenie wydajnosci
produkcji, zmniejszenie kosztow zwigzanych obstuga biogazowi oraz przyspieszenia reakcji na
sytuacje awaryjne. Waznym narzedziem wykorzystywanym podczas projektowania instalacji oraz
planowania procedur postepowania sg modele matematyczne.

W realizowanej pracy stworzono model komputerowego oparty na zatozeniach opracowanych
w ADM1 (Anaerobic Digestion Model No.1), dedykowanego do procesu fermentacji metanowe;
w instalacjach rolniczych. Model zaimplementowano w $rodowisku Octave, umozliwiajacym jego
dystrybucje i dalszy rozwéj opracowanej aplikacji.

W celu zasilania modelu niezbednymi danymi wejSciowymi opracowano metody pomiarowe
i wykonano szereg oznaczen dla wybranych parametréw. W szczegdlno$ci skupiono sie na aktywno-
Sciach enzymatycznych, okre$leniu sktadu substratu, jak réwniez wyznaczeniu indywidualnych
danych kinetycznych niezbednych do prowadzenia symulacji odzwierciedlajacych parametry uzyski-
wane w pracach eksperymentalnych.

W ramach prowadzonych badan izolowano i charakteryzowano szczepy mogace stuzy¢ jako szcze-
pionki. Przygotowano baze danych metanogendw hitp://metanogen.biotech.uni.wroc.pl/.
Opracowano metody charakterystyki aktywnosci metabolicznej szczepéw. Uzyskane wyniki umozliwi-
ty opracowanie udoskonalonego algorytmu rozruchu biogazowni lub adaptacji do nowych substratow.
W ramach realizacji projektu stworzono réwniez system scentralizowanego i rozproszonego
systemu zarzadzania i kontroli biogazowni z wykorzystaniem topologii sieci komunikacyjnej miesza-
nej oparty na sterownikach PLC. W potaczeniu z oprogramowaniem SCAD oraz ASIX system stuzy
do zbierania i wizualizacji danych procesowych dotyczacych fermentacji metanowej, ktére nastepnie
wykorzystano do kalibracji modelu symulujgcego fermentacje metanowa.

Prezentowane stanowisko laboratoryjne wraz z metodologig badawczg oraz modelem matematycz-
nym stanowig komplet narzedzi przydatnych w procesie planowania strategii operacyjnej dla
biogazowni.

ISBN: 978-83-63503-29-1

Egzemplarz bezptatny

PROJEKT WSPOLFINANSOWANY PRZEZ UNIE EUROPEJSKA ZE SRODKOW EUROPEJSKIEGO FUNDUSZU ROZWOJU REGIONALNEGO

INNOWACYJNA GOSPODARKA (e esRopEIsKn A

NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI ROZWOJU REGIONALNEGO P



