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Test BMP w ocenie i modelowaniu produkcji biogazu
z organicznych substratow:
przeglad literaturowy

Wspolezynnik produkeji biogazu jest jednym z najwazniejszych parametréw oceny efek-
tywno$ci procesu fermentacji. Jednym z narzedzi pozwalajacych na jego oszacowanie, a tym
samym okre$lenie potencjalu metanogennego badanych materialow, sa testy BMP (ang. bio-
chemical methane potential). W literaturze znaleZ¢é mozna szereg procedur przeprowadzania
testow. Roznorodno$¢ schematéw badawczych rodzi szereg pytan dotyczacych czynnikow
wplywajacych na ich wynik, powtarzalno$é¢, a w dalszej kolejnosci na mozliwo$é porowny-
wania rezultatéw testow wykonywanych w réznych laboratoriach. W artykule szczegélowo
przedstawiono gléwne grupy czynniké6w wplywajacych na wynik testow BMP, omdwiono
mi¢dzy innymi wplyw inoculum, medium fermentacyjnego, rodzaju substratu, a takze
przedstawiono zakresy parametrow operacyjnych stosowanych w testach. Dodatkowo zapre-
zentowano procedury badawcze stosowane do oszacowania produkcji metanu dla bardzo
zréznicowanych odpadow.

Stowa kluczowe: testy okresowe, metan, potencjal metanogenny (BMP), fermentacja

Wprowadzenie

Na przestrzeni ostatnich kilku lat wida¢ wyrazne zmiany w strukturze gospodarki
odpadami. Implementacja Dyrektywy 99/31/EC (Dz.Urz. WE L 182 z 16.07.1999)
ogranicza mozliwosci ich deponowania na sktadowiskach odpadoéw. Krajowy plan
gospodarki odpadami zaktada konieczno$¢ wdrazania nowoczesnych technologii
odzysku oraz unieszkodliwiania odpaddw, a za preferowang dla odpadéw biodegra-
dowalnych uznaje recykling organiczny, w tym stabilizacje beztlenowa. Odzysk
energii w ramach procesu w polaczeniu z polityka majaca na celu zwigkszenie
udzialu energetyki odnawialnej w bilansie paliwowo-energetycznym kraju sprawia,
ze opcja ta zyskuje na atrakcyjnosci. Rownoczesnie kluczowa staje sie koniecznosé
oceny potencjalnych substratow organicznych nie tylko pod katem ich podatnosci
na biodegradacj¢ w warunkach beztlenowych, ale rowniez ich potencjatu energe-
tycznego. Jednym z narzgdzi umozliwiajacym oszacowanie wymienionych powy-
zej parametrow sa testy BMP. Testy te stosowane sg nie tylko do okreslenia poten-
cjatu produkcji metanu badanego substratu, ale réwniez do oszacowania szybkosci
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jego degradacji [1, 2]. Jak podaja Raposo i inni [3] oraz Li i inni [4], test BMP jest
nie tylko prosta i niezawodng procedura do oszacowania tempa przemiany materii
organicznej do metanu, ale rowniez cenng technika do oceny potencjalnych sub-
stratow dla fermentacji, a takze do optymalizacji pracy projektowanych i funkcjo-
nujacych komoér fermentacyjnych. Warto rowniez podkresli¢, ze testy BMP moga
by¢ dobrym narzgdziem do okreslenia optymalnego udziatu kosubstratéw w mie-
szaninie kofermentacyjnej [5].

Literatura przedmiotu jest bardzo obszerna, a w ostatnich latach wida¢ wyrazny
wzrost zainteresowania testami BMP. Swiadczy o tym szeroki zakres prac nauko-
wych, w ktérych przedstawiono potencjat metanogenny bardzo zréznicowanej puli
substratow. Mnogo$¢ procedur stosowanych do okreslenia potencjalu metanogen-
nego rodzi pytanie dotyczace czynnikéw wplywajacych na wynik tych testow, ich
powtarzalnos¢, a w dalszej kolejnosci na mozliwosé porownywania rezultatow
testow uzyskiwanych w réznych laboratoriach przy zastosowaniu réznorodnych
procedur. Analizujac dane literaturowe, mozna stwierdzi¢, ze planujac doswiad-
czenie majace na celu zbadanie potencjalu metanogennego testowanych substra-
tow, nalezy wzia¢ pod uwage szereg czynnikow. Do najwazniejszych naleza:
rodzaj substratu, wielkos¢ czastek, zroédto pochodzenia inoculum i jego aktywnos$é,
rodzaj medium fermentacyjnego, warunki prowadzenia eksperymentu (np. miesza-
nie, pojemnos$¢ reaktora, sklad fazy gazowej nad roztworem itp.) i iloraz inoculum
do wsadu [1, 4, 6, 7].

1. Czynniki wptywajgce na wynik testu BMP
1.1. Medium fermentacyjne

Odpowiednio dobrane medium fermentacyjne ma za zadanie zapewnié¢ opty-
malne warunki do rozwoju mikroorganizmow poprzez dostarczenie niezbednych
dla ich rozwoju nutrientéw, makro- i mikrosktadnikéw, a w przypadku niektorych
substratow rowniez witamin [6, 8]. Zaleca si¢ stosowaé syntetyczne media w przy-
padkach, w ktérych brak jednego z komponentow moglby prowadzi¢ do zahamo-
wania wzrostu mikroorganizmow (tab. 1). Media takie nie zawieraja znaczacych
ilosci wegla organicznego, lecz gtdwnie sktadniki mineralne. W tabeli 2 zestawio-
no sktad najczesciej stosowanych w badaniach wg danych literaturowych synte-
tycznych mediéw fermentacyjnych. Prowadzono réwniez testy BMP, w ktorych
zamiast syntetycznego medium stosowana byla woda destylowana [9] lub wodo-
ciggowa [10]. Niezaleznie od charakteru medium fermentacyjnego bardzo czgsto
dodawany jest do niego wodoroweglan sodu, ktéry ma za zadanie zapobiec
nadmiernemu obnizaniu pH w medium, poniewaz zwigzek ten pelni funkcje
buforujaca [11].
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Tabela 1. Niezbedne do wzrostu mikroorganizmow skladniki syntetycznych mediéw
fermentacyjnych [1, 12]

Table 1. The main components of synthetic medium indispensable for microbial growth

Komponent Funkcja Zrédto zwigzku w medium
Azot Gloéwny sktadnik kwaséw nukleinowych NH,4CI, (NHy);SOy4, Ny, KNO3
i aminokwasow
Fosfor Sktadnik kwaséw nukleinowych i fosfolipidow | (NH,),HPO,, KH,PO,
Siarka Sktadniki biatek cysteiny i metioniny, witamin, |Na,SO,, KHSO,, Na,S,0s,
takich jak: tiamina, biotyna, kwas liponowy, Na,S, cysteina itp.
koenzymy
Potas Stosowany przez kilkanascie enzymow KCl, KH,PO,
Magnez Stabilizuje rybosomy, btony komérkowe MgCl,, MgSO,
i kwasy nukleinowe, aktywuje wiele enzymow
kinaz i fosfotransferaz
Sod Niezbedny dla wielu enzymow NaCl
Wapn Stabilizuje komorki bakterii, wazny dla CaCl,
stabilizacji endosporow
Zelazo Obecne w cytochromach FeCls, FeSO,, zelazo
chelatowane
(np. kompleks z EDTA)
Mikrosktadniki np. Sole: Cr, Co, Cu, Mn, Mo, Ni,
Ni - synteza koenzymu A, kofaktor ureazy, Se, V, Zn
Zn - stymuluje wzrost komorek, kofaktor
polimeraz RNA i DNA,
Co - aktywator enzymow, wymagany do
syntezy witaminy B12
Czynniki wzrostu | Wymagane w niskich stezeniach Witaminy, aminokwasy,
puryny i pirymidyny

1.2. Inoculum

Pierwszym z kryteriow wplywajacym na wynik testow BMP (tab. 2), jakie na-

lezy uwzgledni¢ w przypadku omawianego czynnika, jest zrodlo jego pochodzenia,
a co za tym idzie, stan jego aklimatyzacji i adaptacji do testowanego materiahu.
Niezaleznie od zrédla pochodzenia stosowane w tescie inoculum powinno by¢
homogeniczne i reprezentatywne dla reaktora, z ktérego go pobrano, co wiecej,
jak podaja Angelidaki i inni [6], nie powinno by¢ przemywane celem usunigcia
z niego substancji rezydualnych i nieorganicznych zwiazkéw wegla. Zalecenie to
jest sprzeczne z wezesniejszymi wytycznymi podanymi w normie ISO 11734 (1995)
[1,6].

Najczesceiej role inoculum pelnig osady przefermentowane pobierane z komor
fermentacyjnych oczyszczalni $ciekdw komunalnych, co zwigzane jest z ich do-
stepnoscia i obecnoscia w nim aktywnych metabolicznie zespoldw mikroorgani-
zméw [1, 3, 13, 22]. Niemniej, w pewnych przypadkach stosowane sg inne rodzaje
inoculum niz wspomniany fermentat.
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Tabela 2. Skladniki mediow fermentacyjnych stosowanych w testach BMP
Table 2. Composition of synthetic media used in BMP tests

Sklad Zrédlo

(NH,4),HPO,, CaCl,-2H,0, NH,Cl, MgCl,-6H,0, KCI, MnCl,-4H,0, CoCl,-6H,0, H;BOs,
CuCl,-2H,0, Na;Mo0O,-2H,0, ZnCl,, FeCl, H,0, Na,S-9H,0, NaHCO;, kwas foliowy,
witamina B12,witamina B6, ryboflawina, tiamina, kwas nikotynowy, kwas p-aminobenzo-
esowy, B3, kwas liponowy, resazurin

NH,CI, NaCl, MgCl,-6H,0, CaCl,-2H,0, K,HPO,-3H,0, FeCl,-4H,0, H;BOs, ZnCl,,
Cuclz‘szo, Mnclz‘4H20, (NH4)6M07024‘4H20, AlCl;, COC12‘6H20, N1C126H20,
EDTA, stez. HCI, Na,SeOj;-5H,0, biotyna, kwas foliowy, witamina B6, ryboflawina, [6]
tiamina, kwas nikotynowy, witamina B12, kwas p-aminobenzoesowy, witamina B5,

kwas liponowy, resazurin, Na,S-9H,0, NaHCOj3, cysteina-HCI

KzHPO4, NH4C1, MgC126H20, CaClz‘szo, FCC12‘4H20, MHC12‘4H20, H3B03, chlz,
CuClz, N32M004"2H20, COC12‘6H20, N1C126H20, NazseO3, NaHCO3, NaZS‘()HzO
KzHPO4, NH4C1, CaClz‘szo, MgC126H20 lub MgSO47H20, FCC13‘6H20, COC12‘6H20,
MHC12‘4H20, chlz, Nlclz, NazMOO4‘2H20, Cuclz‘szo, NazWO4‘2H20

NH4C1, MgSO47H20, KCl N NaZS‘()HZO, CaClz‘szo, (NH4)2HPO4, Feclz‘4Hzo,

CoCl, 6H,0, KI, MnCl,-4H,0, CuCl, 2H,0, ZnCl,, AlCl;-6H,0, NaMoO,:2H,0, H;BOs, | [16]
NiCl,-6H,0, NaWO,-2H,0, Na,SeOs, cysteina, NaHCO;

Resazurin, FeCl,-4H,0, NH,Cl, Na,HPO,-3H,0, NaH,PO,, NaHCO;, MgCl,-6H,0,
tryptoza, ekstrakt drozdzowy, H,0, FeS/CaCl,, AICl;-6H,0, CoCl,-6H,0, CuCl,-2H,0, [8]
MHC12‘4H20, H3BO3, N32WO4‘2H20, NaZSeO3, (NH4)6M07024‘4H20, ZIlClz, N1C126H20
KH,PO,, Na,HPO,"12H,0, NH,Cl, CaCl,-2H,0, MgCl,-6H,0, FeCl,-4H,0, Na,S-9H,0,
resazurin

FeCl, 4H,0, CoCl, 6H,0, MnCl,*4 H,0, CuCl,-2H,0, ZnCl,, H;BO3,
(NH4)sMo0,0,4:4H,0, Na,SeO;-5H,0, AlCl;-6H,0, NiCl,-6H,0, EDTA, resazurin
NH4C1, KzHPO4,MgSO4‘H20,CaClz‘2H20, ekstrakt drOZdzowy, F6C12‘4H20, H3BO3,
chlz, Cuclz‘szo, Mnclz‘4H20, (NH4)6M07024‘4H20, A1C136HZO, COC126HZO
FCC12‘4H20, chlz, Mnclz‘4H20, H3BO3, COC12‘6H20, CUCIZ‘ZHZO, N1C126HZO
NazsCO3 "SHzo, N32M004"2H20, N8.2W04‘2H20

NaHCO3, KH2PO4, KzHPO4, Caclz‘szo, MgC126H20, NH4C1 [21]

[13]

[14]

[15]

[17]

[18]

[19]

[20]

Raposo i inni [22] w obszernej pracy poréwnujacej wyniki testow BMP z kilkuna-
stu laboratoriow obok osadow przefermentowanych z oczyszczalni sciekéw komu-
nalnych jako zrodto zaszczepu wymieniaja obornik oraz osady wytwarzane lub sto-
sowane (osady granulowane) do oczyszczania $ciekdw w nastepujacych gateziach
przemystu: browarniczy, ziemniaczany, papierniczy, produkcji napojow bezalkoho-
lowych, rolno-spozywczy, gorzelniczy. Ciekawe badania w omawianym zakresie
przeprowadzil Neves ze wspdtautorami [23]. Ocenili oni mozliwos$¢ zastosowania
jako zaszczepu osaddéw zawieszonych i granulowanych. Pierwsze pochodzily
z komor fermentacyjnych, drugie z reaktora UASB, w ktorym oczyszczano Scieki
z browardéw. Wyniki przeprowadzonych testow wykazaly, ze granulowane osady
znacznie lepiej niz zawieszone zapobiegaja zakwaszeniu srodowiska w trakcie
beztlenowej, okresowej biodegradacji odpadéw kuchennych.
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Jednym z najwazniejszych parametréw w testach okresowych, czesto jednak
pomijanym w pracach badawczych, jest proporcja inoculum do substratu. lloraz ten
w literaturze anglojezycznej czesto jest oznaczany jako ISR lub I/S (ang. inoculum
to substrate ratio), czasem podawana jest odwrotna zaleznos¢, opisywana jest ona
wtedy symbolem S/X (ang. waste to inoculum ratio) [5, 23]. Wartos¢ ilorazu mo-
ze by¢ podana w przeliczeniu na suchg masg, suchg mase¢ organiczng lub chemicz-
ne zapotrzebowanie na tlen; z wymienionych najczesciej stosowany jest sposob
drugi [22].

Wplyw omawianego ilorazu na wynik testu BMP nie jest jednoznaczny. Teore-
tycznie nie powinien on wplywac¢ na warto$¢ wspotczynnika produkeji metanu/bio-
gazu, a jedynie na kinetyke procesu, w tym na dlugos¢ lag fazy (ulega skroceniu wraz
ze wzrostem wartosci I/S) [5, 24]. Teze te potwierdzaja m.in. badania Chynowetha
i innych [25]. Wymienieni autorzy, badajac wptyw ISR na rozktad celulozy, odnoto-
wali, ze wartosci produkcji metanu byly porownywalne, ale juz tempo produkcji gazu
bylo nieznacznie wyzsze dla wyzszych wartosci ilorazu. Zjawisko to jest thumaczone
wyzszym stezeniem lotnych kwasdéw tluszczowych w probach z najnizszym I/S.

Kazdy substrat ma optymalng charakterystyczna dla siebie warto§¢ wspdlczyn-
nika I/S, a jego wartos¢ jest swoistym kompromisem pomiedzy endogenng produk-
cja biogazu inoculum, akceptowalng dhugoscia lag fazy i pojemnoscia buforowa.
Najczesciej wartos¢ ilorazu zawarta jest w przedziale od 1 do 3 [24]. Przyktadowo,
w laboratoriach bioracych udzial w projekcie badawczym opisanym w pracy Raposo
i innych [22] test BMP prowadzony byt dla skrobi i celulozy przy ISR na poziomie 2
(w przeliczeniu na s.m.o), a dla zelatyny na poziomie 3. Natomiast Luostarinen
i inni [9] realizowali testy BMP dla osadéw Sciekowych i ich mieszanin z odpadem
thuszczowym przy I/S rdownym 1. Analogiczna warto$¢ ilorazu jest zalecana w pro-
cedurze opisanej przez Owena i wspotpracownikow [13]. Rowniez Neves i inni
[23] wskazuja, ze najczesciej wartos¢ wspdtczynnika I/S ksztaltuje si¢ na poziomie
1, przy czym w przypadku stabo podatnych na degradacje substratow jego wartosé
na ogo6t bywa zwiekszona do 2. Z kolei badania Labatuta i innych [26] oraz Hashi-
moto [27] pozwolity na wytypowanie minimalnej wartosci ISR, jaka jest wymagana
podczas beztlenowej degradacji odpowiednio obornika bydlecego (> 3 g s.m.o./l)
i stomy z pszenicy (10+40 g s.m.o./l). W opisanych przypadkach niezaleznie od
substratu wartos¢ I/S wynosifa 0,5. Natomiast Gonzalez-Fernandez i Garcia-Encina
[28] uznali za optymalng dla gnojowicy swinskiej wartos¢ I/S na poziomie okoto 1.
Elbeshbishy i wspolpracownicy [5] zalecajg prowadzenie testow BMP w celu ich
optymalizacji przynajmniej przy trzech réznych wartosciach I/S i dwdch réznych
rodzajach zaszczepu.

Kolejng istotna kwestia bezposrednio zwigzang z opisanym powyzej wspot-
czynnikiem I/S, jaka nalezy wzia¢ pod uwage przy projektowaniu testow BMP, jest
objetos¢ dodawanego do komér inoculum. Na ilo$¢ inoculum wptyw maja nastepu-
jace czynniki: jego aktywnos¢, stezenie biomasy, stezenie substratu i jego podatnos¢
na biodegradacje. Generalnie obowigzuje zasada, ze objetos¢ inoculum powinna by¢
tak dobrana, aby zapobiec akumulacji w medium fermentacyjnym lotnych kwasow
thuszczowych, a co za tym idzie, jego zakwaszeniu [6, 29, 30]. Objetos¢ stosowanego
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inoculum oszacowana moze by¢ w oparciu o wartos¢ wspotczynnika ISR, moze
by¢ narzucona stosowana procedurg badawcza. Przykladowo Owen i inni [13]
rekomenduja, aby 20% objetosci probki stanowito inoculum, natomiast Kelly i inni
[31] zmniejszajg jego ilos¢ do 10% (v/v). Minimalna objetos¢ inoculum, jaka nalezy
wprowadzi¢ do komoér fermentacyjnych, aby zapobiec opisanym wczesniej zjawi-
skom, moze by¢ rowniez wyznaczona matematycznie. W pracy [1] zaproponowano
nastepujacy wzor:

X Vow Ky
SMA,

V. =
inoculum VSS

inoculum noculum

gdzie:

X, - stezenie substancji ulegajacego hydrolizie w testowanym substracie, g/l,
V. - Objetosé testowanej substancji w zbiorniku pomiarowym, I,

k, - stala szybkosci reakeji hydrolizy, 1/d,

VSSinecuum - St€Zenie zawiesiny organicznej w inoculum, g/1,

SMA ocutum - specyficzna aktywnos¢ metanogenna, g CH4-COD/g organicznej zawiesiny * d-

Powyzsze rownanie w przypadku substratéow bogatych w zwiazki organiczne
zawarte w fazie cieklej mozna odpowiednio zmodyfikowaé pod katem obecnosci
w nich ChZT [6].

Nieco inny sposob obliczenia ilosci inoculum oraz substratu, jaki nalezy dostar-
czy¢ do reaktora, w ktorym prowadzone beda testy BMP, proponuje Moody [32].
Koncepcja obliczen wspomnianego autora bazuje na zatozeniu, ze z rozktadu
1 g ChZT mozna uzyska¢ 395 ml metanu. Schemat obliczen przedstawiony przez
Moody sktada sie z nastepujgcych etapow:

1. Przyjecie zatozenia o objetosci metanu/biogazu, jaki zostanie wytworzony pod-
czas testu BMP - autor rekomenduje zakres od 100 do 150 ml metanu/butelke
lub 165+250 ml biogazu przy 60% udziale w nim metanu - do dalszych obliczen
zatozono, ze w wyniku testu sumaryczna produkcja metanu wyniesie 125 ml.

2. Oszacowanie ilosci ChZT niezbednej do wytworzenia zalozonej objetosci
metanu (zaklada si¢ 70% wydajnosci przetwarzania ChZT):

1 mgChZT

125mICH, - ——2—2"
0,395 ml CH,

-70% —221,5 mg ChZT

3. Obliczenie masy substratu niezbednej do uzyskania zatozonej produkcji metanu:

221,5 mgChZT- _1000ml =Y ml substratu
X mgChZT
Z mg s.m.o.
Y ml substratu- —————— = A mg s.m.o.
1000 ml

gdzie:
X - ChZT w substracie,
Y - objetosé substratu niezbedna do uzyskania zalozonej produkeji metanu,
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Z - zawarto$¢ s.m.o. w substracie,
A - masa substratu niezb¢dna do uzyskania zatozonej produkcji metanu.

4. Obliczenie objetosci inoculum, jaka nalezy wprowadzi¢ do reaktora; zatozenie:
1 £ S.M.0O.inoculum /1 £ S.M.O.gybstrat

Y ml substratu - Zmg s.m.o./1 € mlinoculum

inoculum ml =
Bmg s.m.o./1

B mg s.m.o.
1000 ml

C ml inoculum- =D mg s.m.o. inoculum

gdzie:

B - zawarto$¢ s.m.o. w inoculum,

C - objetos¢ inoculum, jaka nalezy wprowadzi¢ do reaktora, aby iloraz
S.M.0.inocutum / S-M.O.gupstrat Wynosit 1:1,

D - masa inoculum, jaka nalezy wprowadzi¢ do reaktora, aby iloraz s.m.o.jocutum /
S.M.0.gupstrae WYNosit 1:1.

Kolejnym istotnym punktem, jaki nalezy uwzgledni¢ w przypadku inoculum, jest
kwestia jego odgazowania. Dzialanie to polega na jego wstepnej inkubacji w tem-
peraturze, w ktdrej prowadzony byl proces, z ktdrego pobrano inoculum. Zdania
w tej materii sg podzielone. Na ogoét dzialanie to jest rekomendowane. Wedtug
zwolennikéw koncepcji wstepna inkubacja pozwala na zmniejszenie w inoculum
zawartosci ,,resztkowej” (pozostalej po fermentacji) biodegradowalnej frakcji.
Efektem inkubacji inoculum jest obnizenie niespecyficznej produkcji biogazu,
a w konsekwencji zmniejszenie jego wplywu na ostateczny wynik testu, dzieki
czemu zwieksza si¢ precyzja pomiaru produkcji gazu netto testowanego substratu
[3]. Najczesciej stosowana jest inkubacja 1-18-dniowa, z optimum w przedziale
od 2 do 7 déb [4, 7]. Wydluzenie czasu wstepnej inkubacji powyzej rekomendo-
wanego zakresu moze by¢ wymagane dla inoculum charakteryzujacych si¢ wysoka
zawartoscig substancji rezydualnych, jak to ma miejsce na przyklad dla inoculum
pochodzacego z reaktoréw zasilanych wsadem o wysokiej zawartosci thuszczow
i olejow [1, 6]. Przykltadowo, Stergar i Koncan [33], przygotowujac inoculum do
testow BMP, inkubowali je przez siedem dni w temperaturze 35+2°C.

Wedtug Elbeshbishy i innych [5], wstepna inkubacja nie oferuje zadnych zalet
w poréwnaniu do préb zaszczepionych osadami ,,nieodgazowanymi”. Autorzy nie
stwierdzili istotnego statystycznie wpltywu wstepnego przygotowania inoculum na
warto$¢ wspolczynnika produkcji biogazu. Analogiczny wniosek przedstawili Li
i wspolpracownicy [4]. Wstepna inkubacja wedilug autoréw byla czasochlonna
(trwata 21 dni). Jednak, jak podkreslaja autorzy, wstepna inkubacja moze poprawié
nie tylko oszacowanie netto wspdtczynnika produkcji metanu, ale rowniez parame-
trow kinetycznych procesu.

Do oszacowania wplywu inoculum na wartos¢ wspotczynnika produkeji metanu
testowanych substratdw stosowany jest najczesciej test kontrolny (blank assay).
Polega on na inkubacji inoculum w medium fermentacyjnym lub wodzie bez
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dodatku substratu. Uzyskana w takiej probie dla inoculum produkcja metanu w dal-
szej kolejnosci odejmowana jest od wynikéw otrzymanych dla badanych materia-
16w [5, 6]. Nieco inna droga postepowania zostata zaproponowana w niemieckich
wytycznych. Zaklada sie w nich, ze pigciodniowa wstepna inkubacja inoculum
»wyczerpuje” jego potencjal metanogenny, a co za tym idzie, nie ma potrzeby jego
dalszej inkubacji w trakcie wiasciwego testu. Dzialanie takie eliminuje, w przeci-
wienstwie do wczesniej opisanego postepowania, koniecznos¢ prowadzenia rowno-
legle prob dla inoculum i testowanych substratow [5].

Na wynik testow BMP wptywa réwniez aktywno$¢ stosowanego inoculum. Ana-
logicznie jak w przypadku wspdtczynnika ISR, kwestii tej poswieca si¢ niewiele
uwagi w literaturze. Jak podaja Neves i inni [23], poprzez zastosowanie wysoce
reaktywnego zaszczepu mozna uzyskaé skrocenie czasu trwania eksperymentu oraz
zmniejszenie objetosci wymaganego inoculum, a w konsekwencji obnizenie objetosci
komor fermentacyjnych. Oszacowanie aktywnosci réznych troficznych grup w bio-
reaktorze polega na pomiarze wspotczynnika produkcji metanu uzyskiwanego pod-
czas degradacji modelowych substancji (tab. 3). W przypadku rozktadu kwasu octo-
wego dla osadéw zawieszonych i granulowanych minimalna specyficzna aktywnos¢
inoculum powinna wynosi¢ odpowiednio 0,1 i 0,3 g CH4-COD/g qrpanicznej zawiesiny * d

[6].

Tabela 3. Substancje stosowane do oceny aktywnosci roznych grup troficznych [6]
Table 3. Substances used for determination of activity of different trophic groups [6]

Populacja Substancja referencyjna
Bakterie hydrolityczne Amorficzna celuloza, 1 g/l
Bakterie acidogenne Glukoza, 1 g/l
Bakterie proteolityczne Kazeina, 1 g/l
Bakterie acetogenne Kwas propionowy, 0,5 g/l; kwas n-mastowy 0,5 g/l
Metanogeny acetotroficzne Kwas octowy, 1 g/l
Hydrogenotrofy Nadcisnienie 1 atm, mieszanina wodoru/dwutlenku wegla 80/20%

1.3. Substrat

Substrat, dla ktorego oszacowywany jest potencjal metanogenny, powinien by¢
bardzo dobrze scharakteryzowany. Obligatoryjnie nalezy oznaczyé w nim suchg
masg, suchg mas¢ organiczna, ChZT, azot i fosfor. Nalezy podkresli¢ jednak, ze
w przypadku odpadow o niskim pH, takich jak np. zagniwajace odpady kuchenne,
podczas oznaczania stezenia suchej masy moze doj$¢ do uwalniania lotnych zwiaz-
kéw, np. LKT, co moze zanizy¢ wynik analizy. W takiej sytuacji zaleca si¢ pod-
nies¢ pH takich odpadow, a w przypadku szczegolnie lotnych zwiazkow suszyc¢ je
maksymalnie w temperaturze 90°C [6].

Innymi, nie mniej istotnymi parametrami, jakie nalezy poda¢ w charakterystyce
substratu, zwlaszcza w przypadku roslin energetycznych i odpadéw rolniczych, jest
zawarto$¢ w nich ligniny, celulozy i hemicelulozy [1, 6]. Bardzo czesto rowniez
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podawana jest w jej opisie wartos¢ ilorazu ChZT/s.m.o.; moze ona by¢ obliczona
na podstawie stechiometrii reakcji catkowitego utleniania przeksztalcanego zwiaz-
ku [1]. Przyktadowo, dla glukozy warto$¢ ilorazu wynosi 1,067, a zostata oszaco-
wana w nastepujacy sposob:

CsH1206 (M = 180 g/mol) + 60, (M =32) — 6CO, + 6H,O
ChZT/s.m.o. = 6-32/180 = 1,067 g ChZT/g s.m.o.

Dla materii organicznej opisanej nastepujacym uproszczonym rownaniem:
C,H,0, + (n +% —%)02 - nCO, +%H20

warto$¢ ilorazu jest rowna:

(n +Z—t2’j32
ChZzT -\ * <)
Am.o._

12n+a+16b

Wielkos¢ analizowanej probki w wigkszosci testow jest niewielka. W metodzie
opracowanej przez Harriesa i wspolpracownikow [34] wynosi ona 0,5 g, Shelton
i Tiedje [14] rekomenduja 50 pg C/ml, natomiast Owen i inni [13] oraz Kelly i inni
[31] zalecaja, aby wynosita ona odpowiednio <2 g ChZT/l. Zdecydowanie lepiej
jednak w przypadku stalych heterogenicznych odpaddéw organicznych obraz sytuacji
odzwierciedlaja probki o wigkszej masie niz podane. Z dostepnych metod wymog
ten spelniaja m.in. procedura GB21 (50 gs.m.), metoda GS90 (1 kg s.m.) oraz
BM100 (20 g s.m.o.) [8]. Inna kwestig bezposrednio zwigzana z omawianym zagad-
nieniem jest rozcienczenie probki. Odpowiednio dobrane rozcienczenie zabezpie-
cza przed przeciazeniem komory fermentacyjnej lub potencjalng inhibicjg procesu
fermentacji. W testowanych probkach jego stezenie waha sie od 5 do 100% [6].

1.4. Wielko$¢ czgstek

Edelman i inni [35], prowadzac przemyslowe proby w Szwajcarii, wykazali,
ze rozdrobnienie frakcji owocdw i warzyw do rozmiaru 1+2 mm wymagane jest do
otrzymania homogenicznej zawiesiny z osadem wstepnym. Dla tak przygotowanej
mieszaniny odnotowano podwyzszenie produkcji biogazu oraz wzrost stopnia roz-
ktadu substancji organicznej osadu. Réwniez Palmowski i Miiller [36] odnotowali,
ze zmniejszenie wielkosci czastek pozwala na zwigkszenie produkcji biogazu oraz
skrocenie technicznego czasu fermentacji w nastepstwie zwigkszenia powierzchni
kontaktu migdzy mikroorganizmami a substratem. Takze Mshandete i inni [37]
odnotowali po rozdrobnieniu wiokien sizalu z 100 do 2 mm wzrost szybkosci pro-
dukcji metanu o 22% oraz poprawe degradacji o 125%. Nalezy jednak pamigetac,
ze nadmierne rozdrobnienie czastek moze prowadzi¢ do wzrostu stezenia lotnych
kwasoéw tluszczowych w komorze do poziomu powodujacego przeciazenie komory
fadunkiem zanieczyszczen, a w konsekwencji obnizenie efektywnosci procesu [38].
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W testach BMP rozmiar czgstek raczej wplywa na kinetyke procesu niz na
warto$¢ potencjalu metanogennego [24]. Angelidaki i inni [6] celem zwickszenia
powtarzalnosci wynikow testow dla heterogenicznych substratow rekomenduja
ujednolicenie wielkosci czastek.

1.5. Warunki eksperymentu
1.5.1. Mieszanie

Odpowiednio dobrana intensywnos$¢ mieszania zapewnia homogenicznosé
fermentowanej masy, a co za tym idzie, intensyfikuje proces rozktadu biologiczne-
go z uwagi na zapobieganie zaréwno stratyfikacji termicznej, jak i powstawaniu
w komorze miejsc o nierownym stezeniu produktéw metabolizmu mikroorgani-
zmow [39-42]. Jak podkreslaja Vavilin i inni [43], mieszanie jest bardzo waznym
parametrem nie tylko z punktu widzenia zbioru danych do oszacowania potencjatu
metanogennego testowanego substratu, ale rowniez studiow zwigzanych z kinetyka
jego rozktadu w warunkach beztlenowych. Wplyw czynnika na proces stabilizacji
beztlenowej uzalezniony jest od czasu mieszania i jego intensywnosci [3].

Analogicznie jak w przypadku pozostatych czynnikdéw, réwniez w tej kwestii
zdania sa podzielone. Niektére z testdw BMP prowadzone sg z cigglym miesza-
niem, inne z kolei zaktadaja ich prowadzenie w warunkach statycznych lub ewen-
tualnie mieszanie zawartosci komor raz dziennie. Jak podaja Angelidaki i inni [6],
Z pierwsza opcja najczesciej mamy do czynienia w przypadku komor o malej po-
jemnosci, podczas gdy z druga przy realizacji testbw BMP w zbiornikach o znacz-
nie wiekszej pojemnosci. Przykladowo, Luostarinen i inni [9] prowadzili testy
w warunkach statycznych, a mieszanie zawartosci butelek miato miejsce podczas
pomiaru gazu. Natomiast w pracy Raposo i innych [22], w ktdrej zestawiono wyni-
ki badan miedzylaboratoryjnych dla wybranych trzech grup substratow, przedsta-
wiono szerokg game rozwigzan w tym zakresie. Cze$¢ uczestnikow badan stosowa-
fa system statyczny, pozostali mieszali zawarto§¢ komoér recznie Iub za pomoca
automatycznych urzadzen, np. mieszadel magnetycznych.

1.5.2. Czas trwania

Dhugos¢ trwania testow BMP uznawana jest za ich gtéwna wade [6, 8]. W za-
leznos$ci od stosowanej procedury badawczej dlugos¢ trwania testu BMP waha sie
w szerokim zakresie. Metoda opracowana przez Owena i innych [13] zaklada
30-dniowa inkubacj¢, w metodzie Stinsona i Hama czas ten jest wydtuzony do
60 dni, a testy GS90 i BM100 prowadzone sg przez okres odpowiednio 90 i 100 dni
(a nawet dluzej) [8]. Z kolei Hansen i inni [30] stosowali w celu maksymalnego
rozkladu materii organicznej 50-dniowy czas inkubacji. Natomiast czas trwania
testow BMP w réznych laboratoriach zestawiono w pracy Raposo i innych [22]
zawarty byt w przedziale od 13 do 87 ddb (Srednio wynosit 32 d). W literaturze
przedmiotu znalez¢ rowniez mozna przyklady znacznie dtuzszych okreséw inkuba-
cji probek niz podane wczesniej, przykladowo Lopes i inni [44] prowadzili test
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przez 365 dni, Rao i inni [45] oraz Kaparaju i inni [46] realizowali go przez 240
i 155 dni. Z drugiej jednak strony w niektorych testach okresowych stosowano
krétki, 7-dniowy czas inkubacji [47].

1.5.3. Skiad fazy gazowej nad roztworem

Do przeptukiwania probek zastosowanie znajduja gldwnie: azot, mieszanina
azotu i dwutlenku wegla, hel oraz powietrze. W badaniach migdzylaboratoryjnych
przedstawionych w pracy Raposo i innych [22] w 65% przypadkow stosowany byt
azot. Réwniez Luostarinen i inni [9] stosowali w tym celu azot. Natomiast Owen
i inni [13], Angelidaki i inni [6] oraz Neves i inni [23] rekomenduja do tego
mieszaning azotu i dwutlenku wegla. Pierwsi zalecaja stosowa¢ mieszaning o 70%
udziale w niej azotu, a dwaj pozostali o 80% zawartoSci wymienionego gazu.
Nalezy jednak podkresli¢, ze analiza danych wykonana przez Raposo i innych [22]
wyraznie wskazuje, ze sklad fazy gazowej nie ma istotnego statystycznego wplywu
na wyniki testow BMP.

1.5.4. Temperatura

Generalnie testy BMP prowadzone sa w warunkach mezofilowych. Temperatura
inkubacji zawarta jest w przedziale od 35 do 41°C. Sporadycznie testy wykonywa-
ne sg w warunkach termofilowych [22]. Przykladowo, Hansen i inni [30] okreslili
potencjal metanogenny wybranych statych odpadéw organicznych (m.in. olej spo-
zywcezy (rzepakowy), thuszcz wieprzowy, torby papierowe do gromadzenia orga-
nicznych odpadéw), inkubujac je w temperaturze 55°C.

1.5.5. Objetosé komory

Calkowita objetos¢ reaktoréow stosowanych w testach BMP waha si¢ w szero-
kim zakresie od 0,1 do 120 1. Jednakze najczgsciej stosowane sg zbiorniki o objgto-
$ci mniejszej niz 1 1 [3]. Natomiast Angelidaki i inni [6] zawezaja ten zakres do
przedziatu od 100 ml do 2 litréw. Obie uwagi pokrywaja si¢ z danymi zamieszczo-
nymi w pracy Raposo i innych [22], w ktorej zestawiono procedury wykonywania
testow BMP w kilkunastu laboratoriach. Wedtug tych autoréow, najczesciej stoso-
wanymi objetosciami czynnymi reaktorow sg 100 i 500 ml.

1.5.6. Metoda pomiaru objetosci wylworzonego w procesie biogazu

Do pomiaru wytwarzanego w trakcie testu BMP biogazu stosowane sa trzy
gldwne grupy metod, a mianowicie: a) metoda wyporu cieczy przez wydzielajacy
si¢ gaz, b) metoda manometryczna, ¢) metody chromatograficzne [1, 6, 8].

Metoda manometryczna bazuje na pomiarze zmian ci$nienia w zbiorniku o zna-
nej objetosci. Wytwarzany w trakcie przemian biochemicznych biogaz jest propor-
cjonalny do obserwowanej w komorze wartosci nadcisnienia. Stosujac rownanie
gazu doskonalego, szybko i tatwo mozna obliczy¢ objetos¢ biogazu w warunkach
standardowych. Wymaga to jednak doktadnej analizy otrzymywanego w tescie
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biogazu. Najwicksza trudnos¢ w dokladnym oszacowaniu produkcji gazu w tej
metodzie zwigzana jest z rozpuszczalnoscig dwutlenku wegla w medium fermenta-
cyjnym, ktorego stopien zalezy od cisnienia, pH medium, stosunku fazy gazowej
do ciektej, temperatury oraz zlozonej rownowagi termodynamicznej pomigdzy
gazem a weglanami i wodoroweglanami wapnia i magnezu [3].

W poréwnaniu do metody wyporu metody chromatograficzne, jak podaja Soto
i inni (cytowane za [1]), sa bardziej doktadne dla substratow, dla ktorych uzyskiwana
jest niska produkcja metanu. Wspomniane metody w zaleznosci od stosowanego
detektora dzielone sg na dwie grupy: GC z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym
(FID) oraz GC z detektorem termokonduktometrycznym (TCD). W metodzie
pierwszej porownuje si¢ powierzchnie piku analizowanej probki z pikiem otrzyma-
nym po nastrzyknieciu standardu o znanej procentowej zawartosci metanu. Rzeczy-
wista objetos¢ metanu w analizowanej probce réwna jest iloczynowi zawartosci
metanu (w %) i objetosci fazy gazowej [6]. Z kolei w metodzie drugiej pomiar
sktadu biogazu wykonywany jest w oparciu o analize zmian przewodnictwa elek-
trycznego wokot termoelementu. Wielko$¢ zmian przewodnictwa cieplnego jest
wprost proporcjonalna do stezenia analizowanych sktadnikdéw biogazu. Jak podaja
Angelidaki i Sanders [1], regularnie pobierajac probki oraz stosujac referencyjny
gaz (np. azot, hel) w fazie gazowej nad roztworem, mozna oszacowac ilo$¢ metanu
w oparciu o utamek molowy tego gazu w przestrzeni nad medium fermentacyjnym.

Pobdr probek w metodach chromatograficznych wykonywany jest przy uzyciu
strzykawek wyposazonych w blokade cisnienia, co umozliwia pobor gazu nieza-
leznie od cisnienia panujacego w reaktorze. Niewielka objetos¢ pobieranej probki
gazu (np. 100 pl) nie wplywa w istotny sposdb na zmiany cisnienia fazy gazowej
w trakcie testu. Potwierdzaja to miedzy innymi badania Hansena i innych [30],
w ktorych kazdorazowo pobierano 0,2 ml gazu, tacznie objetos¢ gazu pobrana
w czasie pelnego testu stanowita okoto 0,7% calkowitej objetosci fazy gazowej
nad roztworem.

Do pomiaru biogazu opisanymi metodami stosowana jest szeroka gama urza-
dzen. Zastosowanie znajduja m.in. manometry, przetworniki ci$nienia, niskocisnie-
niowe przeplywomierze, urzadzenia wchodzace w sklad systemow mierzacych
objetos¢é gazu metoda wyporu, np. eudiometr. W ofercie handlowej dostepne sg
specjalistyczne urzadzenia, ktére z powodzeniem moga by¢ zastosowane w meto-
dzie manometrycznej, na przyklad zestaw OxiTop ® Control AN niemieckiej firmy
WTW GmbH.

1.5.7. pH i zasadowosé

Optymalny zakres pH dla wigkszosci przemian prowadzonych w warunkach
beztlenowych (np. konwersja LKT do metanu i dwutlenku wegla) zawarty jest
w przedziale od 6,8 do 7,4 [39, 40, 42]. Raposo i inni [22] zalecaja prowadzi¢ testy
okresowe przy pH w zakresie od 7 do 7,8. Jezeli pH badanej probki nie miesci si¢
w podanym przedziale, nalezy je skorygowaé wodorotlenkiem sodu, wapnia lub
kwasem solnym.
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Optymalny dla mezofilowej fermentacji zakres zasadowosci zawarty jest w prze-
dziale 15003000 mg CaCO,/dm’. Jezeli nie wystapia zaklocenia w procesie w po-
staci nadmiernej produkcji LKT, to zasadowos¢ w podanym zakresie pozwala utrzy-
maé pH na staltym poziomie, dzieki neutralizacji srodowiska. Wyzsza zawartos¢
zwigzkdw zasadowych jest niekorzystna i moze prowadzi¢ do wytracania weglanu
wapnia [40, 42]. W pracy Raposo i innych [22], w ktdrej zestawiono procedury
wykonywania testow BMP w kilkunastu laboratoriach, w 41% placowek rozne
stezenia wodoroweglanu sodu byly dodawane do medium w celu zwickszenia
pojemnosci buforowej systemu. Przez dilugi czas rowniez w tym samym celu
dozowano do medium fermentacyjnego fosforany i difosforany. Jednak najnowsze
doniesienia literaturowe podwazaja istote tego dzialania, wskazuja bowiem na
inhibitujace dzialanie buforu fosforanowego na test BMP [3].

2. Potencjat metanogenny

Potencjal metanogenny badanego substratu organicznego moze byé podawany
w przeliczeniu na ilos¢ odpadu (I CH/kg odpadow), jego objetos¢ (I CH4/l odpa-
dow), na zawarto§¢ w nim suchej masy organicznej (I CHy/kg s.m.o.) lub ChZT
(1 CHy/kg ChZT). Wymagane jest, aby objetos¢ wytworzonego metanu zostata
przeliczona na warunki standardowe (1 atm, 0°C) [1, 22]. Mozna rowniez oszaco-
wac teoretycznie wielkos$¢ produkcji biogazu korzystajac z ponizszych wzorow [1]:

(“ + 2 b) 22,4
B - 2 8 4 1CH,
Teor ™ g s.m.o.

12n+a+16b
(“+a—bjzz,4
B, _\2 8 4 (1CH/ )
Teor ChZT
(n+a—3)32 s

3. Stosowane procedury

Pierwszg procedure przeprowadzenia testu BMP opracowali Owen i wspotpra-
cownicy [13] w 1979 roku. Od tamtego momentu stworzono wiele zréznicowanych
algorytmow postgpowania przy okreslaniu potencjalu metanogennego. Czgs¢ z nich
zostata opublikowana w postaci norm ISO, ktore generalnie dziela si¢ na dwie grupy:
pierwsza zajmuje si¢ definicjg beztlenowej biodegradacji zwigzkéw chemicznych
lub tworzyw sztucznych (ISO 14853-1999; ASTM D 5511-1994, ASTM 5210-1992;
ASTM E 2170-2001; ISO 15473-2002 i inne), podczas gdy druga grupa dotyczy bio-
degradacji ztozonych substratow organicznych i produkcji biogazu (ISO 11734-1995,
ISO/DIS 14853-1999; PL Agencja Ochrony Srodowiska 2005 i inne) [6].

W tabeli 4 przedstawiono procedury, jakie zastosowano do okreslenia potencja-
hu metanogennego réznych grup odpaddw.
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Podsumowanie

Reasumujac, przedstawione dane w artykule wskazuja, ze kazda z prezentowa-
nych procedur ma ograniczenia i nie ma obecnie jednej uniwersalnej metody po-
zwalajacej na rutynowa oceng¢ potencjalu metanogennego réznych substratow.
Wydaje si¢, ze na dzien dzisiejszy jednym z kluczowych obszaréw badawczych
w zakresie omawianej tematyki jest rozszerzenie wstepnie zarysowanych w pracy
Angelidaki i wspolautorow [6] pewnych podstawowych wytycznych dla naukow-
cow zajmujacych si¢ badaniem tego parametru. Prawdopodobnie pozwoliloby to
w przysztosci na wiarygodne poréwnywanie wynikow uzyskiwanych w réznych
laboratoriach. Jest to tym bardziej istotne, ze rezultaty testu pomagaja podmiotom
przetwarzania odpadéw w optymalizacji proceséw obrobki odpadow.

Planujac testy BMP, warto nie tylko wzig¢ pod uwage opisane w artykule czyn-
niki, ale réwniez kierowaé si¢ zasadg zaproponowang przez Elbeshbishy i wspol-
pracownikéw [5] i na etapie planowania nowego doswiadczenia zalozyé wykona-
nie testow przy co najmniej trzech réznych wartosciach ilorazu inoculum do
substratu i dwodch réznych rodzajach zaszczepu.

Podziekowania

Pracg zrealizowano w ramach srodkow Polish-Norwegian Research Programme
“Innovation in recycling technologies of sewage sludge and other biowaste - energy
and matter recovery” (BioTEnMaRe).
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BMP Test in the Assessment and Modeling of Biogas Production
from Organic Substrates: Review

Methane yield is one of the most important parameters to assess the efficiency of the
anaerobic digestion process. The biochemical methane potential (BMP) assay has been
widely used to determine the methane yield of organic substrates. First test method was
described by Owen et al. in 1979. Since then, a variety of test procedures for determination of
biochemical methane potential have been reported. Lack of standard protocol for carrying
out measuring biochemical methane potential of various substrates limits the ability to com-
pare results between laboratories. Additionally, there are many factors that may influence
the anaerobic biodegradability of organic materials and a consequence on methane yield.
This article discusses the impact of the following factors: type of substrate, particle size of
the substrate, inoculum, anaerobic medium, inoculum and experimental conditions such as
gas measurement systems, pH and alkalinity, temperature, reactor capacity, stirring, dura-
tion of the test. Many factors must be taken into account in the case of inoculum. It should
take into account such factors as: the source of the sludge used as inoculum and its state of
acclimation and adaptation to a test, inoculum activity, inoculum to substrate ratio (I/S or
ISR). ISR is one of the most important parameters in batch tests. Inoculum / substrate ratio
of 1 (VS basis) is usually used in the assessment of the biochemical methane potential. Never-
theless, in the case of more recalcitrant wastes, the rate of methane production in biochemi-
cal methane potential assays was optimized by increasing the I/S ratio to 2 g VS/g VS.
The BMP results compiled in this article showed that BMP assay are a relatively simple and
reliable method to obtain the biochemical methane potential and rate of organic matter con-
version to methane. The major disadvantage of BMP tests is their duration. In summary, the
data presented in the review indicate that each of the presented procedures have limitations,
and currently there is no method for routine assessment of methane potential different sub-
strates. It seems that at present one of the key research areas in the field of this subject is to
extend initially outlined in the work of Angelidaki et al. [6] some basic guidelines for scien-
tists studying this parameter. Posted at end of article, table lists the details of the procedures
used to determine the biochemical methane potential different organic substrates.

Keywords: batch test, methane, biochemical methane potential (BMP), anaerobic digestion



