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Streszczenie

Badania dotyczg mozliwosci wytwarzania wodoru z gazu
syntezowego (mieszanina CO i H,) z udziatem fotosyn-
tetycznych bakterii beztlenowych Rhodospirillum rubrum,
w procesie fermentacji. Doswiadczenia byly prowadzone
przy réznych wartosciach poczgtkowych pH z wykorzysta-
niem jabtczanu jako Zrodta wegla w srodowisku ciektym.
Uzyskane wyniki swiadczg, ze produkcja wodoru radykal-
nie spada w srodowisku silnie alkalicznym i kwasnym w za-
kresie pH od 3-5 i 11-12. Stwierdzono, ze ilosé bakterii
Rhodospirillum rubrum silnie wzrasta przy pH od 6 do 9.
R. rubrum wytwarzajq wodér w srodowisku alkalicznym.
Stwierdzono, ze przy wartosci poczgtkowej pH réwnej 9,
najwyzszy uzysk wodoru wyniost 61%. Zaleznosé pomie-
dzy jonami wodoru a wartoscig specyficznej produkcji
wodoru zostata okreslona formutq matematyczng. Okres-
lono parametry kinetyki przy scisle okreslonym tempie
fermentacji wodorowej. Pozgdana wielkos¢ szybkosci
(predkosci) produkcji wodoru wyniosta pKy = 7,85 oraz
pKon = 10,4. Dla optymalnej wartosci pH roéwnej 9, ma-
ksymalna wartosé specyficznej produkcji wodoru wyniosta
1,1 mmola H, /mmola CO-h.

Stowa kluczowe: Produkcja wodoru, wptyw pH, fotosynte-
tyczne bakterie, gaz syntetyczny, Rhodospirillum rubrum.

Summary

Biological hydrogen production from synthesis gas by
photosynthetic anaerobic bacterium, Rhodospirillum rub-
rum, was carried out in batch fermentation. The experiment
was conducted at various initial pH of the medium using
malate as carbon source in liquid media. The results in-
dicated that the hydrogen production was drastically re-
duced at acidic and alkaline conditions, pH range of 3 -5
and 11 — 12. It was found that Rhodospirillum rubrum was
well grown on pH range of 6 to 9. R. rubrum was able to
produce hydrogen at alkaline region. It was found that at
an initial pH value of 9, the highest hydrogen production
yield was 61%. The relationship between the hydrogen ion
and the specific hydrogen formation rate has been ma-
thematically defined. The kinetics parameters on the spe-
cific hydrogen fermentation rate has been evaluated. The
desired kinetics parameters for the specific hydrogen
production rate were pKy = 7.85 and pKon = 10.4. At the
optimum pH value of 9, the maximum specific hydrogen
production rate was 1.1 mmole H, /mmole CO-h.

Keywords: Hydrogen production, Effect of pH, Photosyn-
thetic bacteria, Synthesis gas, Rhodospirillum rubrum.

1. Wprowadzenie

Wodor jest paliwem najbardziej przyjaznym dla
srodowiska i jest gtownie produkowany z paliw
naturalnych takich takich jak gaz ziemny, nafta,
wegle niskouweglone. Niemniej jednak produkcija
wodoru z paliw kopalnych powoduje powstanie
takiej samej ilosci dwutlenku wegla jak w procesie
spalania [1].

Produkcja wodoru w procesie fermentacji jest
bardzo korzystna metoda na tle innych metod z uwa-
gi na to, ze zachodzi w temperaturze i przy cisnieniu
otoczenia [2]. Kilka czynnikow wptywa na efektyw-
nos¢ produkcji wodoru w procesie mikrobiolo-
gicznym. Sa to stezenie pozywki, pH $rodowiska,
zrodto wegla oraz obecnos¢ stymulatoréw wzrostu.

1. Introduction

Hydrogen is the most environmental friendly
fuel and it is mainly produced from fossil fuel such
as natural gas, naphtha, and low rank coal. However,
the production of hydrogen from fossil fuel releases
the same amount of carbon dioxide as it is formed
from combustion of fossil fuels [1].

Hydrogen production via fermentation is a very
acceptable method among other methods of pro-
duction of hydrogen, since the process operates at
ambient temperature and pressure [2]. There are
several factors improvement of on yield of microbial
hydrogen production, such as concentration of nu-
trients, pH of media, carbon sources and microbial
growth stimulants. It has been reported that micro-
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Stwierdzono, ze produkcja wodoru w procesie de-
gradacji sacharozy z maki sojowej z wykorzystaniem
mikroflory, zwickszala si¢, jezeli wartos¢ poczat-
kowa pH byta zmieniana od kwasnego (pH = 4) do
zasadowego (pH = 9) [3]. Stwierdzono réwniez, ze
maksymalne przetworzenie sacharozy zachodzito
przy pH réwnym 9 i wynosito okoto 95% [3, 4].

Najnowsze badania nad procesami biologicz-
nymi byly skierowane na zamiang substratow ga-
zowych w produkty uzytkowe [5, 6]. Biologiczne
procesy wymiany woda-gaz moga stanowic¢ alterna-
tywna metode produkcji wodoru z gazu syntetycz-
nego z wykorzystaniem bakterii reagujacych na
swiatto. Mikroorganizmy moga by¢ katalizatorem
w reakcji. W procesie przechodzenia tlenku wegla
w dwutlenek wegla, woda jest redukowana do wo-
doru, zgodnie z reakcja [7]:

bial hydrogen production by sucrose degradation
using a mixed microbial flora from a soybean-meal
silo, was enhanced as the initial pH of the media was
shifted from acidic region (pH=4) to alkaline con-
dition (pH=9) [3]. It was also observed that the ma-
ximum sucrose conversion at pH value of 9 was
stated about 95% [3, 4].

Recent research on biological processes were
used to convert gaseous substrate to useful products
[5, 6]. The biological water-gas shift reaction may
provide an alternative method to produce hydrogen
from synthesis gas by using photosynthetic bacteria.
The microorganisms may catalyze the water-gas
shift reaction. In this phenomenon in which carbon
monoxide is oxidized to carbon dioxide, while
simultaneously water is reduced to hydrogen, the
reaction is shown as following [7]:

CO+H,0 — CO,+H, (1)

Tlenek wegla moze podlega¢ przemianom me-
tabolicznym z udziatem bakterii takich jak Rhodo-
spirillum rubrum [8], Carboxydothermus hydro-
genformans [9], Rhodopseudomonas sp., i Rhodo-
pseudomonas palustris [10]. Gtdbwnym enzymem
odpowiedzialnym za mechanizm wykorzystania tlen-
ku wegla przez bakterie jest weglowo-tlenowa de-
hydrogenaza CODH [12].

Celem przedstawianej pracy jest okreslenie wpty-
wu poczatkowej wartosci pH podioza na zwiek-
szenie produkcji wodoru z zastosowaniem fotosyn-
tetycznych bakterii R. rubrum. Doswiadczenia byty
prowadzone w sterylnych butlach jako bioreaktorze
okresowo beztlenowym. Optymalne pH podtoza od-
powiadato maksymalnej wydajnosci wodoru z wy-
soka gestoscia optyczna komérek bakteryjnych.

2. Podejscie i metoda badawcza

Mikroorganizmy

Do badan uzywano bakterie Rhodospirillum rub-
rum ATCC 25903 otrzymane z American Type Cul-
ture Collections (USA). Bakterie gram ujemne R. rub-
rum byty hodowane na jablczanowej pozywce w tem-
peraturze 30°C w zamknietej korkiem, sterylnej butli
(163 ml). Prébki podtoza o objetosci 50 ml byty prze-
noszone do oddzielnych sterylnych butli w atmosferze
azotu. Butle z ciektym podtozem byly sterylizowane
w temperaturze 121°C przez 15 minut. Po autokla-
wizacji sterylne butle byly przedmuchiwane synte-
tycznym gazem (55% CO, 20% H,, 15% Ar, 10%
CO,) z argonem jako gazem obojetnym. Podtoze byto
zaszczepione w 5% obj. inoculum bakteryjnym.

Sktad ciektej pozywki (w 1 dm?® roztworu)
byt nastepujacy: kwas jabtkowy 2,59 neutralizo-
wany przy pomocy NaOH do pH = 6,9, ekstrakt

Carbon monoxide can be metabolized by varies
bacteria such as Rhodospirillum rubrum [8], Carbo-
xydothermus hydrogenformans [9], Rhodopseudo-
monas Sp., and Rhodopseudomonas palustris [10].
The key enzyme related to mechanism of carbon
monoxide utilization in the bacteria is carbon
monoxide dehydrogenase (CODH) [12].

The purpose of this study was to investigate the
effect of initial pH of the media to enhance
hydrogen production with implementation of pho-
tosynthetic bacterium, R. rubrum. The experiments
were carried out in the serum bottles as anaerobic
batch bioreactor. The optimal pH of the media is
defined as maximum productivity of hydrogen with
high optical cell density.

2. Approach and Methods

Microorganisms

Rhodospirillum rubrum ATCC 25903 obtained
from the American Type Culture Collections
(USA) was used in this study. For batch studies,
gram negative bacterium, R. rubrum was grown on
malate incubated at 30°C in a sealed stopper serum
bottle (163 ml). A 50 ml medium was transferred
into each serum bottle under nitrogen gas. The
bottles with liquid media were sterilized at 121°C
for 15 minutes. After autoclave, the serum bottles
were purged with synthetic gas (55% CO, 20% Hy,
15% Ar, 10% CO,) with argon as the internal
standard. The media were injected with 5% (v/v) of
inoculum.

The composition of liquid media in one liter was
as follows: Malic acid 2.5g neutralized with NaOH
at pH 6.9, Yeast Extract 1g, (NH,),SO, 1.25g,
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drozdzy 1g, (NH.).SO. 1,259, MgSO47H.O 0,2g,
CaCl,-2H,0 0,079, cytrynian zelazowy 0,01g, EDTA
0,029, KH,PO, 0,69, K;HPO, 0,99. Roztwor metali
sladowych (1 ml); ZnSO,-7H,0 0,01g, MgSO,-H,O
0,029, H:BO; 0,01g, cytrynian zelazowy 3g,
CuSO,-5H,0 0,01g, EDTA 0,59, (NH4)sM070,4-2H,0
0,02g, CaCl,-2H,0 0,2g. Roztwor witaminy B (7,5
ml); Kwas nikotynowy 0,2g, Tiamina (B1) HCI 0,4q,
Kwas pantotenowy (B5) 0,2g, Biotyna 0,008g, uzu-
petnione woda destylowana do 1 litra. Badania pro-
wadzono w przedziale wartosci pH od 3 do 12.
Jezeli pozywka zawierata kwas jabtkowy to odczyn
poczatkowo byt kwasny. Regulacje pH przeprowa-
dzano przy pomocy 1M roztworu NaOH. Wartos¢
pH pozywki byta mierzona pH-metrem WTW 320.

Metody analityczne

Do pobierania probek byla uzywana automa-
tyczna strzykawka (Hamilton CO., Reno, Nevada),
pobierano 200ml fazy gazowej z kazdej butli co 12
godzin. Butle byly wysterylizowane i napetniane
gazem syntezowym dostarczonym przez Sitt Tatt
Industrial Gases, Penang. Do analizy gazu uzywano
chromatografu gazowego (Perkin Elmer, Autosys-
tem XL), wyposazonego w czujnik konduktome-
tryczny termiczny (TCD) oraz system gromadzenia
danych, z oprogramowaniem (Total Chrom).
Uzywano kolumn Carboxen 1000, 100/120 mesh
(Supelco). W czasie pomiaru temperatura poczat-
kowa kolumn wynosita 40°C, po 3,5 min, zapro-
gramowano wzrost temperatury — temperatura rosta
0 20°C/min az do osiagniecia 180°C. Zainstalowano
czujniki temperatury 200 i 150°C. Przeptyw gazu
(He) w kolumnie wynosit 30 ml/min.

Koncentracja komorek R. rubrum byta okreslona
poprzez oznaczenie gestosci optycznej za pomoca
spektrofotometeru (Cecil 1000). Sterylne butle byty
napetnione 50 ml swiezej pozywki z 2,5 ml bakterii
hodowanymi przez 20 godzin. Probki ptynnego
podtoza byly pobierane co 12 godzin. Butle byly
wstrzasane w mieszalniku (B. Braun) z predkoscia
200 obrotow/min. Butla z pozywka byfa oswietlana
przez zarbwke 60W z natgzeniem 1000 luxéw
mierzonym przez Lux-meter (Sper Scientific,
Taiwan).

3. Wyniki i dyskusja

Celem doswiadczen byto okreslenie ilosci wy-
tworzenia wodoru, wzrostu ilosci komorek bakterii
R. rubrum oraz ilosci tlenku wegla dla okreslenia
optymalnej wartosci pH, ktéra mogtaby by¢ sto-
sowana w procesie produkcji w duzej skali. Wartos¢
pH w trakcie doswiadczen okreslata kwasowosc i za-
sadowos¢ srodowiska. Celem doswiadczen byto wy-
znaczenie pozadanej wartosci pH, umozliwiajacej

MgSQ,-7H,0 0.2g, CaCl,-2H,0 0.07g, Ferric Citrate
0.01g, EDTA 0.029, KH:PO, 0.69, K;HPO, 0.9g.
Trace metal solution (1 ml); ZnSO,7H,O 0.01g,
MgSO,-H,0 0.02g, H;BO; 0.01g, Ferric Citrate 3g,
CuS0O4:5H,0 001g, EDTA 05g, (NH4)6M070242H20
0.02g, CaCl,-2H,0O 0.2g. B-Vitamin Solution (7.5
ml); Nicotinamide 0.2g, Thiamine HCI 0.4g, Nico-
tinic acid 0.2g, Biotin 0.008g, added distilled water
to 1 liter. The range pH study was 3 to 12. Since the
media contained malic acid, it was Initially acidic
pH. The pH of liquid media was adjusted to the
desired value using 1M sodium hydroxide solution.
The pH of media was measured by WTW pH 320
pH probe.

Analytical methods

A gastight syringe (Hamilton CO., Reno, Neva-
da) was used to take samples, 200ml from the gas
phase of each serum bottle at every 12 hours time
interval. The serum bottles were change initially
with synthesis gaseous substrates supplied by Sitt
Tatt Industrial Gases , Penang. Gas chromatograph
(Perkin Elmer, Autosystem XL), equipped with ther-
mal conductivity detector (TCD) and data acquisi-
tion system, with suitable software (Total Chrom)
was used to analyze the gas. The column used was
Carboxen 1000, 100/120 mesh (Supelco). During the
analysis, the column temperature was initially main-
tained at 40°C, after 3.5 min, the temperature was
programmed with a rate of 20°C/min until it reached
to 180°C. The detector and injector temperatures
were 200 and 150°C, respectively. Flow rate of the
carrier gas (He) was set at 30 ml/min.

The cell concentration of R. rubrum was deter-
mined by reading the optical density using a spec-
trophotometer (Cecil 1000) and measuring in a stan-
dard calibration curve. The serum bottles were filled
with 50 ml of fresh media seeded and incubated with
2.5 ml of the microorganism grown for 20 hours.
The liquid samples time were also taken at every 12
hours time interval. The serum bottles were shaken
on an orbital shaker (B Braun) at 200 rpm. The light
was supplied by a tungsten lamp (60W) to the serum
bottles at 1000 lux measured by a Lux-meter (Sper
Scientific, Taiwan).

3. Results and Discussion

Batch experiments were carried out for hydrogen
production, cell growth of R. rubrum and carbon
monoxide uptake to determine the optimal pH value
to be used for continuous hydrogen production
in large scale operation. The range of pH used in
liguid media were defined acidic and alkaline
condition. The aim of the experiments were to dis-
tinct a desired value of pH with maximum yield of
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otrzymanie maksymalnego uzysku w produkcji wo-
doru oraz odpowiedniej gestosci komdrek mikroor-
ganizmow. Warunki kwasowosci badano w zakresie
pH od 3 — 7, warunki zasadowe w zakresie pH od
7 — 12. Uzyskane wyniki zostaty przedstawione na
odpowiednich wykresach. Przeprowadzono trzykrot-
ne powtorzenie kazdego doswiadczenia. Przestawio-
ne wyniki sa srednimi dla trzech powtorzen.

Na rysunku 1 przedstawiono stezenie komorek
R. rubrum dla r6znych wartosci poczatkowych pH
pozywki, dla warunkéw kwasnych, pH 4,5, 5 do 7,
z przedziatem 0,5. Koncentracja komorek bakterii
przy pH 3 do 4 byla zbyt mata dla ich identyfikacji
w czasie doswiadczenia. Zaobserwowano nieznacz-
na zmiang koncentracji komérek mikroorganizmow
przy pH 4,5 i 5, pokazana na rysunku 1. Ze wzros-
tem odczynu pH od 5,5 do 7, gestos¢ komorek ros-
nie. Faza opdznienia na krzywej wzrostu dla R. rub-
rum zostata stwierdzona przy pH = 5,5 po 60 go-
dzinach. Taka tendencja byla réwniez zaobserwo-
wana przy pH = 6 po 48 godzinach. Na podstawie
danych doswiadczalnych mozna stwierdzi¢, ze istot-
ny wzrost ilosci bakterii nastepuje przy pH = 6,5
oraz 7. Przyrost stgzenia komorek R. rubrum ma
charakter wykfadniczy w czasie 108 godzin. Wtedy
rozwoj mikroorganizméw osiaga stan stabilny, kon-
centracja komorek jest stata. Koncentracja komorek
po 144 godzinach, przy pH poczatkowym rownym 7
wyniosta 5,1 g/l.

hydrogen productivities and suitable cell density.
The acid range was defined the pH value of 3 — 7
and the alkaline pH range was 7 — 12. the obtained
data related to acidic and alkaline regions are dis-
cussed in the respective graphs. The average expe-
riments data have been calculated for repetition of
three times in batch experiments.

Figure 1 shows the cell density of R. rubrum
with various initial pH of media in acidic condition,
pH 4.5, 5 to 7, interval of 0.5. The cell concen-
trations of bacteria at pH 3 to 4 were unable to
detect from the experimental data. There was no
significant changes of microbial cell concentrations
at pH values of 4.5 and 5 as the data shown in figu-
re 1. The pH of initial liquid media was increased
from pH 5.5 to 7, the cell density also increased. The
lag phase on growth curve for R. rubrum was ter-
minated at pH value of 5.5 after 60 hours. This si-
tuation was also observed at pH of 6 after 48 hours.
From the collected experimental data, significant
growth of bacteria cells was obtained at pH 6.5 and
7 with exponential growth within 108 hours. Then,
The microbial growth has reached to stationary
phase where the cell density was constant. The cell
concentration for liquid media with initial pH value
of 7 after 144 hours of incubation was 5.1 g/I.
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Rys.1
Stezenie komorek Rhodospirillum rubrum
w srodowisku kwasnym

Na rysunku 2 przedstawiono wyniki doswiad-
czen przeprowadzonych w érodowisku alkalicznym,

Fig. 1
Cell Density of Rhodospirillum rubrum
at Acidic Region

Figures 2 shows the experiments conducted in

alkaline condition, with initial pH values in the
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przy wartosci pH w zakresie 8 do 10,5 i interwale
0,5. Wyniki wskazuja, ze rozw6j R. rubrum jest
najwigkszy w srodowisku alkalicznym dla pH od 8
do 9. Wyniki wskazuja rowniez, ze wzrost R. rub-
rum w wyzszym pH (pH od 9,5 do 12) byt utrud-
niony. Wzrost komorek mikroorganizméw zostat
zahamowany przy pH powyzej 9. Stezenie komorek
utrzymywato si¢ na minimalnym poziomie 0,2 g/l.
Zaobserwowano jednoczesnie, ze wzrost R. rubrum
byt niemozliwy w $rodowisku o pH od 11 do 12.
Maksymalna koncentracja komorek wyniosta 2,1 g/l
przy pH = 8,5 dla okresu inkubacji wynoszacym 60
godzin. Okres przejscia do stanu réwnowagi we
wzroscie komdrek trwat 36 godzin. Otrzymane wy-
niki pozwolity na okreslenie warunkéw Kkolejnych
eksperymentéw na wartos¢ pH od obojetnego do
lekko alkalicznego (pH = 7 — 8,5).

range of 8 to 10.5, in 0.5 intervals, in repeated batch
experiments. The results showed that R. rubrum was
able to grow at alkaline pH values from 8 to 9. The
results also indicated that the growth of R. rubrum
was hindered at higher pH (pH9.5 to 12). The
microbial cell growth was inhibited at pH values
more than 9. The cell density was held at minimum
level about 0.2 g/l. It was also observed that R.
rubrum was unable to show significant growth at pH
values of 11 to 12. The maximum cell concentration
was 2.1 g/l at pH of 8.5 for incubation period of 60
hours. The transition of cell growth to stationary
phase was after 36 hours. These results lead the
future experiments to be conducted at the pH range
of neutral to slightly alkaline condition with suf-
ficient growth of Rhodospirillum rubrum which lied
at pH range of 7 - 8.5.
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Rys. 2
Stezenie komorek R. rubrum w srodowisku alkalicznym

Na rysunku 3 przedstawiono cisnienie czastkowe
tlenku wegla (CO) w zaleznosci od czasu namnazania
oraz jego zaleznos¢ od wartosci poczatkowej pH pod-
toza w zakresie kwasowym, pH 4,5 do 7 z interwatem
0,5. Wspdtczynnik pobierania CO byt proporcjonalny
do stgzenia komdrek. Bazujac na tym zatozono, ze
koncentracja CO w cieklym podtozu przy poczatko-
wej wartosci pH 3 — 4, byfa stata w czasie prowadzo-
nego doswiadczenia. W zwiazku z tym nie przedsta-
wiono danych dla przyjetych zakresbw kwasowosci.
Wspomniane cisnienie czastkowe CO bylto wyliczone
na podstawie analizy gazu uzywajac jako standardu
argonu. Kalkulacja byta przeprowadzona automa-

Fig. 2
Cell Density of R. rubrum at Alkaline Region

Figures 3 shows the partial pressure of carbon
monoxide (CO) with respect to incubation time as
it depends on initial pH values of culture media in
acidic region, pH 4.5 to 7 with 0.5 interval. The
CO uptake rate was proportional to cell density.
Based on the above fact the CO concentration in
liquid media with initial pH values of 3 — 4, was
constant during the experimental run. Therefore,
there were no data to present the above mentioned
acidic range. The remaining CO partial pressure
in the gas phase was calculated based on gas
analysis using argon as an internal standard. The
calculation was automatically carried out in excel

tycznie w arkuszu kalkulacyjnym excel.

spread sheet.
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Mozliwe jest, ze w warunkach kwasnych ste-
zenie jonow wodoru w fazie cieklej jest hamowa-
ne przez ilos¢ wykorzystywanego CO. Zuzycie CO
rosnie ze wzrostem wartosci poczatkowej pH pod-
foza. Szybkos¢ reakcji CO rosnie w trakcie prze-
chodzenia ze $rodowiska kwasnego do neutralnego.
llos¢ przereagowanego CO przy pH = 6, po 196
godzinach inkubacji wyniosta 20%. llos¢ przerea-
gowanego CO wzrasta do 67% dla pH = 7. Reakcja
nie zachodzi dla pH od 4,5 do 5.

It is possible that at acidic condition, the ionic
strength of hydrogen in liquid phase was inhibited
by the CO utilization rate. However, the CO con-
sumption was increased as the initial pH value was
increased. The CO conversion has increased as the
acidic condition of the liquid media was shifted to
neutral pH value. The conversion of CO at pH value
of 6 after 196 hours incubation was 20%. The Co
conversion was increased to 67% once the pH of the
liquid media was 7. There was no CO conversion for
the liquid media with pH of 4.5 and 5.
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Rys. 3
Wplyw wartosci poczatkowej pH na wykorzystanie CO
przez R.rubrum w warunkach kwasnych

Na rysunku 4 przedstawiono réwniez cisnienie
czastkowe CO w zaleznosci od czasu inkubacji dla
wartosci poczatkowej pH podtoza hodowlanego od 8
do 10,5 ze zmiana pH co 0,5. Koncentracja CO byta
stata dla pH od 11 do 12. Réwniez dla wartosci pH
10 i 10,5 nie zachodzita reakcja CO. Dane zamiesz-
czone na rysunku 4 pokazuja, ze dla pH = 9,5 okoto
21% CO podlega reakcji. llos¢ CO podlegajacego
reakcji wzrasta do 100% dla wartosci pH = 8,5,
w czasie 60 godz. Nalezy podkresli¢, ze ilos¢ uzys-
kanego CO byla najwyzsza dla pH = 8,5. Powyzsze
dane eksperymentalne wskazuja, ze R. rubrum jest
katalizatorem reakcji poprzez utlenianie CO do dwu-
tlenku wegla i redukcje wody do wodoru czastecz-
kowego w srodowisku o pH od 7 do 8,5.

Doktadne badania nad okresleniem cisnienia
czastkowego CO jest przedstawiono na rys. 4 gdzie
CO jest gwattownie zuzywane dla okresu inkubacji
wynoszacego 48 godz. Stwierdzono, ze bakterie

Fig. 3
Effect of Initial pH of Utilization on CO
by R. rubrum at Acidic Condition

Figures 4 also shows the partial pressure of CO
with respect to incubation time based on initial pH
values of culture media in alkaline region, pH 8 to
10.5 with 0.5 interval. The CO concentration was
constant for pH of 11 — 12. Also there was no CO
conversion with pH of 10 and 10.5, as the data
shown in Figure 4. The CO conversion with pH of
9.5 was about 21%. The CO conversion has reached
to 100% with pH value of 8.5 in the liquid media for
incubation period of 60 hours. It is important to note
that the rate of CO uptake was higher at pH value
8.5. The above experimental results showed that
R. rubrum has catalyzed the water gas shift reaction
by oxidation of CO to carbon dioxide and reduction
of water to molecular hydrogen at pH value range
from 7 to 8.5.

Indeed, a close examination of the partial pres-
sure of CO has been illustrated in Figure 4, where
CO was rapidly consumed for incubation period of
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R. rubrum dobrze rozwijaja Si¢ na pozywce z jabi-
czanem w srodowisku o pH = 8,5 co pozwala uzys-
ka¢ duza absorpcje CO.

48 hours. It was concluded that R. rubrum was well
grown on malate at pH value of 8.5 to yield high CO
uptake rate based.
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Rys. 4
Wplyw wartosci poczatkowej pH na wykorzystanie CO
przez R. rubrum w warunkach alkaicznych

Na rysunku 5 pokazano ilos¢ powstajacego wo-
doru w powtarzanym procesie fermentacji okresowej
z wykorzystaniem bakterii R. rubrum, ktére wyrosty
na pozywce z jabtczanem. Wyniki doswiadczen po-
kazuja, ze optymalna wartos¢ pH dla wytwarzania
wodoru z gazu syntetycznego za pomoca fotosyn-
tetycznych bakterii wynosi od 8 do 9. Cisnienie
czastkowe czasteczek wodoru w fazie gazowej spada
w warunkach kwasnych po czasie inkubacji 3 dni
i osiaga wartos¢ koncowa 30%. Dodatkowo zaobser-
wowano, ze cisnienie czastkowe wodoru spada przy
niskich wartosciach pH, po czym osiaga poczatkowa
wartos¢. Maksymalna ilos¢ wodoru produkowana
jest przy pH = 7. Wyniki wskazuja, ze ilos¢ wytwo-
rzonego H, nieznacznie wzrasta w okresie 84 go-
dzin. osiagajac wartos¢ 44% po 192 godzinach.

Maksimum wykorzystania CO i maksimum pro-
dukcji H, uzyskane w $rodowisku lekko alkalicz-
nym, przedstawiono na rys. 6.

Wyniki badan doswiadczalnych wskazuja, ze
w warunkach kwasnych przy pH ponizej 6 produk-
cja wodoru jest hamowane.

Poczatkowa wartos¢ pH w zakresie kwasnym
spowodowata opdznienie wzrostu mikroorganizmow,
co spowodowato zahamowanie w wykorzystaniu CO
i produkcji H.. Z drugiej strony w srodowisku al-
kalicznym, przy pH okoto 9,5 wzrost mikroorga-

Fig. 4
Effect of Initial pH of Utilization on CO
by R. rubrum at Alkaline Condition

Figures 5 shows hydrogen production of repea-
ted batch fermentation using R. rubrum grown on
malate. The experimental data indicated that the
optimum pH value for hydrogen production from
synthesis gas using photosynthetic bacterium was 8
to 9. The partial pressure of molecular hydrogen in
the gas phase was decreased at acidic pH 5.5 after
incubation period of 3 days, and then reached to the
latest value, 30%. In tandem, it was observed that
the partial pressure of Hydrogen decreased at the
lowest pH value, after that reached to the initial
value. The maximum hydrogen production was ob-
tained at pH 7. The results showed H, production
was slightly increased up to period of 84 hours,
following increased 44% from initial value after 192
hours.

The maximum CO utilization and the maximum
H. production were obtained at slightly alkaline
condition in figure 6.

The experimental results showed that at acidic
condition below pH 6, the hydrogen production was
inhibited.

The initial acidic pH has inhibited the growth of
microorganism, which caused prevention of the car-
bon monoxide utilization and hydrogen production.
On the other hand, initial pH of the media at alkaline
condition, pH of above 9.5 has inhibited the growth
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nizméw réwniez byt zahamowany. Produkcja wodo-
ru, wykorzystanie CO i wzrost mikroorganizméw
byty drastycznie zredukowane w §rodowisku zasa-
dowym i kwasnym przy pH ponizej 5 i powyzej 9.
Wyniki doswiadczen przeprowadzonych z poczatko-
wym podtozem o pH 8,0; 8,5 i 9,0 wskazuja na duza
wydajnos¢ produkcji wodoru w poréwnaniu z in-
nymi wartosciami poczatkowymi pH podtoza.

of microorganism. However, hydrogen production,
carbon monoxide utilization, and growth of micro-
organism were drastically reduced at the slightly
acidic and alkaline pH values, below 5 and above 9.
Experiments with the batches of initial media pH of
the media at values of 8.0, 8.5, 9.0 achieved a large
amount of hydrogen production compared to other
initial media pH values.
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Fig. 5
Effect of Initial pH on Hydrogen Production
by R. rubrum
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Wplyw wartosci poczatkowej pH na produkcje wodoru
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Fig. 6
Effect of Initial pH on Hydrogen Production
by R. rubrum
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Produkcja wodoru spada w czasie fermentacji
w warunkach kwasnych. W srodowisku stabo kwas-
nym i obojetnym (pH = 6; 6,5; 7) Rhodospirillum
rubrum rosna dobrze, natomiast produkcja wodoru
zmienia si¢ nieznacznie. Obserwacje empiryczne
wskazuja, ze znaczaca ilo§¢ wodoru jest wytwarzana
w srodowisku stabo alkalicznym.

Rysunek 6 pokazuje, ze przy wartosci poczatko-
wej pH podtoza rownej 10 i 10,5, aktywnos¢ mikro-
organizméw przy produkcji wodoru nie byfa zaha-
mowana z powodu toksycznosci stabo alkalicznego
srodowiska.

Na rysunku 7 pokazano ilos¢ wytworzonego
wodoru w oparciu o dwie serie fermentacyjnych
doswiadczen. Odczyn pH jest waznym parametrem
dla okreslenia efektywnosci produkcji wodoru.
Stwierdzono, ze dla poczatkowej wartosci pH = 9
osiaga si¢ najwyzsza wydajnosé¢ produkcji, wyno-
szaca 61%.

The hydrogen production was decreased during
batch fermentation at the acidic pH values. The mild
and neutral conditions indicated that Rhodospirillum
rubrum grown well at pH of 6, 6.5, and 7 but there
were no significant differences in hydrogen
production. These empirical observations suggested
that significant rate of hydrogen production was
achieved at slightly alkaline condition.

Figure 6 shows that the initial pH of the media at
10 and 10.5, the activity of microorganisms for hy-
drogen production was not prevented due to toxi-
cities of the media at slightly alkaline condition.

Figure 7 shows yield of hydrogen production ba-
sed on two sets of batch fermentation experiments.
Effect of pH on hydrogen production yield is an
important parameter that reflects on process yield. It
has been found that at the initial pH of media at 9
has exhibited the highest hydrogen production yield
of 61%.
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Rys. 7
Wplyw warosci poczatkowej pH na efektywnosé
produkcji wodoru

Oddziatywanie katalityczne mikroorganizmow,
opiera si¢ na enzymach wytwarzanych w srodowisku
in vitro w optymalnych warunkach kwasowosci. Je-
zeli enzymy maja grupy funkcyjne ujemne lub
dodatnie ich aktywno$¢ jest uwarunkowana przez
wartos¢ pH podtoza oraz pH cytoplazmy wewnatrz
komorek. Okreslono korelacje pomiedzy pH podtoza
a predkoscia wzrostu mikroorganizméw. Moze to
opisa¢ rownanie przydatne dla okreslenia wptywu pH
na parametry zwiazane z kinetyka produkcji i okre-
$lenia jondw dziatajacych jako inhibitory w okre-
$lonym srodowisku. Wybrano prosty model centrow

Fig. 7
Effect of Initial pH on Hydrogen Production Yield
by R. rubrum

The catalytic activity of the microorganism
is based on enzymes generated at in vivo condition
and also is activated with optimal pH value. Since
enzyme possesses positive and negative functional
groups, the activities is based on pH of media and
pH of the cytoplasm inside the cells. It is required
to correlate a relation between pH of the media and
the rate of microbial growth. It may describe a
useful equation to represent the effect of pH on
kinetic data of hydrogen production and define any
existing ionic inhibition resulted by pH of the
media. The simple active site ionization model has
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aktywnych. Aktywna frakcja ztoza mikrobiologicz-
nego z endo-enzymami jest zwiazana bezposrednio
z produkcja wodoru:

been selected. The active fraction of microbial sites
of endo-enzymes are directly related to hydrogen
production:

Rmax[H+]
R= " )
[H*]+ Kon + [F||<F]|2
gdzie: where:
R — produkcja wiasciwa wodoru (mmol Hy/ mmol R — the specific hydrogen production rate (mmol

CO-h),

Rmax — maksymalna szybkosc produkcji wodoru
(mmol Hy/ mmol CO-h),

Kon I Ky — state réwnowagi reakcji dla aktywnych
i nieaktywnych form otrzymanych przez
oddawanie lub przytaczanie protondw.

Powyzsze rownanie jest wynikiem funkcji Mi-
chaelisa okreslajacej pH. ,,R” zalezy od pH, jak po-
kazano w powyzszym réwnaniu, jako funkcji [H*].
Istnieje jedna wartos¢ maksimum ,,R” w zaleznos$ci
od pH — jest to optymalna wartos¢ pH. Optimum
pH zostato zdefiniowane jako pierwiastek kwadra-
towy statej rownowagi (Kon - Ky). Zgodnie z réwna-
niem (1) optymalna wartos¢ pH moze by¢ obliczona
Z nastepujacego rownania:

pHOptimum = %(pKH + pKOH)

gdzie:
pK jest zdefiniowane jako —logKs.

Funkcja ,,R” ptynnie maleje zgodnie ze spad-
kiem pH dla przedziatu wartosci pH od 8,5 do 9,0.
Na rysunku 8 przedstawiono wptyw wartosci poczat-
kowej pH na szybkosé¢ produkcji wodoru przez mi-
kroorganizmy Rhodospirillum rubrum. Pokazuje on,
ze predkos¢ produkcji wodoru pozostaje w prostej
zaleznosci od formy jonowej substratu (jabtczanu).

Z drugiej strony poczatkowa wartos¢ pH sro-
dowiska wptywa na specyficzna predkosé¢ produkcji
wodoru przez mikroorganizm, ktory skatalizuje reak-
Cje biochemiczna. Dodatkowo, wzrost R. rubrum na
pozywce organicznej katalizuje reakcje w stabo al-
kalicznych warunkach przy pH od 8 - 9.

Na podstawie otrzymanych danych, w oparciu
0 koncepcje analizy graficznej Dixon-Webb’a
(1964) [11] mozna okresli¢ pKy i pKon. Wykresy dla
niskich i wysokich wartosci pH zostalty przed-
stawione oddzielnie. Najlepsze parametry kinetyki,
state réwnowagi reakcji dla szybkosci wytwarza-
nia wodoru maja nastepujace wartosci: pKy = 7,85
i pKon = 10,4. Zgodnie z rownaniem (3) model ko-
relacyjny nie jest scisle dopasowany do danych
eksperymentalnych. Dla wszystkich zakresow war-
tosci pH istnieje maksimum predkosci wzrostu dla

H./ mmol CO-h),

Rmax — the maximum specific hydrogen production
rate (mmol Hy/ mmol CO-h),

Kon and Ky — the equilibrium constants of acid-
base reactions for active and inactive
forms obtained by protonation and de-
protonation, respectively.

Actually, the above equation is the effect of
Michaelis pH function. “R” is dependent on pH as
shown in the above equation as a function of [H*].
There is a single maximum “R” with respect to pH
that is optimum pH values. The optimum pH value
has been defined as square root of equilibrium
constants of (Kon -+ Ku). According to Equation (1)
the optimum pH value has been derived by the
following equations:

@)

where:
pKH is defined as —logKH.

The “R” function declines smoothly and symme-
trically as the pH values of the media varied from
the optimum pH of 8.5 — 9, defined from the presen-
ted data in the following Figure 8. Figure 8 shows
effect of initial pH on specific hydrogen production
rate by Rhodospirillum rubrum. It represents that the
specific hydrogen production rate must be in the
proper ionic form of substrate, malate.

On the other hand, initial pH value of media has
influenced the specific hydrogen production rate of a
microorganism which has catalyzed the biochemical
reaction. Furthermore, the growth of R. rubrum on
organic substrate has catalyzed the water-gas shift
reaction at slightly alkaline condition pH of 8 — 9.

From the plotted data based on concepts drawn
by Dixon-Webb plots (1964) [11] it can be used to
calculate pKy and pKon. The log Plots at low and
high pH value were separately prepared. The best
kinetics parameters, equilibrium constants of acid-
base reaction for the specific hydrogen production
rate were pKy = 7.85 and pKon = 10.4. According to
eq. (3) the model correlates not really well to the
experimental data at all pH ranges and also shows
maximum specific growth rate lying at pH value of
9. According to the equation (2), the optimum pH
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wartosci pH = 9. Zgodnie z réwnaniem (2) optimum
pH wynosito 9 a maksimum szybkosci produkcji
wodoru 1,1 mmol Hy/ mmol CO:-h.

and maximum specific hydrogen production rate for
the specific hydrogen production rate was 9 and 1.1
mmole H,/ mmole CO:-h, respectively.

1.4 - ® Experimental data
—[— Estimated using eg. (2)

Specific hydrogen production,
mmol H/mmol CO:h
Szybkos$é produkcji wodoru,
mmol H/mmol CO:h

Rys. 8
Specyficzny wptyw pH na szybkos¢ produkcji wodoru

Zgodnie z rozwinigtym modelem Monoda, pro-
stym modelem wzrostu mikroorganizméw, pH wy-
wiera wptyw przez wspdtczynnik szybkosci wzros-
tu i moze nieznacznie wptywaé¢ na wielkos¢ Stalej
Monoda K.

4. Whnioski

Bakterie R. rubrum rozwijaja si¢ dobrze w $ro-
dowisku obojetnym i lekko alkalicznym. Natomiast
R. rubrum nie wykazuja wzrostu w srodowisku
kwasnym przy pH od 5,0 do 6,5 oraz zasadowym
przy pH od 9,5 do 10,5. Produkcja wodoru jest
niezadowalajaca w zakresie wartosci pH od 5,0 do
6,51 9,5 do 10,5. Wodor jest produkowany w sa-
tysfakcjonujacej ilosci w $rodowisku neutralnym,
pH = 7,0. Maksymalne wykorzystanie tlenku wegla
zachodzi w s$rodowisku alkalicznym dla wartosci
pH =8 — 9 w ciagu 48 godzin inkubacji. Uzysk w pro-
dukcji wodoru réwny 61% zostat osiagnicty przy
pH = 9. Najlepsze parametry kinetyki i state rowno-
wagi reakcji srodowiska kwasnego dla specyficzne-
go wymiaru produkcji wodoru wyniosty pKy = 7,85
i pKon = 10,4. Odpowiednio dla optymalnego pH =9
maksymalna szybkos$¢ produkcji wodoru wyniosta
1,1 mmole H, /mmole CO-h.

Fig. 8
Specific Hydrogen Production Rate Versus pH

According to an extension of Monod model, the
simplest microbial growth model, the pH is affected
by the specific growth rate and may slightly affect
the Monod constant Ky.

4. Conclusions

R. rubrum was grown well at neutral region and
mild alkaline area. However, R. rubrum did not
grow at acidic pH values of 5.0 to 6.5 and alkaline
pH values of 9.5 to 10.5. Hydrogen production was
unsuccessful in the ranges of pH values of 5.0 to 6.5
and 9.5 to 10.5. Hydrogen was successfully produ-
ced at neutral pH of 7.0. The maximum carbon mo-
noxide utilization was achieved at alkaline range of
pH values of 8 — 9 within 48 hours of incubation.
The yield of hydrogen production, 61% was achie-
ved at pH value of 9. The best kinetics parameters
on equilibrium constants of acid base reaction for the
specific hydrogen production rate was pKy = 7.85
and pKoy = 10.4. According to the optimum pH and
maximum specific hydrogen production rate for the
specific hydrogen production rate was 9 and 1.1
mmole H, /mmole CO:-h, respectively.
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