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 Отримання  водню  з  відходів  кукурудзи  та  соняшника  при   
 збагаченні  природної асоціації  мікроорганізмів  родами   
 Clostridiuт  та  Bacillus  

Досліджено здатність до продукування водню з целюлозовмісної сировини в анаеробному мезофільному ферментативному 
процесі природних асоціацій мікроорганізмів, які виділено з ґрунту та озера. Показано, що вихід водню залежить від видо-
вого складу мікроорганізмів асоціації. Додаткове збагачення природної асоціації одночасно мікроорганізмами родів 
Clostridiuт і Bacillus приводить до суттєвого зниження терміну лаг-фази та підвищення виходу водню в 4 рази у порівнян-
ні з природною асоціацією. За таких умов вміст водню в біогазі підвищується і досягає 85±5%.  
Ключові слова: природна асоціація мікроорганізмів, водень, целюлоза, сільськогосподарські відходи, Clostridiuт, Bacillus. 

Исследована способность к выделению водорода из целлюлозосодержащего сырья в анаэробном мезофильном фермента-
тивном процессе природных ассоциаций микроорганизмов, выделенных из почвы и озера. Показано, что выход водорода 
зависит от видового состава микроорганизмов в ассоциации. Дополнительное обогащение природной ассоциации одновре-
менно микроорганизмами родов Clostridiuт и Bacillus приводит к существенному снижению срока лаг-фазы и повышению 
выхода водорода в 4 раза по сравнению с природной ассоциацией. При таких условиях содержание водорода в биогазе по-
вышается и достигает 85±5%. 
Ключевые слова: природная ассоциация микроорганизмов, водород, целлюлоза, сельскохозяйственные отходы, Clostridiuт, 
Bacillus. 

Більше 80% енергії отримують з викопного 
палива. Його використання  призводить до за-
бруднення навколишнього середовища відходами 
виробництва, кліматичних змін та швидкого ви-
снаження природних ресурсів, що спонукає спі-
льноту до пошуку відновлюваних екологічно чи-
стих джерел енергії. Таким енергоносієм є во-
день, сучасні технології одержання якого є енер-
гоємними процесами і потребують, окрім елект-
ролізу води та газифікації біомаси, енергетичних 
викопних ресурсів [1]. Відновлюваною сирови-
ною для отримання водню можуть слугувати від-
ходи сільськогосподарської та харчової промис-
ловості. Ферментативний процес можна прово-
дити в мезофільних або термофільних умовах за 
використання чистих культур або асоціацій мік-
роорганізмів.  Ефективність продукування водню  

мікроорганізмами залежить від співвідношення 
видів мікроорганізмів у реакторі, оскільки змі-
шані культури можуть створити необхідні комбі-
нації метаболічних шляхів для переробки різних 
інгредієнтів, що містяться у біоенергетичній си-
ровині, і, відповідно, створити умови до більш 
ефективного розкладу біомаси, ніж чисті види 
бактерій [2]. При використанні як чистих куль-
тур, так і угруповань мікроорганізмів, з підви-
щенням температури зростає швидкість деструк-
ції сировини, змінюється метаболізм, зменшуєть-
ся приріст біомаси, розчинність газів СО2 та Н2 і 
підвищується вихід водню. Але в термофільних 
умовах низький приріст біомаси може призвести 
до зміни метаболізму мікроорганізмів при ста-
рінні культури з  використанням безперервного 
процесу, що  негативно  впливає  на вихід водню. 
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Підвищення температури також призводить до 
росту енерговитрат і, відповідно, ціни на кінце-
вий продукт. 

За використання чистої культури мікроорга-
нізмів Clostridium thermocellum у термофільних 
умовах при розкладі целюлозних волокон одер-
жано вихід водню 11,2 моль H2 на кг субстрату 
[3]. У випадку сумісного використання культури 
Clostridium thermocellum JN4 та Thermoanaero-
bacterium thermosaccharolyticum GD17 вихід водню 
з подрібнених стебел та качанів кукурудзи за мезо-
фільних умов складав 16,1-20,4 ммоль Н2/кг [4]. 
Використання асоціації мікроорганізмів дозволяє 
розширити коло сполук субстрату, з яких відбу-
вається продукування водню, підвищити швид-
кість його утворення та вихід порівняно з чисти-
ми культурами [5]. Так, при зброджуванні целю-
лозовмісних субстратів асоціацією мікроорганіз-
мів з домінуванням родів Thermoanaerobacterium 
thermosaccharolyticum і Clostridium за термофіль-
них умов вихід водню складав 7,22 ммоль H2/г 
карбоксиметилцелюлози при її концентрації  
0,25 г/дм3 [6]. Застосування асоціації мікроорга-
нізмів родів Enterococcus та Clostridium при збро-
джуванні соломи пшениці у двостадійному процесі 
дозволило отримати 79,5 см3 H2 на г субстрату [7]. 
За використання рослинних відходів у мезофільно-
му режимі асоціацією мікроорганізмів, збагаченою 
Buttiauxella sp.4, Rahnella sp. 10, Raoultella sp. 47, 
одержано вихід водню 85,65 см3 Н2/г [8]. При фер-
ментації целюлозовмісної сировини природною 
асоціацією мікроорганізмів за мезофільних умов 
вихід водню складав 61,3 см3 Н2/г субстрату за ак-
тивності целюлози 0,19 ммоль/хв·см3 [9]. Вихід 
водню також залежить від складу відходів, мето-
ду попередньої підготовки субстрату, його кон-
центрації та умов проведення процесу [1013]. 
Тому визначення найбільш продуктивної приро-
дної асоціації та родів мікроорганізмів, що при-
водять до більш повного розкладу целюлозовміс-
ної сировини і підвищеного виходу водню, є ак-
туальною проблемою. 

Мета роботи: виділення домінуючих родів 
мікроорганізмів, які підвищують вихід водню з 
целюлозовмісної сировини. Для досягнення пос-
тавленої мети необхідно вирішити наступні зада-
чі: визначити  найбільш  ефективну  природну 

асоціацію мікроорганізмів-деструкторів целюло-
зи і продуцентів молекулярного водню та прове-
сти її адаптацію до субстратів; виділити домінан-
тні роди мікроорганізмів в асоціації; дослідити 
процес ферментації  при збагаченні природної 
асоціації мікроорганізмами родів Clostridiuт та 
Bacillus.  

Матеріали та методи. Для отримання асоціа-
ції мікроорганізмів-деструкторів целюлози та про-
дуцентів молекулярного водню використовували 
зразки з ґрунту та мул із озера. Зважування проб 
проводили за допомогою технічних вагів Т-200. 
 Для приготування інокуляту вносили 5 г ґру-
нту в 250 см3 дистильованої води. Для інактивації 
метаногенних бактерій суспензію ґрунту протя-
гом години витримували на водяній бані за тем-
ператури 90°C. Співвідношення інокуляту до ку-
льтурального середовища становило 1:5 за 
об’ємом.   

Культивування здійснювали у флаконах 
об’ємом 300 см3, заповнених на 70% сумішшю 
інокуляту, води та відповідним субстратом (4 г), 
які герметично закривали гумовою пробкою та 
гвинтовим затискачем. Процес проводили в анае-
робних мезофільних умовах при температурі 30-
35°C в термостаті сухоповітряному ТС-80М у 
періодичному режимі. Ступінь анаеробності се-
редовища відстежували за зміною забарвлення 
розчину резазурину марки х.ч. (0,15 г/дм3), який 
додавали в кількості 1 см3/дм3. 

Фільтрувальний папір (біла стрічка) викори-
стовували як джерело целюлози в контрольному 
досліді. Для запобігання дефіциту живильних 
речовин у контрольному зразку до реактора до-
давали солі у кількості: 0,2 г KH2PO4; 0,2 г 
NH4NO3; 0,1 г MgSO4·7H2O; 0,01 г CaCO3 [14]. 

Як субстрат використовували суміш відходів 
кукурудзи та соняшника у співвідношенні 1:1. 
Для підвищення швидкості процесу утворення 
водню і  доступності живильних речовин відходи 
попередньо подрібнювали до розмірів 3-5 мм та 
обробляли 20% розчином NaOH протягом 3 го-
дин. Субстрат промивали дистильованою водою 
до нейтрального значення рН.  

Склад газу, що утворювався у процесі фермен-
тації, визначали методом газової хроматографії за 
допомогою  газового  хроматографа  ЛХМ-5МД  за 
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стандартною методикою [15]. Коефіцієнти для пе-
рерахунку: К(Н2)=0,00142; К(N2)=0,0065; 
К(О2)=0,005; К(СО2)=0,029; К(СН4)=0,0026. 

Для селекції асоціації мікроорганізмів-
деструкторів целюлози та продуцентів водню 
використовували поживне середовище Омелян-
ського, що містить, г/дм3: (NH4)3PO4 – 
1,0; K2HPO4 – 1,0; MgSO4 – 0,5; NaCl – 
0,1; CaCO3 – 2,0; FeSO4 – 2 краплі 1% розчину; 
пептон – 0,6; дистильована вода – 1000 см3 і фі-
льтрувальний папір "біла стрічка" як джерело 
целюлози. 

Для виділення ізольованих колоній анаероб-
них мікроорганізмів використовували метод по-
сіву мікробіологічною петлею збіднюючим 
штрихом за стандартною методикою в анаерос-
таті для роду Clostridiuт та у присутності кисню 
для роду Bacillus [16]. Склад поживного середо-
вища для вирощування колоній містить, г/дм3: 
K2HPO4 – 30; KH2PO4 – 2; MgSO4 – 1; NH4Cl – 1; 
СаСО3 – 0,1; FеСІ2 – 0,4; агар – 15; мікрокриста-
лічну целюлозу – 10. Середовище стерилізували 
автоклавуванням протягом 20 хв при 50,65 кПа, 
121°C. Після стерилізації додавали 2 краплі інди-
катора (резазурину) для візуального контролю 
окисно-відновного потенціалу середовища. У 
чашки Петрі з 15 см3 агаризованого середовища 
вносили мікроорганізми. Для уникнення утво-
рення конденсату в анаеростат вносили 30-50 г 
відпаленого (1 год при 100°С) гранульованого 
(d=2-4 мм) силікагелю. Повітря заміщували на 
аргон 3-кратним циклом "вакуумування – запов-
нення аргоном". Аргон, який використовували, 
(ДСТУ 10157-79, перший сорт) містить О2 в кон-
центрації не вище 0,002%. Для запобігання кон-
тамінації іншими видами мікроорганізмів прово-
дили пересів декілька разів. 

Для культивування мікроорганізмів проводили 
пересівання з чашок Петрі з анаеростату для роду 
Clostridiuт на середовище Омелянського, для роду 
Bacillus – на м’ясопептонний бульйон.    

Морфологію клітин вивчали методами світ-
лової мікроскопії за допомогою мікроскопа XSP-
139TP зі збільшенням 1000х. Забарвлення по 
Граму проводили згідно із загальноприйнятою 
методикою [14].  

Результати та обговорення. Для визначення 
найбільш продуктивної природної асоціації про-
цес ферментації проводили за використання фі-
льтрувального паперу як єдиного джерела карбо-
ну. Порівняльна характеристика газової фази, що 
продукується асоціаціями мікроорганізмів із ґру-
нту та озера в процесі ферментації, наведена в 
таблиці 1. Ферментацію починали за наявності 
повітря у реакторах для пригнічення розвитку 
метаногенних бактерій-консументів водню. Тому 
газова фаза містить велику кількість азоту, який 
утилізується мікроорганізмами дуже повільно, і 
його відсоток у газовій фазі зменшується за ра-
хунок утворення водню та СО2. Кисень у процесі 
ферментації витрачається на процеси окиснення 
аеробними, факультативно-аеробними або факу-
льтативно-анаеробними мікроорганізмами, які 
присутні в асоціації. Відсутність кисню в розчині 
(5 доба для асоціації з ґрунту) також спостерігали 
за зміною забарвлення резазурину з синього на 
рожевий. Як видно з табл. 1, зниження концент-
рації кисню в газовій фазі приводить до підви-
щення виходу водню. Оскільки у випадку асоціа-
ції з озера за період експерименту не відбувалось 
повної утилізації кисню, то відповідно і розвиток 
воденьпродукуючих мікроорганізмів був обме-
жений. Асоціація з ґрунту при максимальному 
виході водню (6 доба культивування) продукува-
ла його у 2,4 рази більше, ніж асоціація з озера 
(рис. 1). Зниження виходу водню після 6 доби 
можна пояснити як зниженням концентрації жи-
вильних речовин, так і інгібуванням водню гідро-
генази – ферменту, який відповідає за його утво-
рення. Тобто, необхідною умовою для створення 
технології одержання водню біохімічним шляхом 
є відведення газової фази із зони реактора. Вихо-
дячи з наведених даних, можна констатувати, що 
найбільш продуктивною асоціацією мікрооргані-
змів є асоціація з ґрунту. 
Таблиця 1. Зміна якісного та кількісного складу газової 

суміші у процесі культивування 
Доба  

культивування 
Параметр 

Інокулят  
з озера 

Інокулят  
із грунту 

3 

Н2, % 0,5 ± 0,03 0 
N2, % 75 ± 3,7 77,9 ± 3,9 

СО2, % 20 ± 1,0 16 ± 0,8 
О2, % 4,5 ± 0,2 6,1 ± 0,3 

4 Н2, % 2,7 ± 0,1 2,4 ± 0,1 
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Доба  
культивування 

Параметр 
Інокулят  

з озера 
Інокулят  
із грунту 

N2, % 72,8 ± 3,6 75,7 ± 3,7 
СО2, % 21 ± 1,0 18,9 ± 0,9 
О2, % 3,5 ± 0,1 3 ± 0,1 

5 

Н2, % 4,5 ± 0,2 13,5 ± 0,7 
N2, % 71 ± 3,6 65 ± 3,2 

СО2, % 21,1 ± 1,0 21,5 ± 1,0 
О2, % 3,4 ± 0,1 0 

6 

Н2, % 14,5 ± 0,7 34,7 ± 1,7 
N2, % 61 ± 3,0 42 ± 2,1 

СО2, % 23,4 ± 1,1 23,3 ± 1,1 
О2, % 1,1 ± 0,05 0 

7 

Н2, % 3,5 ± 0,1 18,4 ± 0,9 
N2, % 71,3 ± 3,5 56,6 ± 2,8 

СО2, % 24,7 ± 1,2 25 ± 1,2 
О2, % 0,5 ± 0,03 0 

 

 
Рис. 1. Зміна виходу водню W від часу t культивування 

різних асоціацій мікроорганізмів:  
1 – із грунту; 2 – з озера. 

Мікроскопічні дослідження асоціацій пока-
зали домінування бактерії роду Bacillus з вели-
кою кількістю спор в асоціації з озера та роду 
Clostridiuт в асоціації з ґрунту. Бактерії роду 
Bacillus було виявлено, але в меншій кількості, в 
асоціації з ґрунту. Домінування мікроорганізмів 
двох родів Clostridiuт та Bacillus сприяє підви-
щенню виходу водню. Мікроорганізми роду 
Bacillus – факультативно-аеробні бактерії, які ви-
користовують розчинений у середовищі кисень 
для процесу дихання, створюючи анаеробні умови 
для мікроорганізмів роду Clostridiuт (облігатно-
анаеробні), які продукують водень за маслянокис-
лим шляхом. При цьому мікроорганізми роду 
Clostridiuт мають широкий спектр толерантності 
до кисню, а мікроорганізми роду Bacillus при не-
стачі кисню в середовищі здійснюють анаеробне 
бродіння змішаного типу, що також може приво-
дити до виділення водню з целюлозовмісної сиро-
вини, і відповідно до підвищення виходу водню. 

 Також перевага асоціації на основі мікроор-
ганізмів родів Clostridium та Bacillus полягає в 
тому, що залишок кисню в середовищі приводить 
до інгібування життєдіяльності метаноутворюю-
чих мікроорганізмів-консументів водню. Припи-
нення процесу метаногенезу, який перебігає од-
ночасно з утворенням водню при ферментації 
целюлозовмісних відходів, приводить до збіль-
шення виходу водню і є необхідною умовою біо-
технології отримання водню.     
 На рис. 2 представлено фотографії виділених 
із природних асоціацій колоній представників 
родів Clostridiuт та Bacillus. Для запобігання ко-
нтамінації іншими видами мікроорганізмів та 
отримання колонії певного виду з асоціації мік-
роорганізмів проводили багаторазове пересіван-
ня. Ізольовані колонії мікроорганізмів роду 
Clostridiuт виділяли в анаеростаті, роду Bacillus 
– на твердому поживному середовищі за присут-
ності кисню.   

 
а 

 
      б 

Рис. 2. Колонії виділених мікроорганізмів родів:  
а – Clostridiuт з термінально та субтермінально  
розташованими спорами; б – Bacillus зі спорами. 
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Нарощування біомаси виділених колоній 
проводили на рідкому поживному середовищі 
Омелянського для мікроорганізмів роду 
Clostridiuт і м’ясопептонному бульйоні для мік-
роорганізмів роду Bacillus.  

У таблиці 2 наведено склад біогазу, що утво-
рюється в процесі ферментації відходів кукуру-
дзи та соняшника за використання збагаченої мі-
кроорганізмами родів Clostridiuт та (або) Bacillus 
асоціації мікроорганізмів із ґрунту. Для збага-
чення природної асоціації у реактор додатково 
вносили 20 см3 інокуляту з мікроорганізмами ро-
ду Clostridiuт та 50 см3 роду Bacillus.  

Як видно з таблиці 2, додаткове збагачення 
природної асоціації мікроорганізмами тільки ро-
ду Clostridiuт або Bacillus призводить до змен-
шення терміну лаг-фази (рис. 3) та виходу водню 
в порівнянні з природною асоціацією. Зниження 
продукування водню мікроорганізмами, збагаче-
ними одним видом асоціації, можна пояснити 
руйнуванням трофічних зв’язків і, як наслідок, 
зменшенням швидкості ферментації складних 
субстратів, збільшенням кількості метаболітів, 
які призводять до інгібування процесу продуку-
вання водню, зміною  ферментативних  шляхів  із  

біосинтезу водню на інший тип бродіння. Тобто 
домінування одного роду мікроорганізмів приз-
водить до зменшення виходу водню. Натомість, 
при внесенні в природну асоціацію одночасно 
мікроорганізмів обох родів Clostridiuт та Bacillus 
вихід водню збільшується (табл. 2, рис. 3). При 
цьому зникає лаг-фаза або її термін значно змен-
шується (рис. 3), про що свідчить вміст водню у 
біогазі на рівні 58% через добу після запуску 
процесу ферментації. Тобто симбіоз мікрооргані-
змів двох родів у співвідношенні 1:2,5 відповідно 
приводить до підвищення швидкості продукуван-
ня водню за анаеробних умов у 2 рази (2 доба для 
збагаченої асоціації і 4 доба для природної). Це 
пояснюється тим, що бактерії роду Bacillus у про-
цесі своєї життєдіяльності створюють необхідні 
умови для анаеробного процесу целюлозного бро-
діння за участі мікроорганізмів роду Clostridiuт.  

Підвищення ефективності процесу утворен-
ня водню у ферментативному процесі при збага-
ченні природної асоціації мікроорганізмами ро-
дів Clostridiuт та Bacillus дозволяє скоротити 
час ферментації сировини, підвищити вміст ене-
ргоносія в біогазі, що робить процес отримання 
водню енергоефективним. 

 

Таблиця. 2. Cклад біогазу при збагаченні природної асоціації мікроорганізмами родів Clostridium і Bacillus 

Доба  
культи- 
вування 

Речовина 
Природна  
асоціація 

Природна асоціація 
збагачена Clostridium 

Природна асоціація 
збагачена Bacillus 

Природна асоціація  
збагачена Clostridium  

та Bacillus 

1 
Н2, % 0 0,2 ± 0,01 2,3 ± 0,1 58,1 ± 2,9 
N2, % 49,5 ± 2,5 24,4 ± 1,2 49,1 ± 2,5 35 ± 1,7 
О2, % 10,75 ± 0,5 3,4 ± 0,1 10,9 ± 0,5 2,1 ± 0,1 

2 
Н2, % 0,2 ± 0,01 29,3 ± 1,4 12,9 ± 0,6 85,7 ± 4,3 
N2, % 59,5 ± 2,9 50,3 ± 2,5 45,6 ± 2,3 11 ± 0,5 
О2, % 6,8 ± 0,3 0 0 0 

3 
Н2, % 2 ± 0,1 14,8 ± 0,7 4,1 ± 0,2 79 ± 3,9 
N2, % 61 ± 3,0 57 ± 2,8 53,2 ± 2,7 14 ± 0,7 
О2, % 2,3 ± 0,1 0 0 0 

4 
Н2, % 48 ± 2,4 9,1 ± 0,4 2,1 ± 0,1 65 ± 3,2 
N2, % 46 ± 2,3 61 ± 3,0 55,1 ± 2,7 21 ± 1,0 
О2, % 0 0 0 0 

5 
Н2, % 34 ± 1,7 6,5 ± 0,3 1,1 ± 0,05 54 ± 2,7 
N2, % 52 ± 2,6 64 ± 3,2 57 ± 2,8 32 ± 1,6 
О2, % 0 0 0 0 
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Рис. 3. Зміна виходу водню W у процесі культивування:  

1 – асоціація збагачена Clostridium і Bacillus;  
2 – природна асоціація; 3 – асоціація збагачена Clostridium; 

4 – асоціація збагачена Bacillus. 
 
Висновки. 1. Вихід водню в анаеробному 

процесі ферментації целюлозовмісної сировини 
залежить від видового складу мікроорганізмів в 
асоціації. Найбільш ефективною природною асо-
ціацією для отримання водню з сільськогоспо-
дарських відходів  є асоціація мікроорганізмів із 
ґрунту, в якій домінуючими є мікроорганізми 
роду Clostridiuт.  

2. Збагачення природної асоціації мікроор-
ганізмами родів Clostridiuт та Bacillus у співвід-
ношенні 1:2,5 приводить до інтенсифікації про-
цесу ферментації та збільшення виходу водню в 4 
рази, а також до скорочення терміну лаг-фази, що 
приводить до підвищення енергоефективності 
процесу. За таких умов вміст водню в біогазі до-
сягає 85±5%. 
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