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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest spos6b biosolubilizacji (biouptynniania) wegla brunatnego przy
uzyciu mikroorganizmu, w celu pozyskania nawozu organicznego o wysokiej zawarto$ci kwaséw hu-
minowych.

Wegiel brunatny, obok ropy naftowej, gazu ziemnego i wegla kamiennego, jest jednym z najwaz-
niejszych zrédet energii w dzisiejszym Swiecie. Wykorzystuje sie go gtéwnie do produkcji ciepta oraz
energii elektrycznej. Wykorzystanie wegla brunatnego do produkcji energii elektrycznej nie znajduje
petnej akceptaciji na Swiecie ze wzgledu na wysokg, w poréwnaniu z innymi paliwami, emisje dwutlenku
wegla na jednostke uzyskanej energii (94,60 kg CO2/GJ). Dodatkowym czynnikiem dyskwalifikujgcym
uzycie wegla brunatnego jako zrédta pozyskiwania energii elektrycznej jest wysoka emisja gazéw (NOx
i SOx), metali ciezkich (na przyktad Hg) oraz popiotéw lotnych, ktére zanieczyszczajg Srodowisko.

Cechy dyskwalifikujgce wykorzystanie wegla brunatnego do produkcji energii sprawiajg, ze po-
szukuje sie technologii majgcych na celu przetworzenie wegla brunatnego do innych, nowych i uzytecz-
nych produktéw, ktére nie zanieczyszczatyby srodowiska. Jedng z takich technologii jest proces uptyn-
niania wegla. W wyniku procesu uptynniania wegla powstaje mieszanina r6znego rodzaju substanciji,
gtéwnie kwaséw humusowych, ktére skiadajg sie z kwaséw huminowych i fulwowych. Dzieki temu pro-
dukt uptynniania wegla znajduje zastosowanie jako naw6z lub do immobilizaciji i/lub detoksyfikacji agro-
chemikaliéw z ziemi przez ich sorpcje, co zostato opisane w czasopismach: Applied Microbiology and
Biotechnology 1999, t. 52, s. 2-15, Biodegradation 2013, t. 24, s. 305-318 i Fuel 2013, t. 104, s.
717-725.

Znany jest proces uptynniania wegla brunatnego metodg termochemiczng, wymagajgcg duzych
naktadéw energii, drogiej aparatury oraz powodujgcg uwalnianie duzych ilosci dwutlenku wegla.

Znane sg rowniez sposoby uptynniania wegla brunatnego pod wptywem procesow biologicznych
noszace nazwe biosolubilizacji lub biouptynniania, polegajgce na hodowli grzybow i bakterii w pozywce
zawierajgcej ten wegiel. Procesy biosolubilizacji nie wymagajg duzego naktadu energii, zachodzg
w niskiej temperaturze pod ci$nieniem atmosferycznym. Na efektywno$é tego procesu majg wptyw sub-
stancje produkowane przez mikroorganizmy takie jak: enzymy, zwigzki alkaliczne, biosurfaktanty i che-
latory.

Procesy biosolubilizacji wegla brunatnego prowadzonej przy uzyciu mikroorganizméw, takich jak
drozdze z rodziny Candida sp., bakterie Bacillus sp., Streptomyces sp., Arthrobacter sp. i Pseudomonas
sp., grzyby z rodzin: Penicilium sp., Fusarium sp., Trichoderma sp. i Phanerochaete chrysosporium sg
opisane w czasopismach: Critical Reviews in Biotechnology 1991, t. 11, s. 347-366, Applied Microbio-
logy and Biotechnology 1999, t. 52, s. 2-15 i 25-40, Applied Biochemistry and Biotechnology 20086,
t. 42, s. 52-55, Fuel 20121. 103, s. 639-645 i Biodegradation 2013, t. 24, s. 305-318.

Kopalniany wegiel brunatny bez obrébki wstepnej w bardzo niewielkim stopniu ulega biosolubili-
zacji przez mikroorganizmy, dlatego tez przed procesem biosolubilizacji musi byé poddany wstepnej
obrobce.

Znany jest proces chemicznej obrébki wstepnej wegla brunatnego przed procesem biosolubiliza-
cji, przy uzyciu utleniaczy, takich jak kwas azotowy (V), nadtlenek wodoru, nadmanganian (VII) potasu,
opisany w czasopi$mie: Journal of coal science & engineering 2012, t. 18, s. 396-399.

W czasopismach: Fuel Processing Technology 1997, t. 52, s. 55—64, Applied Microbiology and
Biotechnology 1999, s. 57-59, Fuel Processing Technology 2002, 1.78 s.17-23, Energy & Fuels 2003,
t.17, s. 1068-1074, Applied Microbiology and Biotechnology 2006, t. 42, s. 52-55, Mining Science and
Technology 2009, t. 19, s. 358-362, Energy 2009, t. 34, s. 775-781, Fuel 2013 1. 103, s. 639-645, Che-
mical Science Transactions 2014, t. 3, s. 1200-1206 oraz Fuel Processing Technology 2015, t. 131, s.
430-436 ujawniono procesy biouptynniania wegla brunatnego z wykorzystaniem szczep6w bakteryjnych
i grzybowych, takich jak Alternaria sp. F5, Phoma sp. R2/43, Penicillium griseopurpureum R2/42, Pseu-
domonas putida, Polyporus versicolor, Poria monticola, Trichoderma atroviride, Fusarium oxysporum, Pe-
nicillium sp. P6, Trichoderma sp. AH, Bacillus sp. Y7, Aspergillus niger i Gordonia alkanivorans S7, po-
przedzone obrébkg wstepna wegla za pomoca 8 M kwasu azotowego (V) w drastycznych warunkach.

Zgodnie z opisem patentowym PL 216479 surowe kwasy huminowe otrzymuje sie metodami che-
micznymi, polegajgcymi na traktowaniu wegla roztworem NaOH o stezeniu od 0,2-2,2%, i/lub KOH od
0,3-3,1% i/lub NH4OH o stezeniu od 0,2-3,5% z udziatlem substancji kompleksujgcych, takich jak piro-
fosforan sodu i/lub tréjpolifosforan sodu i/lub heksametafosforan sodu, nastepnie oddzieleniu osadu od
ekstraktu, i wytrgceniu kwaséw huminowych poprzez zakwaszenie srodowiska kwasem siarkowym.
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Z opisu patentowego PL 206565, dotyczgcego sposobu otrzymywania biopreparatu do degradaciji
weglowodoréw ciezszych frakcji ropy naftowej, znany jest sposéb hodowli, wyizolowanych metodg ra-
cjonalnego skriningu ze srodowisk skazonych weglowodorami ropy naftowej, szczepu bakterii Gordonia
alkanivorans S7 wraz z innymi szczepami bakterii, w warunkach tlenowych, w sterylnej pozywce zawie-
rajgcej fatwo przyswajalne zrédto wegla, azotu, fosforu, substancje wzrostowe oraz niewielki dodatek
weglowodoréw ropy naftowej, przy zastosowaniu jako inokulum zawiesiny kultur tych szczepéw zawie-
rajgcej dodatek weglowodoréw ciezszych frakcji ropy naftowej. Namnazanie prowadzi sie na wytrzg-
sarce mimosrodowej, przy pH 6,5, w temperaturze 30°C, w czasie 72 godzin. Jako przyswajalne zrédto
wegla stosuje sie glukoze lub sacharoze, jako przyswajalne zrédto azotu — azotan lub siarczan amonu,
jako przyswajalne zrodto fosforu stosuje sie wodorofosforan sodu, przy czym pozywka korzystnie za-
wiera dodatek ekstraktu drozdzowego, makroelementy w postaci jonéw potasu i magnezu oraz mikroe-
lementy w postaci jonédw manganu, zelaza i wapnia.

W opisie patentowym PL 206566, dotyczgcym sposobu otrzymywania biopreparatu do degradaciji
weglowodoréw oleju napedowego, ujawniono sposéb hodowli, wyizolowanych ze srodowisk skazonych
weglowodorami ropy naftowej, szczepu bakterii Gordonia alkanivorans S7 wraz z innymi szczepami
bakterii, w sterylnej pozywce zawierajacej fatwo przyswajalne zrédto wegla, azotu, fosforu, substancje
wzrostowe oraz dodatek weglowodoréw oleju napedowego, przy zastosowaniu jako inokulum zawiesiny
kultur tych szczepbw zawierajgcego weglowodory oleju napedowego. Namnazanie prowadzi sie na wy-
trzgsarce mimosrodowej, przy pH 6,5 w temperaturze 28°C, w czasie 72 godzin. Stosuje sie przyswa-
jalne zrodta wegla, azotu, fosforu jak w opisie patentowym PL 206565. Pozywka takze korzystnie za-
wiera ekstrakt drozdzowy, ewentualnie zawiera makroelementy w postaci jonéw potasu i magnezu oraz
mikroelementy w postaci jonédw manganu, zelaza i wapnia.

Sposéb biosolubilizacji wegla brunatnego przy uzyciu mikroorganizmu, polegajgcy najpierw na
obrébce wstepnej wegla za pomocg czynnika utleniajgcego, a nastepnie prowadzeniu hodowli produk-
cyjnej szczepu bakterii Gordonia alkanivorans S7 w sterylnej pozywce zawierajgcej jako przyswajalne
zrédto wegla wegiel po obrébce wstepnej, a nadto zrédio azotu organicznego, substancji wzrostowych
i jonéw nieorganicznych oraz wode wodociggowg, zaszczepionej inokulum tych bakterii, wedtug wyna-
lazku, polega na tym, ze wegiel brunatny o granulacji 0,8—-2 mm poddaje sie obrébce wstepnej za po-
mocg nadtlenku wodoru o stezeniu 10-20% wagowych poddanego uprzednio ozonowaniu, stosujgc
2 czesci objetosSciowe ozonowanego nadtlenku na 1 cze$é masowg wegla, wkraplanego do wegla
w czasie 1 godziny, po czym wegiel inkubuje sie w temperaturze 20-30°C w czasie 3-7 dni, statycznie
lub w trakcie mieszania i oddziela sie przygotowany w ten spos6b wegiel od fazy ciektej. Nastepnie
prowadzi sie hodowle produkcyjng wstrzgsang szczepu bakterii Gordonia alkanivorans S7 w sterylnej
pozywce hodowlanej zawierajgcej w 1 | wody wodociggowej w czesciach wagowych: 5 czesci wegla po
obrébce wstepnej, 50 czesci organicznego zrédta azotu, 25 czesci substancji wzrostowych, 25 czesci
jonoéw nieorganicznych, zaszczepionej inokulum tych bakterii zawierajgcym 108 — 107 komorek bakterii/ml,
uzytym w ilosci 7,5-10 ml/l podtoza, w warunkach tlenowych w temperaturze 25-30°C w czasie
7-10 dni. Inokulum szczepu bakterii Gordonia alkanivorans S7 otrzymuje sie z selektanta tego szczepu,
wyizolowanego z gleby zanieczyszczonej ropg naftowg i przechowywanego na podtozu agarowym za-
wierajgcym w 1 | wody wodociggowej w cze$ciach wagowych: 50 czeéci zrédta azotu organicznego,
25 czesci substancji wzrostowych, 25 czesci jonéw nieorganicznych, w drodze hodowli wstrzasanej tego
selektanta w pozywce zawierajgcej w 1 | wody wodociggowej w czesciach wagowych: 1-5 czesci wegla
po obrobce wstepnej w postaci miatu, 50 czesci zrédta azotu organicznego, 25 czes$ci substanciji wzro-
stowych, 25 czesci jonéw nieorganicznych, w temperaturze 25-30°C w czasie 2-3 dni. Ozonowanie
nadtlenku wodoru uzytego do obrébki wstepnej wegla prowadzi sie za pomocg mieszaniny ozonu i po-
wietrza, zawierajgcej 80-100 g ozonu/m3 mieszaniny, stosujgc 6-9 | tej mieszaniny na 100-150 ml
nadtlenku wodoru, wprowadzanej z szybkoscig 0,1 I/minute, w temperaturze 19—-20° w czasie 60-90
minut. W pozywkach hodowlanych stosuje sie jako zrédto azotu organicznego korzystnie baktopepton,
jako substancje wzrostowe korzystnie ekstrakt drozdzowy, a nadto jako zrédto jonédw nieorganicznych
chlorek sodu.

Sposbb wedtug wynalazku umozliwia uzyskanie heterogennego ptynnego produktu zawierajg-
cego w fazie ciektej 9-13 mg/ml kwaséw huminowych oraz faze statg przy ubytku suchej masy wegla
na poziomie 54-64%.
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Sposéb wedtug wynalazku ilustrujg blizej nizej podane przykfady. Do obrébki wstepnej wegla wy-
korzystano aparature zawierajgcg wytwornice ozonu BMT 803N, firmy BMT Messtechnik, szklany reak-
tor, osuszacz DH3 firmy BMT Messtechnik oraz miernik stezenia ozonu BMT 964 takze firmy BMT Mes-
stechnik.

Przyktad |

100 ml nadtlenku wodoru o stezeniu 10%, po ozonowaniu w reaktorze szklanym mieszaning
ozonu i powietrza zawierajgcg ozon w ilosci 100 g/m3, przeptywajgcg z szybkoscig 0,1 I/min, wkroplono
w czasie 1 godziny do 50 g wegla brunatnego o ziamisto$ci 0,8—2 mm. Nastepnie wegiel inkubowano
w temperaturze 20°C statycznie 7 dni i sgczono na sgczku bibutowym, wegiel pozostaty na sgczku
suszono w temperaturze 50°C i stosowano w procesie biosolubilizacji.

Selektant szczepu bakterii Gordonia alkanivorans S7, wyizolowany z gleby zanieczyszczonej
ropg naftowg i przechowywany na podtozu agarowym o nazwie LB agar, zawierajgcym 50 cze$ci wa-
gowych baktopeptonu, 25 czesci wagowych ekstraktu drozdzowego i 25 czeéci chlorku sodu na 1000
czesci wody destylowanej, zalano 5 ml soli fizjologicznej i wymieszano, aby komorki bakterii byty zawie-
szone w catej objetosci roztworu. Tak uzyskang zawiesing komoérek bakterii wprowadzono do kolby
0 pojemnosci 1 | zawierajgcej 100 ml podtoza o sktadzie w procentach wagowych w przeliczeniu na
objeto$é podtoza: 1% peptonu, 0,5% ekstraktu drozdzowego, 0,5% chlorku sodu oraz 0,1% wegla po
obrébce wstepnej w postaci miatu o Srednicy ziaren <0,6 mm i prowadzono hodowle wstrzgsang
w warunkach tlenowych w temperaturze 30°C w czasie 3 dni na wytrzgsarce mimosrodowej o amplitu-
dzie 4,5 cm, przy szybkosci obrotéw 200 min-',w celu uzyskania inokulum wtasciwego. 100 ml uzyska-
nego inokulum wtasciwego bakterii Gordonia alkanivorans S7 zawierajgcego 108 — 107 komérek/ml do-
dano do kolby o pojemnoéci 1 |, zawierajgcej 5 g s.m. wegla obrobionego wstepnie i wysterylizowanego
w temperaturze 121°C przez 15 minut oraz wysterylizowane 50 czesci wagowych baktopeptonu,
25 czesci wagowych ekstraktu drozdzowego i 25 czesci chlorku sodu i prowadzono biosolubilizacje
wegla w drodze hodowli produkcyjnej szczepu bakterii Gordonia alkanivorans S7 w warunkach tleno-
wych w temperaturze 30°C na wytrzgsarce mimosrodowej o amplitudzie 4,5 cm przy szybko$ci obrotow
200 min-'w czasie 7 dni. Uzyskang po tym czasie mieszanine sgczono na sgczku bibutowym otrzymujgc
70 ml ciektego biosolubilizowanego wegla o stezeniu kwaséw huminowych 9,6 mg/ml. Ubytek suchej
masy wegla w wyniku biosolubilizacji byt rowny 64%.

Przyktad Il

100 ml nadtlenku wodoru o stezeniu 15%, po ozonowaniu w reaktorze szklanym mieszaning
ozonu i powietrza zawierajgcg ozon w ilosci 100 g/m przeptywajgcg z szybkoscig 0,1 I/min, wkroplono
w czasie 1 godziny do 50 g wegla brunatnego o ziamistoci 0,8—2 mm. Nastepnie wegiel inkubowano
w temperaturze 20°C statycznie 7 dni i sgczono na saczku bibutowym, wegiel pozostaty na sgczku
suszono w temperaturze 50°C i stosowano w procesie biosolubilizacji.

Selektant szczepu bakterii Gordonia alkanivorans S7 wyizolowany jak w przyktadzie | przecho-
wywany na podtozu agarowym LB agar o sktadzie jak w przykfadzie |, zalano 5 ml soli fizjologicznej
i wymieszano, aby komorki bakterii byty zawieszone w catej objetosci roztworu. Tak uzyskang zawiesine
komoérek bakterii wprowadzono do kolby o pojemnos$ci 1 | zawierajgcej 100 ml podtoza o sktadzie
w procentach wagowych w przeliczeniu na objetos¢ podtoza: 1% peptonu, 0,5% ekstraktu drozdzowego,
0,5% chlorku sodu oraz 0,1% wegla po obrébce wstepnej w postaci miatu o $rednicy ziaren <0,6 mm
i prowadzono hodowle wstrzgsang inokulum w warunkach jak w przykfadzie I. 100 ml uzyskanego ino-
kulum wtasciwego bakterii Gordonia alkanivorans S7 zawierajgcego 108 — 107 komérek/ml dodano do
kolby o pojemnosci 1 |, zawierajacej 5 g s.m. wegla obrobionego wstepnie i wysterylizowanego w tem-
peraturze 121°C przez 15 minut oraz wysterylizowane 50 cze$ci wagowych baktopeptonu, 25 czesci
wagowych ekstraktu drozdzowego i 25 czesci chlorku sodu i prowadzono biosolubilizacje wegla w dro-
dze hodowli produkcyjnej szczepu bakterii Gordonia alkanivorans S7 w warunkach jak w przyktadzie |.
Uzyskang po tym czasie mieszanine sgczono na sgczku bibutowym otrzymujgc 70 ml ciektego biosolu-
bilizowanego wegla o stezeniu kwaséw huminowych 12,6 mg/ml. Ubytek suchej masy wegla w wyniku
biosolubilizacji byt rowny 54%.

Przyktad Il

100 ml nadtlenku wodoru o stezeniu 20%, po ozonowaniu w reaktorze szklanym mieszaning
ozonu i powietrza zawierajgcg ozon w ilosci 100 g/m3, przeptywajgcg z szybkoscig 0,1 I/min, wkroplono
w czasie 1 godziny do 50 g wegla brunatnego o ziamistosci 0,8—2 mm. Nastepnie wegiel inkubowano
w temperaturze 20°C statycznie 7 dni i sgczono na sgczku bibutowym, wegiel pozostaty na sgczku
suszono w temperaturze 50°C i stosowano w procesie biosolubilizacji.
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Selektant szczepu bakterii Gordonia alkanivorans S7 wyizolowany jak w przyktadzie | i przecho-
wywany na podtozu agarowym LB agar o sktadzie jak w przyktadzie |, zalano 5 ml soli fizjologicznej
i wymieszano, aby komorki bakterii byty zawieszone w catej objetosci roztworu. Tak uzyskang zawiesine
komoérek bakterii wprowadzono do kolby o pojemnoéci 1 | zawierajacej 100 ml podtoza o sktadzie
w procentach wagowych w przeliczeniu na objetos¢ podtoza: 1% peptonu, 0,5% ekstraktu drozdzo-
wego, 0,5% chlorku sodu oraz 0,1% wegla po obrébce wstepnej w postaci miatu o Srednicy ziaren
<0,6 mm i prowadzono hodowle wstrzgsang inokulum w warunkach jak w przyktadzie 1. 100 ml uzyska-
nego inokulum wtasciwego bakterii Gordonia alkanivorans S7 zawierajgcego 108 — 107 komoérek/ml do-
dano do kolby o pojemnoéci 1 |, zawierajgcej 5 g s.m. wegla obrobionego wstepnie i wysterylizowanego
w temperaturze 121°C przez 15 minut oraz wysterylizowane 50 czesci wagowych baktopeptonu,
25 czesci wagowych ekstraktu drozdzowego i 25 czesci chlorku sodu i prowadzono biosolubilizacje
wegla w drodze hodowli produkcyjnej szczepu bakterii Gordonia alkanivorans S7 w warunkach jak
w przykfadzie I. Uzyskang po tym czasie mieszanine sgczono na sgczku bibutowym otrzymujgc 70 ml
ciektego biosolubilizowanego wegla o stezeniu kwaséw huminowych 10,4 mg/ml. Ubytek suchej masy
wegla w wyniku biosolubilizacji byt réwny 56%.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposo6b biosolubilizacji wegla brunatnego przy uzyciu mikroorganizmu, polegajgcy najpierw
na obrébce wstepnej wegla za pomoca czynnika utleniajgcego, a nastepnie prowadzeniu ho-
dowli produkcyjnej szczepu bakterii Gordonia alkanivorans S7 w sterylnej pozywce zawiera-
jacej jako przyswajalne zrédito wegla wegiel po obrébce wstepnej, a nadto zrédto azotu orga-
nicznego, substancji wzrostowych i jonéw nieorganicznych oraz wode wodociggowq, zaszcze-
pionej inokulum tych bakterii, znamienny tym, ze wegiel brunatny o granulacji 0,8—2 mm pod-
daje sie obrobce wstepnej w drodze dziatania na niego nadtlenkiem wodoru o stezeniu
10-20% wagowych, poddanym uprzednio ozonowaniu, stosujgc 2 czesci objetosciowe 0zo-
nowanego nadtlenku na 1 cze$¢ masowa wegla, wkraplanego do wegla w czasie 1 godziny,
po czym wegiel inkubuje sie w temperaturze 20-30°C w czasie 3—7 dni, statycznie lub w trak-
cie mieszania i oddziela sie przygotowany w ten sposéb wegiel od fazy ciektej, nastepnie pro-
wadzi sie hodowle produkcyjng wstrzasang szczepu bakterii Gordonia alkanivorans S7 w ste-
rylnej pozywce hodowlanej zawierajacej w 1 | wody wodociggowej w cze$ciach wagowych:
5 czesciwegla po obrébce wstepnej, 50 czesci organicznego zrédta azotu, 25 czesci substan-
cji wzrostowych, 25 czesci jonéw nieorganicznych, zaszczepionej inokulum tych bakterii za-
wierajgcym 108 — 107 komérek bakterii/ml, uzytym w ilosci 7,5-10 ml/l podtoza, w warunkach
tlenowych w temperaturze 25-30°C w czasie 7-10 dni.

2. Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze ozonowanie nadtlenku wodoru uzytego do ob-
rébki wstepnej wegla prowadzi sie za pomocg mieszaniny ozonu i powietrza, zawierajgcej
80-100 g ozonu/m3 mieszaniny, stosujgc 6-9 | tej mieszaniny na 100-150 ml nadtlenku wo-
doru, wprowadzanej z szybkoscig 0,1 I/minute, w temperaturze 19-20° w czasie 60—-90 minut.

3. Sposbéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze inokulum szczepu bakterii Gordonia alkanivo-
rans S7 otrzymuje sie z selektanta tego szczepu wyizolowanego z gleby zanieczyszczonej
ropg naftowg i przechowywanego na podtozu agarowym zawierajgcym w 1 | wody wodocig-
gowej w czesSciach wagowych: 50 czesci zrédta azotu organicznego, 25 czesci substancji
wzrostowych, 25 czesci jondw nieorganicznych, w drodze hodowli wstrzgsanej tego selektanta
w pozywce zawierajgcej w 1 | wody wodociggowej w cze$ciach wagowych: 1-5 czesci wegla
po obrébce wstepnej w postaci miatu, 50 czesci zrédta azotu organicznego, 25 czesci sub-
stancji wzrostowych, 25 czeéci jondw nieorganicznych, w temperaturze 25-30°C w czasie
2-3 dni.

4. Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w pozywkach hodowlanych stosuje sie jako
zrodio azotu organicznego baktopepton, jako substancje wzrostowe ekstrakt drozdzowy,
a nadto jako zrédto jondéw nieorganicznych chlorek sodu.



