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Hydrogen production by microorganisms

Abstract: Hydrogen is considered as an attractive energy carrier that can replace conventional fossil fuels in the future. Current
methods of hydrogen production are based on conventional fossil fuels like natural gas, petroleum and coal. These methods are
energy-expensive and cause environmental pollution. This is the reason behind the great interest in hydrogen production from
biomass by microorganisms under anaerobic conditions. This direction seems to be very attractive because biomass is a versatile and
renewable energy source and can be a method of utilization of various organic wastes. The article presents known biological processes
leading to hydrogen production: dark fermentation, photofermentation, direct and indirect biophotolysis, anaerobic respiration
of sulphate-reducing bacteria under conditions of sulphate depletion. Dark fermentation and dark fermentation followed by
photofermentation seem to be the most promising concepts for the future applications. Many investigations now are focused
on improving the yield of hydrogen during fermentation. Molecular techniques like the analysis of 16S rRNA gene or fluorescent
in situ hybridization (FISH) are employed to identify and isolate new species of hydrogen-producing bacteria. Hydrogenases are key
enzymes responsible for hydrogen evolution in all of the known biological processes. They are metalloenzymes carring out a simple
chemical reaction: 2H" + 2e” ~ H,. In anaerobic hydrogen-producing eukaryotic microorganisms hydrogenases are usually located
in special organella — hydrogenosomes. Hydrogenosomes are an adaptation to anaerobic conditions and become energetic centers of
the cell. Microorganisms responsible for hydrogen production in rumen, a specific fermentative chamber, are also described.

1. Introduction. 2. Hydrogen production in biological processes. 2.1. Direct biophotolysis. 2.2. Indirect biophotolysis. 2.3. Dark
fermentation. 2.3.1. Pirogronian formation. 2.3.2. Butyrate-butanol fermentation. 2.3.3. Mixed-acid fermentation. 2.3.4. Regulation
of hydrogen production during mixed-acid fermentation. 2.3.5. Substrates for hydrogen fermentation. 2.3.6. Hydrogen yield during
fermentation. 2.3.7. Improvement of hydrogen yield during fermentation. 2.4. Photofermentation. 2.5. Rumen fermentation.
2.6. Hydrogenosomes. 2.7. Hydrogenases. 2.8. Sulphate reducing bacteria. 3. Summary
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1. Wprowadzenie

Wodor, najlzejszy ze znanych gazow, pierwiastek
chemiczny rozpoczynajacy uktad okresowy, uwazany
jest za jeden z istotniejszych no$nikow energii przysz-
tosci, okreslany jest nawet mianem paliwa XXI wieku.
Zainteresowanie wodorem jako paliwem energetycz-
nym wynika z perspektywy wyczerpania si¢ zi6z
tradycyjnych zrodet energii, jakimi sa wegiel czy ropa
naftowa. Wodor stanowi czyste zrodlo energii, bowiem
jedynym produktem jego spalania jest woda, nie po-
wstaje przy tym dwutlenek wegla. Reakcja spalania
czasteczki wodoru przebiega wedlug wzoru opisane-
g0 przez roOwnanie 1:

H,+%0, - H,0 (réwnanie 1)

Dzigki temu spalanie wodoru nie przyczynia si¢ do
powstawania dziury ozonowej, efektu cieplarnianego
i kwasnych deszczy [48, 59].

Wodor jest rowniez bardzo wydajnym zrédlem
energii. Jego energia wlasciwa wynosi 33 Wh/g i jest
najwyzsza spos$rod wszystkich paliw. Dla poréwnania
energia wlasciwa metanu wynosi 14,2 Wh/g a wegla
9,1 Wh/g. Jednak ggstos¢ energii paliwa, ktora jest
iloczynem energii wlasciwej paliwa i ggstosci paliwa
w g/cm?, dla skroplonego wodoru jest do$¢ niska i wy-
nosi 2,7 Wh/cm?, dla poréwniania skroplonego meta-
nu 6,0 Wh/cm? a wegla 19,2 Wh/cm?3. Wynika to z nis-
kiej gestosci skroplonego gazu [64]. Wodor moze by¢
przeksztalcany w energi¢ w silnikach spalinowych
oraz w chemicznych ogniwach paliwowych. Jednak tej
pory wodor nie jest wykorzystywany jako paliwo
energetyczne na wigksza skalg. Wchodzi natomiast
w sktad paliw rakietowych. Pewne nadzieje wiaze
si¢ z wykorzystaniem wodoru jako paliwa samocho-
dowego. Jednak istnieja dzi§ powazne ograniczenia
w zastosowaniach wodoru jako no$nika energii. Sa to
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wybuchowos$¢ substancji, konieczno§¢ zmniejszenia
objetosci wodoru przez kompresje czy skroplenie, pro-
blemy z jego przechowywaniem i dystrybucja oraz
obecne metody jego otrzymywania. Wodér wykorzys-
tywany jest w przemysle chemicznym, m.in. do produk-
cji amoniaku, chlorowodoru, metanolu, w reakcjach
redukcji jak redukcja tlenkow do wolnych metali,
w usuwaniu zwiazkow siarki i azotu, w reakcjach uwo-
dornienia, wysycania wigzan jak utwardzanie ttusz-
czow ciektych, do usuwania $ladowych ilosci tlenu
W zapobieganiu procesom utleniania i powstawaniu
korozji. Wodor stosowany jest tez w palnikach tleno-
wo-wodorowych [17].

Mimo ze wodor jest najbardziej rozpowszechnio-
nym pierwiastkiem w przyrodzie to w czystej postaci
nie wystepuje, istnieje jedynie w zwiazkach chemicz-
nych. Obecnie wodor otrzymuje si¢ gtownie z kon-
wencjonalnych zrodel energii. Do tradycyjnych spo-
sobow produkcji wodoru naleza:

o konwersja z para wodna (reforming parowy)
gazu i ropy naftowej; jest to reakcja wegglowodo-
roOw z para wodna w bardzo wysokich tempe-
raturach 700-1100°C w obecnosci katalizatora
metalicznego, czego wynikiem jest powstanie
mieszaniny gazow (ang. syngas), tlenku wegla,
dwutlenku wegla i wodoru; w wyniku w dalszej
reakcji tlenku wegla z para wodna powstaje dwu-
tlenek wegla i wodor.

o gazyfikacja wegla lub koksu (réwniez oparta na
reakcji z para wodna, proces analogiczny do re-
formingu parowego);

o clektroliza wody, czyli rozktad wody pod wpty-
wem statego pradu elektrycznego;

Znana jest tez technologia plazmowa, czyli roz-
dzielanie weglowodorow na wodor i czysty wegiel
w temperaturze 1600-2000°C. Wszystkie te procesy sa
energochtonne, opieraja si¢ na nieodwracalnych zrod-
fach energii i powoduja zatrucie srodowiska. Otrzy-
manie czystego paliwa energetycznego takim kosztem
jest bezzasadne. Stad duze zainteresowanie produkcja
wodoru z biomasy, w tym procesami prowadzonymi
przez drobnoustroje [48, 59].

Biomasa jest to ogdlna masa materii organicznej
pochodzenia ro§linnego lub zwierzecego, w ktorej
w wyniku procesu fotosyntezy akumulowana jest ener-
gia stoneczna. Ilo$¢ laséw na kuli ziemskiej szacuje
si¢ na 700 bilionéw ton. Jest to odpowiednik energe-
tyczny 5 biliondw ton ropy naftowej. Do celéw ener-
getycznych mozna wykorzysta¢ odpady produkc;ji rol-
niczej jak stoma, niejadalne czesci roslin uprawnych;
odchody zwierzat; odpady przemystu cukrowniczego,
migsnego, thuszczowego, drzewnego, skdrzanego, pa-
pierniczego; osady $ciekowe; rosliny szybko rosnace
uprawiane specjalnie na potrzeby produkcji biomasy
(np. wierzba wiciowa, trawy). List¢ ta mozna jeszcze
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znacznie wydtuzy¢. Cecha biomasy jako zrédta energii
jest odnawialno$¢ i uniwersalnos$¢. Dwutlenek wegla,
ktory jest produktem ubocznym rozktadu biomasy, nie
przyczynia si¢ do powstania efektu cieplarnianego,
gdyz pochodzi z biezacej produkcji roslinnej i moze by¢
zaabsorbowany w procesach fotosyntezy. To wszystko
sprawia, ze biomas¢ uwaza si¢ za wazne odnawialne
zroédto wodoru w niedalekiej przysztosci. Wodor z bio-
masy mozna otrzymaé¢ w wyniku nastepujacych typow
procesow [12, 59]:
« gazyfikacja biomasy, jest to reakcja z para wodna
w wysokiej temperaturze ok. 800—1000°C podob-
nej do reformingu parowego i gazyfikacji wegla;

e piroliza, czyli przeksztalcenie biomasy w mie-

szaning gazow, frakcje ptynna biooil (bio-olej)
oraz wegiel drzewny pod wplywem wysokiej
temperatury 500-700°C bez udziatu tlenu, frak-
cja ptynna poddawana jest nast¢pnie reformin-
gowi parowemu;

 nadkrytyczne przeksztatcenie biomasy do dwu-

tlenku wegla 1 wodoru, ktore polega na tym, ze
mieszanina biomasy i wody o jednolitej konsys-
tencji poddawana jest dziataniu bardzo wysokie-
go ci$nienia 22MPa (krytyczne ci$nienie wody),
temperatura procesu jest nizsza niz w przypadku
gazyfikacji i pirolizy.

Jak wida¢ wszystkie te procesy wymagaja dostar-
czenia energii. Rozwaza si¢ wykorzystanie energii sto-
necznej w procesach gazyfikacji biomasy.

e procesy prowadzone przez mikroorganizmy.

2. Produkcja wodoru w procesach biologicznych
2.1. BezpoSrednia biofotoliza

Bezposrednia biofotoliza, czyli fotosyntetyczna
produkcja wodoru z wody jest procesem biologicz-
nym, w ktorym energia Swietlna jest wykorzystywana
do rozbicia czasteczki wody na wodor i tlen wedtug
rownania 2:

energia $wietlna

2H,0 — 2H, + 0, (réwnanie 2)

Zjawisko to wykryto i opisano dla mikroskopij-
nych glonow, np. zielenic w warunkach beztlenowych.
Przyktadowymi gatunkami sa Chlamydomonas rein-
hardtii, Chlorella fusca, Scenedesmus obliquus. Foto-
produkcja wodoru przez mikroskopijne glony znajduje
si¢ W centrum zainteresowania badaczy, gdyz stano-
wi potencjalne zrodlo odnawialnego wodoru z wody
i energii stonecznej. Mechanizm tego zjawiska wygla-
da w nastepujaco. Energia Swietlna absorbowana jest
przez transblonowy kompleks polipeptydow zwany
fotosystemem II, ktory katalizuje transport elektrondw
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z wody do plastochinolu wedtug reakcji opisanej przez
rownanie 3. Proces ten stymulowany jest §wiattem.

energia $wietlna
2PQ (plastochinol utl.) + 2H,0 —  2PQH,
(plastochinol zred.) + O, (réwnanie 3)

Nastegpnie elektrony sa przenoszone z plastochino-
lu na plastocyjaning przez cytochrom bf. A dalej inny
transbtonowy kompleks peptydowy zwany fotosyste-
mem [ przenosi je na ferredoksyng. Hydrogenaza, en-
zym odpowiedzialny za produkcj¢ wodoru (patrz
rozdz. 2.7), odbiera elektrony ze zredukowanej ferro-
doksyny i redukujac protony uwalnia wodér. W wa-
runkach tlenowych wodér wykorzystywany jest do
redukcji dwutlenku wegla. Aby nastapila produkcja
wodoru przez zielenice wymagana jest inkubacja glo-
no6w w warunkach beztlenowych od kilku minut do
kilku godzin. Czas ten jest niezbedny do indukcji
biatek odpowiedzialnych za produkcj¢ wodoru, w tym
najwazniejszego, czyli hydrogenazy. Hydrogenazy sa
bardzo wrazliwe na tlen. Tak wigc aby nastapita pro-
dukcja wodoru musi istnie¢ oddzielenie czasowe
1 przestrzenne etapu prowadzacego do powstawania
tlenu od etapu prowadzacego do tworzenia wodoru.
Taki stan moze by¢ osiagnigty, gdy hodowla zielenic
zostanie umieszczona w Srodowisku ubogim w siarke.
W warunkach niedoboru siarki nastgpuje zahamowa-
nie syntezy biatka D1, podjednostki czgsci rdzeniowej
fotosystemu II, ktora ulega czgstej wymianie. Biatko
D1 jest bogate w aminokwasy zawierajace siarke jak
cysteina i metionina. W opisanych warunkach w krot-
kim czasie produkcja tlenu i absorpcja dwutlenku
wegla ustaja i tworzy si¢ woddr. Uwalnianie wodoru
stymuluje syntezg ATP w komorce. Konstruowane sa
mutanty, ktore posiadatyby hydrogenazy odporne na
tlen i produkowalyby wodor w warunkach tlenowych
[25, 30, 44]. W komorkach zielenic wykryto liazg pi-
rogronian:mréwczan (PFL) jak rowniez oksydoreduk-
tazg pirogronian : ferrodeksyna i inne enzymy umozli-
wiajace oddychanie w warunkach beztlenowych [6].

2.2. Posrednia biofotoliza

Wodor produkowany jest rowniez przez since, pro-
kariotyczne fotosyntetyzujace organizmy. Fotosynteza
przebiega podobnie jak u roslin. Proces, ktory prowa-
dzi do powstawania wodoru to tzw. posrednia fotoliza.
Wiele gatunkdw sinic potrafi wiazaé azot atmosferycz-
ny redukujac go do amoniaku. Sinice maja bardzo
ubogie wymagania pokarmowe. Potrzebuja dwutlen-
ku wegla i azotu z powietrza, wody, soli mineralnych
1 $wiatla jako jedynego zrodta energii. Fotoliza posred-
nia jest procesem dwuetapowym. Pierwszym etapem
jest normalna fotosynteza w wyniku ktorej nastgpuje
redukcja dwutlenku wegla do weglowodanow. Dwu-
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tlenek wegla jest wigc nosnikiem elektronow i proto-
now powstatych w wyniku rozktadu czasteczki wody.
W drugim etapie we¢glowodany ulegaja rozktadowi
czg$ciowo na drodze fermentacji a czg$ciowo przy
udziale fotosystemu I pod wptywem $wiatta. Nastgpuje
przeniesienie elektronow z czasteczki cukru na ferre-
doksyng za posrednictwem biatek fotosystemu I pod
wplywem energii §wietlnej. W powstawaniu wodoru
w procesie posredniej fotolizy istotna rolg odgrywaja
trzy enzymy, nitrogenaza i dwie hydrogenazy NiFe,
jedna pobierajaca, ktora rozklada czasteczke wodoru
do dwoch protonow i dwoch elektrondow (ang. uptake
hydrogenase), druga prowadzaca dwukierunkowa re-
akcje: H, « 2H"+2e. Nitrogenaza katalizuje reakcje
redukcji azotu atmosferycznego do amoniaku z jedno-
czesng redukcja protonu i uwolnieniem wodoru we-
dlug reakcji opisanej przez rownanie 4. Jest to reakcja
bardzo energochtonna.

N, + 8H* + 8¢~ + 16ATP — 2NH, +

+H,+16 ADP + 16 P, (réwnanie 4)

Nitrogenaza moze roéwniez redukowac protony do
wodoru czasteczkowego zgodnie z reakcja opisang
przez rownanie 5:

2H" +2e +4ATP — H, +4ADP +4 P,
(rownanie 5)

Nitrogenaza jest kompleksem biatkowym sktada-
jacym si¢ z dwoch biatek, reduktazy dinitrogenazy
(zwanej biatkiem Fe) zbudowanej z dwoch podjednos-
tek, produktéw genu nifH oraz dinitrogenazy (zwanej
biatkiem MoFe), ktora jest heterotetramerem ., [3,
utworzonym z biatek kodowanych przez geny nifD
(podjednostka «) i nifK (podjednostka ). Dinitroge-
naza reduktaza odbiera elektrony od zewngtrznego
donora typu ferredoksyna i przekazuje je dinitrogena-
zie, ktora przeprowadza wilasciwa reakcje redukcji
substratu. Proces wiazania azotu jest kontrolowany
i regulowany przez wiele innych jeszcze biatek. Nitro-
genaza jest bardzo wrazliwa na tlen. Wielokomorkowe
sinice np. z rodzaju Nostoc, Anabaena, Oscillatoria
czy Calothrix, ktore tworza filamenty, posiadaja wy-
specjalizowane komorki, tzw. heterocysty, w ktorych
zachodzi proces absorpcji azotu czasteczkowego. He-
terocysty zapewniaja warunki beztlenowe niezbgdne
dla funkcjonowania nitrogenazy. Sa otoczone gruba
$ciang komodrkowa ograniczajaca dyfuzj¢ tlenu, nie
posiadaja kompleksu biatkowego fotosystemu II, od-
znaczaja si¢ podwyzszona konsumpcja tlenu w oddy-
chaniu komoérkowym. Substratem dla hydrogenazy
katalizujacej reakcje jednokierunkowa, czyli rozktad
czasteczki wodoru do protondw i elektronow, jest wo-
dor produkowany w trakcie redukcji azotu. Powstate
protony moga by¢ wykorzystane do redukcji kolejnej
czasteczki azotu. Hydrogenaza ta sktada si¢ z dwoch
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biatek HupL oraz HupS i jest mato wrazliwa na tlen.
Zawsze towarzyszy ona nitrogenazie. Konstruuje si¢
mutanty z nicaktywna hydrogenaza pobierajaca w celu
zwigkszenia produkcji wodoru przez sinice. Druga
hydrogenaza, prowadzaca reakcje dwukierunkowa,
wystepuje zar6wno u gatunkéw majacych jak i nie ma-
jacych zdolnos$ci do wiazania azotu atmosferycznego.
Zbudowana jest ona z dwoch podjednostek, diaforazy,
ktéra odbiera elektrony z czasteczki NADH, w sklad
ktérej wehodza biatka HoxU 1 HoxF oraz hydrogena-
zy utworzonej przez biatka HoxH i HoxY. Jej rola nie
jest doktadnie poznana. Prawdopodobnie usuwa nad-
miar sity redukujacej w postaci NADH w warunkach
beztlenowych. Najintensywniejsza produkcja wodoru
ma miejsce w warunkach niedoboru azotu. S tez ga-
tunki wigzace azot a nie tworzace heterocyst. Naleza
do nich jednokomoérkowe sinice z rodzaju Synecho-
coccus, Microcystis, Gloebacter, Aphanocapsa. Aby
byla mozliwa produkcja wodoru musi nastapi¢ oddzie-
lenie w czasie tego procesu od procesu fotosyntezy [9,
68, 77]. Wydajnos¢ produkcji wodoru w procesach
biofotolizy bezposredniej i posredniej jest niska [34].

2.3. Fermentacje bakteryjne

Fermentacja jest typem oddychania beztlenowego
o niskiej wydajnosci energetycznej, w ktorym ostatecz-
nym akceptorem elektronow sa produkty rozktadu sub-
stratu oddechowego (donora elektronéw). Brak jest ze-
wnetrznego akceptora elektrondw. W czasie fermentacji
tworza si¢ réznorodne, zalezne od typu fermentacji,
zwiazki organiczne oraz gazy (dwutlenek wegla i wo-
dor). Obecnosé i ilos¢ powstatego wodoru zalezy od
rodzaju fermentacji. Na podstawie dominujacego cha-
rakterystycznego produktu koncowego wyrdézniamy
nastepujace typy fermentacji bakteryjnej: mlekowa
(homo- i heterofermentacja), propionowa, alkoholowa,
kwasow mieszanych (mrowkowa), mastowo-butanolo-
wa. Fermentacje mlekowa, propionowa, alkoholowa nie
maja znaczenia w produkcji wodoru. Fermentacjami
wodorowymi sg fermentacja mastowo-butanolowa oraz
fermentacja kwaséw mieszanych. Podczas fermentacji
mastowo-butanolowej tworza si¢ kwas mastowy, bu-
tanol, wodor, dwutlenek wegla, kwas octowy oraz inne
zwiazki jak aceton, 2-propanol, etanol, kwas mlekowy,
kwas kapronowy, acetoina. Z dotychczasowej wiedzy
wynika, ze fermentacja ta jest charakterystyczna przede
wszystkim dla przetrwalnikujacych bakterii z rodzaju
Clostridium oraz innych nie tworzacych zarodnikow,
np. bakterii zwaczowych. Znanymi bakteriami prowa-
dzacymi fermentacjg kwaséw mieszanych sg bakterie
z rodziny Enterobacteriaceae, takze gatunki rodzaju
Bacillus, a do koncowych produktow procesu naleza
kwas mrowkowy, kwas octowy, etanol, wodor, dwutle-
nek wegla, kwas mlekowy, a takze kwas bursztynowy,
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glicerol, acetoina i 2,3-butanodiol. Enterobacteriaceae
sa duza rodzing bakterii, do ktorej nalezy wiele ga-
tunkéw symbiotycznych zamieszkujacych przewdd
pokarmowy ludzi i zwierzat oraz patogennych. Nale-
73 tu nastgpujace przykladowe gatunki: Escherichia
coli, Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Serra-
tia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhimurium, Shigella dysenteriae, Vibrio cholerae,
Yersinia pestis, rodzaj Citrobacter i wiele innych. Sa
to Gram-ujemne, nie tworzace przetrwalnikow fakul-
tatywne beztlenowce [72].

2.3.1. Powstawanie pirogronianu

Wigkszos¢ fermentacji to fermentacje glikolityczne,
czyli ich pierwszym etapem jest glikoliza inaczej szlak
fruktozo-1,6-bifosforanowy (szlak Embdena-Meyer-
hoffa-Parnasa). W wyniku glikolizy nastgpuje prze-
ksztatcenie glukozy w pirogronian. Pierwszym etapem
glikolizy jest przeksztatcenie glukozy we fruktozo-
1,6-bifosforan w wyniku reakcji fosforylacji i izome-
ryzacji. Nastepnie fruktozo-1,6-bifosforan jest roz-
szczepiany na dwa izomeryczne zwiazki trojweglowe:
aldehyd 3-fosfoglicerynowy i fosfodihydroksyaceton.
W efekcie dziatania izomerazy triozofosforanowej
z fosfodihydroksyacetonu tworzy sig aldehyd 3-fosfo-
glicerynowy. Dwie czasteczki aldehydu 3-fosfoglice-
rynowego ulegaja przeksztatceniu do dwodch czasteczek
1,3-bifosfoglicerynianu. Kolejna reakcje katalizuje ki-
naza fosfoglicerynianowa, w wyniku czego z 1,3-bi-
fosfoglicerynianu powstaje ATP i 3-fosfoglicerynian.
Ostatnim etapem jest przeksztalcenie 3-fosfoglicery-
nianu w pirogronian przy jednoczesnym powstaniu
czasteczki ATP. Podsumowujac, produktami rozktadu
1 czasteczki glukozy w procesie glikolizy sg 2 cza-
steczki pirogronianu, 2 czasteczki ATP (zysk netto)
1 2 czasteczki NADH [76].

Pirogronian moze powstac tez w szlaku 2-keto-3-
deoksy-6-fofsoglukaniowym (szlak Entnera-Doudorof-
fa) a aldehyd 3-fosfoglicerynowy w szlaku pentozo-
fosforanowym (szlak Warburga-Dickensa-Horeckera).
W szlaku Entnera-Doudorofta glukozo-6-fosforan ule-
ga odwodorowaniu do 6-fosfoglukonianu przez de-
hydrogenazg glukozo-6-fosforanowa. Powstaje wtedy
1 czasteczka NADPH. Nastgpnie w wyniku dziatania
dehydratazy fosfoglukanionowej powstaje 2-keto-3-
deoksy-6-fosfoglukonian, ktory rozszczepiany jest do
pirogronianu i aldehydu 3-fosfoglicerynowego przez
aldolazg 2-keto-3-deoksyfosfoglukanionowa. Dalej al-
dehyd 3-fosfoglicerynowy przeksztatcany jest do piro-
gronianu. W szlaku Entnera-Doudoroffa z 1 czasteczki
glukozy powstaja 2 czasteczki pirogronianu, 1 czastecz-
ka NADPH, 1 czasteczka NADH i 1 czasteczka ATP.
U bakterii fermentacyjnych moga wystepowac rdzne
odmiany tego szlaku. Pirogronian jest substratem wyjs$-
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ciowym do dalszych przemian w procesach fermen-
tacji. W fermentacji mlekowej ulega przeksztalceniu
w mleczan, w fermentacji alkoholowej w etanol, w fer-
mentacji propionowej w szczawiooctan. W fermenta-
cjach mastowo-butanolowej i kwaséw mieszanych piro-
gronian jest utleniany do acetylo-koenzymu A (acetylo-
-CoA) [72, 76]. Pirogronian moze powsta¢ tez z innych
substratow co zostalo opisane w rozdziale 2.3.5.

2.3.2. Fermentacja mastowo-butanolowa
Wzorcowy schemat przebiegu fermentacji mastowo-

butanolowej na przyktadzie Clostridium acetobutyli-
cum przedstawia rysunek 1. Reakcja utleniania pirogro-

glukoza
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nianu do acetylo-CoA katalizowana jest przez oksydo-
reduktaze pirogronian:ferredoksyna (PFOR, pyruvate:
ferredoxin oxidoreductase) przy udziale ferredoksyny,
ktora ulega redukcji wedtug réwnania 6:

Pirogronian + CoA +

Oksydoreduktaza
pirogronian : ferredoksyna (PFOR)

+ felTedOkSynautleniona (Fd)

—>

acetylo-CoA + ferredoksyn (FdH) + CO,

(réwnanie 6)

azredukowana

Ferredoksyna jest niewielkim rozpuszczalnym w wo-
dzie bialkiem zawierajacym centrum zelazowo-siar-
kowe [4Fe-4S] polaczone z resztami cysteiny. Z acety-
lo-CoA tworzy si¢ szereg produktéw fermentacji jak

NAD*
NADH

Oksydoreduktaza NADH:forredoksyna

NADH + Fd,q - NAD* + Fd, g

Inne substraty
fermentacji

r

Dehydrogenaza mleczanowa

NADH NAD'

pirogronian ——— mleczan

Hydrogeneza
Fdred ind I:Dutl + H2

Fdyy -» Fdyeq+ Co,

HSCoA §_o

Oksydaza
pirogronian:ferrodoksyna

Acetylo-CoA
Dehydrogenaza cetylo-xo

aldehydu octowego oraz
dehydrogenaza etanolowa

2 NADH

AD"

etanol
NADH

Transferaza CoA NAD"

ADP ATP

Acetoacetylo-CoA

Acetylotransferaza fosforanowa oraz
kinaza octanowa

a>

tiolaza

octan

?@ Dehydrogenaza 3-hydroksybutyrylo-CoA

3-hydroksybutyrylo-CoA

?l Dehydrogenaza butyrylo-CoA

Acetooctan
Krotonaza
Dekarboksylaza l
acetoacetonu
Krotonylo-CoA
Aceton
- NADH
NAD*
Butyrylo-CoA
Transbutyrylaza utyry
fosforanowa

1 kinaza maslanowa
ADP ATP

Maslan

NADH ?\

NAD"

Aldehyd maslowy
NADH ?
NAD"

Butanol

Rys. 1. Schemat przebiegu fermentacji mastowo-butanolowej prowadzonej przez Clostridium acetobutylicum.
Zaznaczono szlaki prowadzace do powstania wodoru
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kwasy organiczne, etanol czy butanol. Zredukowana
ferredoksyna moze tez powsta¢ w reakcji z NADH przy
udziale oksydoreduktazy NADH:ferredoksyna (NFOR,
ang. NADH: ferredoxin oxidoreductase) wedhug row-

nania 7:

Oksydoreduktaza
NADH : ferredoksyna (NFOR)

NADH + ferredoksyna ,, (Fd)
NAD" + ferredoksyna_; (FdH)

NADH pochodzi z procesu glikolizy lub szlaku Entnera-
Doudoroffa.

Nastepnie wodor jest uwalniany w reakcji prowa-
dzonej przez hydrogenazg — oksydoreduktaze ferre-
doksyna:H, wedtug rownania 8:

Hydrogenaza — Oksyreduktaza
Ferredoksyna : H,

—>

(réwnanie 7)

—>

ferredoksyna, ; (FdH)
ferredoksyna,, (Fd) + H,

Hydrogenazy przenosza elektrony z wewnatrzko-
morkowych nosnikow elektronow na protony. Protony
sa akceptorami elektronow i ulegaja redukcji. Protony
sa stabymi akceptorami elektronow i wymagaja silnego
czynnika redukujacego. Aktywnos¢ enzymoéw PFOR
1 NFOR jest regulowana przez st¢zenie wyprodukowa-
nego wodoru. Ci$nienie czasteczkowe wodoru wyzsze
niz 60 Pa hamuje aktywnos$¢ biatka NFOR. W tych
warunkach w komoérce wystepuje rownowaga stezen
utlenionych oraz zredukowanych form ferredoksyny
1 NADH. Produkcja wodoru staje si¢ niekorzystna ter-
modynamicznie, wigc powstajq inne produkty fermen-
tacji jak maslan, mleczan, czy etanol. Biatko PFOR
jest natomiast aktywne, gdy cis$nienie czasteczkowe
wodoru wynosi do 3 x 10* Pa. Zatem im nizsze ci$nie-
nie czasteczkowe wodoru tym wydajniejsza produkcja
wodoru [4, 29]. Mleczan tworzy si¢ w wyniku redukc;ji
pirogronianu. Etanol powstaje w wyniku redukcji ace-
tylo-CoA przez przez dehydrogenazeg aldehydu octowe-
go oraz dehydrogenaze etanolowa. Acetylotransferaza
fosforanowa oraz kinaza octanowa przeksztalcaja ace-
tylo-CoA do octanu. Tiolaza katalizuje reakcj¢ konden-
sacji dwoch czasteczek acetylo-CoA w wyniku czego
tworzy si¢ acetoacetylo-CoA, ktory ulega redukcji
przez dehydrogenazg 3-hydroksybutyrylo-CoA do 3-hy-
droksybutyrylo-CoA. Ten zwiazek ulega dalej dehy-
dratacji przez krotonazg do krotonylo-CoA, ktoéry
z kolei jest redukowany do butyrylo-CoA przez dehy-
drogenaze do butyrylo-CoA. Przy udziale transbuty-
rylazy fosforanowej i kinazy maslanowej powstaje
maslan. Dehydrogenaza aldehydu mastowego i de-
hydrogenaza butanolowa przeksztatcaja butyrylo-CoA
w butanol. Z acetoacetylo-CoA moze powstac tez aceto-
octan, z ktérego po dekarboksylacji tworzy si¢ aceton.
Aceton moze ulec redukcji do 2-propanolu. Koncowy-
mi produktami fermentacji mastowo-butanolowej sa
wiec maslan, octan, mleczan, etanol, butanol, aceton,
dwutlenek wegla i wodor [26, 29].

(rownanie 8)
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2.3.3. Fermentacja kwasow mieszanych

W fermentacji kwaséw mieszanych w wyniku prze-
ksztalcenia pirogronianu katalizowanej przez liazg
pirogronian : mrowczan (PFL, pyruvate formate-lyase)
wedlug rownania 9 oprocz acetylo-CoA powstaje tez
mrowczan, ktory ulega rozktadowi do dwutlenku
wegla i wodoru pod wptywem liazy mréwczan:H2
(FHL, formate hydrogenlyase) wedhug rownania 10.

liaza pirogronian : mrowczan (PFL)

Pirogronian + CoA acetylo-CoA

+ mréwczan (réwnanie 9)

liaza mrowczan:H, (FHL)

e

Mréwcezan (HCOOH) —

H,+CO,
(rownanie 10)

Wyrézniamy 2 typy fermentacji mieszanej, typ
E. coli i typ Enterobacter. Produktami fermentacji typu
E. coli sa etanol, octan, mleczan i bursztynian. Bursz-
tynian powstaje w wyniku przeksztatcenia fosfoeno-
lopirogronianu przez reduktaze fumaranowa FrdBC,
mleczan w wyniku przeksztatcenia pirogronianu przez
dehydrogenazg mleczanowa LdhA, octan w wyniku
przeksztalcenia pirogronianu przez oksydaze pirogro-
nianu PoxB oraz acetylo-CoA przez acetylotransfera-
z¢ fosforanowa PTA 1 kinaz¢ octanowa ACK a etanol
w wyniku redukcji acetylo-CoA (rys. 2) [49, 71]. Na-
tomiast w fermentacji typu Enterobacter kwasow two-
rzy si¢ niewiele a przewazaja acetoina, 2,3-butanodiol
oraz diacetyl. Acetoina powstaje z dwdch czasteczek
pirogronianu, 2,3-butanadiol to produkt redukcji aceto-
nu, diacetyl tworzy si¢ w efekcie utleniania sig¢ acetoiny
na powietrzu [72]. Ponadto uwaza sig, ze w fermentacji
typu Enterobacter woddr powstaje réwniez z NADH
przy udziale oksydoreduktazy NADH:ferredoksyna jak
opisano dla fermentacji mastowo-butanolowej. Two-
rzy si¢ wtedy zredukowana ferredoksyna (wg réwna-
nia 7) a wodor jest uwalniany w reakcji prowadzonej
przez hydrogenaze — oksydoreduktaze ferredoksy-
na:H, (wg rownania 8). Ma to miejsce przy wysokim
poziomie NADH w komorce [58].

Do Enterobacteriaceae nalezy rodzaj Citrobacter.
Sa to fakultatywne beztlenowce o wysokiej wydajnosci
produkcji wodoru (2.49 mola H, na 1 mol glukozy).
Bakterie te zdolne sa réwniez do produkcji wodoru
z tlenku wegla i wody [62]. Zjawisko to jest dobrze
poznane dla bakterii fotosyntetyzujacych i opisane
w rozdziale 2.4.

2.3.4. Regulacja produkcji wodoru
w czasie fermentacji kwas6w mieszanych

Regulacja wytworzenia wodoru w czasie fermen-
tacji kwaséw mieszanych zostanie omoéwiona na przy-
ktadzie modelowego przedstawiciela rodziny Entero-
bacteriaceae, bakterii Escherichia coli. Podobnie jak
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glukoza
FrdBC l glikoliza
bursztynian <— fosfoenolopirogronian
redukcja azotanow + pirogronian
oddychanie tlenowe LdhA
PFL
FDH-O PoxB
mréwczan + Acetylo-CoA mleczan
octan + CO,
FDH-N PTA D g
redukcja ACK recuEaa
tano acetyloCoA
azotanow ATP
FHL
octan etanol

Rys. 2. Schemat fermentacji kwasow mieszanych u Escherichia coli.

FrdBC — reduktaza fumaranowa, LdhA — dehydrogenaza mleczanowa, PoxB — oksydaza pirogronianu,
FDH-O i FDH-N — dehydrogenazy mrowczanu, PTA — acetylotransferaza fosforanowa, ACK — kinaza octanowa,
PFL — liaza pirogronian:mrowczan, FHL — liaza mrowczan:wodoér. Zaznaczono szlak prowadzacy do powstania wodoru

inne bakterie z tej rodziny jest ona fakultatywnym bez-
tlenowcem. Globalnymi regulatorami kontrolujacymi
ekspresj¢ genéw kodujacych enzymy oddychania tle-
nowego i beztlenowego sa kompleks ArcAB i biatko
FNR wrazliwe na stg¢zenie tlenu i potencjat oksydore-
dukcyjny w komorce [2, 40]. W warunkach tlenowych
pirogronian ulega oksydatywnej dekarboksylacji przez
dehydrogenaze pirogronianu (PDHc, pyruvate dehy-
drogenase complex) do acetylo-CoA 1 wlaczany jest
w cykl Krebsa. W warunkach anaerobowych lub mi-
kroanaerobowych nast¢puje aktywacja liazy pirogro-
nian:mréwczan (PFL), ktora przeksztalca czesé piro-
gronianu w mrowczan. Z pirogronianu moze powstacé
tez mleczan i octan a z fosfoenolopirogronianu bursz-
tynian. Stwierdzono, ze ok. 33% glukozy ulega prze-
ksztalceniu w kwas mrowkowy, ktory gromadzi si¢
w cytoplazmie i powoduje zakwaszenie Srodowiska
komorki. Mrowczan moze by¢ metabolizowany w ko-
morce na 3 roézne sposoby. Metabolizm mréwczanu
jest wigc istotnym elementem fermentacji kwasow
mieszanych i produkcji wodoru. W komorce E. coli
wykryto 3 dehydrogenazy mréwczanowe. Pierwsza to
biatko FDH-N, produkt operonu fdnGHI, syntetyzo-
wane, gdy komorki rosna w warunkach beztlenowych
w obecnosci azotandw. Enzym ten przeprowadza utle-
nianie mrowczanu przy jednoczesnej redukcji azotanow
z udziatem reduktazy azotanowej. Druga dehydroge-
naze¢ mrowczanowa, biatko FDH-O, koduje operon
fdoGHI, gdy pojawiaja si¢ warunki tlenowe oraz gdy

w podiozu znajduja si¢ akceptory elektronow w po-
staci azotanow. Obie dehydrogenazy sa biatkami bto-
nowymi a ich centra aktywne znajduja si¢ od strony
periplazmy. Trzecia dehydrogenaza mrowczanowa to
produkt genu fdhF, bialko FDH-H, ktorego ekspresja
zachodzi w warunkach fermentacyjnych, gdy brak ze-
wnetrznych akceptorow elektrondéw. Centrum aktyw-
ne FDH-H zawiera selen oraz molibden i skierowane
jest do wnetrza cytoplazmy. Enzym ten jest kluczo-
wym elementem kompleksu liazy mrowczan:wodor
(FHL) odpowiedzialnej za rozktad kwasu mrowkowe-
go do dwutlenku wegla i wodoru. FHL jest komplek-
sem biatkowym zakotwiczonym w blonie komoérko-
wej skladajacym si¢ z siedmiu biatek: FDH-H oraz
6 bialek Hyc, produktow operonu Ayc. Sa to biatka
HycB, HycC, HycD, HycF i HycG odpowiedzialne za
transport elektronéw oraz biatko HycE (Hyd-3), hy-
drogenaza, jedna z czterech hydrogenaz NiFe E. coli.
Hydrogenazy NiFe sa oméwione w rozdziale 2.7. In-
duktorem genu fdhF i genéw operonu hyc, ktérych
produkty tworza liazg mrowczan:wodor, jest sam kwas
mréwkowy. W komorce istnieje regulon mréwczano-
wy w sktad ktérego wchodza ponadto operony hypA-E,
fhiA oraz hydN-hypF (rys. 3). Geny te ulegaja trans-
krypcji w warunkach obnizonego pH, przy akumula-
cji mrowczanu. Do ich transkrypcji wymagana jest
podjednostka 6°* w polimerazie RNA. Biatka HypA-E
i HypF sa odpowiedzialne za dojrzewanie hydroge-
nazy Hyd-3 i formowanie kofaktora NiFe. Gen fhiA4
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>  Mrdwczan + FHLA = induktor regulonu mrowczanu

Regulon mrowczanowy = geny fdhF, fhiA, operony hyc,

hypA-E, hydN-hypF

Kompleks FHL = dehydrogenaza mréwczanu FDH-H;
biatka odpowiedzialne za transport
elektronéw HycB,C,D,F,G; hydrogenaza

Transkrypcja gendw regulonu przy udziale
podjednostki ¢3* polimerazy RNA

Biatka HypA-E, HypF
odpowiedzialne za
dojrzewanie

hydrogenazy HycE

2HCOO- - 2CO, + 2H* + 2¢- - 2CO, + H,

blona
komorkawa
spadek pH na wewnatrz komorki
zZewnatrz
komorki
) Biatka FocA
(FocB?)
Warunki
beztlenowe
HycE
Warunki Biatko HYCA, OxyS RNA
tlenowe TN
Wygaszanie regulonu mrowczanu

Rys. 3. Schemat dziatania regulonu mréwczanu u Escherichia coli.

Objasnienia w tekscie

koduje biatko FHLA, oddziatywujace z mréwczanem,
ktore petni funkcj¢ induktora regulonu mrowczanu.
FHLA Iaczy si¢ z DNA w postaci tetrameru aktywu-
jac w ten sposob transkrypcje genow regulonu. Gen
fhiA ulega autoregulacji na zasadzie sprzezenia zwrot-
nego dodatniego. Wygaszanie regulonu nastgpuje przez
biatko represorowe HYCA, produkt genu hycA oraz
antysensowne RNA OxyS. Represor HY CA odziatywu-
je z bialkiem induktorowym FHLA oraz z kompleksem
FHLA z mrowczanem. OxyS jest 109 nukleotydowym
fragmentem RNA, ktory nie ulega translacji i jest indu-
kowany w warunkach stresu oksydacyjnego. Uwaza sig,
ze jest to globalny regulator ekspresji ok. 40 genow.
Pokazano, ze OxyS RNA wiaze si¢ z sekwencja Shine-
Dalgarno mRNA dla biatka FHLA blokujac miejsce
wiazania rybosomy. W regulacji regulonu mrowcza-
nowego wazna rolg odgrywa rowniez transmembrano-
we biatko FocA odpowiedzialne za transport mrow-
czanu do i na zewnatrz komorki. Nalezy ono do klasy
biatek transportujacych kwasy organiczne. Mutanty

JfocA gromadza mroéwczan wewnatrz komorki w po-
rownaniu ze szczepem dzikim. Wykazano, ze kwas
mrowkowy zostaje poczatkowo usuni¢ty z komorki,
a gdy pH podloza ulega zakwaszeniu (spadek pH po-
nizej 6,8), jest pobierany z powrotem i ulega rozkta-
dowi przez liaz¢ FHL. Doktadny mechanizm transpor-
tu mrowczanu nie jest poznany. Prawdopodobnie
bierze w nim udzial réwniez inne biatko FocB (pro-
dukt genu focB). Powrdét mrowczanu do komoérki ma
miegjsce, gdy brak jest zewnetrznego akceptora elek-
trondw jak azotany czy tlen. Ciekawe jest, ze gen focA
1 pfl kodujacy liazg pirogronian:mréwczan PFL two-
rza wspolny operon focApfl [3, 21, 71].

2.3.5. Substraty fermentacji

Substratami fermentacji sa przede wszystkim we-
glowodany. Powstawanie pirogronianu z glukozy jest
podstawowym schematem rozwazanym przy omawia-
niu procesow fermentacji. Jednak pirogronian moze
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powstawac z réznorodnych zwiazkow. Sa to inne niz
glukoza cukry proste, jak fruktoza, galaktoza, ksy-
loza, arabinoza, ryboza. Cukry te moga by wlaczane
w cykl glikolityczny lub inne cykle (szlak 2-keto-3-
deoksy-6-fofsoglukaniowy czy szlak pentozofosforano-
wy). Na przyktad galaktoza moze by¢ przeksztalcona
w glukozo-6-fosforan, a fruktoza w aldehyd glicery-
nowy i fosfodihydroksyaceton po uprzedniej fosfory-
lacji do fruktozo-1-fosforanu. Substratami fermentacji
sa polisacharydy, jak np. celuloza, hemiceluloza, skro-
bia; dwucukry, jak np. sacharoza, maltoza po uprzed-
niej hydrolizie na cukry proste [34, 45].

Kolejnymi zwiazkami, z ktérych w wyniku procesu
fermentacji powstaje wodor sa aminokwasy. Wiadomo,
ze w wyniku fermentacji glutaminy prowadzonej przez
Clostridium tetanomorphum, C. pascui, C. tetani, C. co-
chlearium, C. malenominatum, C. limosum powstaja
amoniak, wodor, dwutlenek wegla, octan, maslan oraz
etanol. Glutamina przeksztalcana jest do octanu i piro-
gronianu w wieloetapowym procesie. Produktami po-
srednimi sa 2-metylo-asparaginian, 2-metylo-fumaran,
2-metylo-jabtczan [11, 72, 80]. Stwierdzono, ze wodor
jest takze produkowany przez bakterie fermentujace
glicyng, np. Peptococcus anaerobius oraz treoning, np.
Clostridium propionicum [11].

Znaczaca produkcje wodoru obserwowano dla ho-
dowli Enterobacter aerogenes [32] oraz Klebsiella
pneumoniae [46] rosnacych na podtozach bogatych
w glicerol. Gléwnymi produktami fermentacji byly
etanol i wodor. Inna bakteria Clostridium kluyveri pro-
wadzi fermentacjg etanolu i octanu lub bursztynianu
w wyniku ktérej powstaje maslan, kapronian oraz wo-
dor [36]. Wyizolowano bakteri¢ Clostridium dolis,
ktora prowadzi fermentacj¢ mieszaniny kwaséw mle-
kowego i1 octowego, ktorej produktem sa wodor i kwas
mastowy [53].

W zwiazku z duzymi nadziejami jakie wiaze si¢
z wodorem jako paliwem w przysztosci uzyskiwanym
z biomasy, znaczna czg¢$¢ badan naukowych i publi-
kowanych prac dotyczy produkcji wodoru z réznorod-
nych odpadoéw organicznych, takich jak odpady prze-
mystu rolno-spozywczego, zwlaszcza bogate w skrobig
i celuloze [4, 34, 53, 63], melasa [69], odpady prze-
mystu thuszczowego [23], odpady bogate w keratyne
[7], obornik i odchody innych zwierzat [15, 84, 90],
odpady z produkcji biopaliw [32, 46], odpady prze-
myshu papierniczego [78].

2.3.6. Wydajnos$¢ produkeji wodoru
w procesie fermentacji

Gdyby biomas¢ potraktowaé jako cukry proste
typu glukoza to w wyniku catkowitego rozktadu 1
mola glukozy powstatoby 12 moli wodoru zgodnie
z rébwnaniem 11:
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CH

¢H,,0, 6 H,0 - 12 H, + 6 CO,

(réwnanie 11)

Rozwazajac rownania 6-8 z rozdzialu 2.3.2.,
w optymalnych warunkach w czasie fermentacji z jed-
nego mola glukozy mozna otrzymaé 4 mole wodoru
(2 mole w wyniku dziatania biatka PFOR 1 2 mole
w wyniku dziatania biatka NFOR), 4 mole dwutlenku
wegla 1 2 mole octanu zgodnie z reakcja opisana
przez rownanie 12. Jest to maksymalna ilo§¢ wodoru
jaka mozna uzyskaé w procesie fermentacji z 1 mola
glukozy.

CH,,0,+2H,0 - 4H,+2CO, +2CH,;COOH
(rownanie 12)

Jest to wige 33% warto$ci przedstawione] przez
roOwnania 6 1 11. W rzeczywisto$ci jest to mniej, bo
8-20%, czyli 1-2,5 mola wodoru z 1 mola glukozy.
Tworzenie kwasu maslowego obniza ilo§¢ powstatego
wodoru do 2 moli (réwnanie 13):

CH,,0,+2H,0 - 2H,+2CO, +

+ CH,CH,CH,COOH (réwnanie 13)

Powstawanie kolejnych produktow fermentacji (in-
ne kwasy organiczne, alkohole) powoduja dalsze obni-
zenie ilosci wyprodukowanego wodoru [4, 40, 48].
Natomiast maksymalna teoretyczna wydajnos¢ fer-
mentacji mieszanej wynosi 2 mole wodoru na 1 mol
glukozy [87].

Szacuje sig, ze wydajnos¢ produkcji wodoru powin-
na wynosi¢ 60-80%, aby produkcja wodoru z biomasy
byta optacalna z ekonomicznego punktu widzenia [8,
48]. Stad duze zainteresowanie sposobami zwigksza-
nia wydajnosci produkcji wodoru. W pracach spotkaé
mozna rézny sposob przedstawienia wydajnos$ci pro-
dukowanego wodoru w procesach fermentacji. Jedni
autorzy pokazuja to jako liczb¢ moli wodoru na 1 mol
substratu roztozonego, inni na 1 mol substratu doda-
nego do pozywki. Jeszcze inni pokazuja produktyw-
no$¢ wodoru w %, gdzie za 100% przyjmuje si¢ ilo$¢
moli wodoru powstatego z catkowitego rozktadu 1 mola
substratu (12 moli wodoru w przypadku rozkladu czas-
teczki glukozy) [41]. Czgsto podaje si¢ tempo produk-
cji wodoru w jednostkach objgtosci produkowanego
gazu w jednostce czasu (np. ml/h) zaznaczajac obje-
tos¢ hodowli, jej gesto$¢ lub liczebnos¢ bakterii czy
tez sucha mas¢. Mozna tez wyliczy¢ ilo§¢ mmoli wo-
doru na gram suchej masy [57], ilo§¢ mmoli wodoru
na godzing na litr hodowli ([86], ilo§¢ pmoli wodoru
na mg biatka [49] itp.

2.3.7. Sposoby zwigkszania wydajnosci produkcji
wodoru w procesach fermentacji

W bioreaktorach, gdzie zachodzi fermentacja i pro-
dukowany jest wodor, rozwijaja si¢ zazwyczaj trzy
grupy mikroorganizméw. Oprocz producentdéw wodoru
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pojawiaja si¢ tam bakterie, ktore wykorzystuja wodor
w swoich procesach zyciowych. Sa to metanogeny
i acetogeny, a produktami ich metabolizmu sa odpo-
wiednio metan i kwas octowy. Zatem istotnym czynni-
kiem w optymalizacji produkcji wodoru jest ogranicze-
nie procesOw metanogenezy i acetogenezy. Archeony
metanogenne sa bezwzglednymi beztlenowcami, wy-
twarzaja metan w przemianie octanu i redukcji wodoru
CO, w warunkach beztlenowych. Bakterie acetogenne
produkuja kwas octowy z wodoru i dwutlenku wegla
wg reakcji opisanej przez rownanie 14:

4H,+2CO, - CH,COOH + 2 H,0
(rownanie 14)

Jednym ze sposobdéw hamowania procesow meta-
nogenezy i acetogenezy jest traktowanie hodowli wy-
soka temperatura 80—-104°C przez 15—120 min. Selek-
cjonowane sa wtedy bakterie fermentujace o duzej
produkcji wodoru, zdolne do wytwarzania zarodnikow
z rodzaju Clostridium, Bacillus czy Thermoanaero-
bacterium. W takich warunkach gina jednak bakterie
produkujace jak np. z rodzaju Enterobacter czy Citro-
bacter wodor a nie zarodnikujace. W inoculum moga
pozostaé tez tworzace spory bakterie octowe (z rodzaju
Acetobacterium, Sporomusa czy Clostridium), bakterie
propionowe, bakterie kwasu mlekowego czy bakterie
wykorzystujace wodor do redukcji siarczanow [41].
Pokazano, ze efektywna metoda poprawiajaca pro-
dukcje wodoru jest traktowanie hodowli zwiazkami
chemicznymi, ktore specyficznie hamuja rozwdj me-
tanogendw i procesy metanogenezy jak kwas 2-bro-
moetanosulfonowy (BESA) czy jodopropan. Podobne
efekty przynosi prowadzenie hodowli bakterii w warun-
kach obnizonego pH do ok. 5,5 czy traktowanie inocu-
lum kwasem. Nalezy tu zaznaczy¢, ze gdy fermentacja
przebiega w optymalnych warunkach, nastepuje spadek
pH hodowli do wartosci ok. 5,0 na skutek produkcji
kwasow organicznych, co w naturalny sposoéb hamuje
rozwoj metanogendéw. Kolejna metoda ograniczajaca
tworzenie metanu i zwigkszajaca produkcje wodoru
jest pulsowe napowietrzenie hodowli bakteryjnej [89].

Innym podejsciem do zwigkszenia wydajnosci pro-
dukcji wodoru jest dazenie do osiagnigcia warunkow
fermentacji, w ktorych nastgpuje ograniczenie powsta-
wania réznorodnych produktéw koncowych. W przy-
padku fermentacji mastowo-butanolowej celem jest
osiagnigcie warunkow opisanych przez rownanie 12.
Przypomnijmy, ze ci$nienie czasteczkowe wodoru wyz-
sze niz 60 Pa hamuje aktywnos¢ biatka NFOR. W przy-
padku fermentacji kwasow mieszanych celem jest uzy-
skanie jak najwigkszej produkcji kwasu mrowkowego.
Wiaze sig¢ to z utrzymywaniem niskiego ci$nienia
czasteczkowego wodoru w hodowli, co sprzyja jego
produkcji. Stosuje si¢ rozne techniki usuwania gazow
fermentacyjnych (wodoér i dwutlenek wegla) rozpusz-
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czonych w hodowli bakterii. Jednoczesne usuwanie
wodoru i dwutlenku wegla zapobiega procesowi po-
wstawania kwasu octowego. Najczestsza technika ob-
nizania st¢zenia rozpuszczonych gazow fermentacyj-
nych w bioreaktorach, gdzie produkowany jest wodor,
stanowi ich wypieranie przez przedmuchiwanie innym
gazem obojetnym (ang. gas sparging). Stosuje si¢ tu
zwykle argon i azot, a takze metan czy dwutlenek wg-
gla. Wzrost produkcji wodoru w takich warunkach ob-
serwuje si¢ zarowno w hodowlach czystych kultur np.
Enterobacter aerogenes, Clostridium butyricum, Rho-
dopseudomonas palustris, jak i mieszanych [41, 59].
Innymi metodami sa wytrzasanie czy mieszanie ho-
dowli fermentacyjnych, co sprzyja przechodzeniu ga-
z6w metabolicznych z fazy ciektej do przestrzeni nad
hodowla w reaktorze. Pokazano tez, ze sposobem na
zwigkszenie produkcji wodoru moze by¢ obnizenie cis-
nienia czasteczkowego wodoru w atmosferze nad ho-
dowla bakteryjna. Obnizenie ogdlnego cisnienia gazow
w kolbie z hodowla Enterobacter cloacae z 760 mmHg
do 380 mmHg przez zastosowanie pompy perystaltycz-
nej zwickszyto wydajnos¢ produkciji wodoru z 1,9 mola
H, na 1 mol glukozy do 3,9 mola H, na 1 mol glukozy.
Uzyty szczep byt mutantem charakteryzujacym sig
podwyzszona produkcja wodoru w stosunku do szcze-
pu dzikiego w wyniku zaburzen w funkcjonowaniu
szlakow syntezy alkoholi i kwaséw organicznych.
W eksperymencie tym ponadto pochlaniany byt dwu-
tlenek wegla przez roztwor KOH [50]. Zastosowanie
roztworu KOH jest znana metoda usuwajaca dwutle-
nek wegla, co rowniez zwigksza ilo$¢ produkowanego
wodoru w procesie fermentacji. Zbyt wysokie cisnie-
nie czasteczkowe dwutlenku wegla, powyzej 0,5 atm
dziata hamujaco na wzrost bakterii oraz zmniejsza roz-
norodno$¢ gatunkowa w kulturach mieszanych [41, 44].
Stwierdzono, ze dodanie kwasu mrowkowego w wa-
runkach beztlenowych do hodowli bakterii prowadza-
cych fermentacje kwasow mieszanych, np. Enterobac-
ter aerogenes zwicksza produkcje wodoru. Jest to wynik
podwyzszenia indukcji biatka FHL przez zwigkszone
stezenie mréwczanu w komorce. Egzogennie podany
kwas mrowkowy jest transportowany do wngtrza ko-
morki. Uwaza sig, ze w tych warunkach nastgpuje
réwniez podwyzszenie poziomu NADH w komorce,
ktory wykorzystywany jest do produkeji wodoru [43].
Innym podejsciem do problemu zwigkszania wy-
dajnosci produkcji wodoru w procesie fermentacji sa
proby modyfikacji genetycznych bakterii. Obecne me-
tody genetyczne umozliwiaja stworzenie mutantow,
ktore maja zablokowane pewne szlaki metaboliczne
lub nadprodukuja wybrane biatka. Skonstruowano po-
chodne E. coli z delecja genu hycA oraz z nadekspresja
genu fhiA z plazmidowego DNA. Mutanty te nie po-
siadaty bialka represorowego HycA dla regulonu
mrowczanu lub nadprodukowaty biatko induktorowe
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tego regulonu, lub niosty obie te cechy. W mutancie
hycA nadprodukujacym biatko FHLA obserwowano
2,8-krotny wzrost tempa produkcji wodoru w porow-
naniu do dzikiego szczepu. Podwyzszenie produkcji
wodoru stwierdzono tez w pojedynczym mutancie
AhycA oraz w szczepie bez mutacji a nadprodukuja-
cym biatko FHLA [86]. Ci sami autorzy skonstruowa-
li kolejne mutanty E. coli z zablokowanymi szlakami
produkcji kwasu mlekowego i kwasu bursztynowego
w czasie fermentacji. Byly to mutanty delecyjne /dhA
i1 frdBC. Gen ldhA koduje dehydrogenazg mleczanowa
przeksztalcajaca pirogronian w mleczan a gen frdBC
reduktaze fumaranowa, enzym szlaku syntezy bursz-
tynianu z fosfoenolopirogronianu. Wydajnos$¢ produk-
¢ji wodoru w podwojnym mutancie AldhA AfrdBC
wynosita 1,87 mola H, na 1 mol glukozy w poréwna-
niu ze szczepem dzikim (1,08 mola H, na 1 mol glu-
kozy) i osiagneta 90% maksymalnej teoretycznej wy-
dajnosci dla fermentacji kwaséw mieszanych (2 mole
H, na 1 mol glukozy) [87]. Prowadzone w tej dziedzi-
nie badania polegaja na wprowadzaniu kolejnych mu-
tacji w genomowym DNA i sprawdzaniu ich fenoty-
powych efektow. Skonstruowano szereg mutantow
E. coli niosacych mutacje w genach hycA, hyaB (kodu-
jacym hydrogenazeg 1, patrz rozdz. 2.7), hybC (kodu-
jacym hydrogenaze 2, patrz rozdz. 2.7) oraz posiada-
jacych uszkodzenia w czterech innych genach sposrod
nastepujacych: fdnG (kodujacym podjednostke o dehy-
drogenazy FDH-N), fdoG (kodujacym podjednostke «
dehydrogenazy FDH-O), focA, focB, frdC, ldhA, narG
(kodujacym podjednostke o reduktazy azotanéw A),
poxB (kodujacym oksydazg pirogronianu) i aceE (ko-
dujacym dehydrogenazg pirogronianu). Mutanty te nad-
produkowaty tez biatkko FHLA. Najwigksza produkcje
wodoru, 4,6 razy wigksza w poroéwnaniu do szczepu
dzikiego, uzyskano dla szczepu niosacego siedem mu-
tacji: hyaB, hybC, hycA, fdoG, frdC, IdhA i aceE [49].
W innych badaniach na drodze mutagenezy chemicz-
nej stosujac metanosulfoniam etylu otrzymano mutanta
Enterobacter cloacae z zablokowanymi szlakami syn-
tezy etanolu, butanodiolu i kwaséw organicznych.
Mutant ten wykazywat 1,5-krotny wzrost produkcji
wodoru w poréwnaniu ze szczepem dzikim [42]. Warto
tu zaznaczy¢, ze z jednej strony zmodyfikowane szcze-
py bakteryjne czgsto wykazuja spowolniony wzrost
i wymagaja warunkow laboratoryjnych do hodowli,
z drugiej za$ strony istnieja obawy przed przedosta-
niem si¢ genetycznie modyfikowanych organizméw
do $rodowiska naturalnego.

Znacznie bardziej obiecujacym kierunkiem badan
jest zastosowanie nowoczesnych metod biologii mo-
lekularnej do poszukiwania, selekcji, izolacji i iden-
tyfikacji nowych gatunkow bakterii produkujacych
wodor z duza wydajnoscia z naturalnych $rodowisk.
Do metod tych naleza gléwnie analiza gen6w koduja-
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cych 16S rRNA oraz fluorescencyjna hybrydyzacja in
situ (FISH). Szacuje sig, ze do tej pory zostato wyhodo-
wany i zbadany niewielki procent wszystkich mikro-
organizméw wystepujacych w przyrodzie [74]. Ana-
liza sekwencji genu 16S rRNA oraz metoda FISH sa
w ostatnich latach stosowane do analizy molekularne;j
sktadu mikrobiologicznego hodowli w bioreaktorach,
gdzie produkowany jest wodor w procesach fermenta-
cji. Badane sa réwniez rozne naturalne srodowiska [1,
31, 33, 38, 53, 69, 73]. Oprocz gendéw kodujacych 16S
rRNA analizowane sa rowniez geny kodujace hydro-
genazy [33]. W ten sposdb wykrywa si¢ nowe gatunki
bakterii. Z goracych zréodet w chinskiej prowincji
Fujian wyizolowano gatunek bakterii, ktory charakte-
ryzuje si¢ zdolno$cia do fermentacji roznych cukrow,
wysoka wydajnoscia produkcji wodoru i tolerancja na
tlen. Metoda analizy sekwencji 16S rRNA zidentyfiko-
wano, ze jest to Klebsiella oxytoca HP1. Bakteria ta ro-
snac na pozywce zawierajacej sacharoze produkowata
wodor z wydajnoscia 3,6 mola/mol sacharozy [57].
Nowe gatunki izoluje si¢ z roznorodnych $ciekow.
Przyktadami moga by¢ Clostridium diolis [53], Bacil-
lus coagulans [39]. Wydajno$¢ produkcji wodoru dla
B. coagulans bylta najwyzsza w fazie stacjonarnego
wzrostu i wynosita 2,28 mola H, na 1 mol glukozy.

2.4. Fotofermentacja

Kolejnym procesem biologicznym, w ktérym pro-
dukowany jest wodor jest fotosynteza prowadzona
przez bakterie beztlenowe. Do bakterii fotosyntetyzu-
jacych naleza bakterie purpurowe i bakterie zielone.
Wyréznia sig cztery grupy tych bakterii: zielone i pur-
purowe bakterie siarkowe, zielone i purpurowe bakte-
rie bezsiarkowe. Fotosynteza bakteryjna w warunkach
beztlenowych przebiega inaczej niz u roslin. Donorem
wodoru i elektrondow do wiazania dwutlenku wegla nie
jest woda, ale zwiazki siarki (siarkowodor, tiosiarcza-
ny, siarka) i wodor czasteczkowy dla bakterii siarko-
wych oraz zwiazki organiczne i wodor czasteczkowy
dla bakterii bezsiarkowych. W fotosyntezie bakteryjnej
nie jest produkowany tlen, stad jej nazwa — fotosynteza
anoksygenowa. W btonach bakteryjnych znajduja sig
barwniki absorbujace energi¢ $wietlna oraz biatka
odpowiedzialne za transport elektronow. W wyniku
transportu elektrondw powstaje sita protomotoryczna
1 wytwarzana jest energia w postaci ATP. Elektrony
przenoszone sa na ferredoksyne i dalej na NAD™, w ten
sposob produkowana jest sita redukujaca w postaci
NADH [72]. Do najlepiej poznanych bakterii foto-
syntetyzujacych, ktére produkuja wodor naleza bakte-
rie purpurowe bezsiarkowe Rhodospirillaceae a wsrdd
nich rodzaje Rhodopseudomonas, Rhodospirillum, Rho-
dobacter, Rhodobium wykorzystujace zwiazki orga-
niczne. Czgsto badanym gatunkiem jest Rhodospirillum
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rubrum. Do powstania wodoru u Rhodospirillum rub-
rum podobnie jak u innych bakterii bezsiarkowych
dochodzi podczas redukcji azotu czasteczkowego
w wyniku aktywno$ci nitrogenazy, ktora podobnie jak
w przypadku sinic redukuje tez protony do wodoru
czasteczkowego [17, 30]. Uwaza si¢, ze budowa
i funkcjonowanie nitrogenazy bakterii purpurowych
bezsiarkowych jest podobna do budowy nitrogenazy
sinic i nie odbiega od ogdlnego schematu dla nitroge-
naz [13, 88]. Podobnie jak w przypadku sinic nitroge-
nazie towarzyszy hydrogenaza pobierajaca Hup roz-
ktadajaca czasteczke¢ wodoru do dwoch protondw
i dwoch elektronow, ktora dostarcza protony do reduk-
cji azotu. Mutanty wykazujace brak aktywnosci tej hy-
drogenazy wykazuja podwyzszona produkcje wodoru
zalezna od nitrogenazy [37]. U Rhodospirillum rub-
rum wykryto jeszcze aktywnosci trzech innych hydro-
genaz. Jedna pozwala tez wykorzystywac¢ wodor czas-
teczkowy ze Srodowiska do redukcji dwutlenku wegla
[37, 51]. Druga to hydrogenaza zwiazana jest ze wzros-
tem w ciemnos$ci w warunkach fermentacji, rozktada-
jaca mrowczan do dwutlenku wegla i wodoru, analo-
giczna do biatka FHL E. coli. Oznacza to, ze bakterie
te przy braku $wiatta prowadza fermentacj¢ kwasow
mieszanych [27, 51]. Trzecia hydrogenaza indukowa-
na jest przez tlenek wegla i stanowi sktadnik komplek-
su zwiazanego z btona komodrkowa utleniajacego tle-
nek wegla wedlug reakceji opisanej przez rownanie 15:

CO +H,0 ~ CO,+H, (r6wnanie 15)

Dehydrogenaza tlenku wegla, biatko CODH, pro-
dukt genu cooS utlenia tlenek wegla do dwutlenku
wegla przekazujac elektrony i protony na podjednostke
przypominajacg ferredoksyng, produkt genu cooF’, skad
transportowane sa do hydrogenazy, produkt genu cooH,
w wyniku redukcji protonéw powstaje wodor [22, 51].
Pokazano, ze podajac do hodowli Rhodospirillum
rubrum gaz bogaty w tlenek wegla (ang. syngas), bak-
terie wytwarzaja wodor [85]. Gaz (syngas) jest mie-
szaning glownie tlenku wegla, dwutlenku wegla oraz
wodoru i moze by¢ produktem gazyfikacji biomasy
[19]. Niektore purpurowe bakterie bezsiarkowe, np.
Rubrivivax gelatinosus, sa zdolne do wzrostu w warun-
kach gdzie jedynym zrodtem wegla jest tlenek wegla
a zrodlem energii jest §wiatlo [52]. Zjawisko powsta-
wania wodoru reakcji z tlenkiem wegla i wody zostato
tez opisane dla przedstawiciela Enterobacteriaceae,
rodzaju Citrobacter [62].

Jak wiadomo produktami ubocznymi fermentacji
sa kwasy organiczne (niskoczasteczkowe kwasy thusz-
czowe) oraz alkohole. Kwasy organiczne nie sa w za-
den sposob wykorzystane przez bakterie fermentujace.
Ponadto zbyt silne zakwaszenie podtoza (pH ponizej 5)
powoduje zahamowanie produkcji wodoru. Kwasy or-
ganiczne i alkohole moga natomiast stanowi¢ zrodto
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elektronéw 1 wodoru do redukcji dwutlenku wegla
a takze zrodto wegla dla bakterii fotosyntetyzujacych
bezsiarkowych. Zjawisko to nazywamy fotofermen-
tacja. Potaczenie proceséw fermentacji i fotofermen-
tacji zwicksza wydajnos¢ produkcji wodoru [14, 17,
30]. Tworzy si¢ uktady dwuetapowe, w ktérych naj-
pierw ma miejsce fermentacja a potem produkty od-
padowe z tego procesu stanowia substrat dla bakterii
fotosyntetyzujacych. Prowadzono hodowle Entero-
bacter cloacae na podtozu zawierajacym glukoze
w warunkach beztlenowych, wydajno$¢ produkcji
wodoru wynosita 1,86 mola H, na 1 mol glukozy. Na-
stepnie podtoze z tej hodowli stanowito pozywke dla
hodowli Rhodobacter sphaeroides w wyniku czego
otrzymano 1,5-1,72 mola H, na 1 mol octanu [60].
W innym uktadzie badawczym zastosowano mieszana
hodowle Lactobacillus amylovorus i Rhodobium ma-
rinum a substrat stanowita bogata w skrobi¢ biomasa
zielenic. W pierwszym etapie skrobia z glonéw byla
przeksztalcana w kwas mlekowy, ktory stanowit sub-
strat dla bakterii fotosyntetyzujacych [35]. Uwaza sig,
ze w optymalnych warunkach w wyniku potaczenia
proceséw fermentacji i fotofermentacji mozliwe jest
nawet osiagnigcie 12 moli wodoru z jednego mola glu-
kozy, czyli najwyzszej mozliwej teoretycznej wydaj-
nosci produkcji wodoru z catkowitego rozkladu czas-
teczki glukozy jak to opisuje rownanie 11 [44].

2.5. Procesy fermentacyjne zachodzace w Zwaczu

Zotadek przezuwaczy jest rozbudowana struktura,
przystosowana do odzywiania si¢ zwierzat pokarmem,
ktérego podstawowym sktadnikiem jest biomasa ros-
linna. W pokarmie tym przewazaja weglowodany: ce-
luloza, hemiceluloza, pektyny, skrobia, fruktany, oligo-
sacharydy i cukry proste. Zotadek przezuwaczy sklada
si¢ z czterech komor. Sa to zwacz, czepiec, ksiggi
i trawieniec. Zwacz przezuwaczy stanowi swoisty bez-
tlenowy ekosystem, jest komora fermentacyjna, gdzie
zyja liczne mikroorganizmy, bakterie, pierwotniaki
(gtownie orzeski) i grzyby. Czgs¢ drobnoustrojow za-
siedlajacych zwacz produkuje enzymy celulolityczne,
hemicelulolityczne i pektynolityczne umozliwiajace
trawienie ros$linnych wegglowodandéw strukturalnych.
Produkty tego trawienia, cukry proste stanowia zrodto
energii dla zyjacych tam mikroorganizméw. W wyni-
ku proceséw fermentacji w zwaczu produkowane sa
gazy, wodor i dwutlenek wegla, ktore stanowia sub-
straty dla innych mikroorganizméw, gtéwnie do pro-
dukcji metanu przez metanogeny. Istnieje Scisty zwia-
zek typu syntrofia migdzy producentami wodoru
a metanogenami [81].

Producentami wodoru w zwaczu sa bakterie, pier-
wotniaki i grzyby [70]. Znanymi gatunkami bakterii
produkujacymi wodoér w zwaczu sa celulolityczne
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Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens, Bu-
tyrovibrio fibrisolvens, Clostridium cellobioparum jak
rowniez pektynolityczne Lachinospira multiparus,
Megasphaera elsdenii, Selenomonas ruminantium [5,
16, 55, 56, 70]. Ruminococcus albus prowadzi fermen-
tacje, w ktorej produktami koncowymi sa octan, etanol,
dwutlenek wegla i wodoér. W warunkach niskiego stgze-
nia wodoru bakteria ta moze osiagna¢ wydajnos¢ pro-
dukcji wodoru bliska maksymalnej, czyli 4 mole na
1 mol glukozy i produkowa¢ tylko octan, dwutlenek
wegla 1 wodor. Ma to miejsce w warunkach, gdy wodor
wykorzystywany jest przez inne drobnoustroje [55].
Pierwotniakami produkujacymi wodor w zwaczu sa
celulolityczne orzeski z rodzaju Entodiniomorphida
oraz pektynolityczne z rodzaju Holotricha. Badania
nad Holotricha ograniczaja si¢ do trzech gatunkow,
Dasytricha ruminantium, Isotricha prostoma i Isotri-
cha intestinalis. Wykorzystuja one gléwnie rozpusz-
czalne cukry proste jak D-glukoza, D-fruktoza, D-ga-
laktoza a takze rozpuszczalne oligo- i polisacharydy.
Znaczenie pierwotniakow rodzaju Holotricha w fer-
mentacji w zwaczu zalezy od rodzaju pokarmu, ktérym
karmi si¢ zwierzgta. Jest ono mate, gdy pasze¢ stanowi
siano, a znacznie wigksze, gdy jest to pokarm bogaty
w cukry, np. melasowane wystodki buraczane. Pro-
duktami fermentacji orzeskow Holotricha sa kwas
mlekowy, kwas octowy, kwas mastowy, dwutlenek
wegla i wodor. Wykrywa sig réwniez niewielkie iloSci
kwasu mréwkowego oraz propionowego. U pierwot-
niakow tych nie stwierdzono obecno$ci dehydrogenazy
mrowczanu. Uwaza si¢, ze przeksztatcenie pirogronia-
nu do acetylo-CoA jak réwniez szlaki prowadzace do
powstania koncowych produktéow fermentacji (mleczan,
octan, maslan) przebiegaja w analogiczny sposob jak te
w fermentacji mastowej prowadzonej przez bakterie.
Przeksztatcenie pirogronianu do acetylo-CoA, i dal-
sze reakcje prowadzace do powstania octanu oraz pro-
dukcja wodoru zlokalizowane sa w wewnatrzkomor-
kowych organellach jakimi sa hydrogenosomy [81],
ktore beda omoéwione w nastgpnym rozdziale.
Obecnie nie ma opracowanych warunkow, aby ho-
dowa¢ pierwotniaki z rodzaju Holotricha poza zwa-
czem dhuzej niz do 48 godzin. Z badan wiasnych autor-
ki artykutu wiadomo, ze hodowla in vitro Dasytricha
ruminantium i Isotricha prostoma z glukoza jako zréd-
fem wegla i przy ograniczeniu procesow metanogenezy
produkuje gaz, ktory zawiera do 50% wodoru. Gaz ten
jest w stanie zasili¢ chemiczne ogniwo paliwowe
(niskotemperaturowe, polimerowe ogniwo paliwowe)
pracujace w temperaturze pokojowej tak jak czysty
wodor [65, dane przygotowywane do publikacji]. Dru-
ga grupa pierwotniakoéw produkujacych wodor w zwa-
czu sa amylolityczne i celulolityczne orzgski z rodziny
Entodiniomorphida. Przyktadowe gatunki to Ento-
dinium caudatum, Epidinium caudatum, Ophryosco-
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lex caudatus. Produktami ich metabolizmu sa kwas
octowy, mastowy, dwutlenek wegla, wodor, a takze
niewielkie ilosci kwasu mlekowego, mréwkowego
1 propionowego [82].

Zwaczowymi grzybami produkujacym wodor sa np.
Neocallimastix frontalis, rodzaje Piromyces, Orpino-
myces czy Anaeromyces [61, 66]. Najlepiej poznany
jest gatunek Neocallimastix frontalis. W procesie fer-
mentacji prowadzonej przez Neocallimastix frontalis
pirogronian powstaly w czasie glikolizy przeksztatcany
jest w octan, etanol, mleczan i bursztynian. U Neocalli-
mastix frontalis oraz u grzybow z rodzaju Piromyces
wykryto liazg pirogronian:mréwczan (PFL) w cyto-
plazmie i w hydrogenosomach. Stwierdzono tez brak
obecnosci enzymu PFO [28, 61]. Procesy prowadzace
do powstania wodoru opisano w rozdziale dotyczacym
hydrogenosomow.

2.6. Hydrogenosomy

Hydrogenosomy sa to organella komorkowe oto-
czone podwdjna btong lipidowo-biatkowa, ktore pet-
nia funkcje energetyczne u beztlenowych organizmow
eukariotycznych. Sa przystosowaniem do zycia w $ro-
dowisku anaerobowym. Struktury te wykryto u bez-
tlenowych pierwotniakow: pasozytniczych wiciowcow,
np. Trichomonas vaginalis (rzgsistek pochwowy), bez-
tlenowych orzgskow, i beztlenowych grzybow. Orga-
nella te uwaza si¢ za odpowiedniki mitochondriéw.
Dane biochemiczne i molekularne wskazuja na wspdl-
ne pochodzenie mitochondriow i hydrogenosomow.
Stosunkowo dobrze poznane sa hydrogenosomy 77i-
chomonas vaginalis. W hydrogenosomach pierwotnia-
kéw znajduja si¢ enzymy: oksydoreduktaza pirogro-
nian:ferrodoksyna (PFO) oraz hydrogenazy. Pirogronian
powstaty w procesie glikolizy transportowany jest do
hydrogenosomu. Tam ulega dekarboksylacji przez
oksydoreduktazeg pirogronian:ferrodoksyna do acety-
lo-CoA i dwutlenku wegla przy udziale ferredoksyny,
ktora jest redukowana. Nastgpnie w wyniku przeksztat-
cania acetylo-CoA w octan na drodze fosforylacji sub-
stratowe] przez transferaz¢ octanowo-bursztynylo-
CoA i syntetazg bursztynylo-CoA produkowane jest
ATP. W ekstraktach komoérkowych z pierwotniakoéw
z rodzaju Holotricha nie wykryto tych dwoch enzy-
mow. U tych pierwotniakodw octan powstaje w wyniku
reakcji prowadzonych przez fosfoacetylotransferaze
1 kinazg octanowa [10, 28, 81]. Elektrony przekazy-
wane sa na ferrodoksyng a nastepnie przy udziale
hydrogenaz nastgpuje redukcja protonéw do wodoru
czasteczkowego. Stad nazwa organellum. W ten spo-
sob nastepuje oddzielenie ostatnich etapéw beztleno-
wych procesow metabolicznych prowadzacych do pro-
dukcji energii w komorce eukariotycznej. Oddzielenie
to stuzy zwigkszeniu syntezy ATP przez generowanie
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sily protomotorycznej analogicznie jak odbywa sig
to w mitochondriach. Usuwanie protondw z matrix
hydrogenosoméw przez tworzenie si¢ czasteczek wo-
doru i ich dyfuzj¢ powoduje powstanie gradientu pH,
co sprzyja syntezie ATP [10, 28]. U pierwotniakow
z rodzaju Holotricha stwierdzono, ze aktywnos$¢ enzy-
mow syntezy maslanu, fosfobutyrylotransferazy i kina-
zy maslanu oraz dehydrogenazy mleczanu jest réw-
niez czg¢sciowo zwiazana z hydrogenosomami [81].
W hydrogenosomach grzybdéw Neocallimastix fron-
talis podobnie jak z rodzaju Piromyces pirogronian
przeksztalcany jest do acetylo-CoA i mréwczanu przez
liazg pirogronian:mréwczan. U organizméw tych nie
wykryto oksydoreduktazy PFO. Acetylo-CoA ulega
fosforylacji substratowej przy udziale transferazy octa-
nowo-bursztynylo-CoA i syntetazy bursztynylo-CoA
w wyniku czego produkowane jest ATP i wodoér jak
opisano u pierwotniakow [24, 28]. Charakterystyczna
cecha fermentacji Neocallimastix 1 Piromyces jest po-
wstawanie znaczacej ilosci pirogronianu z malonianu
w hydrogenosomach. Wedlug jednych autoréw pirogro-
nian powstaty w procesie glikolizy przeksztalcany jest
w cytoplazmie przez karboksylazg pirogronianu do
szczawiooctanu [61]. Wedlug innych szczawiooctan
powstaje z fosfoenolopirogronianu w wyniku reakcji
katalizowanej przez karboksykinazg fosfoenolopirogro-
nianu. Nastepnie szczawioctan ulega redukcji do malo-
nianu przez dehydrogenaz¢ malonianu. Malonian jest
transportowany do hydrogenosomu, gdzie nastepuje
jego utlenianie przez tzw. enzym malonianowy, w wy-
niku czego powstaje pirogronian (substrat dla liazy pi-
rogronian:mréowczan), dwutlenek wegla i NAD(P)H.
Elektrony przenoszone sa przez oksydoreduktazeg NADH:
ferrodoksyna na ferrodoksyng. Dalej w wyniku aktyw-
nos$ci hydrogenazy nastgpuje redukcja protonow i pro-
dukowany jest wodér. W wyniku przeksztatcen malo-
nianu w cytoplazmie powstaje bursztynian [28, 61].
U Trichomonas vaginalis rtdwniez istnieje podobny szlak
i czg$¢ pirogronianu tworzy si¢ z malonianu w hydro-
genosomach w wyniku dziatania enzymu malonianowe-
go [20]. U orzeskow rodzaju Holotricha pirogronian
réwniez moze powsta¢ z malonianu w podobny spo-
sob, ale ma to miejsce w cytoplazmie [83]. Istnieja tez
mikroorganizmy, ktdre nie posiadaja hydrogenosomoéw,
a wykryto u nich hydrogenazy i wiadomo, ze sg zdolne
do produkcji wodoru. Naleza do nich pasozytnicze pier-
wotniaki, np. Giardia intestinalis, wiciowiec powodu-
jacy infekcje przewodu pokarmowego czlowieka, czy
Entamoeba histolytica oraz Spironucleus barkhanus [47).

2.7. Hydrogenazy
Mianem hydrogenaz okresla si¢ rodzing metaloen-

zymow, ktore katalizuja odwracalnag reakcj¢ utlenia-
nia wodoru opisana przez rownanie 16:
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2H"+2¢ o~ H, (réwnanie 16)

Substrat hydrogenaz jest najmniejszym znanym
w biologii. Ze wzgledu na metal grupy prostetycznej
znajdujacej si¢ w centrum aktywnym enzymu, hydro-
genazy mozna podzieli¢ na dwie gtowne klasy: hydro-
genazy [FeFe], posiadajace dwa atomy zelaza oraz
hydrogenazy [FeNi], posiadajace jeden atom zelaza
1 jeden atom niklu. Uwaza sig, Ze u organizmow pro-
kariotycznych bardziej rozpowszechnione sa hydro-
genazy [NiFe] niz hydrogenazy [FeFe]. Obecnos¢
hydrogenaz [NiFe] stwierdzono tylko u organizmow
prokariotycznych, u bakterii najwigcej w klasie Clo-
stridia, y-Proteobacteria i u archeoné6w. Hydrogenazy
[FeFe] wystepuja u bakterii i organizmoéw eukariotycz-
nych, nie wykryto ich natomiast u archeonéw. Funk-
cja hydrogenaz [FeFe] jest produkcja wodoru cza-
steczkowego. Wickszo$¢ poznanych hydrogenaz [NiFe]
przeprowadza reakcj¢ utleniania wodoru do protonow
i elektronéw. Naleza tu hydrogenazy pobierajace (ang.
uptake hydrogenases). Hydrogenazami [NiFe], ktore
katalizuja reakcje wytwarzania wodoru sa hydroge-
nazy bakterii fermentacji mieszanej, np. Escherichia
coli. U E. coli znane sa cztery hydrogenazy [NiFe].
Dwie z nich, biatka Hyd-1 i Hyd-2 utleniaja wodor.
Hydrogenaza Hyd-3 wchodzi w sklad omawianego
w rozdz. 2.3.3 i 2.3.4 kompleksu FHL odpowiedzial-
nego za produkcje wodoru w warunkach fermentacyj-
nych. Wykryto tez hydrogenaz¢ Hyd-4, produkt jed-
nego z genow operonu hyf. Uwaza si¢, ze kompleks
Hyf pelni analogiczna funkcje do kompleksu FHL,
chociaz ekspresja gend6w operonu Ayf jest staba.

W budowie obu klas hydrogenaz [NiFe] i [FeFe]
wyroznia si¢ silnie konserwowany rdzen oraz réznorod-
ne pomocnicze domeny i podjednostki. W przypadku
hydrogenaz [FeFe] rdzen ten sktada si¢ z domeny H
o masie czast. 40 kDa zbudowanej z 350 aminokwa-
sOw, ktora jest potaczona z grupa prostetyczna [FeFe]
oraz centrum zelazowo-siarkowym [4Fe-4S] poprzez
atom siarki jednej reszty cysteiny (rys. 4a). Rdzen hy-
drogenaz [NiFe] zbudowany jest z duzej i malej pod-
jednostki. Duza podjednostka o masie czast. 60 kDa
zwigzana jest z grupa prostetyczna [NiFe] przez atomy
siarki czterech reszt cystein lub rzadziej trzech reszt
cystein i jednej reszty selenocysteiny (rys. 4b). Mata
podjednostka o masie czast. 30 kDa wiaze od jednego
do trzech centréw zelazowo-siarkowych [4Fe-4S] lub
[3Fe-4S]. Budowa rdzenia obu typéw hydrogenaz i ich
dojrzewanie sa zupetnie odmienne, co wskazuje na od-
rebne pochodzenie ewolucyjne mimo petnienia podob-
nych funkcji. Natomiast cecha wspdlna obu hydro-
genaz sa dwuatomowe ligandy CO i CN™ potaczone
z atomami zelaza grup prostetycznych hydrogenaz.
Hydrogenazy [NiFe] posiadaja jedna czasteczke CO
i dwie czasteczki CN~. Hydrogenazy [FeFe] maja pig¢
ligandow, kazdy atom Fe zwiazany jest z jedna czas-
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Rys. 4. Centra aktywne hydrogenaz [FeFe] (a) i [FeNi] (b).
Objasnienia w tekscie.

teczkg CO i jedng CN, jest jeszcze dodatkowa czas-
teczka CO taczaca ze soba dwa atomy zelaza.

Funkcja domen i podjednostek pomocniczych hy-
drogenaz jest transport elektronéw do i z centrum ak-
tywnego hydrogenazy. W przypadku obu hydrogenaz
sa one podobne i zawieraja centra zelazowo-siarkowe
[Fe-S]. Hydrogenazy [NiFe] sa dimerami, a hydroge-
nazy [FeFe] glownie monomerami, spotyka si¢ row-
niez dimery, trimery i tetramery. Hydrogenazy [FeFe]
w przeciwienstwie do wigkszosci hydrogenaz [NiFe]
sa bialkami cytoplazmatycznymi, formy peryplazma-
tyczne czy tez zwigzane z btonami komérkowymi na-
leza do rzadkoSci.

Dojrzewanie hydrogenaz [NiFe] jest dobrze pozna-
ne dla hydrogenaz E. coli. Cecha charakterystyczna dla
tych hydrogenaz jest to, ze geny je kodujace oraz biatka
pomocnicze tworza operony (patrz tez rozdz. 2.3.4).
Poszczegblnymi etapami sa synteza ligandow CN-
i CO, wiazanie z atomami zelaza i niklu, potaczenie
z duza podjednostka hydrogenazy za co odpowiedzial-
ne sa biatka pomocnicze Hyp; dojrzewanie centrum
aktywnego hydrogenaz przez endoproteolityczne od-
cigcie C-terminalnego peptydu duzej podjednostki ka-
talizowane przez specyficzne proteazy, inne dla kazdej
hydrogenazy; transport hydrogenaz do miejsc dziata-
nia. Dojrzewanie hydrogenaz [FeFe] jest znacznie sta-
biej poznane niz hydrogenaz [NiFe]. Do tej pory nie
stwierdzono istnienia operondéw gendéw odpowiedzial-
nych za dojrzewanie hydrogenaz [FeFe]. Duzym po-
stgpem bylo wykrycie funkcji biatek kodowanych
przez geny hydE, hydF i hydG Chlamydomonas rein-
hardtii, ktore uczestnicza w dojrzewaniu hydrogenaz
[FeFe]. Ich homologi stwierdzono u innych organiz-
mow, u ktorych wystepuja hydrogenazy [FeFe].

Wyréznia si¢ tez trzecia klase¢ hydrogenaz. Sa to hy-
drogenazy Hmd wystepujace u metanogenéw. W ich
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centrum aktywnym wystepuje tylko jeden atom zelaza,
nie posiadaja tez centrow zelazowo-siarkowych [Fe-S].
Katalizuja one reakcj¢ posrednia w procesie metano-
genezy, utleniania wodoru i redukcji N°,N’-metenyl-
tetrahydrometanopteryny do N, N/-metylenetetrahy-
drometanopteryny i protonu. Enzym ten tez posiada
ligandy w postaci CO i CN [18, 21, 54, 67].

2.8. Redukcja siarczanéw

Wodor jest produkowany w czasie oddychania bez-
tlenowego przez bakterie redukujace siarczany jako
ostateczny receptor elektronow w procesie oddycha-
nia. Dobrze poznang bakteria jest Desulfovibrio vul-
garis. Substratami dla bakterii redukujacych siarczany
sa kwas mlekowy, takze inne kwasy, alkohole oraz
wodor. Gdy substratem jest np. kwas mlekowy to ulega
on przeksztalceniu do pirogronianu, ten do acety-
lo-CoA, ostatecznym produktem procesu jest octan.
U bakterii tych wykryto obecnos$¢ zar6wno oksydore-
duktazy pirogronian:ferredoksyna jak i liazy pirogro-
nian:mrowczan. Powstaje wigc tez mrowczan. Reak-
cjom tym towarzyszy uwalnianie wodoru w wyniku
aktywnos$ci hydrogenaz cytoplazmatycznych. Periplaz-
matyczne hydrogenazy utleniaja wodor do protonow
i elektrondéw. Protony przekazywane sa do siarczanu
redukujac go do siarkowodoru. Jednoczesnie transpor-
towane sg elektrony, w wyniku fosforylacji oksydatyw-
nej powstaje ATP. Analizujac produkty gazowe Desul-
fovibrio vulgaris stwierdzono, ze zanim pojawi si¢
siarkowodor, najpierw wykrywa si¢ wodor a takze
tlenek wegla. Tlenek wegla przeksztatcany jest do dwu-
tlenku wegla i wodoru w wyniku dziatania dehydro-
genazy CO (CODH) podobnie jak ma to miejsce
u Rhodospirillum rubrum [79].

Przy braku siarczanu w podtozu ma miejsce fermen-
tacja, ktorej ostatecznymi produktami sa octan i wodor.
Taki uktad moze istnie¢ np. przy synantroficznych
zwiazkach bakterii redukujacych siarczany i meta-
nogenow. Te ostatnie zapewniaja korzystne warunki
termodynamiczne do powstawania wodoru, utrzymuja
niskie jego stezenie przez wykorzystanie wodoru do
produkcji metanu [75].

3. Podsumowanie

Wodoér uwazany jest za nos$nik energii, ktory w przy-
szlosci moze, przynajmniej czgSciowo, zastapic trady-
cyjne zrodta energii. W zwiazku z tym, ze obecne me-
tody produkcji wodoru sa energochtonne, opieraja sig
na tradycyjnych zrodtach energii, powoduja zatrucie
srodowiska i nie moga by¢ stosowane na wigksza ska-
lg, nastapito duze zainteresowanie produkcja wodoru
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z biomasy w procesach prowadzonych przez drobno-
ustroje w warunkach beztlenowych. Kierunek ten wy-
daje si¢ bardzo atrakcyjny, poniewaz produkcja wo-
doru z biomasy moze stanowi¢ sposob usuwania
réznorodnych odpadéw organicznych. W artykule zo-
staly szczegblowo omowione znane procesy biologicz-
ne w wyniku ktorych powstaje wodoér:fermentacja,
fotofermentacja, bezposrednia i posrednia biofotoliza,
oddychanie beztlenowe bakterii redukujacych siarcza-
ny przy braku siarczanu w podtozu. Najbardziej obie-
cujace z punktu widzenia przysztych zastosowan wy-
daja si¢ by¢ procesy fermentacji. Wiele obecnych badan
dotyczy sposobow zwigkszenia wydajnosci produkcji
wodoru w warunkach fermentacji. Obiecujacym Kkie-
runkiem badan jest zastosowanie nowoczesnych metod
biologii molekularnej do selekcji, izolacji i identyfi-
kacji nowych gatunkéw bakterii produkujacych wodor
z duza wydajnoscia z réznych srodowisk. Enzymami
odpowiedzialnymi za produkcj¢ wodoru we wszystkich
procesach biologicznych sa hydrogenazy. Sa to meta-
loenzymy katalizujace odwracalna reakcjg utleniania
wodoru zgodnie z rownaniem: 2H" + 2¢~ ~ H,. U bez-
tlenowych mikroorganizméw eukariotycznych hydro-
genazy znajduja si¢ zwykle w wyspecjalizowanych
organellach komoérkowych zwanych hydrogenoso-
mami. Hydrogenosomy sa przystosowaniem do zycia
w $Srodowisku anaerobowym. Organella te uwaza si¢
za odpowiedniki mitochondriow u organizmow tleno-
wych. W artykule omowiono réwniez drobnoustroje
odpowiedzialne za produkcj¢ wodoru w zwaczu prze-
zuwaczy, ktory jest specyficznym ekosystemem, swo-
ista komora fermentacyjna.
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