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1. Wprowadzenie

Wodór, najl¿ejszy ze znanych gazów, pierwiastek
chemiczny rozpoczynaj¹cy uk³ad okresowy, uwa¿any
jest za jeden z istotniejszych no�ników energii przysz-
³o�ci, okre�lany jest nawet mianem paliwa XXI wieku.
Zainteresowanie wodorem jako paliwem energetycz-
nym wynika z perspektywy wyczerpania siê z³ó¿
tradycyjnych �róde³ energii, jakimi s¹ wêgiel czy ropa
naftowa. Wodór stanowi czyste �ród³o energii, bowiem
jedynym produktem jego spalania jest woda, nie po-
wstaje przy tym dwutlenek wêgla. Reakcja spalania
cz¹steczki wodoru przebiega wed³ug wzoru opisane-
go przez równanie 1:

H2 + ½ O2 → H2O (równanie 1)
Dziêki temu spalanie wodoru nie przyczynia siê do

powstawania dziury ozonowej, efektu cieplarnianego
i kwa�nych deszczy [48, 59].

Wodór jest równie¿ bardzo wydajnym �ród³em
energii. Jego energia w³a�ciwa wynosi 33 Wh/g i jest
najwy¿sza spo�ród wszystkich paliw. Dla porównania
energia w³a�ciwa metanu wynosi 14,2 Wh/g a wêgla
9,1 Wh/g. Jednak gêsto�æ energii paliwa, która jest
iloczynem energii w³a�ciwej paliwa i gêsto�ci paliwa
w g/cm3, dla skroplonego wodoru jest do�æ niska i wy-
nosi 2,7 Wh/cm3, dla porówniania skroplonego meta-
nu 6,0 Wh/cm3 a wêgla 19,2 Wh/cm3. Wynika to z nis-
kiej gêsto�ci skroplonego gazu [64]. Wodór mo¿e byæ
przekszta³cany w energiê w silnikach spalinowych
oraz w chemicznych ogniwach paliwowych. Jednak tej
pory wodór nie jest wykorzystywany jako paliwo
energetyczne na wiêksz¹ skalê. Wchodzi natomiast
w sk³ad paliw rakietowych. Pewne nadzieje wi¹¿e
siê z wykorzystaniem wodoru jako paliwa samocho-
dowego. Jednak istniej¹ dzi� powa¿ne ograniczenia
w zastosowaniach wodoru jako no�nika energii. S¹ to
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wybuchowo�æ substancji, konieczno�æ zmniejszenia
objêto�ci wodoru przez kompresjê czy skroplenie, pro-
blemy z jego przechowywaniem i dystrybucj¹ oraz
obecne metody jego otrzymywania. Wodór wykorzys-
tywany jest w przemy�le chemicznym, m.in. do produk-
cji amoniaku, chlorowodoru, metanolu, w reakcjach
redukcji jak redukcja tlenków do wolnych metali,
w usuwaniu zwi¹zków siarki i azotu, w reakcjach uwo-
dornienia, wysycania wi¹zañ jak utwardzanie t³usz-
czów ciek³ych, do usuwania �ladowych ilo�ci tlenu
w zapobieganiu procesom utleniania i powstawaniu
korozji. Wodór stosowany jest te¿ w palnikach tleno-
wo-wodorowych [17].

Mimo ¿e wodór jest najbardziej rozpowszechnio-
nym pierwiastkiem w przyrodzie to w czystej postaci
nie wystêpuje, istnieje jedynie w zwi¹zkach chemicz-
nych. Obecnie wodór otrzymuje siê g³ównie z kon-
wencjonalnych �róde³ energii. Do tradycyjnych spo-
sobów produkcji wodoru nale¿¹:

● konwersja z par¹ wodn¹ (reforming parowy)
gazu i ropy naftowej; jest to reakcja wêglowodo-
rów z par¹ wodn¹ w bardzo wysokich tempe-
raturach 700�1100°C w obecno�ci katalizatora
metalicznego, czego wynikiem jest powstanie
mieszaniny gazów (ang. syngas), tlenku wêgla,
dwutlenku wêgla i wodoru; w wyniku w dalszej
reakcji tlenku wêgla z par¹ wodn¹ powstaje dwu-
tlenek wêgla i wodór.

● gazyfikacja wêgla lub koksu (równie¿ oparta na
reakcji z par¹ wodn¹, proces analogiczny do re-
formingu parowego);

● elektroliza wody, czyli rozk³ad wody pod wp³y-
wem sta³ego pr¹du elektrycznego;

Znana jest te¿ technologia plazmowa, czyli roz-
dzielanie wêglowodorów na wodór i czysty wêgiel
w temperaturze 1600�2000°C. Wszystkie te procesy s¹
energoch³onne, opieraj¹ siê na nieodwracalnych �ród-
³ach energii i powoduj¹ zatrucie �rodowiska. Otrzy-
manie czystego paliwa energetycznego takim kosztem
jest bezzasadne. St¹d du¿e zainteresowanie produkcj¹
wodoru z biomasy, w tym procesami prowadzonymi
przez drobnoustroje [48, 59].

Biomasa jest to ogólna masa materii organicznej
pochodzenia ro�linnego lub zwierzêcego, w której
w wyniku procesu fotosyntezy akumulowana jest ener-
gia s³oneczna. Ilo�æ lasów na kuli ziemskiej szacuje
siê na 700 bilionów ton. Jest to odpowiednik energe-
tyczny 5 bilionów ton ropy naftowej. Do celów ener-
getycznych mo¿na wykorzystaæ odpady produkcji rol-
niczej jak s³oma, niejadalne czê�ci ro�lin uprawnych;
odchody zwierz¹t; odpady przemys³u cukrowniczego,
miêsnego, t³uszczowego, drzewnego, skórzanego, pa-
pierniczego; osady �ciekowe; ro�liny szybko rosn¹ce
uprawiane specjalnie na potrzeby produkcji biomasy
(np. wierzba wiciowa, trawy). Listê t¹ mo¿na jeszcze

znacznie wyd³u¿yæ. Cech¹ biomasy jako �ród³a energii
jest odnawialno�æ i uniwersalno�æ. Dwutlenek wêgla,
który jest produktem ubocznym rozk³adu biomasy, nie
przyczynia siê do powstania efektu cieplarnianego,
gdy¿ pochodzi z bie¿¹cej produkcji ro�linnej i mo¿e byæ
zaabsorbowany w procesach fotosyntezy. To wszystko
sprawia, ¿e biomasê uwa¿a siê za wa¿ne odnawialne
�ród³o wodoru w niedalekiej przysz³o�ci. Wodór z bio-
masy mo¿na otrzymaæ w wyniku nastêpuj¹cych typów
procesów [12, 59]:

● gazyfikacja biomasy, jest to reakcja z par¹ wodn¹
w wysokiej temperaturze ok. 800�1000°C podob-
nej do reformingu parowego i gazyfikacji wêgla;

● piroliza, czyli przekszta³cenie biomasy w mie-
szaninê gazów, frakcjê p³ynn¹ biooil (bio-olej)
oraz wêgiel drzewny pod wp³ywem wysokiej
temperatury 500�700°C bez udzia³u tlenu, frak-
cja p³ynna poddawana jest nastêpnie reformin-
gowi parowemu;

● nadkrytyczne przekszta³cenie biomasy do dwu-
tlenku wêgla i wodoru, które polega na tym, ¿e
mieszanina biomasy i wody o jednolitej konsys-
tencji poddawana jest dzia³aniu bardzo wysokie-
go ci�nienia 22MPa (krytyczne ci�nienie wody),
temperatura procesu jest ni¿sza ni¿ w przypadku
gazyfikacji i pirolizy.

Jak widaæ wszystkie te procesy wymagaj¹ dostar-
czenia energii. Rozwa¿a siê wykorzystanie energii s³o-
necznej w procesach gazyfikacji biomasy.

● procesy prowadzone przez mikroorganizmy.

2. Produkcja wodoru w procesach biologicznych

2.1. Bezpo�rednia biofotoliza

Bezpo�rednia biofotoliza, czyli fotosyntetyczna
produkcja wodoru z wody jest procesem biologicz-
nym, w którym energia �wietlna jest wykorzystywana
do rozbicia cz¹steczki wody na wodór i tlen wed³ug
równania 2:

  energia �wietlna

2H2O → 2H2 + O2 (równanie 2)

Zjawisko to wykryto i opisano dla mikroskopij-
nych glonów, np. zielenic w warunkach beztlenowych.
Przyk³adowymi gatunkami s¹ Chlamydomonas rein-
hardtii, Chlorella fusca, Scenedesmus obliquus. Foto-
produkcja wodoru przez mikroskopijne glony znajduje
siê w centrum zainteresowania badaczy, gdy¿ stano-
wi potencjalne �ród³o odnawialnego wodoru z wody
i energii s³onecznej. Mechanizm tego zjawiska wygl¹-
da w nastêpuj¹co. Energia �wietlna absorbowana jest
przez transb³onowy kompleks polipeptydów zwany
fotosystemem II, który katalizuje transport elektronów
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z wody do plastochinolu wed³ug reakcji opisanej przez
równanie 3. Proces ten stymulowany jest �wiat³em.

energia �wietlna

2PQ (plastochinol utl.) + 2H2O → 2PQH2
(plastochinol zred.) + O2 (równanie 3)

Nastêpnie elektrony s¹ przenoszone z plastochino-
lu na plastocyjaninê przez cytochrom bf. A dalej inny
transb³onowy kompleks peptydowy zwany fotosyste-
mem I przenosi je na ferredoksynê. Hydrogenaza, en-
zym odpowiedzialny za produkcjê wodoru (patrz
rozdz. 2.7), odbiera elektrony ze zredukowanej ferro-
doksyny i redukuj¹c protony uwalnia wodór. W wa-
runkach tlenowych wodór wykorzystywany jest do
redukcji dwutlenku wêgla. Aby nast¹pi³a produkcja
wodoru przez zielenice wymagana jest inkubacja glo-
nów w warunkach beztlenowych od kilku minut do
kilku godzin. Czas ten jest niezbêdny do indukcji
bia³ek odpowiedzialnych za produkcjê wodoru, w tym
najwa¿niejszego, czyli hydrogenazy. Hydrogenazy s¹
bardzo wra¿liwe na tlen. Tak wiêc aby nast¹pi³a pro-
dukcja wodoru musi istnieæ oddzielenie czasowe
i przestrzenne etapu prowadz¹cego do powstawania
tlenu od etapu prowadz¹cego do tworzenia wodoru.
Taki stan mo¿e byæ osi¹gniêty, gdy hodowla zielenic
zostanie umieszczona w �rodowisku ubogim w siarkê.
W warunkach niedoboru siarki nastêpuje zahamowa-
nie syntezy bia³ka D1, podjednostki czê�ci rdzeniowej
fotosystemu II, która ulega czêstej wymianie. Bia³ko
D1 jest bogate w aminokwasy zawieraj¹ce siarkê jak
cysteina i metionina. W opisanych warunkach w krót-
kim czasie produkcja tlenu i absorpcja dwutlenku
wêgla ustaj¹ i tworzy siê wodór. Uwalnianie wodoru
stymuluje syntezê ATP w komórce. Konstruowane s¹
mutanty, które posiada³yby hydrogenazy odporne na
tlen i produkowa³yby wodór w warunkach tlenowych
[25, 30, 44]. W komórkach zielenic wykryto liazê pi-
rogronian:mrówczan (PFL) jak równie¿ oksydoreduk-
tazê pirogronian : ferrodeksyna i inne enzymy umo¿li-
wiaj¹ce oddychanie w warunkach beztlenowych [6].

2.2. Po�rednia biofotoliza

Wodór produkowany jest równie¿ przez since, pro-
kariotyczne fotosyntetyzuj¹ce organizmy. Fotosynteza
przebiega podobnie jak u ro�lin. Proces, który prowa-
dzi do powstawania wodoru to tzw. po�rednia fotoliza.
Wiele gatunków sinic potrafi wi¹zaæ azot atmosferycz-
ny redukuj¹c go do amoniaku. Sinice maj¹ bardzo
ubogie wymagania pokarmowe. Potrzebuj¹ dwutlen-
ku wêgla i azotu z powietrza, wody, soli mineralnych
i �wiat³a jako jedynego �ród³a energii. Fotoliza po�red-
nia jest procesem dwuetapowym. Pierwszym etapem
jest normalna fotosynteza w wyniku której nastêpuje
redukcja dwutlenku wêgla do wêglowodanów. Dwu-

tlenek wêgla jest wiêc no�nikiem elektronów i proto-
nów powsta³ych w wyniku rozk³adu cz¹steczki wody.
W drugim etapie wêglowodany ulegaj¹ rozk³adowi
czê�ciowo na drodze fermentacji a czê�ciowo przy
udziale fotosystemu I pod wp³ywem �wiat³a. Nastêpuje
przeniesienie elektronów z cz¹steczki cukru na ferre-
doksynê za po�rednictwem bia³ek fotosystemu I pod
wp³ywem energii �wietlnej. W powstawaniu wodoru
w procesie po�redniej fotolizy istotn¹ rolê odgrywaj¹
trzy enzymy, nitrogenaza i dwie hydrogenazy NiFe,
jedna pobieraj¹ca, która rozk³ada cz¹steczkê wodoru
do dwóch protonów i dwóch elektronów (ang. uptake
hydrogenase), druga prowadz¹ca dwukierunkow¹ re-
akcjê: H2 ↔ 2H+ + 2e�. Nitrogenaza katalizuje reakcje
redukcji azotu atmosferycznego do amoniaku z jedno-
czesn¹ redukcj¹ protonu i uwolnieniem wodoru we-
d³ug reakcji opisanej przez równanie 4. Jest to reakcja
bardzo energoch³onna.

N2 + 8H+ + 8e� + 16ATP → 2NH3 +
+ H2 + 16 ADP + 16 Pi (równanie 4)

Nitrogenaza mo¿e równie¿ redukowaæ protony do
wodoru cz¹steczkowego zgodnie z reakcj¹ opisan¹
przez równanie 5:

2H+ + 2e� + 4ATP → H2 + 4ADP + 4 Pi
(równanie 5)

Nitrogenaza jest kompleksem bia³kowym sk³ada-
j¹cym siê z dwóch bia³ek, reduktazy dinitrogenazy
(zwanej bia³kiem Fe) zbudowanej z dwóch podjednos-
tek, produktów genu nifH oraz dinitrogenazy (zwanej
bia³kiem MoFe), która jest heterotetramerem "2$2
utworzonym z bia³ek kodowanych przez geny nifD
(podjednostka ") i nifK (podjednostka $). Dinitroge-
naza reduktaza odbiera elektrony od zewnêtrznego
donora typu ferredoksyna i przekazuje je dinitrogena-
zie, która przeprowadza w³a�ciw¹ reakcjê redukcji
substratu. Proces wi¹zania azotu jest kontrolowany
i regulowany przez wiele innych jeszcze bia³ek. Nitro-
genaza jest bardzo wra¿liwa na tlen. Wielokomórkowe
sinice np. z rodzaju Nostoc, Anabaena, Oscillatoria
czy Calothrix, które tworz¹ filamenty, posiadaj¹ wy-
specjalizowane komórki, tzw. heterocysty, w których
zachodzi proces absorpcji azotu cz¹steczkowego. He-
terocysty zapewniaj¹ warunki beztlenowe niezbêdne
dla funkcjonowania nitrogenazy. S¹ otoczone grub¹
�cian¹ komórkow¹ ograniczaj¹c¹ dyfuzjê tlenu, nie
posiadaj¹ kompleksu bia³kowego fotosystemu II, od-
znaczaj¹ siê podwy¿szon¹ konsumpcj¹ tlenu w oddy-
chaniu komórkowym. Substratem dla hydrogenazy
katalizuj¹cej reakcjê jednokierunkow¹, czyli rozk³ad
cz¹steczki wodoru do protonów i elektronów, jest wo-
dór produkowany w trakcie redukcji azotu. Powsta³e
protony mog¹ byæ wykorzystane do redukcji kolejnej
cz¹steczki azotu. Hydrogenaza ta sk³ada siê z dwóch
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bia³ek HupL oraz HupS i jest ma³o wra¿liwa na tlen.
Zawsze towarzyszy ona nitrogenazie. Konstruuje siê
mutanty z nieaktywn¹ hydrogenaz¹ pobieraj¹c¹ w celu
zwiêkszenia produkcji wodoru przez sinice. Druga
hydrogenaza, prowadz¹ca reakcjê dwukierunkow¹,
wystêpuje zarówno u gatunków maj¹cych jak i nie ma-
j¹cych zdolno�ci do wi¹zania azotu atmosferycznego.
Zbudowana jest ona z dwóch podjednostek, diaforazy,
która odbiera elektrony z cz¹steczki NADH, w sk³ad
której wchodz¹ bia³ka HoxU i HoxF oraz hydrogena-
zy utworzonej przez bia³ka HoxH i HoxY. Jej rola nie
jest dok³adnie poznana. Prawdopodobnie usuwa nad-
miar si³y redukuj¹cej w postaci NADH w warunkach
beztlenowych. Najintensywniejsza produkcja wodoru
ma miejsce w warunkach niedoboru azotu. S¹ te¿ ga-
tunki wi¹¿¹ce azot a nie tworz¹ce heterocyst. Nale¿¹
do nich jednokomórkowe sinice z rodzaju Synecho-
coccus, Microcystis, Gloebacter, Aphanocapsa. Aby
by³a mo¿liwa produkcja wodoru musi nast¹piæ oddzie-
lenie w czasie tego procesu od procesu fotosyntezy [9,
68, 77]. Wydajno�æ produkcji wodoru w procesach
biofotolizy bezpo�redniej i po�redniej jest niska [34].

2.3. Fermentacje bakteryjne

Fermentacja jest typem oddychania beztlenowego
o niskiej wydajno�ci energetycznej, w którym ostatecz-
nym akceptorem elektronów s¹ produkty rozk³adu sub-
stratu oddechowego (donora elektronów). Brak jest ze-
wnêtrznego akceptora elektronów. W czasie fermentacji
tworz¹ siê ró¿norodne, zale¿ne od typu fermentacji,
zwi¹zki organiczne oraz gazy (dwutlenek wêgla i wo-
dór). Obecno�æ i ilo�æ powsta³ego wodoru zale¿y od
rodzaju fermentacji. Na podstawie dominuj¹cego cha-
rakterystycznego produktu koñcowego wyró¿niamy
nastêpuj¹ce typy fermentacji bakteryjnej: mlekowa
(homo- i heterofermentacja), propionowa, alkoholowa,
kwasów mieszanych (mrówkowa), mas³owo-butanolo-
wa. Fermentacje mlekowa, propionowa, alkoholowa nie
maj¹ znaczenia w produkcji wodoru. Fermentacjami
wodorowymi s¹ fermentacja mas³owo-butanolowa oraz
fermentacja kwasów mieszanych. Podczas fermentacji
mas³owo-butanolowej tworz¹ siê kwas mas³owy, bu-
tanol, wodór, dwutlenek wêgla, kwas octowy oraz inne
zwi¹zki jak aceton, 2-propanol, etanol, kwas mlekowy,
kwas kapronowy, acetoina. Z dotychczasowej wiedzy
wynika, ¿e fermentacja ta jest charakterystyczna przede
wszystkim dla przetrwalnikuj¹cych bakterii z rodzaju
Clostridium oraz innych nie tworz¹cych zarodników,
np. bakterii ¿waczowych. Znanymi bakteriami prowa-
dz¹cymi fermentacjê kwasów mieszanych s¹ bakterie
z rodziny Enterobacteriaceae, tak¿e gatunki rodzaju
Bacillus, a do koñcowych produktów procesu nale¿¹
kwas mrówkowy, kwas octowy, etanol, wodór, dwutle-
nek wêgla, kwas mlekowy, a tak¿e kwas bursztynowy,

glicerol, acetoina i 2,3-butanodiol. Enterobacteriaceae
s¹ du¿¹ rodzin¹ bakterii, do której nale¿y wiele ga-
tunków symbiotycznych zamieszkuj¹cych przewód
pokarmowy ludzi i zwierz¹t oraz patogennych. Nale-
¿¹ tu nastêpuj¹ce przyk³adowe 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. S¹
to Gram-ujemne, nie tworz¹ce przetrwalników fakul-
tatywne beztlenowce [72].

2.3.1. Powstawanie pirogronianu

Wiêkszo�æ fermentacji to fermentacje glikolityczne,
czyli ich pierwszym etapem jest glikoliza inaczej szlak
fruktozo-1,6-bifosforanowy (szlak Embdena-Meyer-
hoffa-Parnasa). W wyniku glikolizy nastêpuje prze-
kszta³cenie glukozy w pirogronian. Pierwszym etapem
glikolizy jest przekszta³cenie glukozy we fruktozo-
1,6-bifosforan w wyniku reakcji fosforylacji i izome-
ryzacji. Nastêpnie fruktozo-1,6-bifosforan jest roz-
szczepiany na dwa izomeryczne zwi¹zki trójwêglowe:
aldehyd 3-fosfoglicerynowy i fosfodihydroksyaceton.
W efekcie dzia³ania izomerazy triozofosforanowej
z fosfodihydroksyacetonu tworzy siê aldehyd 3-fosfo-
glicerynowy. Dwie cz¹steczki aldehydu 3-fosfoglice-
rynowego ulegaj¹ przekszta³ceniu do dwóch cz¹steczek
1,3-bifosfoglicerynianu. Kolejn¹ reakcjê katalizuje ki-
naza fosfoglicerynianowa, w wyniku czego z 1,3-bi-
fosfoglicerynianu powstaje ATP i 3-fosfoglicerynian.
Ostatnim etapem jest przekszta³cenie 3-fosfoglicery-
nianu w pirogronian przy jednoczesnym powstaniu
cz¹steczki ATP. Podsumowuj¹c, produktami rozk³adu
1 cz¹steczki glukozy w procesie glikolizy s¹ 2 cz¹-
steczki pirogronianu, 2 cz¹steczki ATP (zysk netto)
i 2 cz¹steczki NADH [76].

Pirogronian mo¿e powstaæ te¿ 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-Doudoroffa glukozo-6-fosforan ule-
ga odwodorowaniu do 6-fosfoglukonianu przez de-
hydrogenazê glukozo-6-fosforanow¹. Powstaje wtedy
1 cz¹steczka NADPH. Nastêpnie w wyniku dzia³ania
dehydratazy fosfoglukanionowej powstaje 2-keto-3-
deoksy-6-fosfoglukonian, który rozszczepiany jest do
pirogronianu i aldehydu 3-fosfoglicerynowego przez
aldolazê 2-keto-3-deoksyfosfoglukanionow¹. Dalej al-
dehyd 3-fosfoglicerynowy przekszta³cany jest do piro-
gronianu. W szlaku Entnera-Doudoroffa z 1 cz¹steczki
glukozy powstaj¹ 2 cz¹steczki pirogronianu, 1 cz¹stecz-
ka NADPH, 1 cz¹steczka NADH i 1 cz¹steczka ATP.
U bakterii fermentacyjnych mog¹ wystêpowaæ ró¿ne
odmiany tego szlaku. Pirogronian jest substratem wyj�-
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ciowym do dalszych przemian w procesach fermen-
tacji. W fermentacji mlekowej ulega przekszta³ceniu
w mleczan, w fermentacji alkoholowej w etanol, w fer-
mentacji propionowej w szczawiooctan. W fermenta-
cjach mas³owo-butanolowej i kwasów mieszanych piro-
gronian jest utleniany do acetylo-koenzymu A (acetylo-
-CoA) [72, 76]. Pirogronian mo¿e powstaæ te¿ z innych
substratów co zosta³o opisane w rozdziale 2.3.5.

2.3.2. Fermentacja mas³owo-butanolowa

Wzorcowy schemat przebiegu fermentacji mas³owo-
butanolowej na przyk³adzie Clostridium acetobutyli-
cum przedstawia rysunek 1. Reakcja utleniania pirogro-

nianu do acetylo-CoA katalizowana jest przez oksydo-
reduktazê pirogronian:ferredoksyna (PFOR, pyruvate:
ferredoxin oxidoreductase) przy udziale ferredoksyny,
która ulega redukcji wed³ug równania 6:

Pirogronian + CoA +
Oksydoreduktaza
pirogronian : ferredoksyna (PFOR)

+ ferredoksynautleniona (Fd) →
acetylo-CoA + ferredoksynazredukowana (FdH) + CO2

(równanie 6)

Ferredoksyna jest niewielkim rozpuszczalnym w wo-
dzie bia³kiem zawieraj¹cym centrum ¿elazowo-siar-
kowe [4Fe-4S] po³¹czone z resztami cysteiny. Z acety-
lo-CoA tworzy siê szereg produktów fermentacji jak
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Rys. 1. Schemat przebiegu fermentacji mas³owo-butanolowej prowadzonej przez Clostridium acetobutylicum.
Zaznaczono szlaki prowadz¹ce do powstania wodoru
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kwasy organiczne, etanol czy butanol. Zredukowana
ferredoksyna mo¿e te¿ powstaæ w reakcji z NADH przy
udziale oksydoreduktazy NADH:ferredoksyna (NFOR,
ang. NADH: ferredoxin oxidoreductase) wed³ug rów-
nania 7:

Oksydoreduktaza
NADH : ferredoksyna (NFOR)

NADH + ferredoksynautl (Fd) →
NAD+ + ferredoksynared (FdH) (równanie 7)

NADH pochodzi z procesu glikolizy lub szlaku Entnera-
Doudoroffa.

Nastêpnie wodór jest uwalniany w reakcji prowa-
dzonej przez hydrogenazê � oksydoreduktazê ferre-
doksyna:H2 wed³ug równania 8:

Hydrogenaza � Oksyreduktaza
Ferredoksyna : H2

ferredoksynared (FdH) →
ferredoksynautl (Fd) + H2 (równanie 8)

Hydrogenazy przenosz¹ elektrony z wewn¹trzko-
mórkowych no�ników elektronów na protony. Protony
s¹ akceptorami elektronów i ulegaj¹ redukcji. Protony
s¹ s³abymi akceptorami elektronów i wymagaj¹ silnego
czynnika redukuj¹cego. Aktywno�æ enzymów PFOR
i NFOR jest regulowana przez stê¿enie wyprodukowa-
nego wodoru. Ci�nienie cz¹steczkowe wodoru wy¿sze
ni¿ 60 Pa hamuje aktywno�æ bia³ka NFOR. W tych
warunkach w komórce wystêpuje równowaga stê¿eñ
utlenionych oraz zredukowanych form ferredoksyny
i NADH. Produkcja wodoru staje siê niekorzystna ter-
modynamicznie, wiêc powstaj¹ inne produkty fermen-
tacji jak ma�lan, mleczan, czy etanol. Bia³ko PFOR
jest natomiast aktywne, gdy ci�nienie cz¹steczkowe
wodoru wynosi do 3×104 Pa. Zatem im ni¿sze ci�nie-
nie cz¹steczkowe wodoru tym wydajniejsza produkcja
wodoru [4, 29]. Mleczan tworzy siê w wyniku redukcji
pirogronianu. Etanol powstaje w wyniku redukcji ace-
tylo-CoA przez przez dehydrogenazê aldehydu octowe-
go oraz dehydrogenazê etanolow¹. Acetylotransferaza
fosforanowa oraz kinaza octanowa przekszta³caj¹ ace-
tylo-CoA do octanu. Tiolaza katalizuje reakcjê konden-
sacji dwóch cz¹steczek acetylo-CoA w wyniku czego
tworzy siê acetoacetylo-CoA, który ulega redukcji
przez dehydrogenazê 3-hydroksybutyrylo-CoA do 3-hy-
droksybutyrylo-CoA. Ten zwi¹zek ulega dalej dehy-
dratacji przez krotonazê do krotonylo-CoA, który
z kolei jest redukowany do butyrylo-CoA przez dehy-
drogenazê do butyrylo-CoA. Przy udziale transbuty-
rylazy fosforanowej i kinazy ma�lanowej powstaje
ma�lan. Dehydrogenaza aldehydu mas³owego i de-
hydrogenaza butanolowa przekszta³caj¹ butyrylo-CoA
w butanol. Z acetoacetylo-CoA mo¿e powstaæ te¿ aceto-
octan, z którego po dekarboksylacji tworzy siê aceton.
Aceton mo¿e ulec redukcji do 2-propanolu. Koñcowy-
mi produktami fermentacji mas³owo-butanolowej s¹
wiêc ma�lan, octan, mleczan, etanol, butanol, aceton,
dwutlenek wêgla i wodór [26, 29].

2.3.3. Fermentacja kwasów mieszanych

W fermentacji kwasów mieszanych w wyniku prze-
kszta³cenia pirogronianu katalizowanej przez liazê
pirogronian : mrówczan (PFL, pyruvate formate-lyase)
wed³ug równania 9 oprócz acetylo-CoA powstaje te¿
mrówczan, który ulega rozk³adowi do dwutlenku
wêgla i wodoru pod wp³ywem liazy mrówczan:H2
(FHL, formate hydrogenlyase) wed³ug równania 10.

liaza pirogronian : mrówczan (PFL)

Pirogronian + CoA →  acetylo-CoA
+ mrówczan (równanie 9)

liaza mrówczan:H2 (FHL)

Mrówczan (HCOOH)  →  H2 + CO2
(równanie 10)

Wyró¿niamy 2 typy fermentacji mieszanej, typ
E. coli i typ Enterobacter. Produktami fermentacji typu
E. coli s¹ etanol, octan, mleczan i bursztynian. Bursz-
tynian powstaje w wyniku przekszta³cenia fosfoeno-
lopirogronianu przez reduktazê fumaranow¹ FrdBC,
mleczan w wyniku przekszta³cenia pirogronianu przez
dehydrogenazê mleczanow¹ LdhA, octan w wyniku
przekszta³cenia pirogronianu przez oksydazê pirogro-
nianu PoxB oraz acetylo-CoA przez acetylotransfera-
zê fosforanow¹ PTA i kinazê octanow¹ ACK a etanol
w wyniku redukcji acetylo-CoA (rys. 2) [49, 71]. Na-
tomiast w fermentacji typu Enterobacter kwasów two-
rzy siê niewiele a przewa¿aj¹ acetoina, 2,3-butanodiol
oraz diacetyl. Acetoina powstaje z dwóch cz¹steczek
pirogronianu, 2,3-butanadiol to produkt redukcji aceto-
nu, diacetyl tworzy siê w efekcie utleniania siê acetoiny
na powietrzu [72]. Ponadto uwa¿a siê, ¿e w fermentacji
typu Enterobacter wodór powstaje równie¿ z NADH
przy udziale oksydoreduktazy NADH:ferredoksyna jak
opisano dla fermentacji mas³owo-butanolowej. Two-
rzy siê wtedy zredukowana ferredoksyna (wg równa-
nia 7) a wodór jest uwalniany w reakcji prowadzonej
przez hydrogenazê � oksydoreduktazê ferredoksy-
na:H2 (wg równania 8). Ma to miejsce przy wysokim
poziomie NADH w komórce [58].

Do Enterobacteriaceae nale¿y rodzaj Citrobacter.
S¹ to fakultatywne beztlenowce o wysokiej wydajno�ci
produkcji wodoru (2.49 mola H2 na 1 mol glukozy).
Bakterie te zdolne s¹ równie¿ do produkcji wodoru
z tlenku wêgla i wody [62]. Zjawisko to jest dobrze
poznane dla bakterii fotosyntetyzuj¹cych i opisane
w rozdziale 2.4.

2.3.4. Regulacja produkcji wodoru
w czasie fermentacji kwasów mieszanych

Regulacja wytworzenia wodoru w czasie fermen-
tacji kwasów mieszanych zostanie omówiona na przy-
k³adzie modelowego przedstawiciela rodziny Entero-
bacteriaceae, bakterii Escherichia coli. Podobnie jak
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inne bakterie z tej rodziny jest ona fakultatywnym bez-
tlenowcem. Globalnymi regulatorami kontroluj¹cymi
ekspresjê genów koduj¹cych enzymy oddychania tle-
nowego i beztlenowego s¹ kompleks ArcAB i bia³ko
FNR wra¿liwe na stê¿enie tlenu i potencja³ oksydore-
dukcyjny w komórce [2, 40]. W warunkach tlenowych
pirogronian ulega oksydatywnej dekarboksylacji przez
dehydrogenazê pirogronianu (PDHc, pyruvate dehy-
drogenase complex) do acetylo-CoA i w³¹czany jest
w cykl Krebsa. W warunkach anaerobowych lub mi-
kroanaerobowych nastêpuje aktywacja liazy pirogro-
nian:mrówczan (PFL), która przekszta³ca czê�æ piro-
gronianu w mrówczan. Z pirogronianu mo¿e powstaæ
te¿ mleczan i octan a z fosfoenolopirogronianu bursz-
tynian. Stwierdzono, ¿e ok. 33% glukozy ulega prze-
kszta³ceniu w kwas mrówkowy, który gromadzi siê
w cytoplazmie i powoduje zakwaszenie �rodowiska
komórki. Mrówczan mo¿e byæ metabolizowany w ko-
mórce na 3 ró¿ne sposoby. Metabolizm mrówczanu
jest wiêc istotnym elementem fermentacji kwasów
mieszanych i produkcji wodoru. W komórce E. coli
wykryto 3 dehydrogenazy mrówczanowe. Pierwsza to
bia³ko FDH-N, produkt operonu fdnGHI, syntetyzo-
wane, gdy komórki rosn¹ w warunkach beztlenowych
w obecno�ci azotanów. Enzym ten przeprowadza utle-
nianie mrówczanu przy jednoczesnej redukcji azotanów
z udzia³em reduktazy azotanowej. Drug¹ dehydroge-
nazê mrówczanow¹, bia³ko FDH-O, koduje operon
fdoGHI, gdy pojawiaj¹ siê warunki tlenowe oraz gdy

w pod³o¿u znajduj¹ siê akceptory elektronów w po-
staci azotanów. Obie dehydrogenazy s¹ bia³kami b³o-
nowymi a ich centra aktywne znajduj¹ siê od strony
periplazmy. Trzecia dehydrogenaza mrówczanowa to
produkt genu fdhF, bia³ko FDH-H, którego ekspresja
zachodzi w warunkach fermentacyjnych, gdy brak ze-
wnêtrznych akceptorów elektronów. Centrum aktyw-
ne FDH-H zawiera selen oraz molibden i skierowane
jest do wnêtrza cytoplazmy. Enzym ten jest kluczo-
wym elementem kompleksu liazy mrówczan:wodór
(FHL) odpowiedzialnej za rozk³ad kwasu mrówkowe-
go do dwutlenku wêgla i wodoru. FHL jest komplek-
sem bia³kowym zakotwiczonym w b³onie komórko-
wej sk³adaj¹cym siê z siedmiu bia³ek: FDH-H oraz
6 bia³ek Hyc, produktów operonu hyc. S¹ to bia³ka
HycB, HycC, HycD, HycF i HycG odpowiedzialne za
transport elektronów oraz bia³ko HycE (Hyd-3), hy-
drogenaza, jedna z czterech hydrogenaz NiFe E. coli.
Hydrogenazy NiFe s¹ omówione w rozdziale 2.7. In-
duktorem genu fdhF i genów operonu hyc, których
produkty tworz¹ liazê mrówczan:wodór, jest sam kwas
mrówkowy. W komórce istnieje regulon mrówczano-
wy w sk³ad którego wchodz¹ ponadto operony hypA-E,
fhlA oraz hydN-hypF (rys. 3). Geny te ulegaj¹ trans-
krypcji w warunkach obni¿onego pH, przy akumula-
cji mrówczanu. Do ich transkrypcji wymagana jest
podjednostka F54 w polimerazie RNA. Bia³ka HypA-E
i HypF s¹ odpowiedzialne za dojrzewanie hydroge-
nazy Hyd-3 i formowanie kofaktora NiFe. Gen fhlA

redukcja  

azotanów  

  FDH-N 

redukcja azotanów + 

oddychanie tlenowe 

etanol 

 redukcja 

acetyloCoA 

PFL
  PoxB 

LdhA 

 fosfoenolopirogronian 

pirogronian 

 bursztynian 

FrdBC 

mleczan 
octan + CO2  

mrówczan + acetylo-CoA 

 PTA 

 ACK 

octan 

  FDH-O 

FHL 

glikoliza 

ADP 

ATP 

CO2 + H2

glukoza

fosfoenolopirogronian

pirogronian

PFL

FHL

mrówczan + Acetylo-CoA

Rys. 2. Schemat fermentacji kwasów mieszanych u Escherichia coli.
FrdBC � reduktaza fumaranowa, LdhA � dehydrogenaza mleczanowa, PoxB � oksydaza pirogronianu,

FDH-O i FDH-N � dehydrogenazy mrówczanu, PTA � acetylotransferaza fosforanowa, ACK � kinaza octanowa,
PFL � liaza pirogronian:mrówczan, FHL � liaza mrówczan:wodór. Zaznaczono szlak prowadz¹cy do powstania wodoru
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koduje bia³ko FHLA, oddzia³ywuj¹ce z mrówczanem,
które pe³ni funkcjê induktora regulonu mrówczanu.
FHLA ³¹czy siê z DNA w postaci tetrameru aktywu-
j¹c w ten sposób transkrypcjê genów regulonu. Gen
fhlA ulega autoregulacji na zasadzie sprzê¿enia zwrot-
nego dodatniego. Wygaszanie regulonu nastêpuje przez
bia³ko represorowe HYCA, produkt genu hycA oraz
antysensowne RNA OxyS. Represor HYCA odzia³ywu-
je z bia³kiem induktorowym FHLA oraz z kompleksem
FHLA z mrówczanem. OxyS jest 109 nukleotydowym
fragmentem RNA, który nie ulega translacji i jest indu-
kowany w warunkach stresu oksydacyjnego. Uwa¿a siê,
¿e jest to globalny regulator ekspresji ok. 40 genów.
Pokazano, ¿e OxyS RNA wi¹¿e siê z sekwencj¹ Shine-
Dalgarno mRNA dla bia³ka FHLA blokuj¹c miejsce
wi¹zania rybosomy. W regulacji regulonu mrówcza-
nowego wa¿n¹ rolê odgrywa równie¿ transmembrano-
we bia³ko FocA odpowiedzialne za transport mrów-
czanu do i na zewn¹trz komórki. Nale¿y ono do klasy
bia³ek transportuj¹cych kwasy organiczne. Mutanty

focA gromadz¹ mrówczan wewn¹trz komórki w po-
równaniu ze szczepem dzikim. Wykazano, ¿e kwas
mrówkowy zostaje pocz¹tkowo usuniêty z komórki,
a gdy pH podlo¿a ulega zakwaszeniu (spadek pH po-
ni¿ej 6,8), jest pobierany z powrotem i ulega rozk³a-
dowi przez liazê FHL. Dok³adny mechanizm transpor-
tu mrówczanu nie jest poznany. Prawdopodobnie
bierze w nim udzia³ równie¿ inne bia³ko FocB (pro-
dukt genu focB). Powrót mrówczanu do komórki ma
miejsce, gdy brak jest zewnêtrznego akceptora elek-
tronów jak azotany czy tlen. Ciekawe jest, ¿e gen focA
i pfl koduj¹cy liazê pirogronian:mrówczan PFL two-
rz¹ wspólny operon focApfl [3, 21, 71].

2.3.5. Substraty fermentacji

Substratami fermentacji s¹ przede wszystkim wê-
glowodany. Powstawanie pirogronianu z glukozy jest
podstawowym schematem rozwa¿anym przy omawia-
niu procesów fermentacji. Jednak pirogronian mo¿e
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powstawaæ z ró¿norodnych zwi¹zków. S¹ to inne ni¿
glukoza cukry proste, jak fruktoza, galaktoza, ksy-
loza, arabinoza, ryboza. Cukry te mog¹ by w³¹czane
w cykl glikolityczny lub inne cykle (szlak 2-keto-3-
deoksy-6-fofsoglukaniowy czy szlak pentozofosforano-
wy). Na przyk³ad galaktoza mo¿e byæ przekszta³cona
w glukozo-6-fosforan, a fruktoza w aldehyd glicery-
nowy i fosfodihydroksyaceton po uprzedniej fosfory-
lacji do fruktozo-1-fosforanu. Substratami fermentacji
s¹ polisacharydy, jak np. celuloza, hemiceluloza, skro-
bia; dwucukry, jak np. sacharoza, maltoza po uprzed-
niej hydrolizie na cukry proste [34, 45].

Kolejnymi zwi¹zkami, z których w wyniku procesu
fermentacji powstaje wodór s¹ aminokwasy. Wiadomo,
¿e w wyniku fermentacji glutaminy prowadzonej przez
Clostridium tetanomorphum, C. pascui, C. tetani, C. co-
chlearium, C. malenominatum, C. limosum powstaj¹
amoniak, wodór, dwutlenek wêgla, octan, ma�lan oraz
etanol. Glutamina przekszta³cana jest do octanu i piro-
gronianu w wieloetapowym procesie. Produktami po-
�rednimi s¹ 2-metylo-asparaginian, 2-metylo-fumaran,
2-metylo-jab³czan [11, 72, 80]. Stwierdzono, ¿e wodór
jest tak¿e produkowany przez bakterie fermentuj¹ce
glicynê, np. Peptococcus anaerobius oraz treoninê, np.
Clostridium propionicum [11].

Znacz¹c¹ produkcjê wodoru obserwowano dla ho-
dowli Enterobacter aerogenes [32] oraz Klebsiella
pneumoniae [46] rosn¹cych na pod³o¿ach bogatych
w glicerol. G³ównymi produktami fermentacji by³y
etanol i wodór. Inna bakteria Clostridium kluyveri pro-
wadzi fermentacjê etanolu i octanu lub bursztynianu
w wyniku której powstaje ma�lan, kapronian oraz wo-
dór [36]. Wyizolowano bakteriê Clostridium dolis,
która prowadzi fermentacjê mieszaniny kwasów mle-
kowego i octowego, której produktem s¹ wodór i kwas
mas³owy [53].

W zwi¹zku z du¿ymi nadziejami jakie wi¹¿e siê
z wodorem jako paliwem w przysz³o�ci uzyskiwanym
z biomasy, znaczna czê�æ badañ naukowych i publi-
kowanych prac dotyczy produkcji wodoru z ró¿norod-
nych odpadów organicznych, takich jak odpady prze-
mys³u rolno-spo¿ywczego, zw³aszcza bogate w skrobiê
i celulozê [4, 34, 53, 63], melasa [69], odpady prze-
mys³u t³uszczowego [23], odpady bogate w keratynê
[7], obornik i odchody innych zwierz¹t [15, 84, 90],
odpady z produkcji biopaliw [32, 46], odpady prze-
mys³u papierniczego [78].

2.3.6. Wydajno�æ produkcji wodoru
w procesie fermentacji

Gdyby biomasê potraktowaæ jako cukry proste
typu glukoza to w wyniku ca³kowitego rozk³adu 1
mola glukozy powsta³oby 12 moli wodoru zgodnie
z równaniem 11:

C6H12O6 + 6 H2O → 12 H2 + 6 CO2
(równanie 11)

Rozwa¿aj¹c równania 6�8 z rozdzia³u 2.3.2.,
w optymalnych warunkach w czasie fermentacji z jed-
nego mola glukozy mo¿na otrzymaæ 4 mole wodoru
(2 mole w wyniku dzia³ania bia³ka PFOR i 2 mole
w wyniku dzia³ania bia³ka NFOR), 4 mole dwutlenku
wêgla i 2 mole octanu zgodnie z reakcj¹ opisan¹
przez równanie 12. Jest to maksymalna ilo�æ wodoru
jak¹ mo¿na uzyskaæ w procesie fermentacji z 1 mola
glukozy.

C6H12O6 + 2 H2O → 4 H2 + 2 CO2 + 2 CH3COOH
(równanie 12)

Jest to wiêc 33% warto�ci przedstawionej przez
równania 6 i 11. W rzeczywisto�ci jest to mniej, bo
8�20%, czyli 1�2,5 mola wodoru z 1 mola glukozy.
Tworzenie kwasu mas³owego obni¿a ilo�æ powsta³ego
wodoru do 2 moli (równanie 13):

C6H12O6 + 2 H2O → 2 H2 + 2 CO2 +
+ CH3CH2CH2COOH (równanie 13)

Powstawanie kolejnych produktów fermentacji (in-
ne kwasy organiczne, alkohole) powoduj¹ dalsze obni-
¿enie ilo�ci wyprodukowanego wodoru [4, 40, 48].
Natomiast maksymalna teoretyczna wydajno�æ fer-
mentacji mieszanej wynosi 2 mole wodoru na 1 mol
glukozy [87].

Szacuje siê, ¿e wydajno�æ produkcji wodoru powin-
na wynosiæ 60�80%, aby produkcja wodoru z biomasy
by³a op³acalna z ekonomicznego punktu widzenia [8,
48]. St¹d du¿e zainteresowanie sposobami zwiêksza-
nia wydajno�ci produkcji wodoru. W pracach spotkaæ
mo¿na ró¿ny sposób przedstawienia wydajno�ci pro-
dukowanego wodoru w procesach fermentacji. Jedni
autorzy pokazuj¹ to jako liczbê moli wodoru na 1 mol
substratu roz³o¿onego, inni na 1 mol substratu doda-
nego do po¿ywki. Jeszcze inni pokazuj¹ produktyw-
no�æ wodoru w %, gdzie za 100% przyjmuje siê ilo�æ
moli wodoru powsta³ego z ca³kowitego rozk³adu 1 mola
substratu (12 moli wodoru w przypadku rozk³adu cz¹s-
teczki glukozy) [41]. Czêsto podaje siê tempo produk-
cji wodoru w jednostkach objêto�ci produkowanego
gazu w jednostce czasu (np. ml/h) zaznaczaj¹c objê-
to�æ hodowli, jej gêsto�æ lub liczebno�æ bakterii czy
te¿ such¹ masê. Mo¿na te¿ wyliczyæ ilo�æ mmoli wo-
doru na gram suchej masy [57], ilo�æ mmoli wodoru
na godzinê na litr hodowli ([86], ilo�æ µmoli wodoru
na mg bia³ka [49] itp.

2.3.7. Sposoby zwiêkszania wydajno�ci produkcji
wodoru w procesach fermentacji

W bioreaktorach, gdzie zachodzi fermentacja i pro-
dukowany jest wodór, rozwijaj¹ siê zazwyczaj trzy
grupy mikroorganizmów. Oprócz producentów wodoru
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pojawiaj¹ siê tam bakterie, które wykorzystuj¹ wodór
w swoich procesach ¿yciowych. S¹ to metanogeny
i acetogeny, a produktami ich metabolizmu s¹ odpo-
wiednio metan i kwas octowy. Zatem istotnym czynni-
kiem w optymalizacji produkcji wodoru jest ogranicze-
nie procesów metanogenezy i acetogenezy. Archeony
metanogenne s¹ bezwzglêdnymi beztlenowcami, wy-
twarzaj¹ metan w przemianie octanu i redukcji wodoru
CO2 w warunkach beztlenowych. Bakterie acetogenne
produkuj¹ kwas octowy z wodoru i dwutlenku wêgla
wg reakcji opisanej przez równanie 14:

4 H2 + 2 CO2 → CH3COOH + 2 H2O
(równanie 14)

Jednym ze sposobów hamowania procesów meta-
nogenezy i acetogenezy jest traktowanie hodowli wy-
sok¹ temperatur¹ 80�104°C przez 15�120 min. Selek-
cjonowane s¹ wtedy bakterie fermentuj¹ce o du¿ej
produkcji wodoru, zdolne do wytwarzania zarodników
z rodzaju Clostridium, Bacillus czy Thermoanaero-
bacterium. W takich warunkach gin¹ jednak bakterie
produkuj¹ce  jak np. z rodzaju Enterobacter czy Citro-
bacter wodór a nie zarodnikuj¹ce. W inoculum mog¹
pozostaæ te¿ tworz¹ce spory bakterie octowe (z rodzaju
Acetobacterium, Sporomusa czy Clostridium), bakterie
propionowe, bakterie kwasu mlekowego czy bakterie
wykorzystuj¹ce wodór do redukcji siarczanów [41].
Pokazano, ¿e efektywn¹ metod¹ poprawiaj¹c¹ pro-
dukcjê wodoru jest traktowanie hodowli zwi¹zkami
chemicznymi, które specyficznie hamuj¹ rozwój me-
tanogenów i procesy metanogenezy jak kwas 2-bro-
moetanosulfonowy (BESA) czy jodopropan. Podobne
efekty przynosi prowadzenie hodowli bakterii w warun-
kach obni¿onego pH do ok. 5,5 czy traktowanie inocu-
lum kwasem. Nale¿y tu zaznaczyæ, ¿e gdy fermentacja
przebiega w optymalnych warunkach, nastêpuje spadek
pH hodowli do warto�ci ok. 5,0 na skutek produkcji
kwasów organicznych, co w naturalny sposób hamuje
rozwój metanogenów. Kolejn¹ metod¹ ograniczaj¹c¹
tworzenie metanu i zwiêkszaj¹c¹ produkcjê wodoru
jest pulsowe napowietrzenie hodowli bakteryjnej [89].

Innym podej�ciem do zwiêkszenia wydajno�ci pro-
dukcji wodoru jest d¹¿enie do osi¹gniêcia warunków
fermentacji, w których nastêpuje ograniczenie powsta-
wania ró¿norodnych produktów koñcowych. W przy-
padku fermentacji mas³owo-butanolowej celem jest
osi¹gniêcie warunków opisanych przez równanie 12.
Przypomnijmy, ¿e ci�nienie cz¹steczkowe wodoru wy¿-
sze ni¿ 60 Pa hamuje aktywno�æ bia³ka NFOR. W przy-
padku fermentacji kwasów mieszanych celem jest uzy-
skanie jak najwiêkszej produkcji kwasu mrówkowego.
Wi¹¿e siê to z utrzymywaniem niskiego ci�nienia
cz¹steczkowego wodoru w hodowli, co sprzyja jego
produkcji. Stosuje siê ró¿ne techniki usuwania gazów
fermentacyjnych (wodór i dwutlenek wêgla) rozpusz-

czonych w hodowli bakterii. Jednoczesne usuwanie
wodoru i dwutlenku wêgla zapobiega procesowi po-
wstawania kwasu octowego. Najczêstsz¹ technik¹ ob-
ni¿ania stê¿enia rozpuszczonych gazów fermentacyj-
nych w bioreaktorach, gdzie produkowany jest wodór,
stanowi ich wypieranie przez przedmuchiwanie innym
gazem obojêtnym (ang. gas sparging). Stosuje siê tu
zwykle argon i azot, a tak¿e metan czy dwutlenek wê-
gla. Wzrost produkcji wodoru w takich warunkach ob-
serwuje siê zarówno w hodowlach czystych kultur np.
Enterobacter aerogenes, Clostridium butyricum, Rho-
dopseudomonas palustris, jak i mieszanych [41, 59].

Innymi metodami s¹ wytrz¹sanie czy mieszanie ho-
dowli fermentacyjnych, co sprzyja przechodzeniu ga-
zów metabolicznych z fazy ciek³ej do przestrzeni nad
hodowl¹ w reaktorze. Pokazano te¿, ¿e sposobem na
zwiêkszenie produkcji wodoru mo¿e byæ obni¿enie ci�-
nienia cz¹steczkowego wodoru w atmosferze nad ho-
dowl¹ bakteryjn¹. Obni¿enie ogólnego ci�nienia gazów
w kolbie z hodowl¹ Enterobacter cloacae z 760 mmHg
do 380 mmHg przez zastosowanie pompy perystaltycz-
nej zwiêkszy³o wydajno�æ produkcji wodoru z 1,9 mola
H2 na 1 mol glukozy do 3,9 mola H2 na 1 mol glukozy.
U¿yty szczep by³ mutantem charakteryzuj¹cym siê
podwy¿szon¹ produkcj¹ wodoru w stosunku do szcze-
pu dzikiego w wyniku zaburzeñ w funkcjonowaniu
szlaków syntezy alkoholi i kwasów organicznych.
W eksperymencie tym ponadto poch³aniany by³ dwu-
tlenek wêgla przez roztwór KOH [50]. Zastosowanie
roztworu KOH jest znan¹ metod¹ usuwaj¹c¹ dwutle-
nek wêgla, co równie¿ zwiêksza ilo�æ produkowanego
wodoru w procesie fermentacji. Zbyt wysokie ci�nie-
nie cz¹steczkowe dwutlenku wêgla, powy¿ej 0,5 atm
dzia³a hamuj¹co na wzrost bakterii oraz zmniejsza ró¿-
norodno�æ gatunkow¹ w kulturach mieszanych [41, 44].

Stwierdzono, ¿e dodanie kwasu mrówkowego w wa-
runkach beztlenowych do hodowli bakterii prowadz¹-
cych fermentacjê kwasów mieszanych, np. Enterobac-
ter aerogenes zwiêksza produkcjê wodoru. Jest to wynik
podwy¿szenia indukcji bia³ka FHL przez zwiêkszone
stê¿enie mrówczanu w komórce. Egzogennie podany
kwas mrówkowy jest transportowany do wnêtrza ko-
mórki. Uwa¿a siê, ¿e w tych warunkach nastêpuje
równie¿ podwy¿szenie poziomu NADH w komórce,
który wykorzystywany jest do produkcji wodoru [43].

Innym podej�ciem do problemu zwiêkszania wy-
dajno�ci produkcji wodoru w procesie fermentacji s¹
próby modyfikacji genetycznych bakterii. Obecne me-
tody genetyczne umo¿liwiaj¹ stworzenie mutantów,
które maj¹ zablokowane pewne szlaki metaboliczne
lub nadprodukuj¹ wybrane bia³ka. Skonstruowano po-
chodne E. coli z delecj¹ genu hycA oraz z nadekspresj¹
genu fhlA z plazmidowego DNA. Mutanty te nie po-
siada³y bia³ka represorowego HycA dla regulonu
mrówczanu lub nadprodukowa³y bia³ko induktorowe
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tego regulonu, lub nios³y obie te cechy. W mutancie
hycA nadprodukuj¹cym bia³ko FHLA obserwowano
2,8-krotny wzrost tempa produkcji wodoru w porów-
naniu do dzikiego szczepu. Podwy¿szenie produkcji
wodoru stwierdzono te¿ w pojedynczym mutancie
ÄhycA oraz w szczepie bez mutacji a nadprodukuj¹-
cym bia³ko FHLA [86]. Ci sami autorzy skonstruowa-
li kolejne mutanty E. coli z zablokowanymi szlakami
produkcji kwasu mlekowego i kwasu bursztynowego
w czasie fermentacji. By³y to mutanty delecyjne ldhA
i frdBC. Gen ldhA koduje dehydrogenazê mleczanow¹
przekszta³caj¹c¹ pirogronian w mleczan a gen frdBC
reduktazê fumaranow¹, enzym szlaku syntezy bursz-
tynianu z fosfoenolopirogronianu. Wydajno�æ produk-
cji wodoru w podwójnym mutancie )ldhA )frdBC
wynosi³a 1,87 mola H2 na 1 mol glukozy w porówna-
niu ze szczepem dzikim (1,08 mola H2 na 1 mol glu-
kozy) i osi¹gnê³¹ 90% maksymalnej teoretycznej wy-
dajno�ci dla fermentacji kwasów mieszanych (2 mole
H2 na 1 mol glukozy) [87]. Prowadzone w tej dziedzi-
nie badania polegaj¹ na wprowadzaniu kolejnych mu-
tacji w genomowym DNA i sprawdzaniu ich fenoty-
powych efektów. Skonstruowano szereg mutantów
E. coli nios¹cych mutacje w genach hycA, hyaB (kodu-
j¹cym hydrogenazê 1, patrz rozdz. 2.7), hybC (kodu-
j¹cym hydrogenazê 2, patrz rozdz. 2.7) oraz posiada-
j¹cych uszkodzenia w czterech innych genach spo�ród
nastêpuj¹cych: fdnG (koduj¹cym podjednostkê " dehy-
drogenazy FDH-N), fdoG (koduj¹cym podjednostkê "
dehydrogenazy FDH-O), focA, focB, frdC, ldhA, narG
(koduj¹cym podjednostkê " reduktazy azotanów A),
poxB (koduj¹cym oksydazê pirogronianu) i aceE (ko-
duj¹cym dehydrogenazê pirogronianu). Mutanty te nad-
produkowa³y te¿ bia³ko FHLA. Najwiêksz¹ produkcjê
wodoru, 4,6 razy wiêksz¹ w porównaniu do szczepu
dzikiego, uzyskano dla szczepu nios¹cego siedem mu-
tacji: hyaB, hybC, hycA, fdoG, frdC, ldhA i aceE [49].
W innych badaniach na drodze mutagenezy chemicz-
nej stosuj¹c metanosulfoniam etylu otrzymano mutanta
Enterobacter cloacae z zablokowanymi szlakami syn-
tezy etanolu, butanodiolu i kwasów organicznych.
Mutant ten wykazywa³ 1,5-krotny wzrost produkcji
wodoru w porównaniu ze szczepem dzikim [42]. Warto
tu zaznaczyæ, ¿e z jednej strony zmodyfikowane szcze-
py bakteryjne czêsto wykazuj¹ spowolniony wzrost
i wymagaj¹ warunków laboratoryjnych do hodowli,
z drugiej za� strony istniej¹ obawy przed przedosta-
niem siê genetycznie modyfikowanych organizmów
do �rodowiska naturalnego.

Znacznie bardziej obiecuj¹cym kierunkiem badañ
jest zastosowanie nowoczesnych metod biologii mo-
lekularnej do poszukiwania, selekcji, izolacji i iden-
tyfikacji nowych gatunków bakterii produkuj¹cych
wodór z du¿¹ wydajno�ci¹ z naturalnych �rodowisk.
Do metod tych nale¿¹ g³ównie analiza genów koduj¹-

cych 16S rRNA oraz fluorescencyjna hybrydyzacja in
situ (FISH). Szacuje siê, ¿e do tej pory zosta³o wyhodo-
wany i zbadany niewielki procent wszystkich mikro-
organizmów wystêpuj¹cych w przyrodzie [74]. Ana-
liza sekwencji genu 16S rRNA oraz metoda FISH s¹
w ostatnich latach stosowane do analizy molekularnej
sk³adu mikrobiologicznego hodowli w bioreaktorach,
gdzie produkowany jest wodór w procesach fermenta-
cji. Badane s¹ równie¿ ró¿ne naturalne �rodowiska [1,
31, 33, 38, 53, 69, 73]. Oprócz genów koduj¹cych 16S
rRNA analizowane s¹ równie¿ geny koduj¹ce hydro-
genazy [33]. W ten sposób wykrywa siê nowe gatunki
bakterii. Z gor¹cych �róde³ w chiñskiej prowincji
Fujian wyizolowano gatunek bakterii, który charakte-
ryzuje siê zdolno�ci¹ do fermentacji ró¿nych cukrów,
wysok¹ wydajno�ci¹ produkcji wodoru i tolerancj¹ na
tlen. Metod¹ analizy sekwencji 16S rRNA zidentyfiko-
wano, ¿e jest to Klebsiella oxytoca HP1. Bakteria ta ro-
sn¹c na po¿ywce zawieraj¹cej sacharozê produkowa³a
wodór z wydajno�ci¹ 3,6 mola/mol sacharozy [57].
Nowe gatunki izoluje siê z ró¿norodnych �cieków.
Przyk³adami mog¹ byæ Clostridium diolis [53], Bacil-
lus coagulans [39]. Wydajno�æ produkcji wodoru dla
B. coagulans by³a najwy¿sza w fazie stacjonarnego
wzrostu i wynosi³a 2,28 mola H2 na 1 mol glukozy.

2.4. Fotofermentacja

Kolejnym procesem biologicznym, w którym pro-
dukowany jest wodór jest fotosynteza prowadzona
przez bakterie beztlenowe. Do bakterii fotosyntetyzu-
j¹cych nale¿¹ bakterie purpurowe i bakterie zielone.
Wyró¿nia siê cztery grupy tych bakterii: zielone i pur-
purowe bakterie siarkowe, zielone i purpurowe bakte-
rie bezsiarkowe. Fotosynteza bakteryjna w warunkach
beztlenowych przebiega inaczej ni¿ u ro�lin. Donorem
wodoru i elektronów do wi¹zania dwutlenku wêgla nie
jest woda, ale zwi¹zki siarki (siarkowodór, tiosiarcza-
ny, siarka) i wodór cz¹steczkowy dla bakterii siarko-
wych oraz zwi¹zki organiczne i wodór cz¹steczkowy
dla bakterii bezsiarkowych. W fotosyntezie bakteryjnej
nie jest produkowany tlen, st¹d jej nazwa � fotosynteza
anoksygenowa. W b³onach bakteryjnych znajduj¹ siê
barwniki absorbuj¹ce energiê �wietln¹ oraz bia³ka
odpowiedzialne za transport elektronów. W wyniku
transportu elektronów powstaje si³a protomotoryczna
i wytwarzana jest energia w postaci ATP. Elektrony
przenoszone s¹ na ferredoksynê i dalej na NAD+, w ten
sposób produkowana jest si³a redukuj¹ca w postaci
NADH [72]. Do najlepiej poznanych bakterii foto-
syntetyzuj¹cych, które produkuj¹ wodór nale¿¹ bakte-
rie purpurowe bezsiarkowe Rhodospirillaceae a w�ród
nich rodzaje Rhodopseudomonas, Rhodospirillum, Rho-
dobacter, Rhodobium wykorzystuj¹ce zwi¹zki orga-
niczne. Czêsto 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 cz¹steczkowego
w wyniku aktywno�ci nitrogenazy, która podobnie jak
w przypadku sinic redukuje te¿ protony do wodoru
cz¹steczkowego [17, 30]. Uwa¿a siê, ¿e budowa
i funkcjonowanie nitrogenazy bakterii purpurowych
bezsiarkowych jest podobna do budowy nitrogenazy
sinic i nie odbiega od ogólnego schematu dla nitroge-
naz [13, 88]. Podobnie jak w przypadku sinic nitroge-
nazie towarzyszy hydrogenaza pobieraj¹ca Hup roz-
k³adaj¹ca cz¹steczkê wodoru do dwóch protonów
i dwóch elektronów, która dostarcza protony do reduk-
cji azotu. Mutanty wykazuj¹ce brak aktywno�ci tej hy-
drogenazy wykazuj¹ podwy¿szona produkcjê wodoru
zale¿n¹ od nitrogenazy [37]. U Rhodospirillum rub-
rum wykryto jeszcze aktywno�ci trzech innych hydro-
genaz. Jedna pozwala te¿ wykorzystywaæ wodór cz¹s-
teczkowy ze �rodowiska do redukcji dwutlenku wêgla
[37, 51]. Druga to hydrogenaza zwi¹zana jest ze wzros-
tem w ciemno�ci w warunkach fermentacji, rozk³ada-
j¹ca mrówczan do dwutlenku wêgla i wodoru, analo-
giczna do bia³ka FHL E. coli. Oznacza to, ¿e bakterie
te przy braku �wiat³a prowadz¹ fermentacjê kwasów
mieszanych [27, 51]. Trzecia hydrogenaza indukowa-
na jest przez tlenek wêgla i stanowi sk³adnik komplek-
su zwi¹zanego z b³on¹ komórkow¹ utleniaj¹cego tle-
nek wêgla wed³ug reakcji opisanej przez równanie 15:

CO + H2O → CO2 + H2 (równanie 15)

Dehydrogenaza tlenku wêgla, bia³ko CODH, pro-
dukt genu cooS utlenia tlenek wêgla do dwutlenku
wêgla przekazuj¹c elektrony i protony na podjednostkê
przypominaj¹c¹ ferredoksynê, produkt genu cooF, sk¹d
transportowane s¹ do hydrogenazy, produkt genu cooH,
w wyniku redukcji protonów powstaje wodór [22, 51].
Pokazano, ¿e podaj¹c do hodowli Rhodospirillum
rubrum gaz bogaty w tlenek wêgla (ang. syngas), bak-
terie wytwarzaj¹ wodór [85]. Gaz (syngas) jest mie-
szanin¹ g³ównie tlenku wêgla, dwutlenku wêgla oraz
wodoru i mo¿e byæ produktem gazyfikacji biomasy
[19]. Niektóre purpurowe bakterie bezsiarkowe, np.
Rubrivivax gelatinosus, s¹ zdolne do wzrostu w warun-
kach gdzie jedynym �ród³em wêgla jest tlenek wêgla
a �ród³em energii jest �wiat³o [52]. Zjawisko powsta-
wania wodoru reakcji z tlenkiem wêgla i wody zosta³o
te¿ opisane dla przedstawiciela Enterobacteriaceae,
rodzaju Citrobacter [62].

Jak wiadomo produktami ubocznymi fermentacji
s¹ kwasy organiczne (niskocz¹steczkowe kwasy t³usz-
czowe) oraz alkohole. Kwasy organiczne nie s¹ w ¿a-
den sposób wykorzystane przez bakterie fermentuj¹ce.
Ponadto zbyt silne zakwaszenie pod³o¿a (pH poni¿ej 5)
powoduje zahamowanie produkcji wodoru. Kwasy or-
ganiczne i alkohole mog¹ natomiast stanowiæ �ród³o

elektronów i wodoru do redukcji dwutlenku wêgla
a tak¿e �ród³o wêgla dla bakterii fotosyntetyzuj¹cych
bezsiarkowych. Zjawisko to nazywamy fotofermen-
tacj¹. Po³¹czenie procesów fermentacji i fotofermen-
tacji zwiêksza wydajno�æ produkcji wodoru [14, 17,
30]. Tworzy siê uk³ady dwuetapowe, w których naj-
pierw ma miejsce fermentacja a potem produkty od-
padowe z tego procesu stanowi¹ substrat dla bakterii
fotosyntetyzuj¹cych. Prowadzono hodowlê Entero-
bacter cloacae na pod³o¿u zawieraj¹cym glukozê
w warunkach beztlenowych, wydajno�æ produkcji
wodoru wynosi³a 1,86 mola H2 na 1 mol glukozy. Na-
stêpnie pod³o¿e z tej hodowli stanowi³o po¿ywkê dla
hodowli Rhodobacter sphaeroides w wyniku czego
otrzymano 1,5�1,72 mola H2 na 1 mol octanu [60].
W innym uk³adzie badawczym zastosowano mieszana
hodowlê Lactobacillus amylovorus i Rhodobium ma-
rinum a substrat stanowi³a bogata w skrobiê biomasa
zielenic. W pierwszym etapie skrobia z glonów by³a
przekszta³cana w kwas mlekowy, który stanowi³ sub-
strat dla bakterii fotosyntetyzuj¹cych [35]. Uwa¿a siê,
¿e w optymalnych warunkach w wyniku po³¹czenia
procesów fermentacji i fotofermentacji mo¿liwe jest
nawet osi¹gniêcie 12 moli wodoru z jednego mola glu-
kozy, czyli najwy¿szej mo¿liwej teoretycznej wydaj-
no�ci produkcji wodoru z ca³kowitego rozk³adu cz¹s-
teczki glukozy jak to opisuje równanie 11 [44].

2.5. Procesy fermentacyjne zachodz¹ce w ¿waczu

¯o³¹dek prze¿uwaczy jest rozbudowan¹ struktur¹,
przystosowan¹ do od¿ywiania siê zwierz¹t pokarmem,
którego podstawowym sk³adnikiem jest biomasa ro�-
linna. W pokarmie tym przewa¿aj¹ wêglowodany: ce-
luloza, hemiceluloza, pektyny, skrobia, fruktany, oligo-
sacharydy i cukry proste. ¯o³¹dek prze¿uwaczy sk³ada
siê z czterech komór. S¹ to ¿wacz, czepiec, ksiêgi
i trawieniec. ¯wacz prze¿uwaczy stanowi swoisty bez-
tlenowy ekosystem, jest komor¹ fermentacyjn¹, gdzie
¿yj¹ liczne mikroorganizmy, bakterie, pierwotniaki
(g³ównie orzêski) i grzyby. Czê�æ drobnoustrojów za-
siedlaj¹cych ¿wacz produkuje enzymy celulolityczne,
hemicelulolityczne i pektynolityczne umo¿liwiaj¹ce
trawienie ro�linnych wêglowodanów strukturalnych.
Produkty tego trawienia, cukry proste stanowi¹ �ród³o
energii dla ¿yj¹cych tam mikroorganizmów. W wyni-
ku procesów fermentacji w ¿waczu produkowane s¹
gazy, wodór i dwutlenek wêgla, które stanowi¹ sub-
straty dla innych mikroorganizmów, g³ównie do pro-
dukcji metanu przez metanogeny. Istnieje �cis³y zwi¹-
zek typu syntrofia miêdzy producentami wodoru
a metanogenami [81].

Producentami wodoru w ¿waczu s¹ bakterie, pier-
wotniaki i grzyby [70]. Znanymi gatunkami bakterii
produkuj¹cymi wodór w ¿waczu s¹ celulolityczne
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Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens, Bu-
tyrovibrio fibrisolvens, Clostridium cellobioparum jak
równie¿ pektynolityczne Lachinospira multiparus,
Megasphaera elsdenii, Selenomonas ruminantium [5,
16, 55, 56, 70]. Ruminococcus albus prowadzi fermen-
tacjê, w której produktami koñcowymi s¹ octan, etanol,
dwutlenek wêgla i wodór. W warunkach niskiego stê¿e-
nia wodoru bakteria ta mo¿e osi¹gn¹æ wydajno�æ pro-
dukcji wodoru blisk¹ maksymalnej, czyli 4 mole na
1 mol glukozy i produkowaæ tylko octan, dwutlenek
wêgla i wodór. Ma to miejsce w warunkach, gdy wodór
wykorzystywany jest przez inne drobnoustroje [55].

Pierwotniakami produkuj¹cymi wodór w ¿waczu s¹
celulolityczne orzêski z rodzaju Entodiniomorphida
oraz pektynolityczne z rodzaju Holotricha. Badania
nad Holotricha ograniczaj¹ siê do trzech gatunków,
Dasytricha ruminantium, Isotricha prostoma i Isotri-
cha intestinalis. Wykorzystuj¹ one g³ównie rozpusz-
czalne cukry proste jak D-glukoza, D-fruktoza, D-ga-
laktoza a tak¿e rozpuszczalne oligo- i polisacharydy.
Znaczenie pierwotniaków rodzaju Holotricha w fer-
mentacji w ¿waczu zale¿y od rodzaju pokarmu, którym
karmi siê zwierzêta. Jest ono ma³e, gdy paszê stanowi
siano, a znacznie wiêksze, gdy jest to pokarm bogaty
w cukry, np. melasowane wys³odki buraczane. Pro-
duktami fermentacji orzêsków Holotricha s¹ kwas
mlekowy, kwas octowy, kwas mas³owy, dwutlenek
wêgla i wodór. Wykrywa siê równie¿ niewielkie ilo�ci
kwasu mrówkowego oraz propionowego. U pierwot-
niaków tych nie stwierdzono obecno�ci dehydrogenazy
mrówczanu. Uwa¿a siê, ¿e przekszta³cenie pirogronia-
nu do acetylo-CoA jak równie¿ szlaki prowadz¹ce do
powstania koñcowych produktów fermentacji (mleczan,
octan, ma�lan) przebiegaj¹ w analogiczny sposób jak te
w fermentacji mas³owej prowadzonej przez bakterie.
Przekszta³cenie pirogronianu do acetylo-CoA, i dal-
sze reakcje prowadz¹ce do powstania octanu oraz pro-
dukcja wodoru zlokalizowane s¹ w wewn¹trzkomór-
kowych organellach jakimi s¹ hydrogenosomy [81],
które bêd¹ omówione w nastêpnym rozdziale.

Obecnie nie ma opracowanych warunków, aby ho-
dowaæ pierwotniaki z rodzaju Holotricha poza ¿wa-
czem d³u¿ej ni¿ do 48 godzin. Z badañ w³asnych autor-
ki artyku³u wiadomo, ¿e hodowla in vitro Dasytricha
ruminantium i Isotricha prostoma z glukoz¹ jako �ród-
³em wêgla i przy ograniczeniu procesów metanogenezy
produkuje gaz, który zawiera do 50% wodoru. Gaz ten
jest w stanie zasiliæ chemiczne ogniwo paliwowe
(niskotemperaturowe, polimerowe ogniwo paliwowe)
pracuj¹ce w temperaturze pokojowej tak jak czysty
wodór [65, dane przygotowywane do publikacji]. Dru-
g¹ grup¹ pierwotniaków produkuj¹cych wodór w ¿wa-
czu s¹ amylolityczne i celulolityczne orzêski z rodziny
Entodiniomorphida. Przyk³adowe gatunki to Ento-
dinium caudatum, Epidinium caudatum, Ophryosco-

lex caudatus. Produktami ich metabolizmu s¹ kwas
octowy, mas³owy, dwutlenek wêgla, wodór, a tak¿e
niewielkie ilo�ci kwasu mlekowego, mrówkowego
i propionowego [82].

¯waczowymi grzybami produkuj¹cym wodór s¹ 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 powsta³y w czasie glikolizy przekszta³cany
jest w octan, etanol, mleczan i bursztynian. U Neocalli-
mastix frontalis oraz u grzybów z rodzaju Piromyces
wykryto liazê pirogronian:mrówczan (PFL) w cyto-
plazmie i w hydrogenosomach. Stwierdzono te¿ brak
obecno�ci enzymu PFO [28, 61]. Procesy prowadz¹ce
do powstania wodoru opisano w rozdziale dotycz¹cym
hydrogenosomów.

2.6. Hydrogenosomy

Hydrogenosomy s¹ to organella komórkowe oto-
czone podwójn¹ b³on¹ lipidowo-bia³kow¹, które pe³-
ni¹ funkcje energetyczne u beztlenowych organizmów
eukariotycznych. S¹ przystosowaniem do ¿ycia w �ro-
dowisku anaerobowym. Struktury te wykryto u bez-
tlenowych pierwotniaków: paso¿ytniczych wiciowców,
np. Trichomonas vaginalis (rzêsistek pochwowy), bez-
tlenowych orzêsków, i beztlenowych grzybów. Orga-
nella te uwa¿a siê za odpowiedniki mitochondriów.
Dane biochemiczne i molekularne wskazuj¹ na wspól-
ne pochodzenie mitochondriów i hydrogenosomów.
Stosunkowo dobrze poznane s¹ hydrogenosomy Tri-
chomonas vaginalis. W hydrogenosomach pierwotnia-
ków znajduj¹ siê enzymy: oksydoreduktaza pirogro-
nian:ferrodoksyna (PFO) oraz hydrogenazy. Pirogronian
powsta³y w procesie glikolizy transportowany jest do
hydrogenosomu. Tam ulega dekarboksylacji przez
oksydoreduktazê pirogronian:ferrodoksyna do acety-
lo-CoA i dwutlenku wêgla przy udziale ferredoksyny,
która jest redukowana. Nastêpnie w wyniku przekszta³-
cania acetylo-CoA w octan na drodze fosforylacji sub-
stratowej przez transferazê octanowo-bursztynylo-
CoA i syntetazê bursztynylo-CoA produkowane jest
ATP. W ekstraktach komórkowych z pierwotniaków
z rodzaju Holotricha nie wykryto tych dwóch enzy-
mów. U tych pierwotniaków octan powstaje w wyniku
reakcji prowadzonych przez fosfoacetylotransferazê
i kinazê octanow¹ [10, 28, 81]. Elektrony przekazy-
wane s¹ na ferrodoksynê a nastêpnie przy udziale
hydrogenaz nastêpuje redukcja protonów do wodoru
cz¹steczkowego. St¹d nazwa organellum. W ten spo-
sób nastêpuje oddzielenie ostatnich etapów beztleno-
wych procesów metabolicznych prowadz¹cych do pro-
dukcji energii w komórce eukariotycznej. Oddzielenie
to s³u¿y zwiêkszeniu syntezy ATP przez generowanie
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si³y protomotorycznej analogicznie jak odbywa siê
to w mitochondriach. Usuwanie protonów z matrix
hydrogenosomów przez tworzenie siê cz¹steczek wo-
doru i ich dyfuzjê powoduje powstanie gradientu pH,
co sprzyja syntezie ATP [10, 28]. U pierwotniaków
z rodzaju Holotricha stwierdzono, ¿e aktywno�æ enzy-
mów syntezy ma�lanu, fosfobutyrylotransferazy i kina-
zy ma�lanu oraz dehydrogenazy mleczanu jest rów-
nie¿ czê�ciowo zwi¹zana z hydrogenosomami [81].

W hydrogenosomach grzybów Neocallimastix fron-
talis podobnie jak z rodzaju Piromyces pirogronian
przekszta³cany jest do acetylo-CoA i mrówczanu przez
liazê pirogronian:mrówczan. U organizmów 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 wodór jak
opisano u pierwotniaków [24, 28]. Charakterystyczn¹
cech¹ fermentacji Neocallimastix i Piromyces jest po-
wstawanie znacz¹cej ilo�ci pirogronianu z malonianu
w hydrogenosomach. Wed³ug jednych autorów pirogro-
nian powsta³y w procesie glikolizy przekszta³cany jest
w cytoplazmie przez karboksylazê pirogronianu do
szczawiooctanu [61]. Wed³ug innych szczawiooctan
powstaje z fosfoenolopirogronianu w wyniku reakcji
katalizowanej przez karboksykinazê fosfoenolopirogro-
nianu. Nastêpnie szczawioctan ulega redukcji do malo-
nianu przez dehydrogenazê malonianu. Malonian jest
transportowany do hydrogenosomu, gdzie nastêpuje
jego utlenianie przez tzw. enzym malonianowy, w wy-
niku czego powstaje pirogronian (substrat dla liazy pi-
rogronian:mrówczan), dwutlenek wêgla i NAD(P)H.
Elektrony przenoszone s¹ przez oksydoreduktazê NADH:
ferrodoksyna na ferrodoksynê. Dalej w wyniku aktyw-
no�ci hydrogenazy nastêpuje redukcja protonów i pro-
dukowany jest wodór. W wyniku przekszta³ceñ malo-
nianu w cytoplazmie powstaje bursztynian [28, 61].
U Trichomonas vaginalis równie¿ istnieje podobny szlak
i czê�æ pirogronianu tworzy siê z malonianu w hydro-
genosomach w wyniku dzia³ania enzymu malonianowe-
go [20]. U orzêsków rodzaju Holotricha pirogronian
równie¿ mo¿e powstaæ z malonianu w podobny spo-
sób, ale ma to miejsce w cytoplazmie [83]. Istniej¹ te¿
mikroorganizmy, które nie posiadaj¹ hydrogenosomów,
a wykryto u nich hydrogenazy i wiadomo, ¿e s¹ zdolne
do produkcji wodoru. Nale¿¹ do nich paso¿ytnicze pier-
wotniaki, np. Giardia intestinalis, wiciowiec powodu-
j¹cy infekcje przewodu pokarmowego cz³owieka, czy
Entamoeba histolytica oraz Spironucleus barkhanus [47].

2.7. Hydrogenazy

Mianem hydrogenaz okre�la siê rodzinê metaloen-
zymów, które katalizuj¹ odwracaln¹ reakcjê utlenia-
nia wodoru opisan¹ przez równanie 16:

2H+ + 2e� ↔ H2 (równanie 16)
Substrat hydrogenaz jest najmniejszym znanym

w biologii. Ze wzglêdu na metal grupy prostetycznej
znajduj¹cej siê w centrum aktywnym enzymu, hydro-
genazy mo¿na podzieliæ na dwie g³ówne klasy: hydro-
genazy [FeFe], posiadaj¹ce dwa atomy ¿elaza oraz
hydrogenazy [FeNi], posiadaj¹ce jeden atom ¿elaza
i jeden atom niklu. Uwa¿a siê, ¿e u organizmów pro-
kariotycznych bardziej rozpowszechnione s¹ hydro-
genazy [NiFe] ni¿ hydrogenazy [FeFe]. Obecno�æ
hydrogenaz [NiFe] stwierdzono tylko u organizmów
prokariotycznych, u bakterii najwiêcej w klasie Clo-
stridia, (-Proteobacteria i u archeonów. Hydrogenazy
[FeFe] wystêpuj¹ u bakterii i organizmów eukariotycz-
nych, nie wykryto ich natomiast u archeonów. Funk-
cj¹ hydrogenaz [FeFe] jest produkcja wodoru cz¹-
steczkowego. Wiêkszo�æ poznanych hydrogenaz [NiFe]
przeprowadza reakcjê utleniania wodoru do protonów
i elektronów. Nale¿¹ tu hydrogenazy pobieraj¹ce (ang.
uptake hydrogenases). Hydrogenazami [NiFe], które
katalizuj¹ reakcje wytwarzania wodoru s¹ hydroge-
nazy bakterii fermentacji mieszanej, np. Escherichia
coli. U E. coli znane s¹ cztery hydrogenazy [NiFe].
Dwie z nich, bia³ka Hyd-1 i Hyd-2 utleniaj¹ wodór.
Hydrogenaza Hyd-3 wchodzi w sk³ad omawianego
w rozdz. 2.3.3 i 2.3.4 kompleksu FHL odpowiedzial-
nego za produkcjê wodoru w warunkach fermentacyj-
nych. Wykryto te¿ hydrogenazê Hyd-4, produkt jed-
nego z genów operonu hyf. Uwa¿a siê, ¿e kompleks
Hyf pe³ni analogiczn¹ funkcjê do kompleksu FHL,
chocia¿ ekspresja genów operonu hyf jest s³aba.

W budowie obu klas hydrogenaz [NiFe] i [FeFe]
wyró¿nia siê silnie konserwowany rdzeñ oraz ró¿norod-
ne pomocnicze domeny i podjednostki. W przypadku
hydrogenaz [FeFe] rdzeñ ten sk³ada siê z domeny H
o masie cz¹st. 40 kDa zbudowanej z 350 aminokwa-
sów, która jest po³¹czona z grup¹ prostetyczn¹ [FeFe]
oraz centrum ¿elazowo-siarkowym [4Fe-4S] poprzez
atom siarki jednej reszty cysteiny (rys. 4a). Rdzeñ hy-
drogenaz [NiFe] zbudowany jest z du¿ej i ma³ej pod-
jednostki. Du¿a podjednostka o masie cz¹st. 60 kDa
zwi¹zana jest z grup¹ prostetyczn¹ [NiFe] przez atomy
siarki czterech reszt cystein lub rzadziej trzech reszt
cystein i jednej reszty selenocysteiny (rys. 4b). Ma³a
podjednostka o masie cz¹st. 30 kDa wi¹¿e od jednego
do trzech centrów ¿elazowo-siarkowych [4Fe-4S] lub
[3Fe-4S]. Budowa rdzenia obu typów hydrogenaz i ich
dojrzewanie s¹ zupe³nie odmienne, co wskazuje na od-
rêbne pochodzenie ewolucyjne mimo pe³nienia podob-
nych funkcji. Natomiast cech¹ wspóln¹ obu hydro-
genaz s¹ dwuatomowe ligandy CO i CN� po³¹czone
z atomami ¿elaza grup prostetycznych hydrogenaz.
Hydrogenazy [NiFe] posiadaj¹ jedn¹ cz¹steczkê CO
i dwie cz¹steczki CN�. Hydrogenazy [FeFe] maj¹ piêæ
ligandów, ka¿dy atom Fe zwi¹zany jest z jedn¹ cz¹s-
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teczk¹ CO i jedn¹ CN�, jest jeszcze dodatkowa cz¹s-
teczka CO ³¹cz¹ca ze sob¹ dwa atomy ¿elaza.

Funkcj¹ domen i podjednostek pomocniczych hy-
drogenaz jest transport elektronów do i z centrum ak-
tywnego hydrogenazy. W przypadku obu hydrogenaz
s¹ one podobne i zawieraj¹ centra ¿elazowo-siarkowe
[Fe-S]. Hydrogenazy [NiFe] s¹ dimerami, a hydroge-
nazy [FeFe] g³ownie monomerami, spotyka siê rów-
nie¿ dimery, trimery i tetramery. Hydrogenazy [FeFe]
w przeciwieñstwie do wiêkszo�ci hydrogenaz [NiFe]
s¹ bia³kami cytoplazmatycznymi, formy peryplazma-
tyczne czy te¿ zwi¹zane z b³onami komórkowymi na-
le¿¹ do rzadko�ci.

Dojrzewanie hydrogenaz [NiFe] jest dobrze pozna-
ne dla hydrogenaz E. coli. Cech¹ charakterystyczn¹ dla
tych hydrogenaz jest to, ¿e geny je koduj¹ce oraz bia³ka
pomocnicze tworz¹ operony (patrz tez rozdz. 2.3.4).
Poszczególnymi etapami s¹ synteza ligandów CN�

i CO, wi¹zanie z atomami ¿elaza i niklu, po³¹czenie
z du¿¹ podjednostk¹ hydrogenazy za co odpowiedzial-
ne s¹ bia³ka pomocnicze Hyp; dojrzewanie centrum
aktywnego hydrogenaz przez endoproteolityczne od-
ciêcie C-terminalnego peptydu du¿ej podjednostki ka-
talizowane przez specyficzne proteazy, inne dla ka¿dej
hydrogenazy; transport hydrogenaz do miejsc dzia³a-
nia. Dojrzewanie hydrogenaz [FeFe] jest znacznie s³a-
biej poznane ni¿ hydrogenaz [NiFe]. Do tej pory nie
stwierdzono istnienia operonów genów odpowiedzial-
nych za dojrzewanie hydrogenaz [FeFe]. Du¿ym po-
stêpem by³o wykrycie funkcji bia³ek kodowanych
przez geny hydE, hydF i hydG Chlamydomonas rein-
hardtii, które uczestnicz¹ w dojrzewaniu hydrogenaz
[FeFe]. Ich homologi stwierdzono u innych organiz-
mów, u których wystêpuj¹ hydrogenazy [FeFe].

Wyró¿nia siê te¿ trzeci¹ klasê hydrogenaz. S¹ to hy-
drogenazy Hmd wystêpuj¹ce u metanogenów. W ich

centrum aktywnym wystêpuje tylko jeden atom ¿elaza,
nie posiadaj¹ te¿ centrów ¿elazowo-siarkowych [Fe-S].
Katalizuj¹ one reakcjê po�redni¹ w procesie metano-
genezy, utleniania wodoru i redukcji N5,N10-metenyl-
tetrahydrometanopteryny do N5,N10-metylenetetrahy-
drometanopteryny i protonu. Enzym ten te¿ posiada
ligandy w postaci CO i CN [18, 21, 54, 67].

2.8. Redukcja siarczanów

Wodór jest produkowany w czasie oddychania bez-
tlenowego przez bakterie redukuj¹ce siarczany jako
ostateczny receptor elektronów w procesie oddycha-
nia. Dobrze poznan¹ bakteri¹ jest Desulfovibrio vul-
garis. Substratami dla bakterii redukuj¹cych siarczany
s¹ kwas mlekowy, tak¿e inne kwasy, alkohole oraz
wodór. Gdy substratem jest np. kwas mlekowy to ulega
on przekszta³ceniu do pirogronianu, ten do acety-
lo-CoA, ostatecznym produktem procesu jest octan.
U bakterii tych wykryto obecno�æ zarówno oksydore-
duktazy pirogronian:ferredoksyna jak i liazy pirogro-
nian:mrówczan. Powstaje wiêc te¿ mrówczan. Reak-
cjom tym towarzyszy uwalnianie wodoru w wyniku
aktywno�ci hydrogenaz cytoplazmatycznych. Periplaz-
matyczne hydrogenazy utleniaj¹ wodór do protonów
i elektronów. Protony przekazywane s¹ do siarczanu
redukuj¹c go do siarkowodoru. Jednocze�nie transpor-
towane s¹ elektrony, w wyniku fosforylacji oksydatyw-
nej powstaje ATP. Analizuj¹c produkty gazowe Desul-
fovibrio vulgaris stwierdzono, ¿e zanim pojawi siê
siarkowodór, najpierw wykrywa siê wodór a tak¿e
tlenek wêgla. Tlenek wêgla przekszta³cany jest do dwu-
tlenku wêgla i wodoru w wyniku dzia³ania dehydro-
genazy CO (CODH) podobnie jak ma to miejsce
u Rhodospirillum rubrum [79].

Przy braku siarczanu w pod³o¿u ma miejsce fermen-
tacja, której ostatecznymi produktami s¹ octan i wodór.
Taki uk³ad mo¿e istnieæ np. przy synantroficznych
zwi¹zkach bakterii redukuj¹cych siarczany i meta-
nogenów. Te ostatnie zapewniaj¹ korzystne warunki
termodynamiczne do powstawania wodoru, utrzymuj¹
niskie jego stê¿enie przez wykorzystanie wodoru do
produkcji metanu [75].

3. Podsumowanie

Wodór uwa¿any jest za no�nik energii, który w przy-
sz³o�ci mo¿e, przynajmniej czê�ciowo, zast¹piæ trady-
cyjne �ród³a energii. W zwi¹zku z tym, ¿e obecne me-
tody produkcji wodoru s¹ energoch³onne, opieraj¹ siê
na tradycyjnych �ród³ach energii, powoduj¹ zatrucie
�rodowiska i nie mog¹ byæ stosowane na wiêksz¹ ska-
lê, nast¹pi³o du¿e zainteresowanie produkcj¹ wodoru
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z biomasy w procesach prowadzonych przez drobno-
ustroje w warunkach beztlenowych. Kierunek ten wy-
daje siê bardzo atrakcyjny, poniewa¿ produkcja wo-
doru z biomasy mo¿e stanowiæ sposób usuwania
ró¿norodnych odpadów organicznych. W artykule zo-
sta³y szczegó³owo omówione znane procesy biologicz-
ne w wyniku których powstaje wodór:fermentacja,
fotofermentacja, bezpo�rednia i po�rednia biofotoliza,
oddychanie beztlenowe bakterii redukuj¹cych siarcza-
ny przy braku siarczanu w pod³o¿u. Najbardziej obie-
cuj¹ce z punktu widzenia przysz³ych zastosowañ wy-
daj¹ siê byæ procesy fermentacji. Wiele obecnych badañ
dotyczy sposobów zwiêkszenia wydajno�ci produkcji
wodoru w warunkach fermentacji. Obiecuj¹cym kie-
runkiem badañ jest zastosowanie nowoczesnych metod
biologii molekularnej do selekcji, izolacji i identyfi-
kacji nowych gatunków bakterii produkuj¹cych wodór
z du¿¹ wydajno�ci¹ z ró¿nych �rodowisk. Enzymami
odpowiedzialnymi za produkcjê wodoru we wszystkich
procesach biologicznych s¹ hydrogenazy. S¹ to meta-
loenzymy katalizuj¹ce odwracaln¹ reakcjê utleniania
wodoru zgodnie z równaniem: 2H+ + 2e� ↔ H2. U bez-
tlenowych mikroorganizmów eukariotycznych hydro-
genazy znajduj¹ siê zwykle w wyspecjalizowanych
organellach komórkowych zwanych hydrogenoso-
mami. Hydrogenosomy s¹ przystosowaniem do ¿ycia
w �rodowisku anaerobowym. Organella te uwa¿a siê
za odpowiedniki mitochondriów u organizmów tleno-
wych. W artykule omówiono równie¿ drobnoustroje
odpowiedzialne za produkcjê wodoru w ¿waczu prze-
¿uwaczy, który jest specyficznym ekosystemem, swo-
ist¹ komor¹ fermentacyjn¹.
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