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Bevezetés

Napjainkban az elektromos aranddlitasa, aités és kozlekedés mind
elsssorban a fosszilis energiahordozoktol figg. A féleg kbolaj és szén
elégetésével odriasi mennyisegzén-dioxid keral az FoOld légterébe, ami
nagyban hozzajarul a bolygdénkon tapasztalhato kidtazashoz. Raadasul a
rendelkezésiinkre all6 fosszilis tiaahyag készletek néhany évtizeden belll
kimertlhetnek, mivel kégwlésik Uteme lIényegesen lassabb, mint kitermelésik
sebessége. Mindezek a problémak arra 6sztonzikaaokat, hogy alternativ,
koérnyezetbarat energiahordozokat talaljanak, arkelye megujulé
energiaforrasokbdl is &hllithatbak. A hidrogén egyike a legigéretesebb
jeldlteknek, hiszen elégetése soran kizarolag aisdz keletkezik. Szamos
megujulé energiaforrds alkalmas hidrogéfaéitasara, koztik a napenergia,
szélenergia, vizi energia vagy éppen a biomassza.

Az elmult években a bioldgiai hidrogéntermelés eggn intenziven
kutatott tudomanyteruletté valt. A fotoszintetiz&l@nobaktériumok, zéldalgak,
bibor baktériumok segitségével fényenergia felndssaval termeltethét
hidrogén, mig mas baktériumok, archaebaktériumédrmentativ anyagcsere
atvonalaik révén - kivaldan hasznalhatéak arrayhagso szerves anyagokbol
termeljenek hidrogént.

A mezgazdasag és a husipar révén hatalmas mennyiséghlatkelznek
kulonféle szénhidratokban és fehérjekben gazdagladakok, melyek
kornyezetbarat artalmatlanitasa jelenleg igen &gks. Ugyanakkor ezek a
szerves hulladékok alkalmasak lehetnek arra, hadrodpéntermed mikrobak
taplalékaul szolgaljanak. A biologiai hulladékkezelés a sotét fermentacion
alapulé biohidrogén-termelés kombinacidja egyitj két problémara is
megoldast jelenthet. Egy kombinalt eljaras réevasal kdrnyezetbarat moédon
bonthatdéak le kilénféle mégazdasagi hulladékok és egyiileg alternativ

energiahordozd, hidrogén iallithato.
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Célkitiizés

Munkam célja az volt, hogy létrehozzak egy hulldd&znositd

rendszert, amely a fehérjékben gazdag allati eficldi@iiadekokbadl (toll, sér,

hasliszt) hasznos terméket, hidrogént képesli@ani. Ezen célok elérése

érdekében a kovetkékérdeésekre probaltam valaszt kapni:

1. Kétlépeéses, keratin hulladékot hasznositd fermédcios rendszer

kidolgozasa

Felhasznalhat6-e a@acillus licheniformis KK1 torzzsel
bontott toll oldata hidrogénterngel mikroorganizmusok
tapanyagaként? Tobb potencidlis jelolt koézul melyik
hidrogéntermd t6rzs hasznéalhaté a kétlépéses rendszerben?
Melyek a hidrogéntermelés szempontjabol optimalis
tollbontasi kértlmények?

Megoldhato-e a hidrogénternidépés léptéknovelése?

A csirketollon kivil mas keratin tartalmd hulladék
(disznésdrrel, libatollal ) is niikddtetheb-e a rendszer?.

Milyen hidrogén kihozatal érh&tel a kilonféle keratin

hulladékok felhasznalasa soran?

2. Akétlépéses rendszer médositasa husliszt hasgitasara.

Felhasznalhat6-e a hasliszt hidrogénteémel
mikroorganizmusok tadpanyagaként?

Megoldhato-e a hidrogénternidepés léptéknovelése?
Milyen hidrogén kihozatal érhitel hasliszt felhasznalasa

soran?



3. Ahulladék bontas felgyorsitdsa molekularis bidlgiai eszk6zokkel

e Mi a B. licheniformis keratindzt koédolé génjének a
nukleotidsorrendje?

* Lehetséges-e &Bacillus keratinazt nmkodoképes formaban
tultermeltetnikE. coligazdasejtben

Modszerek

Mind Erlenmeyer-lombikban, mind egy Braun Bios2€U 3 tipusu
fermentor 1 literes Gvegedényében bontottam aailiatB. licheniformisKK1
torzs felhasznaldsaval. A sejtmentes tapoldatok érfetartalmanak és
fehérjemintazatanak &theni valtozasat megfigyelve nyomon kovettem a
tollbontasi  folyamatokat. A toll bakteridlis keze##®hl szarmazoé
hidrolizatumokon tobb potencialis hidrogénterénel mikroorganizmust
(Caldicellulosiruptor saccharolyticysEscherichia coli K12, Thermococcus
litoralis és Pyrococcus furiosys nbvesztettem, valamint meghataroztam a
torzsek hidrogéntermelését gazkromatografias maodszegitségevel. A
csirketollon kivul egyéb keratin hulladékok (sest#s, libatoll, husliszt)
bakteridlis bontasabol szarmazo peptid oldatokakipsobaltam T. litoralis
tapanyagforrasaként. A hidrogéntertnépés Iéptekndvel kisérleteit egy 6,9
liter térfogatu szakaszos uzeéifbatch) fermentorban végeztem el.

A B. licheniformis KK1 térzs keratinazanak klondézasahoz nagy
pontossagu PCR reakciét végeztem. A DNS munkaknsstandard DNS
manipulaciés technikakat alkalmaztam, valamint kive a felhasznalt
anyagok, enzimek, eszkdzok gyartdinak UtmutatddakeratinazE. colrban
tortérs  heterolog tultermeltetéséhez egy pBAD/glll alapdltermeb
konstrukciot készitettem el. A keratinaz aktivitgsektrofotométer segitségével,
kromogén peptid (N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA) IHasznalasaval
detektaltam.



Eredmenyek

Eredményeim a kdvetkézpontokban foglalhatoak dssze:

1. Kifejlesztettem egy minimal tapoldatot (CMSY) égy mérési modszert
annak eldontésére, hogy kilonféle szerves anyadéklneamzhatoak-e

hipertermofil hidrogéntermélmikroorganizmusok tapanyagakent.

2. Bacillus licheniformiskKK1 tdrzs felhasznalasaval, Erlenmeyer-lombikban
84 Ora alatt sikerult egész csirketollat lebontainazoltam, hogy hidrolizis
soran a tapoldatban kismérgieptidek halmozodnak fel. Megallapitottam a

hidrogéntermelés szempontjabodl legkedidrkeratinbontési ittartamot.

3. Tobb hidrogéntermél mikroorganizmus Kscherichia coli
Caldicellulosiruptor saccharolyticud’hermococcus litorali€sPyrococcus
furiosug 6sszehasonlitasat kogenh megallapitottam, hogy & litoralis a
legalkalmasabb jel6lt a keratin hidrolizatumon édéthidrogéntermelésre.

4. Megéllapitottam, hogy a csirketoll kevertetésérmentaciojahoz a
szubszratot éketesenérolni kell. Megvalositottam a keratin bont6 [épés
3,5-szeres léptekndvelését szabalyozott, fermesmtairiimények kozott.
Bizonyitottam, hogy a fermentacio 138. oOrajara d ttara elbomlik,
mikdzben kismérégtpeptidekben gazdag tapoldat keletkezik.



. Bizonyitottam, hogy a toll bontasabol kapott délat a koéltséges
Bacto- Peptone-hoz hasonldéan hasznalialiboralis tApanyagforrasaként.

.Egy magas dmérséklei fermentorban megvaldsitottam a keratin
hidrolizatumon végzett hidrogén termelés 125-szdémeknovelését. A
hidrogéntermdl fermentéciét fermentorban elvégezve az addigi sgamabb

hidrogén koncentraciot €s hidrogén kihozatalt taizdism.

. A kétlépéses fermentacids eljarast sert@#sss hdsliszt hasznositasara

(e

eredett hulladékbdl hidrogéngaz termeltetiet

. Izolaltam aB. licheniformis KK1 keratinazat kédoldkerA gént, majd

meghataroztam annak nukleotidsorrendijét.

. A keratindzE. coliban tortéd tultermeltetéséhez létrehoztam egy fehérje
tultermeb konstrukciot. A pBLK-BAD vektorral transzformalindukalt E.

coli sejtek periplazmajaban aktiv keratinaz jelenlététattam ki.
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