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Bevezetés

A fosszilis energiahordozok felhasznaldsanak ugedissmegnévekedése energia
valsagot okoz az 1970-es évek Ota. Ehhez jarult9®@n-es évekt a globalis felmelegedés
jelenségének és mechanizmusanak felismerése. Mikdazdményeként a hidrogén, mint
energia hordoz6 népsisege jelertisen megé6tt kornyezetvédelmi és energetikai
szempontbdl egyarant. Amikor hidrogént hasznalun&rgia hordozéoként, az elégetéskor
vizzé alakul at, a viz pedig ismét felhasznalhakéréolyamatban. Ma a felhasznalt hidrogén
tulnyomé tobbségét fosszilis forrasokbdl nyeri emberiség §z reforméalassal.

Hidrogént megujulé forrasokbdl (biomassza, szerkaBadékok) is dlallithatunk
fermentacios biotechnoldgiai Uton, vagy a fotosgtiktis vizbontassal kapcsolt reakciéban
fotobioldgiai Uton. A terméket egységesen “biohg#n’-nek szokas nevezni. A bioldgiai
hidrogén a feleslegben termdbtt elektronokbdl bizonyos mikroorganizmusokbaldlbeato
hidrogenaz enzim segitségével keletkezik. A hidnégek redox metalloenzimek, élettani
szerepik, alegység szerkezetik és a sejten biiélyezkedésik eltérés tobbféle lehet. Az
aktiv centrumuk felépitése alapjan harom csopaatjidzokas megkulonbdztetni: a [FeFe],
[NiFe] és “redox aktiv fémet nem tartalmazo6” hideagzokrol beszélhetiink.

A biohidrogén termelése vagy kozvetlen fény hatastrté vizbontas, vagy
kozvetett vizbontas, vagy fotofermentacid, vagyésdiermentacié utjan toérténhet. A
dolgozatban alkalmazott sotét fermentécids eljdisadtét tipusi mikroorganizmussal lehet
kivitelezni: a fakultativ anaerobok (ilyenek péltiaa Escherichia coli kilonféle Enterobater
es Citrobakter fajok) vagy obligat anaerobok (peldaClostridium, metilotrof metanogének
és a kéfdzok dsszetett gyomrabanédiajok) vesznek részt a folyamatban. A vizsgalabam
hasznalt Caldicellulosiruptor saccharolyticusa Clostridiumok rokona. A Clostridiumok
hidrogén anyagcseréjét alaposan tanulmanyoztadkbkard €és megallapitottak, hogy a
valtozatos anyagcserével rendelikémktériumok csoportjaban talalhatok olyanok, amlels

fehérjéket, keményit, allati tragyat és szennyviziszapot is jol tudtgbanyagként



hasznositani. Annak ellenére, hogy a korabbi pkitzdisok viszonylag gyenge atalakitasi
hatasfokkal dolgoztak a fermentativ hidrogén teésietljarasoknak igéretes {iijosolnak
elsssorban a K termelésben szeréplhidrogenazok sebessége és a felhasznéalhato

alapanyagok széles skalaja miatt.

A biomassza a fotoszintetikus folyamatok termélddiozatos dsszetéteimegujuld
energiahordozd, melynek végdforrasa a napenergia. Az alacsony nedvességtartalm
biomasszak, mint példaul a fa maradvariyé$zpor, kommunalis szilard hulladék egy részet
egetéssel alakitjak abenergiava. A magasabb nedvességtartalmu biomadsaébtpéldaul
a szennyviziszap, allati hig- vagy almos tragyarméntaciés folyamatokkal lehet
felszabaditani a bennik &kémiai energiat. A Foldon legnagyobb mennyiségtedatke
biomassza féleség a lignocelluldéz, amélgént cellul6zbol, hemicellulézbal, lignidball. A
celluloz és hemicelluléz frakcidt tudjak felhasanah mikrobak miutan ezeket a cukor
polimereket elhidrolizaltak. A hidrolizist tdbb mdal is el lehet érni, példaul magas
homérsékleten, komoly nyomaskilénbség alkalmazasakeégbemegy a folyamat, de ezek
a fiziko-kémiai eljarasok sok energiat igényelndkannak olyan mikroorganizmusok,
amelyek termelnek cellulaz enzimeket, amelyek azinestikus hidrolizist végzik el
kornyezetbardt modon hasitva el ezeket a polimerekkrokka. Megfelél hidrolizalo
enzimek és mikroorganizmusok segitségével szanoosdsisza féleség alakithat6 at kulonféle
biolizemanyagokka, amelyek a fosszilis eredetjtoanyagokat (benzin, diesel olaj, foldgaz)
valthatjak fel a kornyezetszennyezéshez, glob&ismdlegedéshez, legnagyobb mértékben
hozzajarulé kozlekedésben. Specidlisan energiasigertermesztett, U.n. energiandvények
mellett az élelmiszertermelésre mar nem alkalmagémyi biomassza maradvanyokbol
biogazt, bioetanolt vagy biohidrogént allitanak, epari technologiava az élkét megoldas

fejl6dott egyendre.

Vizsgélataim & célja az volt, hogy megvizsgaljam, milyen biomas} és milyen
koérilmények kozott lehet eredményesen biohidrog@mnimeltetni a C. saccharolyticus
baktériummal. Valasztasunk azért erre a baktéribnaste esett, mert egyrészt extrém
termofil korélmények kozott is megeél, ami biotecligiai szempontbdl éhyods tulajdonsag,

masrészt az irodalomban leirtak, hogy cellulozbdéigességgel rendelkezik (bar ezek a



megfigyelések nem voltak egyértdlek), harmadrészt és a Clostridiumok nemzetségének
tagjaihoz hasonléan j6 hidrogén terthéidrogenaz enzimet tartalmaz. A mikroorganizmus
életképességének novelése és tarolhatésaganaksméitdekében a sejteket immobilizaltam

egyszeii és leheatleg olcso hordozdkon. Ez a jdiveli ipari felhasznalasukat segitbel

Modszerek

A Caldicellulosiruptor saccharolyticugl.n. batch (nem folyamatos fermentalas)
kultarait a DSMZ 640 jdi tApkozegben neveltem és tartottam fenn. Az életk&gjtszamot
lemezeléssel anaerob korilmények kozoétt 70 d@érsékleten hataroztam meg. A magas
homeérséklet miatt gelrite szilardito anyagot hasamilagar helyett. A biomassza tdmegét a
sejtek szaraz sulydnak meérésével hatdroztam mederdelt hidrogén kimutatasat és
mennyiségének méréséiviezetképességi detektorral és molekula$zoszloppal felszerelt
gazkoromatografban végeztem. A mintak teljes szerseéntartalmanak mérésére TOC
analizalé berendezést hasznaltam. A sejtek feliitetiobilizalasara és a hordozo felllethez
valé kothidés meghatarozasara eljarast fejlesztettem ki.h&rfe 0sszetétel valtozasat egy
dimenzidos SDS-PAGE moddszerrel detektaltam. A clancentraciot a DNSA modszerrel

mértem.

Eredmeények

1. Kimutattam, hogyC. saccharolyticuggardz bontd aktivitassal rendelkezik cellobioz
jelenlétében. A baktérium eddig ismeretlen, szés-eé@ergiaforrasként szolgalo
szubsztratja viszonylag olcsé biopolimer haszasslehebséget kinal.

2. Az agaroz jelenlétében nevelt sejtekben a proteszéiétel valtozasat mutattam ki,



ami arra utal, hogy az agar6z bontasdban szerép&tdj enzimek indukalhato
természdtek, azaz bioszintézisiket a szubsztrat szabalyozza.

. Hasonl6an az agar6zhozCa saccharolyticuképes a guluronsav hasznositasara és a
természetben nagy mennyiségbefatuld alginatok bontasara. AZ alginatok
cukorsav polimerek, amelyesta C. saccharolyticutidrogént termel.

. Kisérleti eredményeim medssitették, hogy a. saccharolyticugelluléz is bont és
hasznosit. Kimutattam, hogy a sejtek a magas éellés hemicellul6z tartalmd puha
fat igen, a kemény fat nem tudjak elhidrolizalni.

. A tarolaskor, szallitaskor érzékeny sejtek biologiktivitasukat gyorsan elvesztik.
Eletképességilk fokozasara olcsd, nem-toxikus édesszkdrben megtalalhato
immobilizalasi matrixokat azonositottam, meghattawr az immobilizalas optimalis
kérdlményeit.

. A legjobb hordozonak &. saccharolyticusejtek immobilizalasara a puhafa forgacs
bizonyult, amely olcsé anyag, a sejtek tél&Epességét és a térfogategységre jutd
sejtszamot megnoveli, tehat a rendszer hatékonlygg§a. Ugyanakkor a celluléz
€s hemicelluléz szubsztratként valé hasznositasaaal sejtek szamara az
életképessegik megtartasat biztosito szén és arergisként szolgal.

. Kidolgoztam aC. saccharolyticussejtek optimalis tarolasi kérilmeényeit kulonféle
felUleti immobilizaciés rendszerekben. Az eljardssa sejtek hidrogéntermel
képességét a folyadékkultirakban mésh@tnapos élettartamrol 30 napra sikerult
novelni.

. Kimutattam, hogy energia novények, tobbféle égazdasagi hulladék féleség is
hasznalhaté alapanyag @. saccharolyticussegitségével végrehajtott hidrogén

termelés szamara.

Az elvégzett vizsgalatok eredményei mégéették, hogy &. saccharolyticuextrém

termofil baktérium kival6éan alkalmas fermentatiwnittortérd biohidrogén diallitasara. A

gyakorlati alkalmazas szempontjabol meghatarozénfededi, hogy szamos, olcso,ots

szerves hulladékként keletkezbiomassza féleség szolgalhat a biohidrogén tesmelé

alapanyagaul. Ugyanilyen fontos a rendszer éledsgggenek novelése azzal, hogy a sejteket

megfeleb és koltségkimél modszerrel sikerllt hatékonyan immobilizalni, kégtességiket

és bioldgiai aktivitasuk mégzését jeleriisen megndvelve.

4



