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Metodyka rozdzielania i oznaczania lotnych inhibitorow fermentacji w brzeczkach
fermentacyjnych ciemnej fermentacji, technikg GC-MS

Streszczenie: W pracy przedstawiono opracowang w wyniku badan metodyke identyfikacji i oznaczania inhibitorow
fermentacji w brzeczkach fermentacji ciemnej z biomasy ligno-celulozowej, z wykorzystaniem ekstrakcji ciecz-ciecz w
sprzezeniu z chromatografia gazowg ze spektrometrem mas (LLE-GC-MS). W ramach badarni dokonano doboru
korzystnych warunkéw ekstrakcji ciecz-ciecz, w tym: pH, objeto$ci rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, czasu ekstrakcji oraz
warunkéw wirowania. Opracowana metodyka charakteryzuje sie niskimi wartosciami granicy wykrywalnosci (0,0086 —
3,75 mg/L) i oznaczalnoSci, dobrg powtarzalnoscig i szerokim zakresem liniowoSci. W probkach brzeczek
fermentacyjnych, zidentyfikowano trzy inhibitory fermentacji (furfural, gwajakol i syringol) w stezeniach w zakresie od
0,04 do 2,45 mg/L. Dodatkowo, osiem innych inhibitoréw, w tym gtéwnie lotne kwasy ttuszczowe w stezeniach od 2,86
do 956 mg/L zidentyfikowano w brzeczkach, w trybie SCAN. Wyniki badan, wskazujg na konieczno$¢ monitorowania
przebiegu procesu fermentacji ciemnej w zakresie powstawania inhibitorow fermentacji, ktérych obecno$¢ wplywa
toksycznie na mikroorganizmy wytwarzajgce biowodor.

Stowa kluczowe: biomasa ligno-celulozowa, fermentacja ciemna, inhibitory fermentacji, ekstrakcja ciecz-ciecz,
chromatografia gazowa - spektrometria mas (GC-MS)

Method for the separation and determination of volatile fermentation inhibitors in
broths from dark fermentation, using GC-MS

Abstract: The paper presents the method for the qualitative and quantitative determination of fermentation inhibitors in
fermentation broths for bio-hydrogen, using liquid-liquid extraction and gas chromatography with mass spectrometry
(LLE-GC-MS). Initially, the extraction parameters were optimized. These included: pH, volume of extraction solvent, pH,
extraction time as well as speed of centrifugation. The developed method has low detection limits (0,0086 — 3,75 mg/L),
and determination, good repeatability and a wide range of linearity. In fermentation broth samples, three fermentation
inhibitors (furfural, guaiacol and syringol) were identified in concentrations ranging from 0.04 to 2.45 mg/L. In addition,
eight more inhibitors, mainly volatile fatty acids in concentrations from 2.86 to 956 mg/L, were identified in fermentation
broth, using the SCAN mode. The paper demonstrates the need for monitoring inhibitors in fermentation broth during
dark fermentation process, due to the fermentation inhibitors are toxic to biohydrogen-producing microorganisms.

Key words: fermentation inhibitors, lignocellulosic biomass, dark fermentation, liquid-liquid extraction, gas
chromatography - mass spectrometry (GC-MS)

1. Wstep
(Introduction)

W ostatnich latach obserwuje sie gwaltowny wzrost zainteresowania wytwarzaniem energii ze zrédet
odnawialnych, ktéry wynika z postepujgcego kryzysu energetycznego, degradacji srodowiska, a takze
wyczerpywaniu sie ztéz kopalnych [1]. Wsrod alternatywnych zrodet energii szczegdlnie atrakcyjny wydaje
sie biowodor, ktéry charakteryzuje sie wysokg wartoscig opatowg 120 MJ/kg oraz brakiem toksycznych
produktéw ubocznych w procesie spalania, gdyz jedynym produktem ubocznym jest woda. Wodér moze by¢
wykorzystywany jako paliwo do silnikdw spalinowych, a takze do produkcji energii w ogniwach paliwowych.
Aktualnie, najpopularniejsze metody produkcji wodoru polegajgce na elektrolizie wody lub termokatalizie
zwigzkéw bogatych w wodér, sg bardzo energochtonne [2]. Alternatywg jest produkcja wodoru z
wykorzystaniem metod biologicznych w tym m.in. fermentacji ciemnej. Do produkcji biowodoru z
zastosowaniem fermentacji ciemnej mozna stosowa¢ scieki komunalne, przemystowe, a przede wszystkim
odpady organiczne. Wielko$¢ produkcji biowodoru uzalezniona jest od wielu czynnikow w tym m.in. od
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rodzaju substratu, rodzaju mikroorganizméw biorgcych udziat w procesie, temperatury, wartosci pH czy
podatnosci substratu na rozktad biologiczny. Istotnym jest réwniez wystepowanie tak zwanych inhibitoréw
fermentacji, czyli substancji ktérych obecnosé w brzeczkach fermentacyjnych nawet w niewielkich stezeniach
moze powodowaé znaczne obnizenie wydajnosci produkcji biowodoru lub nawet doprowadzi¢ do jego
catkowitego zahamowania. Inhibitory powstajg gtéwnie w procesie wstepnej obrobki biomasy [3, 4], badz tez
moga by¢ wytwarzane w toku procesu fermentacji. Do inhibitorow fermentacji ciemnej nalezg przede
wszystkim lotne kwasy ttuszczowe, zwigzki fenolowe, a takze zwigzki furanowe [3, 5]. Z uwagi na ich
niekorzystny wptyw na proces wytwarzania biowodoru, celowym jest kontrolowanie procesu w zakresie
tworzenia inhibitoréw w brzeczkach fermentacyjnych.

Aktualnie, w celu oznaczenia iloSciowego inhibitorbw fermentacji w probkach brzeczek
fermentacyjnych, stosuje sie gtéwnie proste testy oznaczania sumarycznej zawartosci inhibitoréw. Niemniej,
metody te uniemozliwiajg oznaczenie poszczegdlnych zwigzkdéw organicznych, ktére w zaleznosci od
struktury w réznym stopniu toksycznie oddziatujg na mikroorganizmy wytwarzajgce biowodor. Z uwagi na
bardzo zlozony skiad matryc brzeczek fermentacyjnych, do oznaczenia poszczegoéinych skiadnikéw,
konieczne jest zastosowanie czutych i selektywnych technik analitycznych. W tym celu wykorzystywane sg
gtéwnie techniki spektrofotometryczne oraz chromatograficzne, w tym chromatografia cieczowa (ang. Liquid
Chromatography, LC) [6-10], elektroforeza kapilarna (ang. Capillary Electrophoresis, CE) [11, 12] oraz
chromatografia gazowa (ang. Gas Chromatography, GC) [13]. Znaczna czes¢ inhibitorow fermentaciji
charakteryzuje sie wysokim stopniem lotnosci, umozliwiajgcym zastosowanie techniki chromatografii
gazowej w sprzezeniu z detektorem ptomieniowo jonizacyjnym (ang. Flame lonization Detector, FID) [13] lub
spektrometrem mas (ang. Mass Spectrometry, MS) [13-15]. Niemniej, bezposrednie dozowanie probek
brzeczek fermentacyjnych do uktadu chromatograficznego jest niezalecane, z uwagi na znaczng zawartos¢
soli nieorganicznych, ktére mogg osadza¢ sie wewnatrz kolumny, przyczyniajac sie tym samym do
znacznego skrocenia jej zywotnosci. Dlatego, istotnym elementem kazdej procedury jest dodatkowe
zastosowanie techniki izolacji analitéw. W$rdod dostepnych rozwigzan mozna wyrdznic¢ techniki ekstrakcji w
uktadzie ciecz-ciecz w tym klasyczng ekstrakcje ciecz-ciecz (ang. Liquid-Liquid Microextraction, LLE) [16],
mikroekstrakcje do fazy ciektej (ang. Liquid Phase Microextraction, LPME), dyspersyjng mikroekstrakcje w
ukfadzie ciecz-ciecz (ang. Dispersive liquid-liquid microextraction, DLME), a takze ekstrakcje w uktadzie
ciecz-ciato state tj. ekstrakcja do fazy statej (ang. Solid Phase Extraction, SPE), mikroekstrakcja do fazy
stacjonarnej (ang. Solid Phase Microextraction, SPME) [14, 16].

W pracy przedstawiono metodyke jakosciowego i ilosciowego oznaczania inhibitorow fermentaciji
(gtéwnie kwasoéw organicznych, zwigzkéw furanowych i fenolowych) w brzeczkach fermentacyjnych z
wykorzystaniem techniki chromatografii gazowej w sprzezeniu ze spektrometrem mas (GC-MS) w trybie
skanowania poszczegdlnych jonoéw (SIM) oraz w trybie skanowania catego zakresu jonéw (SCAN). W
ramach zatozonego celu dobrano korzystne parametry ekstrakcji ciecz-ciecz, oraz wykonano kalibracje dla
poszczegdblnych analitéw, ktére w kolejnym etapie postuzyly do zbadania zawartosci inhibitorow fermentac;ji
w prébkach rzeczywistych brzeczek fermentacyjnych.

2. Czesc¢ eksperymentalna
(Experimental part)

2.1. Materiaty
(Materials)

W badaniach wykorzystano odczynniki: dichlorometan (czysto$¢= 99.9%) oraz aceton (czystos¢ =
99.9%), z produkcji POCH (Polska). Wysokiej czystosci wzorce (furfural, gwajakol, kwas lewulinowy, 5-
hydroksymetylofurfural, syringol, kwas mréwkowy, kwas octowy, kwas propionowy, kwas 2-
metylopropanowy, kwas butanowy, kwas 3-metylobutanowy, kwas 3-metylobutanowy, fenol, indol, 4-
chlorofenol) z produkcji Sigma-Aldrich (USA).

2.2. Aparatura
(Instruments)

W badaniach zastosowano chromatograf gazowy ze spektrometrem mas QP2010 GC-MS SE
(Shimadzu, Japonia), wyposazony w automatyczny podajnik prébek a combi-PAL AOC 5000 autosampler
(Shimadzu, Japan) oraz kolumne kapilarng Rxi-624Sil MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) (Restek, USA).
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2.3. Probki rzeczywiste brzeczek fermentacyjnych
(Real fermentation broth samples)

Prébki poddane badaniu, zostalty przygotowane w nastepujgcy sposéb: materiat biomasy
lignocelulozowej (kaczany kukurydzy) pocieto na zrebki za pomocg rozdrabniacza ogrodowego (Meec
Tools). Nastepnie materiat poddano zmieleniu w mtynie ZM 200 (Retsch) z wykorzystaniem sita o $rednicy
0.75 mm. Mase lignocelulozowg suszono przez 4 godziny w suszarce laboratoryjnej w temperaturze 105°C,
do statej masy. W celu powolnego ochtodzenia, materiat umieszczono w eksykatorze zawierajgcy srodek
suszagcy w postaci NaOH. Po osiggnieciu temperatury pokojowej, przeniesiono w ilosci po 1 g do fiolek
wiréwkowych do ktérych dodano po 20 mL roztworu katalizatora hydrolizy utleniajgcej (1:20 — m/V). Badane
procesy réznity sie rodzajem uzytego katalizatora, kazdy proces zostat wykonany w trzech powtérzeniach.
Wykorzystywane katalizatory zestawiono ponizej:

I.  Przefiltrowany nasycony wodny roztwér Ca(OH)2 - doprowadzony do pH + 11.5 za pomocg 0.5 M NaOH.

Il. Wode dejonizowang zmieszano z (30% v/v) roztworem H20:2 otrzymany roztwor doprowadzono do pH +
11.5 za pomocg 0.5 M NaOH.

lll. Przefiltrowany nasycony wodny roztwér Ca(OH)2 zmieszany z roztworem H202 (30% v/v) otrzymany
roztwor doprowadzono do pH = 11.5 za pomocg 0.5 M NaOH.

IV. Odczynnik Fentona przygotowany przez zmieszanie wodnego roztworu FeSO47H20 oraz H202 (30%
vlv) w stosunku molowym 1:25 — doprowadzono roztwér do pH + 3.0 za pomocg 0.5% kwasu
szczawiowedo.

V. Roztwor zawierajgcy FeS04:7H20 oraz 2.2'-bipirydyne (2 mM Fe?* i 4 mM bipirydyny), do ktérego
dodano roztwér H20:2 (30% v/v), tak aby stosunek molowy FeSO4-7H20 i H202 w mieszaninie reakcyjnej
wynosit 1:25.

Procesy hydrolizy, w kazdym z powyzszych przypadkow prowadzono przez 6 godzin w temperaturze

25°C, w wytrzgsarce z faznig wodng. Nastepnie, probki odwirowano w wirdbwce (Hettich-Zentrifugen, D-

78533 Tuttlingen,) przez 10 min przy predkosci 5000 RPM i przesgczono przez lejek Buchnera w celu

oddzielenia fazy statej od roztworu. Osad przemyto trzykrotnie wodg dejonizowang, a nastepnie dwukrotnie

acetonem, aby zapewni¢ catkowite usuniecie ligniny i pochodnych hemicelulozy. Osad suszono w suszarce
laboratoryjnej przez 24 godziny w 105°C, ktéry nastepnie umieszczono w eksykatorze z substancja suszgca,

w postaci NaOH. Statg pozostatos¢ po wstepnej obrébce chemicznej (1 g) przeniesiono do roztworu

enzymoéw cellulolitycznych (20 mL), zawierajgcego Viscozyme L (Novozymes Corp., Kopenhaga Dania)

uzupetnionego B-glukozydazg (Sigma-Aldrich, Sztokholm, Szwecja). Mase lignocelulozowg z roztworem

enzymow umieszczono w fiolkach wirébwkowych, ktére wytrzgsano w 42°C przez 24 godz. w wytrzgsarce z

taznig wodng. Enzym rozdzielono od powstatego hydrolizatu przez ogrzewanie fiolek wiréwkowych w 60°C,

nastepnie odwirowano (Hettich-Zentrifugen, D-78533 Tuttlingen, 3000 RPM). Enzymatyczne hydrolizaty
wykorzystano jako ,wsad cukrowy” do ciemnej fermentacji przeprowadzanej przy uzyciu mieszanego osadu

czynnego (miejska oczyszczalnia $Sciekéw, Saur Neptun Gdansk, Polska) po procedurze Faloye [17].

Ciemna fermentacje przeprowadzono w sterylnych 1200 mL szklanych bioreaktorach o objetosci roboczej 1

L. Bulion fermentacyjny pracowat w regulowanych warunkach pH. Poczgtkowy bulion fermentacyjny sktadat

sie z 900 mL hydrolizatéw i 100 mL wstepnie mieszanego osadu $ciekowego przygotowanego zgodnie z

procedurg Faloye. Stezenie monocukrow w poczgtkowym bulionie fermentacyjnym ustalono na 5.5 g/L.

Bulion fermentacyjny doprowadzono do pH * 7.00 za pomocg 1 M NaOH. Przed inokulacjg warunki

anaerobowe wytworzono przez przedmuchiwanie reaktorow sterylnym azotem (Linde, czysto$¢ N5) przez 60

min. Proces fermentacji ciemnej przebiegat w temperaturze 37°C oraz ciggtym mieszaniem z predkoscig 320

RPM.

2.4. Metody postepowania
(Methods)

2.4.1. Przygotowanie prébki (ekstrakcja ciecz-ciecz)
(Sample preparation (liquid-liquid extraction))

W pierwszym etapie rozmrozono brzeczki fermentacyjne, umieszczono w wiréwce i przez 5 min przy
predkosci 3000 obr/min wirowano w celu wstepnego usuniecia fazy statej. Nastepnie faze wodnag
przefiltrowano przez hydrofilowy-celulozowy filtr strzykawkowy (0,45 um) i przeniesiono do fiolki 1 mL, do
ktérej dodano 20 yL roztworu wzorca wewnetrznego 4-chlorofenolu w acetonie (50 mg/L). Nastepnie dodano
30 pL kwasu mrowkowego w celu obnizenia pH prébki i dodano 300 pyL dichlorometanu (DCM). Prébke
wytrzgsano energicznie w fiolce przez 1 minute, a nastepnie poddano wirowaniu (3000 obr/min) przez 5
minut. Wytworzong organiczng faze ekstrakcyjng przenoszono w objetosci 250 pL za pomocg pipety
automatycznej do fiolek o objetosci 2 mL wyposazonych w mikrowktady o objetosci 300 pL. Analizie
chromatograficznej poddano 1 uL ekstraktu.
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2.4.2. Warunki analizy chromatograficznej
(Chromatographic conditions)

W badaniach zastosowano gaz nosny: wodér o objetosciowym natezeniu przeptywu 1 mL/min,
temperature dozownika: 300°C, tryb split 10:1, temperature zrddta jondw (El, 70 eV) 200°C, temperature linii
taczgcej chromatograf gazowy z detektorem MS 310°C, program temperaturowy: 50°C (5 min) — narost
10°C/min - 260°C (10 min). Tryb SCAN w zakresie stosunku masy do tadunku 34 — 450 m/z oraz SIM dla
poszczegdlnych dobranych dla poszczegdlnych zwigzkéw wartosci m/z.

2.4.3. Analiza ilosciowa
(Quantitative analysis)

Analize ilosciowg wykonano w oparciu o metode wzorca wewnetrznego. W tym celu przygotowano
roztwor wyjsciowy zawierajgcy badane anality (w tym furfural, 5-hydroksymetylofurfural, kwas lewulinowy,
syringol, gwajakol) w stezeniu okoto 1000 mg/L w 20 mL acetonu. Poprzez rozcienczenia roztworu
wyjsciowego w wodzie demineralizowanej, przygotowano roztwory Kkalibracyjne poszczegdélnych skfadnikow
w stezeniach 0,01; 0,05; 1; 0.5; 5; 10 i 50 mg/L. Dodatkowo, dla zwigzkéw zidentyfikowanych w trybie
SCAN, wykonano analize ilosciowg, analogicznie do powyzszej procedury. Zmieniono jedynie zakres
badanych stezen Pierwotny roztwér w stezeniu 1000 mg/L w wodzie demineralizowanej, rozcienczono do
stezeAn w 0,1; 1, 5, 10, 50, 250, 500 i 1000 mg/L. Roztwory kalibracyjne przeniesiono do fiolek w ilosci 2 mL.
Dalszg procedure wykonano zgodnie z punktem 2.4.1.

2.4.4. Wyznaczenie parametrow metodyki
(Determination of method parameters)

Granica wykrywalnosci (LOD) zostata wyznaczona na podstawie rownania (1):

LoD = 2232 )
gdzie: Sa - odchylenie standardowe wyrazu wolnego prostoliniowej krzywej kalibracyjnej,

b — wspétczynnik kierunkowy prostoliniowej krzywej kalibracyjnej.
Granice oznaczalnosci (LOQ) wyznaczono na podstawie rownania (2):

LOQ = 3LOD (2)

Wzgledne odchylenie standardowe wyznaczono dla trzech powtérzen ze wzoru (3):
RSD =2 (3)

X
gdzie: S - odchylenie standardowe wynikoéw trzech powtdrzen dla danego stezenia,
X — $rednia wartos¢ trzech pomiarow.

Zbadano liniowo$¢ w zatozonym do kalibracji zakresie stezen. Liniowo$¢ odpowiedzi detektora MS w

badanym zakresie dokonano na podstawie wspotczynnika regresji (r), ktéry dla zaleznosci liniowej pola
powierzchni piku od stezenia analitu powinien by¢ rowny lub nieistotnie rézny od 1.
Dla kazdej substancji wzorcowej, wybrano dwie charakterystyczne wartosci stosunku masy do tadunku, dalej
oznaczane jako m/zin— warto$¢ dla ktérej dokonywano integracji piku oraz m/zii— warto$¢ stosowana w celu
potwierdzenia identyfikacji na podstawie stosunku intensywnosci m/zint i m/zie. Na podstawie sygnatu
Zliczanego tylko dla wybranych jonéw, dla kazdego zwigzku, wykonywano integracje pikow
chromatograficznych. Uzyskiwane w ten sposéb dane byly poréwnywane dla badanych prébek przed
procesem, w toku jak i po zakonczeniu procesu fermentacji. Zestawienie wytypowanych wartosci m/z wraz z
wartosciami czasu retencji zestawiono w tabeli 1. Na Rys. 1-6 przedstawiono widma badanych analitéw.

Tabela 1.Zestawienie charakterystycznych wartosci m/z dla wytypowanych analitéw oraz wartosci czasu
retenciji.
Table 1. Compilation of characteristicions m/z of selected analytes and retention times.

Zwiazek(Compound) tr [Min] M/Zint m/zig
furfural 14,94 95 96
gwajakol 20,09 109 124

Kwas lewulinowy 20,61 73 116
4-chlorofenol (IS) 22,82 128 130
5-hydroksymetylofurfural 23,24 97 126
syringol 24,31 154 139
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Rys.1. Widmo masowe furfuralu.
Fig. 1. Mass spectrum of the furfural.
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Rys. 2. Widmo masowe gwajakolu.
Fig. 2. Mass spectrum of the guaiacol.
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Rys. 3. Widmo masowe kwasu lewulinowego.
Fig. 3. Mass spectrum of the levulinic acid.
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Rys. 6. Widmo masowe syringolu.
Fig. 6. Mass spectrum of the syringol.

Identyfikacji pikdw pozostatych zwigzkdéw organicznych, dokonano poprzez poréwnanie widm
poszczegodlnych zwigzkéw z bibliotekg NIST 14. Dla tych zwigzkéw dokonano ilosciowego oznaczenia w
brzeczkach na podstawie wykonanych dodatkowych krzywych kalibracyjnych w trybie SCAN. Analogicznie
do poprzedniej procedury, dla substancji wzorcowych wytypowano charakterystyczne wartosci m/z, ktére
wykorzystano do analizy jakosciowej i ilosciowej. Wytypowane wartosci m/z zestawiono w Tabeli 2. Widma
zidentyfikowanych zwigzkéw przedstawiono na Rys. 7-14.
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Tabela 2. Zestawienie charakterystycznych wartosci m/z dla inhibitoréw zidentyfikowanych w trybie SCAN
wraz z wartosciami czasu retencji.

Table 2. Compilation of characteristic ions m/z of inhibitors identified in SCAN mode and retention times.

Zwigzek(Compound) tr [Min] M/Zint m/zig
Kwas octowy 9,63 60 56
kwas propionowy 12,17 74 73
kwas 2-metylopropanowy 13,50 73 88
kwas butanowy 14,26 60 74
kwas 3-metylobutanowy 15,36 60 87
kwas 2-metylobutanowy 15,55 74 87
fenol 18,87 94 66
indol 24,21 117 90
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Rys. 7. Widmo masowe kwasu octowego.
Fig. 7. Mass spectrum of the acetic acid.
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Rys. 8. Widmo masowe kwasu propioowego.
Fig. 8. Mass spectrum of the propionic acid.
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Rys. 9. Widmo masowe kwasu 2-metylopropanowego.
Fig. 9. Mass spectrum of the 2-methylpropanoic acid.
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Rys. 10. Widmo masowe kwasu butanowego.
Fig. 10. Mass spectrum of the butyric acid.
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Rys. 11. Widmo masowe kwasu 3-metylobutanowego.
Fig. 11. Mass spectrum of the 3-methylbutanoic acid.
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Rys. 12. Widmo masowe kwasu 2-metylobutanowego.
Fig. 12. Mass spectrum of the 2-methylbutanoic acid.
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Rys. 13. Widmo masowe fenolu.
Fig. 13. Mass spectrum of the phenol.
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Rys. 14. Widmo masowe indolu.
Fig. 14. Mass spectrum of the indole.
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3. Wyniki i dyskusja
(Results and discussion)

3.1. Optymalizacja warunkéw ekstrakcji
(Optimization of extraction conditions)

Warunki prowadzenia ekstrakcji ciecz-ciecz poddano optymalizacji w zakresie doboru objetosci
rozpuszczalnika ekstrakcyjnego, wptywu dodatku rozpuszczalnika dyspergujacego, pH, a takze czasu i
predkosci wirowania. Efekt zmian poszczegdlnych parametrow oceniano na podstawie poréwnania wartosci
pdl powierzchni pikéw dla wybranego zestawu substancji wzorcowych (furfural, gwajakol, kwas lewulinowy,
5-hydroksymetylofurfural, syringol). Uzyskane wyniki zestawiono na Rys. 15.

Objetos¢ rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (DCM) testowano w zakresie od 300 do 500 uL (Rys. 15A).
Wzrost objeto$ci DCM, w badanym przedziale skutkowat zmniejszeniem wspodtczynnikéw odpowiedzi
analitéw, co wynikato ze wzrostu objetosci otrzymywanej fazy ekstrakcyjnej. Badana minimalna ilos¢
rozpuszczalnika ekstrakcyjnego w objetosci 300 uL, zostata wybrana z uwagi na dalszg mozliwosé
wykorzystania systemu automatycznego dozowania probek, ktory zapewnia lepszg powtarzalnos¢ wynikow,
w porownaniu do tradycyjnego dozowania z uzyciem strzykawki mikrolitrowej i zapewnia ciggtos¢ analizy
przez 24 godziny.

Jednym z istotniejszych parametréw majgcych wptyw na efektywnos$é ekstrakcji jest pH, ktére powinno
by¢ nizsze od pKa wszystkich badanych analitéw (pKa w przedziale 3,2 — 12,8) o okoto 2 w celu cofniecia
dysocjacji. Dlatego zbadano wptyw pH odpowiednio dla wartosci: 2, 5, 5, 7, 9 i 12 (Rys. 15B). Zgodnie z
oczekiwaniami, mozna byto zaobserwowac¢ stopniowy wzrost wspoétczynnikdéw odpowiedzi dla syringolu oraz
gwajakolu wraz ze wzrostem pH do wartosci 7 i stopniowy ich spadek po dalszym zwigkszaniu warto$ci pH.
Z kolei dla zwigzkéw o najnizszych warto$ciach pKa (furfural, kwas lewulinowy), maksimum wydajnosci
ekstrakcji obserwuje sie dla wartosci pH 2,5. Natomiast, dla zwigzku o najwyzszym pKa - 5-
hydroksymetylofurfuralu, optymalng jest wartos¢ 9. Na podstawie uzyskanych wynikow, do dalszych badan
wybrano wartos¢ pH 2,5.

W kolejnym etapie badano wptyw czasu ekstrakcji oraz czasu odwirowania prébki (Rys. 15 C-D).
Najwyzsze wartosci wspoétczynnikow odpowiedzi wzgledem wszystkich badanych analitdw uzyskano
odpowiednio po 60 sekundach ekstrakcji oraz 5 minutach wirowania. Natomiast dalsze wydtuzanie czasu w
obydwu przypadkach nie skutkowato poprawg efektywnosci ekstrakcji.

Dodatkowo, zbadano wptyw dodatku acetonu, ktérego obecnosé powinna przyczyni¢ sie do wzrostu
stopnia zdyspergowania rozpuszczalnika ekstrahujgcego, a tym samym poprawi¢ efektywnosc¢ ekstrakcji.
Niemniej, dodatek acetonu spowodowat pogorszenie efektu wzbogacenia analitbw. Prawdopodobng
przyczyng tego zjawiska jest wzrost powinowactwa analitbw do fazy wodnej probki, a takze wzrost
otrzymanej objetosci fazy organiczne;.

Ostatecznie wybrano warunki: 300 yL DCM jako rozpuszczalnik ekstrakcyjny przy objetosci 1 mL
probki, brak dodatku acetonu, pH 2,5, czas ekstrakcji: 60 s i czas wirowania: 5 min przy predkosci 3000
obr/min.
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Rys. 15. Wykres przedstawiajgcy A) Wplyw objetosci rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (DCM) na wydajnos¢ ekstrakcji, B)
wplyw pH, C) wptyw czasu ekstrakcji oraz D) wptyw czasu wirowania na wydajnos¢ ekstrakgiji.

3.2. Wyznaczenie podstawowych parametréw walidacyjnych metodyki

(Determination of the validation parameters)

3.2.1. Metodyka LLE-GC-MS (tryb SIM)
(LLE-GC-MS method (SIM mode))

Do oznaczen ilosciowych wykorzystano metode wzorca wewnetrznego. Zastosowano wzorzec
wewnetrzny w postaci 4-chlorofenolu, ktéry wybrano na podstawie parametréw tj. temperatura wrzenia,
preznosé¢ par oraz wspoétczynnik podziatu oktanol-woda. Poprzez pordwnanie powierzchni piku analitu i
wzorca, wyeliminowano problem strat analitow zwigzany z ich duzg lotnoscia, a takze zapewniona zostata
duza powtarzalnos¢ wynikéw. Dla kazdego z analitbw wykonano kalibracje w oparciu o pie¢ punktéow
kalibracyjnych, ktére postuzyty do oznaczania inhibitoréw fermentacji w rzeczywistych prébkach brzeczek

fermentacyjnych.

Opracowana metodyka charakteryzuje sie niskimi wartosciami granicy wykrywalnosci (LOD) w
zakresie 0,0086 — 1,12 yg/mL oraz oznaczalnosci (LOQ), a takze dobrg powtarzalnoscig (RSD ponizej
5,23%) oraz szerokim zakresem liniowosci. Uzyskane wyniki wskazujg, ze metodyka nadaje sie rutynowych

oznaczen inhibitorow fermentaciji.

Wyznaczone parametry walidacyjne metodyki zestawiono w tabeli 3.
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Tabela 3. Zestawienie uzyskanych wartosci parametréw kalibracyjnych dla wzorcowych zwigzkéw (tryb SIM).
Table 3. Compilation of calibration parameters for standards (SIM mode).

Zakres
Zwiazek a b R2 LOD LOQ RSD RSD RSD liniowosci
(Compound) [mg/L] | [mg/L] | [%]Y | [%]? | [%]® [mg/L]
(Linear range)
furfural 0,2849 -0,058 0,9972 0,012 0,036 4,13 3,16 3,07 0,036 — 52,31
gwajakol 0,4049 -0,0951 | 0,9996 | 0,010 0,029 | 523 | 311 | 2,74 | 0,029 -55,62
| kwas 0,0079 | -0,00058 | 0,9971 | 1,12 3,36 - 409 | 3,78 | 3,36-54,11
ewulinowy
5-hydroksy- 0,0183 | -0,0003 | 0,9968 | 0,97 2,91 - 512 | 3,74 | 2,91-51,18
metyofurfural
syringol 0,1982 -0,0619 0,9977 0,0086 0,026 3,84 2,98 2,22 0,026 — 52,97

1 Wartosci obliczone dla stezenia 0,5 ug/mL
2 Wartosci obliczone dla stezenia 5 pg/mL
3 Wartosci obliczone dla stezenia 50 ug/mL

Na Rys.16 zamieszczono chromatogram mieszaniny wzorcowej w stezeniu 50 yg/mL.
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Rys.16. Chromatogram wykonany dla mieszaniny wzorcowej. Zidentyfikowane zwiagzki: 1) furfural, 2) gwajakol, 3) kwas
lewulinowy, 4) HMF, 5) syringol, I1S) wzorzec wewnetrzny — 4-chlorofenol.
Fig. 16. Chromatogram of a standards mixture. Identified compounds: 1) furfural, 2) guaiacol, 3) levulinic acid,4) 5-

hydroxymethylfurfural, 5) syringol, 1S) internal standard — 4-chlorophenol.

3.2.2. Metodyka LLE-GC-MS (tryb SCAN)
(LLE-GC-MS method (SCAN mode))

W celu wyznaczenia doktadnych stezen inhibitoréw fermentacji zidentyfikowanych w trybie SCAN,
wykonano dodatkowe kalibracje dla zwigzkéw wzorcowych w przyblizeniu w zakresie 1-1000 mg/L dla kwasu
octowego i propionowego oraz 0,1 — 250 mg/L dla pozostatych analitéw z uzyciem metody wzorca
wewnetrznego. Analogicznie do procedury opartej o zastosowanie trybu SIM, powierzchnie pikéow
wyznaczano na podstawie charakterystycznych wartosci stosunku masy do tadunku m/zint oraz wartosci m/ziq
stosowanej w celu potwierdzenia identyfikacji, ktére zestawiono w tabeli 2. Natomiast w tabeli 4 zestawiono
podstawowe parametry kalibracyjne dla zwigzkéw chemicznych zidentyfikowanych w trybie SCAN.
Uzyskane wyniki wartosci LOD, LOQ, RSD, a takze zakresu liniowosci wskazujg na znaczng uzytecznos¢
opracowanej metodyki do oznaczenia iloSciowego inhibitoréw fermentacji (gtdwnie kwasow organicznych) na
wyzszym poziomie stezen.

Tabela 4. Zestawienie uzyskanych wartosci parametréw kalibracyjnych dla wzorcowych zwigzkow (tryb
SCAN).
Table 4. Compilation of calibration parameters for standards (SCAN mode).

Zakres
Zwigzek a b R2 LOD LOQ RSD | RSD | RSD liniowosci
(Compound) [mg/L] | [mg/L] | [%]Y | [%]? | [%]® [mg/L]
(Linear range)
Kwas octowy 5,792 | -0,024 | 0,9987 1,25 3,75 - 6,25 | 5,22 3,75-1035,1
kwas propionowy 267,5 -1,02 0,9988 0,42 1,26 - 6,04 | 501 1,26—-601,8
kwas 2- 4495 | -1,24 | 09984 | 0091 | 0273 | 612 | 586 | 324 | 0273-2203
metylopropanowy
kwas butanowy 549,5 -1,99 0,9992 0,062 0,186 6,26 | 5,98 3,38 0,186- 211,3
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kwas 3- 622,8 | -201 | 09981 | 0,044 | 0,132 | 6,18 | 588 | 3,22 | 0,132-209,2
metylobutanowy

kwas 2- 624,7 | -2,07 | 0,9979 | 0,045 | 0,135 | 6,01 | 513 | 3,07 | 0,135-2287
metylobutanowy

fenol 7642 | -2,15 | 0,9999 | 0,0011 | 0,0033 | 4,37 | 4,11 | 4,08 | 0,0033-50,9

indol 321,1 | -1,18 | 0,9993 | 0,25 0,75 - | 468 | 311 | 0,75-129,4

1 Wartosci obliczone dla stezenia 0,5 mg/L
2 Wartosci obliczone dla stezenia 5 mg/L
3)  Wartosci obliczone dla stezenia 50 mg/L

3.3. Badania prébek rzeczywistych brzeczek fermentacyjnych
(Real fermentation broth samples analysis)

Opracowang metodyke zastosowano do zbadania zawartosci inhibitorow fermentacji w prébkach w
toku prowadzonego procesu fermentacji (po 0, 16, 24, 48 oraz 116 godzinach). Zwigzki identyfikowano na
podstawie stosunku intensywnosci charakterystycznych jondéw zawartych w Tabeli 1 i 2, przyjmujac przedziat
ufnosci + 15 %, a takze na podstawie warto$ci czasu retencji £ 0,2 min.

Z przebadanej grupy zwigzkéw chemicznych w trybie SIM, w prébkach po zakohczonym procesie
fermentac;ji (po 116 godz.) zidentyfikowano trzy zwigzki bedgce inhibitorami fermentacji, w tym gwajakol oraz
syringol, a takze wystepujacy na najwyzszym poziomie stezen furfural (od 0,15 do 2,45 mg/L). W prébkach
przed rozpoczeciem procesu fermentacji nie stwierdzono obecnosci inhibitoréw, ktére zaczety pojawiac sie w
16 godzinie prowadzenia procesow, a ich stezenia wzrastaty wraz z wydtuzaniem czasu fermentacji (Tabela
5-9). Najwyzsze stezenia badanych inhibitoréw stwierdzono w prébkach z procesu I-go i ll-go (Tabela 6).
Chromatogram probki wykonany w trybie SIM przed rozpoczeciem oraz po 116 godzinach procesu ll-go,
przedstawiono na Rys.17.
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Rys.17. Chromatogramy prébek rzeczywistych brzeczek fermentacyjnych wykonane w trybie SIM wykonane dla procesu
Il po A) 0 h, B) 116 h prowadzenia procesu fermentacji. Zidentyfikowane zwigzki chemiczne: 1) furfural, 2)
gwajakol, 3) syringol.

Fig. 17. Chromatograms of a Real fermentation broth samples in SIM mode for Il process after A) 0 h, B) 116 h of the
fermentation process. Identified compounds: 1) furfural, 2) guaiacol, 3) syringol, IS) internal standard — 4-
chlorophenol.

Dodatkowo, wykonano badania w trybie skanowania catego zakresu jonéw w celu zidentyfikowania
innych inhibitorow fermentacji, nie wchodzgcych w sktad analitdw badanych w trybie SIM. W prébkach
brzeczek fermentacyjnych zidentyfikowano tgcznie 8 innych zwigzkéw organicznych w tym gtéwnie kwasy
organiczne (kwas octowy, propionowy, 2-metylopropanowy, butanowy, 3-metylobutanowy oraz 2-
metylobutanowy) a takze fenol i indol. Przyktadowy chromatogram prébki brzeczki przed procesem
fermentacji oraz po 116 godzinach prowadzenia procesu przedstawiono na Rys.18. Uzyskane wyniki sg
zbiezne z tymi uzyskanymi w trybie SIM, ktére wskazujg brak obecnosci inhibitorow fermentacji przed
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Fig. 18.
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rozpoczeciem procesu, a takze wystepowanie kwaséw organicznych oraz fenolu i indolu na najwyzszym
poziomie stezen w prébkach poddanych procesowi nr |l oraz w nieco nizszych stezeniach w procesie nr |
(Tabela 5-6). W obydwu przypadkach zwigzki te zaczety pojawia¢ sie juz w 16-stej godzinie trwania procesu
i wzrastaty w toku prowadzenia proceséw. W prébkach koncowych we wszystkich procesach, na
najwyzszym poziomie stezeh wystepowat kwas octowy ktérego stezenie miescito sie w zakresie od 323 do
956 mg/L, a takze kwas butanowy (54,5 — 198,1 mg/L), kwas 3-metylobutanowy (74,0 — 137,7 mg/L) oraz
kwas 2-metylobutanowy (58,8 — 139,2 mg/L) (Tabela 5-9).
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Tabela 5. Stezenia zidentyfikowanych inhibitoréw fermentacji w toku procesu I.
Table 5. Concentrations of identified fermentation inhibitors during the | process.

Rys. 18. Chromatogramy probek rzeczywistych wykonane w trybie SCAN wykonane dla procesu Il po A) 0 h, B) 116 h
prowadzenia procesu fermentacji. Zidentyfikowane zwigzki chemiczne: 1) kwas octowy, 2) kwas propionowy, 3)
kwas 2-metylopropanowy, 4) kwas butanowy, 5) kwas 3-metylobutanowy, 6) kwas 2-metylobutanowy, 7) fenol,

Chromatograms of a Real fermentation broth samples in SCAN mode for Il process after A) O h, B) 116 h of the
fermentation process. Identified compounds: 1) acetic acid, 2) propionic acid, 3) 2-methylpropanoic acid, 4)
butyric acid, 5) 3-methylbutanoic acid, 6) 2-methylbutanoic acid, 7) phenol, 8) indole, IS) internal standard — 4-

Zwiagzek Stezenie [mg/L] (Concentration [mg/L])
(Compound) Oh 16 h 24 h 48 h 116 h
furfural <LOD <LOD <LOD <LOD 0,416 + 0,021
gwajakol <LOD <LOD <LOD <LOD 0,277 £0,014
kwas lewulinowy <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
HMF <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
syringol <LOD <LOD 0,0401 0,0530 *
0,0021 0,0510+ 0,0034 0,0035
kwas octowy <LOD 38,1+1,7 350 + 18 420 + 21 778 + 31
kwas propionowy <LOD 17,27 £ 0,86 19,25 + 0,96 74,1 +3,7 127,0+6,4
kwas 2- <LOD 4,21+0,21 5,25+ 0,52 10,42 + 0,52 19,74 £ 0,99
metylopropanowy
kwas butanowy <LOD 202+11 81,2755 109,3+5,5 198,1+9,9
kwas 3-metylobutanowy <LOD 20,6 +1,0 80,26 +4,9 97,8+49 137,7£6,9
kwas 2-metylobutanowy <LOD 16,80 £ 0,84 552+28 66,8 + 3,3 139,2+7,0
fenol <LOD <LOD 4,65+ 0,23 5,30 £ 0,26 234+1,2
indol <LOD <LOD 15,69 + 0,78 253+1,3 629+ 3,2
Sumaryczne stezenie - 117,08 611,67 783,93 142478
inhibitoréw
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Tabela 6. Stezenia zidentyfikowanych inhibitoréw fermentacji w toku procesu Il.
Table 6. Concentrations of identified fermentation inhibitors during the Il process.

Zwigzek Stezenie [mg/L] (Concentration [mg/L])
(Compound) Oh 16 h 24 h 48 h 116 h
furfural <LOD 0,255 + 0,013 2,02 0,10 2,04+ 0,10 2,45+0,12
gwajakol <LOD 0,0220+ 0,0290 + 0,0670
0,0012 0,0012 0,0031 0,077+0,0041
kwas lewulinowy <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
HMFE <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
syringol <LOD 0,413 +0,021 | 0,416 +0,021 | 0,472 +£0,024 | 0,501 + 0,025
kwas octowy <LOD 64,7+ 3,5 337 £ 17 670 + 33 956 + 43
kwas propionowy <LOD 9,70+ 0,49 10,48 £ 0,58 11,58 £ 0,58 78,3+3,9
kwas 2-metylopropanowy <LOD 9,60 £ 0,48 11,34 £ 0,57 14,46 £ 0,72 19,70+ 0,48
kwas butanowy <LOD 294+15 52,9+2,6 88,9+44 125,4 +6,3
kwas 3-metylobutanowy <LOD 40,1+4,0 88,7+44 101,6 £5,1 108,3+3,9
kwas 2-metylobutanowy <LOD 32,2+3,6 68,7+ 34 88,8+4/4 109,4 + 3,2
fenol <LOD <LOD <LOD 13,34 + 0,67 20,3 £ 3,2
indol <LOD 21,7+4,6 103,5+5,2 109,3+54 127,35+ 4,52
Sumaryczne stezenie - 116,53 675,09 1100,56 1547,78
inhibitoréw
Tabela 7. Stezenia zidentyfikowanych inhibitoréw fermentacji w toku procesu lll.
Table 7. Concentrations of identified fermentation inhibitors during the Ill process.
Zwiazek Stezenie [mg/L] (Concentration [mg/L])
(Compound) Oh 16 h 24 h 48 h 116 h
0,1880 + 0,1910
furfural <LOD <LOD <LOD 0.0012 +0.0015
gwajakol <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Kwas lewulinowy <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
HMF <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
. 0,0441+ 0,0972 £ 0,1521 £ 0,2003%
syringol <LoD 0,0091 0,0011 0,0012 0,0021
kwas octowy <LOD <LOD <LOD <LOD 465 + 23
kwas propionowy <LOD <LOD <LOD <LOD 10,18 + 0,51
kwas 2-metylopropanowy <LOD <LOD <LOD 5,37 £ 0,27 15,37 £ 0,77
kwas butanowy <LOD <LOD <LOD 17,01 £ 0,85 97,31 +4,9
kwas 3-metylobutanowy <LOD <LOD <LOD 77439 105,07 £5,2
kwas 2-metylobutanowy <LOD <LOD <LOD 86,5+4,3 137,05+6,9
fenol <LOD <LOD <LOD <LOD 21,25+ 11
indol <LOD <LOD <LOD 69,2 +3,5 50,03+2,5
Sumaryczne stezenie - 0,044 0,097 186,29 851,35
inhibitorow
Tabela 8. Stezenia zidentyfikowanych inhibitoréw fermentacji w toku procesu IV.
Table 8. Concentrations of identified fermentation inhibitors during the IV process.
Zwiazek Stezenie [mg/L](Concentration [mg/L])
(Compound) Oh 16 h 24 h 48 h 116 h
furfural <LOD <LOD 0,187 £0,011 | 0,213+0,014 | 0,266 +0,016
gwajakol <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
kwas lewulinowy <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
HMFE <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
syringol <LOD <LOD 0,1312 +
0,068 + 0,068 | 0,092 + 0,078 0,091
kwas octowy <LOD 112,1+4,2 251 +13 355+ 13 655 + 23
kwas propionowy <LOD <LOD 3,09 +0,15 6,86 + 0,34 13,61 + 0,68
kwas 2-metylopropanowy <LOD 4,97 £ 0,35 7,37 £ 0,37 7,44 + 0,37 10,60 + 0,53
kwas butanowy <LOD 519+0,19 41,2+ 2,1 499+25 123,8 £5,2
kwas 3-metylobutanowy <LOD 6,98 + 0,24 65,9+ 3,3 71,1+ 3,6 115,6 +4,3
kwas 2-metylobutanowy <LOD 7,29 0,12 71,6 £ 3,6 72,4 3,6 112,7 £4,6
fenol <LOD <LOD <LOD <LOD 3,98 £ 0,20
indol <LOD 16,29 £ 0,78 51,6+2,6 62,8 + 3,1 68,4 + 3,4
Sumaryczne stezenie - 152,82 447,36 561,98 965,60
inhibitoréw
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Tabela 9. Stezenia zidentyfikowanych inhibitoréw fermentacji w toku procesu V.
Table 9. Concentrations of identified fermentation inhibitors during the V process.

Zwiazek Stezenie [mg/L](Concentration [mg/L])
(Compound) Oh 16 h 24 h 48 h 116 h
Furfural <LOD <LOD <LOD <LOD 0,152 £ 0,019
Gwajakol <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Kwas lewulinowy <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
HMF <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
. 0,0311 + 0,0502+
syringol <LOD <LOD <LOD 0.0067 0,0087
Kwas octowy <LOD <LOD <LOD 4359+22 323,92 + 16
kwas propionowy <LOD <LOD <LOD <LOD 2,86 £ 0,14
kwas 2-metylopropanowy <LOD <LOD <LOD <LOD 3,70+£0,18
kwas butanowy <LOD <LOD <LOD 6,32 + 0,32 5452 +27
kwas 3-metylobutanowy <LOD <LOD 22,65 + 0,26 28,86 + 1,4 74,01 £ 3,7
kwas 2-metylobutanowy <LOD <LOD 15,62 + 0,19 18,08 + 0,90 58,83 +2,9
fenol <LOD <LOD <LOD <LOD 10,21 £ 0,51
indol <LOD <LOD 13,75+ 0,54 18,42 + 0,92 48,76 £ 2,4
Sumaryczne stezenie - - 40,73 95,70 528,23
inhibitoréw

4. Podsumowanie
(Summary)

W pracy przedstawiono metodyke oznaczania inhibitorow fermentacji, w tym gtéwnie kwaséw
organicznych oraz zwigzkéw furanowych i fenolowych w brzeczkach fermentacyjnych z wykorzystaniem
ekstrakcji ciecz-ciecz w potgczniu z chromatografia gazowg w sprzezeniu ze spektrometrem mas, w trybie
SIM oraz SCAN. W celu oznaczenia zwigzkéw fenolowych oraz furanowych, wystepujgcych na znacznie
nizszym poziomie stezen w poréwnaniu do kwaséw organicznych, dla wytypowanej grupy zwigzkéw na
podstawie studium literaturowego (w tym dla furfuralu, 5-hydroksymetylofurfuralu, syringolu, gwajakolu,
kwasu lewulinowego) dobrano najkorzystniejsze warunki ekstrakcji ciecz-ciecz. Z uwagi na dos¢ duze
réznice w strukturze badanych analitbw, dobdr niektérych parametréw ti. pH byt swego rodzaju
kompromisem w ktérym kierowano sie wyborem korzystniejszych parametrow dla zwigzkéw chemicznych
nie posiadajgcych w widmach mas charakterystycznych wartosci m/z, ktére warunkujg wysokie
wspotczynniki odpowiedzi, a jednoczesnie wptywajg na wartosci granicy wykrywalnosci i oznaczalnosci.
Ostatecznie stosowano 300 pL rozpuszczalnika ekstrakcyjnego przy statej objetosci probki (1 mL), brak
dodatku rozpuszczalnika dyspergujgcego (acetonu), pH 2,5, czas ekstrakcji 60 sekund oraz czas wirowania
5 minut przy predkosci 3000 obr/min.

Podstawowe parametry kalibracyjne (w tym LOD, LOQ, RSD, R? oraz zakresy liniowosci) uzyskane
dla wybranej grupy inhibitoréw fermentacji, wykazujg uzytecznos¢ i mozliwosé stosowania metodyki w
rutynowych badaniach proceséw fermentacji. Ze wzgledu na koszt aparatury detekcja ptomieniowo-
jonizacyjna (GC-FID) bytaby korzystniejszym rozwigzaniem.

Zastosowana w badaniach fermentacji ciemnej, biomasa lignocelulozowa sktada sie ze zmiennych
ilosci hemicelulozy, celulozy i ligniny, ktére sg zamkniete w ztozonej strukturze i nie sg dostepne dla
mikroorganizmoéw warunkujgcych tworzenie wodoru w procesie fermentacji ciemnej. W celu umozliwienia
kontaktu drobnoustrojéw, biomase lignocelulozowg poddaje sie réznym technikom obrébki wstepnej.
Jednak, podczas obrobki wstepnej uwalniane jest szerokie spektrum toksycznych zwigzkéw organicznych,
ktére znaczgco spowalniajg proces wytwarzania wodoru w procesie ciemnej fermentacji. Tworzg sie m.in.
kwasy organiczne, ktére sg naturalnym metabolitem mikroorganizméw, natomiast w efekcie przemian
wtérnych glukozy, moga powstawacé: kwas lewulinowy, furfural i 5-hydroksymetylolofurfural, natomiast z
ligniny moga tworzy¢ sie zwigzki fenolowe. Badania prébek rzeczywistych wykazaty, ze najwiecej inhibitoréw
fermentacji tworzy sie w procesie | i Il, czyli w procesach w ktdérych zastosowano w pierwszym etapie
hydrolize zasadowg z uzyciem odpowiednio katalizatora w postaci wodnego roztworu H202 (30% v/v) oraz
katalizatora nasyconego roztworu Ca(OH)z w pH 11,5. Nizsze stezenia wykryto w probkach poddanych
hydrolizie z wykorzystaniem potgczenia obydwu katalizatoréw w zasadowym $rodowisku. Natomiast,
najnizsze stezenia inhibitoréw oznaczono w procesie V, w ktérym zastosowano odczynnik Fentona oraz 2.2'-
bipirydyne. Wykryte w probkach rzeczywistych kwasy organiczne mogg przenika¢ przez btony komérkowe i
zmniejszaé wewnatrz komoérkowe pH, natomiast zwigzki furanowe i fenolowe mogg hamowac proces
fermentacji przez btony komorkowe, ktore zakitdcajg dziatanie réznych enzymow. Pochodne furanu (furfural,
5-hydroksymetylofurfural) majg bardziej negatywny wptyw na ciemng fermentacje w poréwnaniu ze
zwigzkami fenolowymi.
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