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Útdráttur

Jarðhitagas, er aðallega samsett úr H2, H2S og CO2. Það er losað, sem afgas frá
jarðhitaorkuverum. Ein leið til þess að hreinsa mengandi gastegundir eins og H2S og CO2 frá
jarðhitamavirkjunum er að nýta örverur, sem hafa náttúrulega hæfileika til að vaxa á slíku
gasi. Markmið þessa verkefnis var að þróa aðferðir til að rækta hitakærar örverur á
jarðhitagasi frá jarðhitavirkjunum og binda það í lífmassa og föstum brennisteini. Með því
væri gasið notað sem auðlind til framleiðslu afurða og um leið sem mengunarvörn.
Rannsóknastofa var fyrst sett upp í orkuverinu á Nesjavöllum og seinna flutt á Hellisheiði.
Bakteríur voru fengnar úr hverum og ræktaðar á gasinu í 10 L ræktunartönkum. Mismunandi
ætissamsetningar og gashlutföll voru prófuð og mælingar gerðar á vexti örvera og
lífmassaframleiðslu. Gerðar voru tilraunir í lokuðum ræktum og í síræktum og borin saman
framleiðsla á brennisteini og brennisteinssýru við mismunandi ræktunaraðstæður.
Tegundasamsetning ræktanna var rannsökuð með erfðagreiningu á 16SrRNA geni. Við
mismunandi ræktunaraðstæður virtist sem stofn af Thiomonas sp væri ráðandi við oxun á H2S
yfir í brennistein en stofn af Thiobacillus sp. væri ríkjandi við oxun brennisteins í
brennisteinssýru. Besti árangurinn náðist í sírækt og fór lífmassi í 8 g/L og
brennisteinsframleiðslan í 2 g/L/klst. Efnagreining sýndi að framleiddur lífmassi var um 75%
prótein og að brennisteinninn væri >99% hreinn. Báðar afurðirnar voru án neinna mengandi
efna og því gæti lífmassinn hentað vel í fóður og brennisteinninn í áburð. Gerð var tilraun
með brennisteininn, sem áburð við ræktun á Klettasalati. Að lokum var unnið að hönnun og
smíði á 2000 L loftknúnum (ALF) ræktunartanki fyrir tilraunaverksmiðju.
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Abstract

Geothermal gas, which is mainly composed of H2, H2S og CO2, is released from geothermal
power plants. Biological utilization of geothermal gas is one way to remove toxic or polluting
gases like H2S and CO2 from the exhaust of the power plants. In this project the goal was to
utilize geothermal gas, mainly hydrogen sulfide and carbon dioxide, and produce single cell
protein and sulfur.  The research was done, first in a small-scale laboratory at the Nesjavellir
geothermal power plant, and later moved and continued at the Hellisheiði power plant.
Thermophilic microbes from sulfide rich hot springs, were cultivated in a 10 L fermentor that
received exhaust gas from the power plant. Different media compositions and gas mixtures
were studied. Experiments were done both in batch and continuous cultures and growth and
sulfur production monitored. Species composition of the cultures was studied with 16S rRNA
molecular diversity analysis.  Strains belonging to Thiomonas sp. and Thiobacillus sp. were
found to dominate in the cultures under sulfide-oxidizing and sulfur-oxidizing conditions,
respectively. The best results were obtained in continuous culture with biomass reaching up to
8 g/L and sulfur production up to 2 g/L/h. Chemical analysis showed that the produced
biomass was 75% protein and the sulfur was >99% pure. Both were free from any toxic or
polluting chemicals and therefore could be suitable for use in feed and fertilizer, respectively.
The sulfur was tested as fertilizer for growing lettuce. At the end of the project, a 2000 L
Airlift fermentor was designed and constructed.
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Þakkir

Mig langar þakka þeim sem lögðu hönd á plóg við að hjálpa mér í þessu verkefni. Fyrsta vil
ég nefna þá Arnþór Ævarsson og Jakob K. Kristjánsson sem hafa verið mér stoð og stytta í
allri tilraunavinnu og lagt sitt af mörkum við að auka skilning minn á viðfangsefninu. Einnig
vil ég þakka leiðbeinanda mínum Guðmundi Óla Hreggviðssyni fyrir hans stuðning og hjálp,
Sólveigu Ólafsdóttur og öðrum starfsmönnum hjá Matís fyrir þeirra hjálp og góða leiðsögn á
tilraunastofunni. Að lokum vil ég þakka fjölskyldu minni, sérstaklega eiginmanni mínum
Sævari Helga Lárussyni sem hefur sýnt mér mikinn skilning og stuðning á meðan á þessu
verkefni stóð.
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1

1 Inngangur

1.1 Bakgrunnur og markmið verkefnisins
Jarðhitinn er eitt helsta sérkenni Íslands og margþætt nýting hans er svið þar sem
íslendingar hafa náð sérstökum árangri á alþjóðavísu. Orkuskortur og aukin losun
gróðurhúsalofttegunda hefur beint sjónum heimsins að endurnýjanlegum orkugjöfum
eins og jarðhita og þar er Ísland í fararbroddi. Á Íslandi er öll raforka framleidd með
jarðhita- og vatnsaflsvirkjunum. Jarðvarmavirkjanir framleiða bæði rafmagn með
jarðhitagufu sem kemur úr borholum og heitt vatn til upphitunar heimila og fyrirtækja.
Meira en helming af orkuþörf landsins er mætt með jarðhita. Jarðhitinn hefur fyrst og
fremst verið notaður sem orkugjafi fyrir hitaveitur og nú búa um 87% af landsmönnum í
húsum hituðum með jarðhita og er þetta einsdæmi í heiminum. Á síðustu árum hefur
verið lögð aukin áhersla á að nýta jarðhitann til rafmagnsframleiðslu og eru
jarðgufustöðvar nú reknar af Landsvirkjun, Orkuveitu Reykjavíkur, HS Orku og
Orkuveitu Húsavíkur. A.m.k. þúsund jarðhitaholur hafa verið boraðar á Íslandi og er
hæsti hiti sem mælst hefur í borholu á Nesjavöllum 381°C, en almennt er hiti í holum á
Nesjavöllum um 300°C (Gunnarsdóttir,  2002).

Yfirborðsvirkni jarðhitans orsakast annars vegar af heitu vatni eða gufu og hins vegar af
virkum uppleystum efnum og gastegundum, sem eiga uppruna sinn í kviku jarðar.
Jarðgufan, sem nýtt er til raforkuframleiðslu inniheldur að jafnaði um 1% af óþéttanlegu
gasi, sem er skilið frá gufunni við orkuvinnsluna. Jarðhitagasið samanstendur að mestu
leiti af gastegundunum vetni, brennisteinsvetni og koldíoxíð sem koma fyrir í
mismunandi hlutföllum eftir aðstæðum. Þó jarðhitagas losni í miklum mæli frá
hverasvæðum og ekki síður úr eldgosum, þá má segja að jarðhitaorkuver losi einnig
mikið magn af þessu gasi. Hlutfall CO2 losunar frá jarðhita er þó tiltölulega lítið af
heildarlosun Íslands. Árið 2004 losaði Ísland 3,7 milljón tonn CO2 og kom um 3% frá
jarðhitaorkuvinnslu. Losun á  H2S er hins vegar stærra mál, en það telst með sem hluti
af losun á SO2. Árið 2005 losaði Ísland um 40.000 tonn af SO2-ígildi, sem er meira per
íbúa en Bandaríkin. Af þessu kom um 90% frá jarðhitavinnslu. Með fjölgun og stækkun
jarðhitaorkuvera er losun H2S nálægt byggð orðið talsvert vandamál vegna lyktar og
tæringar. Núverandi Nesjavallavirkjun, sem framleiðir um 120 MW af rafmagni, losar
árlega um 400 tonn H2, 7.500 tonn H2S og 25.000 tonn CO2. Allt gas frá öllum
fyrirhuguðum virkjun á Hengilssvæðinu yrði um 5 sinnum meira. Líklegt er að
fyrirhugaðar virkjanir á Norðausturlandi muni losa annað eins.

Jarðhitagasið er náttúruafurð, sem fjölmargar örverur hafa hæfileika til að nýta til
vaxtar, enda er það ein af meginundirstaða í lífríki hveranna. Örverurnar nýta annars
vegar orkuna í H2 og/eða H2S og hins vegar CO2 sem kolefnisgjafa og binda það í
lífmassa.  Jarðhitagasið sem er losað frá orkuverunum, er nánast hreinn gasstraumur og
því hentugur sem orku- og kolefnisgjafi. Losun á gasinu getur því að hluta talist vera
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mengun, en einnig er hægt að líta á gasið, sem vannýtta auðlind. Nýting gassins getur
bæði leitt til aukinnar verðmætasköpunar og dregið úr mengun, sem orsakast af losun á
H2S og CO2.

Losun á brennisteinssamböndum, eins og H2S og SO2 út í andrúmsloftið er víða talsvert
vandamál. Með stöðugt strangari reglugerðum hefur slík losunin þó farið minnkandi á
vesturlöndum síðustu áratugi, en áður leiddi hún m.a. til mengunarvandamála, sem
kennt var við súrt regn. Jarðefnaeldsneyti eins og olía, gas og kol inniheldur mismikið
af brennisteini og er hreinsun þess mikið vandamál orkuiðnaðins almennt. Eitur- og
tæringaráhrif brennisteinsvetnis gera það að verkum að það þarf að stýra útblæstri þess í
umhverfið og snertingu þess við málma. Í andrúmslofti breytist H2S í brennisteinsoxíð
(SO2) sem er einnig mengandi, þó ekki eins eitrað og H2S (Campell, 1978). Með
nýlegum reglugerðum hérlendis, hafa kröfur um hreinsun útblásturs frá
jarðhitavirkjunum stóraukist. Tilgangurinn er að minnka H2S mengun og mæta
síauknum kröfum um loftgæði.

Margvíslegar efna- og eðlisfræðilegar aðferðir til að hreinsa brennisteinsvetni hafa verið
þróaðar og notaðar í iðnaði. Líffræðilegar aðferðir, sem byggja á að rækta örverur á
gasi, sem inniheldur H2S eru einnig þekktar (Matthíasdóttir, 2006).  Hefðbundnar
aðferðir sem notaðar eru til hreinsunar á H2S eru erfiðar í rekstri, orkufrekar og dýrar
auk tæringarvandamála, og vandamála við urðun eða losun á úrgangi. Sumar þessara
aðferða hafa verið notaðar, t.d. í Kaliforníu, en vegna þess að raforkuverðið á Íslandi er
talsvert lægra en víðast hvar í Evrópu eða USA, ganga þær ekki hér á landi við
núverandi aðstæður. Því er nauðsynlegt að þróa hagkvæmari ferla til að ná því að
hreinsa H2S úr afgasinu.

Líffræðilegir ferlar sem byggja á að rækta örverur á gasinu geta komið í staðinn fyrir
hefðbundna ferla sem notaðir eru til að hreinsa H2S úr útblæstri. Kostir örveruferlanna
eru að örverurnar umbreyta H2S beint, án mikillar orkunotkunar og því fylgir lágmarks
urðunarvandamál (engin hættuleg eiturefni), og hliðarafurðir sem myndast eru lífmassi
og fastur brennisteinn.

Markmið verkefnisins er að rækta örverur á vetni, brennisteinsvetni og koldíoxíði úr
afgasi frá jarðhitaorkuverum og koma þannig í veg fyrir losun þessara efna í
andrúmsloftið en um leið skapa tekjur með framleiðslu verðmætra afurða. Vetnið og
brennisteinninn í afgasinu eru ónýttir orkugjafar, sem geta verið grunnur fyrir
umhverfisvæna orkulíftækni til framleiðslu á próteinmjöli í dýrafóður
(einfrumuprótein). Þar að auki er með þessum aðferðum verið að breyta
brennisteinsvetni í fastan brennistein eða brennisteinssýru sem nýta má á ýmsa vegu.
Brennisteinn sem framleiddur er á þennan hátt með líffræðilegum aðferðum hefur
eiginleika sem gera hann sérlega hentugan sem áburð og varnarefni fyrir lífræna ræktun.
Í verkefninu verður reynt að rannsaka not slíkrar brennisteinsafurðar fyrir íslenskan
landbúnað, garðyrkju og landgræðslu. Jarðvarmaorkuver losa mikið magn af vetni,
koldíoxíði og brennisteinsvetni. Í verkefninu á því að nálgast núverandi
umhverfisvandamál í rekstri jarðhitaorkuvera með umhverfisvænum líffræðilegum
aðferðum þar sem þessi “úrgangsefni” jarðhitaorkuvera eru meðhöndluð sem auðlind
frekar en mengun.
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1.2 Efnaskipti örvera

1.2.1 Fjölbreytileiki efnaskipta
Allir efnaferlar sem eiga sér stað í lífverum eru skilgreindir út frá hlutverki þeirra í
efnaskiptum lífveranna. Lífverur nota tvær megin gerðir efnaskipta; Niðurbrot og
nýmyndun. Lífverur nota niðurbrot til að ná sér í orku með oxun efnasambanda, og
nýmyndun til að nýta þessa orku til þess að mynda nauðsynleg efnasambönd fyrir
frumuna (Madigan et al. 2010).
Flestar frumur hafa í megin atriðum mjög svipaða efnaskiptaferla, en aðrar einkennast
af sérstökum ferlum, sem bjóða upp á meiri fjölbreytileika í lífsmáta. Lífverur eru oftast
flokkaðar eftir aðal efnaskipta ferlinu sem þær nota til að öðlast kolefni eða orku.
Flokkunin sem byggir á kolefnum skilgreinir lífverur í tvo höfuð flokka, frumbjarga og
ófrumbjarga. Frumbjarga lífverur geta notað koldíoxíð sem kolefnisgjafa. Ófrumbjarga
lífverur hins vegar þarfnast lífrænna efna eins og t.d glúkósa til að fá kolefni, og mynda
önnur nauðsynleg kolefnasambönd. Frumbjarga lífverur falla svo í tvo flokka út frá
orkuvinnslu, þ.e. ljóstillífandi (phototrophic) og efnatillífandi (Chemotophic).
Ljóstillífandi lífverur eru frumbjarga lífverur sem nota ljós sem orkugjafa. Efnatillífandi
lífverur eru frumbjarga lífverur sem nota ólífræn efnasambönd eins og H2, H2S, Fe2+,
NO2

-, NH4
+ , eða fastann brennistein sem einu uppsprettu orkunnar. Venjulega er orkan

fengin fram með oxunar-afoxunar efnahvörfum (Madigan et al. 2010).

1.2.2 Ólífræn efnatillífun
Lífverur sem öðlast orku með þvi að oxa ólífræn efnasambönd eru efnatillífandi. Flestar
efnatillífandi lífverur geta einnig náð sér í allt kolefni úr CO2, svo þær eru einnig
frumbjarga. Hjá efnatillífandi lífverum (Chemolithotrophs) er framleiðsla ATP í
meginatriðum eins og hjá ófrumbjarga lífverum (chemoorganotrophs), nema að
rafeindagjafinn er ólífrænn í staðinn fyrir lífrænn. Brennisteinsbakteríur er stór hópur
lífvera sem eiga það sameiginlegt að geta oxað brennisteins efnasambönd til að vaxa.
Flestar brennisteins bakteríur geta nýtt CO2 sem kolefnagjafa, og eru því  frumbjarga.
(Robertson et al., 2006).

1.2.3 Hlutverk súrefnis í efnaskiptunum
Frekari greinamunur efnaskipta meðal lífvera er hvort þær geta notað súrefni sem
rafeindaþega í orkuframleiðslu ferlum eða ekki. Þær sem geta notað súrefni sem
rafeindaþega eru kallaðar loftháðar lífverur; aðrar nefnast loftfirrðar lífverur og geta
lifað án súrefnis. Lífverur sem eru háðar súrefni, kallast nauðbundnar (Obligative)
loftháðar og er maðurinn dæmi um það. Sumar tegundir, svokallaðar valbundnar
loftfirrðar, geta aðlagast loftfirrðum aðstæðum með því að nota aðra rafeindaþega í
staðinn fyrir súrefni í orkuframleiðsluferlinu; Escherichia coli er dæmi um það. Aðrar
lífverur geta ekki notað súrefni og er það eitur fyrir sumar þeirra. Clostridium
botulinum, baktería sem framleiðir taugasperðileitur er gott dæmi um slíka lífveru
(Madigan et al. 2010).

1.2.4 Öndun og CO2 binding
Öndun getur átt sér stað ef súrefni er notað sem rafeindaþegi, og þá oxast öll hvarfefni
fullkomnlega yfir í CO2 og er mögulegt er að framleiða mikið magn af ATP með þessu
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ferli. Það eru margar gerðir baktería sem nota súrefni, en þær nota mismunandi ferla til
að ná sér í orku. Frumbjarga lífverur fá sitt kolefni með CO2 bindingu. Jafnvel þótt dýr
búi yfir þeim hæfileika að hafa ensím sem geta tengt CO2 við lífræna viðtaka, geta þau
ekki áorkað að safna saman nægu magni af lífrænum efnum með þessum hvörfum
(Madigan et al. 2010).  Algengasta aðferð fumbjarga lífvera til að binda CO2 kallast
Kalvin hringurinn (sjá mynd 1). Hvarfröðin er í raun hringur vegna þess að við fáum
ekki aðeins kolvetni sem lokaafurð, heldur einnig þarf 5-kolefna viðtakinn RuBP að
endurnýtast til að bjóða upp á áframhaldandi CO2 bindingu (Madigan et al.2010).
RubisCO, sem er lykil ensímið í þessum hring uppgötvaðist í útdrætti á næstum öllum
þekktum miðlungshitakærum efnatillífandi loftháðum lífverum og valbundnum
(facultative) loftfirrðum lífverum. Það hvatar upphafsskrefið á kolefna tillífun Kalvin
hringssins (Karavaiko et al., 2006).

Mynd 1. Kalvin hringurinn í öndunarbakterium

1.2.5 Rafeindaflutnings kerfið
Rafeindaflutingskerfi örvera/lífvera samanstendur af mörgum himnubundnum
rafeindaferjum. Rafeindaflutningskeðjan (Electron transport chain; ETC) er notuð til að
draga orku úr sólarljósinu (ljóstillífun) og einnig frá oxun-afoxunarhvörfum eins og t.d
við brennslu kolvetna (öndun). Í rafeindaflutningnum eru nokkrar gerðir oxun-afoxunar
ensíma og rafeinaflutnings próteina. Orkan sem fæst með flutningi rafeinda eftir ETC er
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notuð til að dæla prótonum (H+) yfir frumuhimnuna, til þess að mynda svokallaðan
rafefnaræðilegan prótónustigul. Rafeindaflutnings keðjan tengir saman efnahvörf milli
rafeindagjafa (eins og NADH) og rafeindaþega (eins og O2) til þess að flytja H+ jónir
með hjálp margvíslegra lífefnahvarfa yfir frumuhimnuna. Þegar þessar prótónur fara í
gegn um frumuhimnuna eru þær notaðar til að framleiða ATP með ATP synthasa, sem
er megin orkuberi lífvera (Lengler et al., 1999).

1.3 Brennisteinsbakteríur

1.3.1 Efnatillífandi brennisteinsbakteríur
Efnatillífandi súlfíð oxarar, einnig þekktir sem efnatillífandi brennisteinsbakteríur
(colorless sulphur bacteria) eru með fjölbreytta myndurnarfræðilega, lífeðlisfræðilega,
og vistfræðilega eiginleika, og geta vaxið á ólífrænum brennisteins efnasamböndum
eins og súlfíði, föstum brennistein og þíósúlfati og í sumum tilfellum á lífrænum
brennisteinssamböndum eins og metanþíoli, dímetýlsúlfíði og dímetýldísúlfíði
(Robertson et al., 2006). Stór frumustærð og innfrumu brottvikning á föstum brennistein
er það sem gerir þennan hóp sérstæðann. Undir sérstökum aðstæðum getur brennisteinn
því næst oxast yfir í súlfat, sem notast sem rafeindaþegi til að viðhalda efnaskiptum, og
eða breyst í súlfíð (Karavaiko et al., 2006;Schultz and Jörgensen, 2001). Bakteríur eru
tengdar inn í öll megin skref í hringrás brennisteins í lífheiminum (sjá mynd 2). Í
hringrás brennisteins í náttúrunni eru brennisteinsefnasambönd ýmist afoxuð eða oxuð
(Madigan et al., 2010).

Mynd 2. Brennisteinshringrásin (Mynd úr Robertson and Kuenen, 2006).
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Fyrsta skrefið í oxun súlfíðjóna felur í sér myndun brennisteins, sem síðan oxast áfram í
nokkrum skrefum yfir í súlfít með flutningi sex rafeinda frá súlfíðjóninni til
rafeindaflutningskerfis frumunnar og því næst til rafeindaþegans. Rafeindaþeginn er
oftast súrefni, eða í þeim tilfellum sem efnatillífandi bakterían er loftháð. Hins vegar
geta sumar tegundir vaxið við loftfirrðar aðstæður og nota þá nítrat eða nítrít sem
rafeindaþega. Oxun súlfíts yfir í súlfat getur gerst með tveimur ólíkum ferlum. Í
algengasta ferlinu, flytur ensímið súlfuroxidasi rafeindirnar frá súlfítinu beint yfir til
cytochrome c  og samfara því verður prótónuflutningur og ATP myndast. Í hinu ferlinu
gerist oxun súlfíts með umskiptum (reversal) á virkni adenosine phosphosulphate
reductase. Þetta hvarf myndar eitt orkuríkt fosfattengi með því að umbreyta adenosine
monophosphate (AMP) yfir í adenosine diphosphate (ADP). Þegar þíósúlfat er notað
sem rafeindagjafi, er það klofið í fastann brennistein og súlfíð, og eru bæði efnin síðan
oxuð yfir í súlfat (Madigan et al., 2010).
Efnatillífandi brennisteins bakteríum má skipta í margar ættkvíslir eins og t.d
Thiobacillus, Acidithiobacillus, Thiomonas, Achromatium, Beggiatoa, Thiothrix,
Thioplaca, Thiomicrospira, Thiosphaera, og Thermothrix. Thiobacillus er mest
rannsakaða ættkvíslin, og samanstendur af fáeinum gram neikvæðum og staflaga
bakteríum sem nota oxun á súlfíði, brennisteini og þíósúlfati til að orkumyndunar og
vaxtar (Robertson et al., 2006). Oxun á föstum brennisteinssamböndum endar með
myndun á breinnisteinssýru og því eru nokkrar tegundir af Thiobacillus sýrukærar. Ein
slík tegund er Acidithiobacillus ferrooxidans en hún getur einnig vaxið með oxun
járnjóna. Lífverur sem tilheyra ættkvísl Beggiatoa lifa í súlfíðríku umhverfi eins og
nálægt brennisteins uppsprettum, við rotnun þangs, og í vatni sem er mengað af skolpi.
Þessar örverur mynda langar svífandi trefjar í vatni og eru trefjarnar venjulega fylltar
með brennisteinsögnum (Madigan et al., 2010).

1.3.2 Rafeindagjafar (orka og uppspretta kolefna)
Efnatillífandi brennisteins bakteríur (Colorless sulphide-oxidizer) eru flokkaðar í fjóra
megin flokka; (i) Nauðbundnar efnatillífandi (Obligate chemolithotrophs) þurfa
ólífræna uppsprettu fyrir orkumyndun, og nota CO2 sem kolefnagafa. Margar tegundir
virðast þó hafa hag af því að fá lítið magn af viðbótar kolefnasamböndum (Tang et al.,
2009;Martin, 1978; Kuenen et al., 1973). Margar tegundir Thiobacillus, að minnsta
kosti ein tegund af Sulfolobus, og allar þekktar tegundir af Thiomicrospira, tilheyra
þessum flokki. (ii) Valbundnar efnatillífandi (Facultative chemolithotrophs)
brennisteinsoxarar geta vaxið ýmist á koldíoxíði og ólífrænum orkugjöfum
(efnatillífun), eða á lífrænum efnasamböndum til að fá kolefni og sem orkugjafa og
vaxa þá sem ófrumbjarga, eða nota báða ferla samtímis (mixotrophic vöxtur). Sumar
tegundir Thiobacillus, Thiosphaera pantotropha, Paracoccus denitrificans (Tang et al.,
2009;Friedrich et al., 1981) og Beggiatoa tegundir (Tang et al., 2009;Nelson et al.,
1983) eru dæmi um  valbundnar efnatillífandi brennisteinsoxara. (iii)
“Chemolithoheterotrophs“ er flokkur þar sem örverurnar mynda orku úr oxunarferli
afoxaðra brennisteins sambanda, en þurfa lífræn kolefnissambönd því þær geta ekki nýtt
CO2. Örfáar tegundir af Thiobacillus og nokkrir Beggiatoa stofnar falla innann þessa
flokks. (iv) Sumar tegundir innan Thiobacterium, Thiothrix og Beggiatoa geta oxað
afoxuð brennisteins sambönd án þess að fá úr þeim orku. Þessar lífverur nota þessi
hvörf sem hjálpartæki til að afeitra vetnisperoxíðið sem myndast í efnaskiptaferlum
þeirra, en vaxa annars á lífrænum efnum (Tang et al., 2009; Dubinina, 1984;Nelson et
al., 1983).
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1.3.3 Rafeindaþegar
Súrefni er aðal rafeindaþeginn sem efnatillífandi brennisteins oxarar nota. Hinsvegar,
geta sumar loftháðar bakteríur nýtt aðra möguleika. Rafeindirnar sem myndast þegar
oxun brennisteinssambandanna á sér stað flytjast yfir til súrefnis sem er afoxað yfir í
H2O. Þetta mikilvæga hvarf sem á sér stað í efnatillífandi oxun súlfíðs, brennisteins og
þíósúlfati við loftháðar aðstæður gerist með eftirfarandi efnahvörfum (Madigan et al.,
2006):

H2S + 1/2O2 → S◦ + H2O ∆G◦ = −209.4 kJ/reaction

S◦ + 3/2O2 + H2O → SO4
2− + 2H+ ∆G◦ = −587.1 kJ/reaction

H2S + 2O2 → SO4
2− + 2H+ ∆G◦ = −798.2 kJ/reaction

S2O3
2− + H2O + 2O2 → 2SO4

2− + 2H+ ∆G◦ = −818.3 kJ/reaction

Nokkrar efnatillífandi brennisteinsbakteríur vaxa við loftfirrðar aðstæður. Eitt þekktasta
ferlið er nýting nítrats eða nítríts sem rafeindaþega. Oxun súlfíðs undir aðstæðum þar
sem lítið er af nítrít getur leitt til myndunar á föstum brennisteini, súlfats og nítríts og
köfnunarefnis og gerist í eftirfarandi efnajöfnum (Cardoso et al., 2006):

S2− + 0.4NO3
− + 2.4H+ → S◦ + 0.2N2 + 1.2H2O ∆G◦ = −191.0 kJ/reaction

S2− + 4NO3
− → SO4

2− + 4NO2
− ∆G◦ = −501.4 kJ/reaction

S2− + NO3
− + 2H+ → S◦ + NO2

− + H2O ∆G◦ = −130.4 kJ/reaction

1.3.4 Helstu brennisteinsoxunar kerfi í bakteríum

Örverur sem hafa hæfileika til að oxa ólífræn brennisteinssambönd finnast meðal
fjarskyldra ættkvísla og eru dæmi um bæði ljóstillífandi og efnatillífandi örverur meðal
þeirra. Brennisteinsoxandi efnatillífandi bakteríur, bæði loftfirðar og loftháðar, nýta
mismunandi líffræðilega ferla til að vinna orku úr þessum sameindum. Best þekkta
lífefnafræðilega kerfið fyrir oxun brennisteinssambanda er sennilega Sox kerfið. Kerfið
samanstendur af ensímum sem eru afurðir Sox gena sem hafa greinst víða meðal
brennisteinsoxandi bakteríustofna þótt varðveisla hinna mismunandi Sox gena sé
breytileg. Sox kerfið hvatar hið svokallaða Kelly-Friedrich efnaferli sem sýnt er á mynd
3 þar sem tiltekin eru þau efnahvörf sem eiga sér stað í ferlinu og hlutverk mismunandi
genaafurða (Friedrich et al. 2005; Gosh & Dam, 2009; Sauvé et al., 2007).



8

Mynd 3. Oxun brennisteinsefnasambanda samkvæmt Kelly-Friedrich ferlinu (Mynd
úr Kelly, 1989;Kelly et al, 1997: Friedrich et al, 2001; Sauvé et al, 2007)

Þar sem Sox kerfið er byggt upp af einingum með innbyggðan sveigjanleika þá getur
það tekið við ýmsum brennisteinsefnasamböndum svo sem þíósulfati, HS- jónum
(brennisteinsvetni) og fastan brennisteinn (S8) sem fara inn í kerfið á mismunandi
stöðum og oxast áfram í kerfinu. Ensímkerfið er staðsett einkum í millihimnuholinu en
rafeindirnar sem losna við efnahvörfin eru fluttar yfir í cytokrómin í frumuhimnunni og
stuðla þar að flutningi  prótóna í gegnum himnuna fyrir framleiðslu á ATP. Enda þótt
mest rannsakaða kerfið í Paracoccus spp. umbreyti venjulega öllum
brennisteinssamböndum yfir í súlfat, þá er uppsöfnun á föstum brennisteini vel þekkt í
öðrum tegundum sem millistig. Einnig er genaafurðin SoxCD, sem er mjög mikilvæg
fyrir framleiðslu súlfats, ekki mjög vel varðveitt og er skortur á samsvarandi
ensímvirkni í öðrum tegundum talið stuðla að myndun á föstum brennisteini í þeim
tegundum (Dahl, 2008; Grimm et al., 2008 ). Hin innbyggði sveigjanleiki kerfisins gerir
það að verkum að efnahvörfin gerast ekki endilega í ákveðinni röð, þar sem SoxY getur
t.d. víxlverkað við mörg ensím í kerfinu, og jafnframt getur kerfið í sumum tilfellum
stuðlað að myndun langra brennisteinskeðja (polysúlfíð) sem safnast fyrir
(Quantemayer & Friedrich, 2001; Sauvé et al., 2007).

Afurðir Sox gena geta líka í sumum bakteríutegundum vikað í samspili við annað
ensímkerfi sem samanstendur aðalega af Dsr genaafurðum. Saman mynda þau tvíþátta
ensímkerfi sem hvatar það efnaferli (“Branched thiosulfate oxidation pathway”) sem
sýnt er á mynd 4 og sem byggist á rannsóknum sem gerðar hafa verið aðallega með tiliti
til oxunar á þíósúlfati (Grimm et al, 2008). Þessi ensímkerfi eru að miklu leyti staðsett á
millihimnusvæðinu en sum hvörfin eiga sér stað í umfryminu. Samkvæmt því líkani
sem sett hefur verið fram af þessu ferli (Gosh and Dam, 2009) myndast fastur
brennisteinn í millihimnusvæðinu og brennisteinsatómin flytjast síðan yfir í umfrymið
til frekari oxunar yfir í súlfat sem er síðan flutt út fyrir frumuhimnuna og frumuvegginn.
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Mynd 4. Tveggja þátta ensímkerfi Sox og Dsr genaafurða sem hvata oxun þíósúlfats
og súlfíðs (Mynd úr Gosh and Dam, 2009)

Nokkrar frumbjarga örverutegundir búa yfir súlfíð:quinine reduktasa (sqr) sem hvatar
oxun súlfíðs yfir í fastan brennistein líkt og sjá má á myndinni hér að ofan. Ensímið er
flavóprótein (Marcia et al., 2009 ) og virkar sem hvati fyrir oxun súlfíðjóna (S2- og HS-)
yfir í hlutlausann brennistein sem losnar frá ensíminu sem uppleysanlegar
fjölsúlfíðkeðjur, annaðhvort sem línulegar keðjur eða sem hin 8-atóma hringbyggða
brennisteinssameind (S8). Rafeindirnar sem losna við þessi efnahvörf flytjast með FAD
hópum yfir til quinone próteina í frumuhimnunni (Griesbeck et al., 2002).
Brennisteininn sem myndast í þessu ferli og safnast fyrir er hjúpaður af sérstökum
proteinum (SgpA, SgpB og SgpC) sem virkja hann til flutnings yfir frumuhimnuna inn í
umfrymið þar sem hann er oxaður í súlfít fyrir tilstuðlan DsrAB ensímsins (Grimm et al.
2008; Dahl et al 2005, Dahl & Prange 2006; Pattaragulwanit et al 1998).

Sýnt hefur verið fram á að oxun brennisteinsambanda er í mörgum örverutegundum háð
annars vegar Sox kerfinu (sennilega takmarkað við soxEF í sumum tilfellum) og hins
vegar súlfíð:quinine reduktasa (Sqr). Hæfileikar sumra stofna til að oxa slík
efnasambönd getur takmarkast við oxun yfir í fastan brennistein og hafi þær möguleika
á að oxa brennistein frekar er það líklega hraðatakmarkandi skref í heildarferlinu (Gosh
and Dam 2009). Súlfíð (brennisteinsvetni) getur verið það hvarfefni sem margar örverur
kjósa helst að nýta fyrst frekar en þíósúlfat eða fastan brennistein.  Upplýsingar  um
myndbyggingu og líkan að hvarfgangi í lykilensímum eins og Sqr bendir til að oxun
brennisteinsvetnis fari fram sem oxun á súlfíðjónum (SH- eða S2-) frekar en hlutlausum
H2S brennisteinsvetnissameindum ( Cherney et al., 2010 ; Marcia et al., 2009).

Acidithiobacillus ferrooxidans virðist ekki hafa nein gen samsvarandi Sox eða Dsr
genum og er dæmi um örverur sem hafa þróað aðrar leiðir til nýtingar á
brennisteinssamböndum en þau sem lýst er hér að ofan. A. ferrooxidans oxar þíósúlfat
með hinu s.k. S4I efnaferli (S4-intermediary pathway, Gosh and Dam 2009) sem byggir
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á myndun á tetraþíónati innihaldandi 4 brennistensatóm sem millistig. Tilraunir með
ræktun A. ferrooxidans í súrefnistakmarkandi rækt hafa einnig bent til að þessi
bakteríustofn gefi frá sér ensím (Tetrathionate hydrolase) sem umbreytir tetraþíónati
fyrir utan frumurnar og er mikilvægur þáttur í mikilli myndun á föstum brennisteini í
ræktunarlausninni (Beard et al. 2011).

Mörg þeirra próteina sem taka þátt í þeim lífræðilegu kerfum sem hér er lýst hvata
oxunar-/afoxunarhvörf og rafeindaflutning og nýta sér bundna málma sem virka hópa í
hvötunarferlinu (Ford et al 1995). Þar má nefna járnatóm í járn-brennisteins próteinum
(Johnson et al, 2005) , prótein sem innihalda hemhópa eins og cytókróm (Paoli et al.
2002), manganatóm eins og i di-Mn hópum í soxB (Sauvé et al 2009) og mólybden í
súlfítoxandi ensímum (Johnson 1980).

1.3.5 Líffræðileg myndun brennisteins úr
brennisteinsvetni

Brennisteinsvetni er veik sýra með pKa1 við 7 og pKa2 við 13. jónun brennisteinsvetnis
er því háð sýrustiginu eins og fram kemur á myndinni hér fyrir neðan. Þetta þýðir að við
pH 7 eru í jafnvægi u.þ.b jafn mikið magn af H2S og HS- jónum á meðan við sýrustigið
pH 5 og lægra eru minna en 1% af lausn á forminu HS- og því er H2S ríkjandi við lágt
pH. S2- jónir verða hins vegar ekki sýnilegar fyrr en við mjög hátt sýrustig ( sjá mynd
5).

Mynd 5. pH/H2S (súlfíð) stöðugleikalínurit fyrir öll ólífræn súlfíð H2S í
vökvaupplausn (Mynd úr Tang et al., 2009)

Þeir hópar súlfíð oxandi baktería, sem mest hafa verið rannasakaðir, virðast hafa
kjörsýrustig, annað hvort nálægt pH 6,5-7,5 eða við mjög súrar aðstæður (pH 1,5-3,0) (
Syed et al., 2005; Tang et al., 2009 ).
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Oxun fasts brennisteins í sýru virðist almennt vera hraðatakmarkandi þáttur í
brennisteins hringnum. Myndun fasts brennisteins frekar en oxun súlfíðs virðist í
sumum tilfellum vera svar við aðstæðum í náttúrunni. Þetta felur í sér aðstæður þar sem
er lágt sýrustig og lágur súrefnisstyrkur. Svörun einstakra lífvera, hvað varðar virkni
vinnu þeirra (mechanism employd), og umfang brennisteins oxunar, getur verið
breytileg eftir mismunandi súrefnisstyrk ( Beller et al., 2006 ).

Oxun brennisteinsvetnis er bundin við fyrsta skrefi oxunar á brennisteini, þar sem
brennisteinninn er klofin frá vetninu, og þetta skref er mjög hentugt í hreinsun
brennisteinsvetnis úr iðnaðargasi. Fastur brennisteinn getur safnast upp inn í sumum
brennisteins oxandi bakteríum sem er ekki æskilegt ef skilja á lífmassann frá
brennisteinsögnunum. Thiobacillus tegundir sem vaxa við hlutlaust pH hafa öðlast
athygli í þessu tilliti þar sem þær fella brennisteininn út fyrir frumuna ( Stefess et al.,
1996 ). Tilraunir með Thiobacillus sýna að brennisteinsmyndun næst best þegar súrefni
er takmarkað eða ef mikið er af hvarfefnum. Brennisteinn myndast ekki þegar pH er yfir
7,2. Hámark 50% og 68% ummyndun varð á súlfíði yfir í brennistein (tveir stofnar af
Thiobacillus) náðist við pH 6,5 þar sem styrkur súlfíðs var 3 mmól/L/klst með
takmarkað súrefnismagn. Thiobacillus stofnar, eins og notaðir voru í Shell-Paques
kerfinu mynda brennisteininn út í gegnum frumuhimnuna (sjá mynd 6), eða eins og
hnúða á yfirborði himnunnar (Janssen et al., 1999).

Mynd 6. Rafeindasmásjármynd af brennisteinsmyndandi Thiobacillus eru
brennisteinshnúðarnir sýnilegir á yfirborðinu (sjá örvar). (Mynd úr Janssen et al.,
1999)

1.4 Ættfræði baktería

1.4.1 Hugtakið tegund

Hugtakið tegund er notað sem grundvallarflokkunarfræðieining í örverufræðinni eins og
í öðrum greinum líffræðinnar. Í gegnum aldirnar, voru tegundir skilgreindar sem safn
svipaðra stofna sem sýndu samsvörun í svipgerð en voru nægilega frábrugðnar öðrum
skyldum hópum af stofnum. Hins vegar þá eru örverufræðingar sammála í dag að
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svipgerðarpróf séu ekki nægilega nákvæm til þess að að greina á milli tegunda og nú eru
tegundir skilgreindar mun nákvæmar með sameindafræðilegum aðferðum. Það er
skilgreint þannig að ef tveir bakteríustofnar sýna <70% DNA-DNA pörun
(hybridization), >5% mismun á G+C innihaldi og <97-98% skyldleika 16S rRNA raða,
þá sé um tvær ólíkar tegundir að ræða (Madigan et al., 1997; VanDemark & Batzing,
1987).

1.4.2 Lífssins tré

Allt líf á sameiginlegt upphaf einhverstaðar í fortíðinni þaðan sem það þróaðist yfir í
þær tegundir sem til eru í dag. Mjög skyldar tegundir eiga sér sameiginlegan forföður
sem er mun nær nútímanum en fjarskildar tegundir,  en grunn markmið þróunar
líffræðinga er að skrá þetta mynstur í „lífsins tré“ . Ættartré er stærðfræðileg bygging
sem sýnir skyldleika lífvera. Tréð er teikning sett saman með punktum sem eru tengdir
saman mynda þannig greinar. Greinaendar er raunveruleg staða lífverunnar eða
flokkunargreiningar OTUs (operational taxonomic units)  eins og hún er í dag meðan
innri punktar í trénu sýna tilgátu um forfeður. Sá sem er forfaðir allra í trénu býr til rót
trésins.

Þróunar rannsóknir á ribósóma RNA ollu byltingu í þróunarfræði. Áður en röðun á SSU
rRNA gena lífvera kom til, þá töldu menn að það væru til tvær megin gerðir lífvera;
Heilkjörnungar og dreifkjörnungar. Þessi kenning var dregin í efa af Woese og félögum
þegar þeir fullyrtu að til væru þrjár gerðir lífvera: Heilkjörnungar, Raunbakteríur
(Bacteria) og Fornbakteríur (Archaea) (Fox et al., 1977; Woese, 1987; Woese and Fox,
1977). Seinna kynntu Woese og samstarfsfélagar (Woese et al., 1990) hugtakið “ríki”
yfir þessar þrjár megingerðir lífvera (sjá mynd 7).

Mynd 7. Lífsins tréð sem sýnir þrjú aðal ríkin sem skilgreind voru af  Woese og
félögum.
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1.4.3 Ættfræði byggð á 16S rRNA

Ættfræði bakteria er í síauknum mæli byggð á erfðaupplýsingum, sérstaklega 16SrRNA
geninu.  16S rRNA sameindin er nokkurnveginn 1500 núkleótíða löng í
dreifkjörnungum. 16SrRNA inniheldur mörg sjálfparandi svæði, sem mynda um það bil
50 tvíþátta spírala. Þessi annars stigs bygging er mjög vel varðveitt og eru sum svæði
16SrRNA alltaf vel varðveitt, jafnvel milli baktería og manna. Þessi svæði eru nýtanleg
fyrir rannsóknir á þróun og skyldleika lífvera og fyrir PCR vísaröðun. Önnur minaa
varðveitt svæði eru nýtileg fyrir greiningu á ættfræðitengslum milli fylkinga og
fjölskyldna. Breytileiki svæða í 16SrRNA gerir kleyft að greina á milli tegunda og að
greina ættfræðitengsl milli tegunda og ættkvísla. Raðgreining á 16SrRNA gefur þó ekki
næga aðgreiningu milli stofna innan sömu tegundar ( Olsen and Woese, 1993; Woese,
1987).

Notkun sameindalíffræðilegra aðferða við greiningar á tegundasamsetningu
mismunandi vistkerfa hefur fleygt fram á síðustu árum (Sólveig K. Pétursdóttir, Snædís
Huld Björnsdóttir, Sólveig Ólafsdóttir, Guðmundur Óli Hreggviðsson, Skýrsla Matís
39-08, Desember 2008, ISSN 1670-7192). Nú er hægt að greina tegundasamsetningu í
blönduðum sýnum með raðgreiningu á SSU rRNA geni án þess að undangengin ræktun
sé skilyrði. Á síðustu árum hafa menn raðgreint genið bæði úr ræktuðum örverum og
blönduðum lífmassa. Vísindamenn víða um heim hafa með tímanum myndað gríðarlega
stóran gagnagrunn sem hýsir 16SrRNA genaraðir víðsvegar að. Þessi gagnagrunnur
hefur nýst sérlega vel til viðmiðunar þegar greina á bakteríu til tegundar, eða
tegundasamsetningu baktería í sýni. Byggt var á þessari tækni við greiningu á tegundum
í þessu verkefni. Í þeim tveimur sýnum sem tekin voru og greind reyndust aðeins vera
tveir stofnar þ.e Thiobacillus og Thiomonas.

1.4.4 Thiobacillus ættkvíslin
Upphaflega var Thiobacillus ættkvíslin samsett úr mismunandi tegundum en síðan hafa
komið fram yfirgripsmiklar upplýsingar til þess að skilgreina ættkvíslina frekar í nýja
eða betur skilgreinda flokka (Kelly and Harrison, 1989). Flokkun byggð á 16S rRNA
genatækni og notkun á DNA-DNA kynblöndun, hefur opnað nýjan heim í
flokkunarkerfi lífvera og nú er Thiobacillus skipt upp í α-, β- og γ-undirflokka
Próteóbaktería eins og sjá má í mynd 8 hér að neðan (Woese et al., 1984)
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Mynd 8. Ættartré byggt á 16S rRNA greiningu á meðlimum Próteóbaktería, og sýnir
ættkvíslina Thiobacillus flokkaða í þá þrjá undirflokka Próteóbakteria α,β, og γ.

Innleiðing þessara nýju aðferða, hefur nú þegar leitt til fluttnings á sex tegundum af
Thiobacillus yfir í Paracoccus (áður Thiobacillus versutus), Acidiphilium (áður
Thiobacillus acidophilus) og í nýju ættkvíslina Thiomonas (áður Thiobacillus
intermedius, Thiobacillus perometabolis, Thiobacillus thermosulfatos and Thiobacillus
cuprinus) (Kelly and Wood, 2000). Kelly og Wood enduröðuðu átta tegundum í þrjá
nýjar ættkvíslir en það eru Acidithiobacillus (sem inniheldur Thiobacillus thiooxidans,
Thiobacillus ferrooxidans, Thiobacillus caldus og Thiobacillus albertensis),
Halothiobacillus (inniheldur Thiobacillus neapolitanus, Thiobacillus halophilus og
Thiobacillus hydrothermalis) og Thermithiobacillus (inniheldur Thiobacillus
tepidarius) (Kelly and Wood, 2000).

1.4.5 Thiomonas ættkvíslin
Thiomonas ættkvíslin var lögð upp af Moreira og Amils (1997) til þess að hýsa fjórar
fyrrum tegundir af ættkvísl Thiobacillus, þ.e.: Thiobacillus cuprinus, Thiobacillus
intermedius, Thiobacillus perometabolis og Thiobacillus thermosulfatos. Þessi flokkun
var byggð á getu þeirra til þess að vaxa  á afoxuðum brennisteinssamböndum, og þær
sýndu allar jafnframt vöxt við "mixotrophic“ aðstæður á afoxuðum
brenniseinssamböndum (eða föstum brennisteini) og á mismunandi lífrænum efnum.
Nýlega var einangruð tegund af stofni Thiomonas, Thiomonas islandica, sem er
brennisteins og vetnisoxandi baktería (Vesteinsdottir et al., 2011). Einnig voru tvær
nýjar tegundir af ættkvísl Thiomonas birtar nýlega þ.e Thiomonas delicata (Katayama-
Fujimura,Y et al., 2006) og Thiomonas bhubaneswarensis (Panda et al. 2009). Einnig er
til tegundin ‘Thiomonas arsenivorans’, sem hefur ekki fengið fullgilda birtingu
(Battaglia-Brunet et al., 2006). Sú tillaga var gerð af Kelly og félögum (2007) að
ættfræðitengsl milli Thiomonas cuprina (áður Thiobacillus cuprinus) og annarra
Thiomonas tegunda skildi endurmetin. Með því að nota 16S rRNA greiningu, kom í ljós
að það voru aðeins þrjú núkleótíð sem greindu á milli Thiomonas cuprina, Thiomonas
delicata og ‘Thiomonas arsenivorans’ tegundanna og þær eru því óaðgreinanlegar
samkvæmt skilgreiningu ættfræðinnar, en eru þó taldar lífeðlisfræðilega þrjár aðskildar
tegundir. Fyrsta tegund Thiomonas var einangruð úr jarðvegi (London and Rittenberg,
1967). Nýlega hafa Thiomonas stofnar verið einangraðir úr námum, þar sem málmar eru



15

oftast í miklu magni (Dennison et al., 2001; Coupland et al., 2004). Thiomonas cuprina
var upprunalega einangraður úr úraníum námu og hún getur nýtt sér mismunandi
málmsúlfíð (Huber and Stetter, 1990), á meðan aðrar tegundir Thiomonas geta oxað járn
(Coupland et al., 2004; Johnson and Hallberg, 2005) og arsenít (Battaglia-Brunet et al.,
2002, Bruneel et al., 2003). Thiomonas thermosulfata (Shooner et al., 1996) og
Thiomonas bhubaneswarensis (Panda et al., 2009) eru hitakærar og voru einangraðar
annarsvegar úr skólpi og hinsvegar úr heitum hver.

1.5 Ræktun örvera og nýting þeirra í iðnaði

1.5.1 Ræktun örvera

Örverur fjölga sér yfirleitt með tvískiptingu. Dæmigerð vaxtarkúrvaörvera í lokuðu kerfi
örvera sem ræktaðar eru á skilgreindu æti, fer í gegnum fjóra ólíka fasa.Vöxturinn er
mældur eftir mati á frumumassa og kallast fasarnir biðfasi, veldisvísafasi, stöðufasi og
dauðafasi.

Biðfasinn fylgir sáningu næringarefna og er ferill aðlögunar. Veldisvísafasinn getur
verið mjög stuttur eða mjög langur, í þessum fasa getur frumumassi breyst án þess að
frumufjöldinn breytist. Það getur einnig verið augljós eða pseudo vaxtarfasi þegar
sáningin er lítil eða hefur lítinn lífsmöguleika, þar sem vöxturinn getur aðeins verið
mældur eftir að hann hefur náð ákveðnu marki. Til dæmis ef upphafs fjöldi frumna er
105 frumur/ml og þéttnin er notuð til að mæla vöxtinn með ljósgleypnimæli, þá verður
vöxturinn ekki greinanlegur fyrr en þéttnin hefur náð 107 frumur/ml. Þegar nauðsynlegt
breytingar hafa átt sér stað þá fara frumurnar yfir í næsta fasa sem er þá venjulega
veldisvísafasinn (Chisti, 1999).

Veldisvísafasinn er það tímabil vaxtar þar sem vaxtarhraðinn µ er stöðugur. Í gegnum
ræktunarferlið er samsetning ræktarinnar að breytast þar sem næringarefnin eru að
minnka og efnaskiptaafurðir að verða til. Á endanum dregur úr vaxtarhraðaum, sem er
háður styrk næringarefnanna og að lokum hægist á vextinum, annað hvort út af
minnkun næringarefna, eða vegna hindrandi afurða sem safnast upp. Engu að síður þá
ganga frumurnar í gegnum skiptingar þar til vöxturinn stöðvast (Chisti, 1999).
Stöðufasinn er kominn þegar allar frumur hafa hætt að skipta sér eða þegar fjölgun
frumna hefur náð jafnvægi við þær frumur sem deyja. Ræktin getur haldist í þessum
fasa í töluverðann tíma því þó svo að nettó vöxtur hafi stöðvast þá geta ennþá verið
efnaskipti og myndun afurða í gangi í frumunum. Heildarfrumufjöldinn getur haldist
stöðugur, en lifandi frumum er þó að fækka. Jafnframt getur orðið frumurof og
frumumassi minnkar. Smá saman fer ræktin í dauðafasann og þéttni ræktarinnar
minnkar hratt (Chisti, 1999).

1.5.2 Ræktun örvera á iðnaðarskala

Örverur geta vaxið við mjög breytilegar eðlis- og efnafræðilegar aðstæður. Vöxtur
þeirra og önnur lífeðlisfræðileg virkni er í raun svörun þeirra við þeirra
eðlisefnafræðilega umhverfi. Vöxtur og starfsemi örvera fer í gegnum mörg stig eða
fasa, ekki aðeins með virkum frumuvexti heldur einnig hvernig þær leggjast í dvala eða
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deyja. Margar gerjunarafurðir sem eru áhugaverðar í iðnaði verða til í stöðufasa ræktar
eða eftir að vöxtur örveranna hefur stöðvast (Madigan et al. 2010).

Hugtakið fermentor, eða ræktunartankur er notað í örverufræði sem ferli sem inniheldur
alla örveruferla á stórum skala sem verða við loftháðar og loftfirrðar aðstæður.  Margar
bakteríur sem eru látnar vaxa á iðnaðarskala eru látnar framleiða framandi afurð sem
þær venjulega búa ekki til. Það má einnig nefna að örverufræðingar nota hugtakið
“fermentation“ eða gerjun á tvo mismunandi vegu. Í samhengi efnaskipta, þá vísar
hugtakið til gerjunar sem á sér stað í fjarveru utanaðkomandi rafeindaviðtaka en í
samhengi iðnaðar örverufræði, vísar hugtakið til vaxtar fruma í miklu magni í
ræktunartönkum.

Markmiðið með stórskalaframleiðslu er að framleiða (1) örverulífmassann sjálfann, (2)
sértæk ensím, eða (3) lífefni. Ensím sem klippa fjölliður (hydrolytic) eru sértaklega
mikilvæga í iðnaði. Lífefnin geta verið mikilvægustu efnaskiptaafurðirnar, hvort sem
þau eru mynduð í niðurbrotsferlinu (catabolism), eða sem verða til í litlu magni úr
náttúrulegu ferli frumnanna. Markmið ræktunar hjá iðnaðar örverufræðingum er oftast
að framleiða mjög mikið magn, stundum mælt í miljónum lítra í einu. Þegar búið er að
finna hentuga lífveru til iðnaðar við rannsóknir á tilraunastofu, þá eru ennþá margvísleg
uppskölunar (scale-up) vandamál eftir að leysa. Þar má nefna skort á fullnægjandi loftun
og hræringu í stórum gerjunartönkum. Vandamálin stafa af hinu stóra rúmmáli, og
svæðum þar sem blöndunin er ekki eins skilvirk, og vegna mikils magns lífmassa í
gerjunartankinum. Mikið magn lífmassa er æskilegt til þess að auka myndun afurðar, en
það þýðir mikla þörf fyrir súrefni. Ennfremur, að þá er algengt að stofnar sem vaxa vel á
litlum skala séu ekki eins skilvirkir við aðrar aðstæður eins og í stórum gerjunartönkum
(Madigan et al. 2010).

Gerjun í iðnaði er aðallega framkvæmd í lokaðri rækt. Venjulega er hrein rækt sem
hefur verið viðhaldið við stýrðar aðstæður notuð til sáningar í stærri gerjunartank.
Vegna þess að gerjun í iðnaði er yfirleitt á mjög stórum skala eða um 150-250m3, er
sáningsæktin látin vaxa upp í skrefum eða þar til hún er orðin 5-10% af því rúmmáli
sem á að sá henni í. Rækt í hröðum veldisvexti er yfirleitt notuð til sáningar. Hægvaxta
örverum þarf þó að sá með meira en 10% af því rúmmáli sem á að sá í, til þess að draga
úr heildar tímalengd gerunarferilssins. Óhóflega langur gerjunartími dregur úr
framleiðni (magni af afurð framleidda á hverja tímaeiningu á hverja rúmmálseiningu
gerjunartanks), og eykur því kostnaðinn (Chisti, 1999).

1.6 Ræktunaraðferðir

1.6.1 Lokuð rækt

Í ferli lokaðrar ræktar, er æti og örverum sáð saman til gerjunar. Ræktin stendur yfir í
ákveðinn tíma (gerjunartíma), og afurðin fæst eftir uppskeru (sjá mynd 9). Lokuð gerjun
stendur venjulega yfir í 4-5 daga, en sum hefðbundin gerjunarferli í matvælum geta
staðið yfir mánuðum saman. Í hálflokaðri gerjun er æti bætt útí ræktunartankinn, annað
hvort sífelt eða með vissu millibili. Rúmmál ræktarinnar eykst þá og afurð
gerjunartanksins er tæmd eftir hverja ræktun.
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Mynd 9. Hér má sjá dæmi um mjög einfalda lokaða rækt

1.6.2 Sírækt

Í sírækt, er æti stöðugt dælt inn í gerjunartankinn og gerjunarafurðin er stöðugt að flæða
út, svo að rúmmál gerjunartanksins er alltaf óbreytt (sjá mynd 10). Venjulega er sírækt
startað eins og lokaðri rækt og dæling ætisins hefst svo þegar þéttnin hefur náð
ákveðnum styrk. Í sumum síflæðisferlum er lítill partur af afurðinni látinn hringrása
aftur inn í kerfið, til þess að endursá í kerfið og viðhalda ætinu sem annars færi út úr
kerfinu. Hvort sífelld sáning er nauðsynleg fer eftir hvernig blöndun á sér stað í
gerjunartanknum.

Mynd 10. Hér má sjá dæmigerða uppsetningu af síflæðisræktun

Í gerjunartank með síflæði sem hefur góða blöndun, ætti hraði ætisgjafar að vera sá sami
og þynningarhraði þ.e hlutfall rúmmáls ætis á móti föstu rúmmáli ræktar. Í
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síflæðisörverurækt, getur vöxtur viðhaldist yfir langvarandi tímabil. Ennfremur, getur
stöðugt ástand viðhaldist svo lengi sem styrkur frumna, ákveðinn vaxtarhraði og
umhverfi ræktarinnar (svo sem næring og styrkur afurðar) breytist ekki með tíma. Þetta
er andstæðan við vöxt í lokaðri rækt þar sem umhverfi ræktarinnar breytist í sífellu.

Nokkrar gerðir eru til af sírækt en algengust er þó “chemostat“, þar sem vöxtur
takmarkast af því efnamagni sem er dælt inn. Næringarflæði er stýrt með dælu sem
dælir inn í ræktina þar sem rúmmálinu er haldið föstu. Frumustyrkur er stjórnað með
ætinu en kerfið er hannað þannig að ávallt sé til næring í umframmagni því næringin
stýrir vexti frumnanna og jafnframt því í hversu háum styrk ræktin er stöðug.

Önnur gerð ræktar er “turbidostat“ en það er einfaldasta útfærsla síræktar. Með því að
skrá þéttni ræktarinnar (optical dencity), er hægt að fylgjast með frumustyrk ræktarinnar
og þegar hann kemst yfir ákveðinn styrk sem er skilgreindur, þá virkjast dæla sem dælir
fersku æti inn í ræktina. Rúmmálinu er haldið stöðugu með yfirflæðis búnaði og ræktin
er vel blönduð, þannig að það er niðurstaðan sú að ræktin þynnist og hluti frumnanna
fara úr ræktinni (Wang, 1979).

1.6.3 Loftknúinn ræktunartankur (ALF)

Í loftknúnum gerjunartanki (ALF) á sér stað blöndun án vélknúnar hræringar. Það eru
margar gerðir af loftknúnum ræktunartönkum en byggja þeir byggja flestir á á því að
þeir eru samsettir úr tveimur flæðisleiðum eða rörum sem kallast stígandi og fallandi. Sá
algengasti er þannig búinn að lofti er dælt inn í botninn á  stígandanum þar sem
undirþrýstingur myndast kringum dreifarann, og vökvinn lyftist í rörinu og straumur
myndast inn í ræktunartankinum. Flæðið fer upp í með undirþrýstingnum upp í rýmið
efst í ræktunartankinum þar sem umfram gas og hliðarafurðir losna frá. Síðan flæðir
vökvinn sem nú er gaslaus, niður í fallandann sem er rýmið utan við stígandann og
niður á botninn í ræktunartankinum. Kælingar gæti verið þörf annað hvort með því að
gera stígandann að varmaskipti innan í tankinum eða að hafa utanáliggjandi kápu sem
varmaskipti (Wang et al., 1979; McCabe et al., 2000).
Þær gerðir tanka sem vinna með loftknúinni virkni virka þannig að gasi er dælt inn í
ræktunartankinn og þar sem flotkraftur gassins og vökvans er mismunandi ásamt
fallanda vökvans næst fullnægjandi blöndun þar sem vökvaflæðið er minna en
gasflæðið. Af mörgum gerðum ræktunartanka, þá hefur ALR minnsta vélbúnaðinn í
tanknum og er jafnframt mjög einfaldur í byggingu og ódýrari í rekstri en hræritankur
(Deckwer, 1992). Kostnaður tanksins er síðan hóflegur samanborið við aðrar gerðir
takna, og uppskölun upp að allt að 200 m3 er möguleg. Þar að auki má minka stórlega
kostnað við rekstur og viðhald þar með talda orkunotkun, samanborið við tanka með
vélknúna blöndun. Samanburður á orkunotkun mismunandi tanka sem fall af súrefnis
flutningshraða (oxygen transfer rates OTR) sýnir að við sömu afköst massaflutnings
notar loftknúna hönnunin allt að tíu sinnum minni orku en CSTR gerðirnar eins og sjá
má á mynd 11 (Merchuk et al., 1999).
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Mynd 11. Flutningsgeta súrefnis í mismunandi ræktunartönkum (Mynd úr Merchuk
et al., 1999)

1.6.4 Samanburður loftknúins og þansúlu ræktunartanka

Með hugtakinu loftknúinn ræktunartankur er átt við loftknúinn tæknibúnað þar sem gas
kemst í snertingu við vökva og að vökvahringrásun er mynduð inn í tankinum þar sem
tvær aðskildar rásir fyrir uppflæði (stígandi) og niðurflæði (fallandi) myndast. Innleidda
gasið sem hrærir upp í tankunum er yfirleitt loft eða aðrar gastegundir. Fyrir utan
blöndunina, þá auðveldar byggingingin gasflæðið massaflutning milli aðskildra fasa þ.e
inn í eða frá vökvafasanum.

Gasið er venjulega innleitt nálægt botninum á stígandanum. Gaslosunin fer svo fram í
stóru rými á toppnum sem kallaður er þenjari, og hann er hannaður í samræmi við
rekstrarumhverfið hverju sinni. Dreifni gassins, sem ekki losnar frá vökvanum og er fast
í vökvanum og fer niður fallandann, getur haft marktæk áhrif á hreyfiaflfræði vökvans í
tanknum og þess vegna á alla virkni tanksins (Merchuk and Gluz, 1999).
Tvær megingerðir af loftknúnum ræktunartönkum fara eftir því hvernig hringrásin er
mynduð. Hún getur annað hvort verið að utanverðu, þ.e hringrásin fer fram í aðskildum
rörum, eða með skiptingu í eins konar skilrúm í sama rörinu. Báðar gerðir eru sýndar á
mynd12.
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Mynd 12. Þrjár megin gerðir ALF ræktunartanka (Mynd úr Merchuk and Gluz,
1999)

Hönnun beggja gerða er hægt að útfæra frekar, meðal annars með mismunandi hreyfiafli
vökvans, með mismunandi stærð á þenjara, og hraða flæðisins á mismunandi fösum. Án
tilliti til þessara útfærsla á grunnbyggingunni þá eru tankarnir ávallt samsettir úr fjórum
þáttum -(Merchuk and Gluz, 1999):

 Stígandi er yfirleitt sívalur og er gasið leitt inn við botninn og streymir upp;
 Fallandi er samsíða stígandanum og tengdur honum bæði að ofan og neðan;
 Botnstykki tengir fallandann og stígandann við botninn á ræktunartankinum.

Venjulega haft mjög einfalt, en útfærslan getur haft áhrif á gasviðveru (gas
holdup), hraða vökvans og flæði fasta efnissins (Merchuk and Gluz, 1999;
Chisti, 1989);

 Þenjari tengist stígandanum og fallandanum á toppi tanksins. Þar á sér stað
örvun vökvahringrásarinnar og aðskilnaður gasins frá vökvafasanum;

Flutningsferlið er ólíkt milli hluta tanksins en hönnun hvers hluta fyrir sig getur haft
áhrif á afköst og aðra starfsemi (Asenjo and Merchuk, 1995).

1.6.5 Kostir Loftknúinna ræktunartanka
Jafnvel þó svo að vélknúnu tankarnir bjóði upp á allt sem þarf fyrir ræktun örvera, þá er
ALFs enn talinn betri kostur í flestum tilfellum, fyrst og fremst vegna eiginleika
flæðisins. Í ALFs er gas einnig innleitt á ákveðnum stað, en blöndunin verður fyrst og
fremst vegna breytileika í þéttni á vökvanum í stígandanum og fallandanum sem drífur
áfram  hringrásina. Þannig að beint framlag hreyfiafls kerfisins í ALFs er lítið við
færslu. Þess vegna eru aðal kostir ALFs  einsleitni hans í vökvahreyfingu, sem er
sérstaklega mikilvægt fyrir viðkvæmar frumur (Merchuk and Gluz, 1999). Aðrir
hagstæðir kostir felast í:

 Einfaldleika tanksins s.s engar legur eða þéttingar, sem valda mengunarhættu;
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 Betri nýting orku sem er mikilvægt fyrir ódýra afurð, þar sem orkuþörf getur
haft marktæk áhrif á kostnað ferilsins;

 Hærri massaflutings hraði í samanburði við vélrænt blandaða tanka;

1.7 Tækjabúnaður og rekstur ræktunartanka

1.7.1 Gas og vökva kerfi

Við framleiðslu líffræðilegra afurða eru margir lífferlar sem sem vinna saman, og til
þess að skilja alla ferlana þarf grunnþekkingu í líffræði, lífefnafræði og líftækni, og
einnig verkfræði. Flutningur súrefnis er oftast það mikilvægasta í lífferlum sem þarfnast
súrefnis til vaxtar örvera eins og í framleiðslu einfrumupróteins og  sýklalyfja.

1.7.2 Loftun og hræring

Loftun (Aeration) og hræring (Agitation) er það sem notað er í flestum
örveruræktunum. Þegar ræktun á sér stað við loftháðar aðstæður þá er súrefnið leyst upp
í vökvafasa, og örverurnar nýta súrefni sem leysist upp í ræktunarvökvanum.

Vexti loftháðra baktería í gerjunartanki er stýrt með því sem er til af hvarfefnum.
Örverurækt er sundurleitt (heterogeneous) kerfi, þar sem frumur eru á föstu formi og
næringin er í vökvafasanum. Ef súrefni sem er til þess að auka frumuvöxtinn klárast,
hægist á frumuvextinum. Flutingur súrefnisins úr gasfasa til örveranna fer fram í
nokkrum skrefum. Súrefnið þarf fyrst að ferðast yfir gas-vökva skilin, síðan um
vökvann, og á endanum inn í örverufrumuna.

Loftháðar bakteríur vaxa auðveldlega á litlum skala í glösum og flöskum í ræktinni í
venjulegu andrúmslofti. Á stærri skala, þarf fullnægjandi loft að vera til staðar fyrir
öndun allra lifandi örvera í ræktinni. Helsti mælikvarðinn um að nægt súrefni sé í
vökvafasanum er að mæla magn uppleysts súrefnis. Nemar til þess að mæla
uppleysanleika súrefnis eru til á markaðnum og flestir gerjunartankar eru útbúnir með
slíka DO (dissolved oxygen) nema. Til að nægt súrefni sé til staðar er nauðsynlegt að
hafa loftdreifara sem þrýsta loftinu til þess að mynda litlar loftbólur í ræktinni
(Najafpour,  2006) .

1.7.3 Gasdreifarar

Lofti undir þrýstingi er leitt í gegnum rörenda sem samanstendur af mörgum hringlaga
mjög fínum götum eða opum. Stærð loftbólanna er háð stærð gatanna og gerð
dreifarans. Fyrir mjög fínar loftbólur með mjög góða dreifni, er ördreifari notaður.
Ördreifari er mjög gljúpt keramikefni og er notaður í staðinn fyrir gasdreifara. Stærð
loftbólanna hefur áhrif á massaflutningsferlið. Minni loftbólur bjóða upp á meira
yfirborðsflatarmál svo það næst betri súrefnisflutingur. Stærð gasbólanna og dreifni
þeirra um tankinn er mjög mikilvægur þáttur í virkni ræktunartanka. Þó svo að opin í
dreifurunum myndi litlar bólur og betri gasdreifni með venjulegum dreifara, þá eru
ördreifararnir oftast notaðir vegna gljúpleika þeirra sem tryggir meiri fjölda fínna og
samfelldra bóla (Najafpour,  2006).
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1.7.4 Vökvatækni
Flæði gasbóla í vökva getur hafað sér með mismunandi hætti eftir aðstæðum. Flæði er
yfirleitt af þremur eftirfarandi gerðum sem sjást á mynd 13 þ.e einsleitt gasbólustreymi
(Homogeneous bubble flow), misleitt streymi (Heterogeneous flow) og gúlstreymi
(Slug flow) (Deckwer, 1992):

Mynd 13. Þrjár megin gerðir fjölfasa flæðis í gegnum Þansúlur (Mynd úr Deckwer,
1992)

Enda þótt raunveruleg flæði geti verið ólíkt, er það að mestu leiti háð yfirborðshraða
gassins (superficial gas velocity), gasflæði og uppbyggingu kerfisins (Jakobsen, 2008).
Tiltekin mynstur fyrir loftknúin kerfi sjást með því að skoða mynd 14.

Mynd 14. Þrjú meginform á flæði í ALF ræktunartanki (Mynd úr Merchuk and
Gluz, 1999)

Þumalputtareglan segir að það eigi að forðast kerfi sem leita til gúlstreymis (Chisti,
1989; Asenjo & Merchuk, 1995; Chisti, 1999).

Venjulega eru helstu vandamálin í hönnun ræktunartanka massaflutningur gassins (mass
transfer). Eftir að gasið er innleitt, myndast gasbólur og í framahaldinu verður til
fjölfasa streymi í ræktunartankinum, þar sem hegðun gasbólanna skiptir mestu
(Merchuk & Gluz, 1999; Asenjo & Merchuk, 1995). Í framkvæmd, þá leiðir
gasdreifarinn gasið inn í ræktunartankinn í gegnum göt sem eru minni en 1 mm í
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þvermál. Það er venjulega forðast að nota göt sem eru 1mm vegna ýmisskonar
vandamála sem þá koma upp (Doran, 1995). Á hinn bóginn þá hafa gasbólur sem eru
stærri en 6 mm, tilhneygingu til þess að renna saman, sem jafnframt hindrar
massaflutninginn (minnkandi snertiflatamál) og stýringu streymisins í
ræktunartankinum. Mikilvægur þáttur í gaslosun er krítíski gasbóluradíusinn, v.þ.a.
endahraði þeirra er ekki samfellt fall af stærð þeirra. Hraði gasbólanna 6 til 10 faldast
við það eitt að radíus þeirra stækkar og fer yfir hinn krítiska radíus (Chhabra &
Richardson, 2008).

1.7.5 Massaflutingur
Fyrsta skilyrðið svo efnahvarf geti átt sér stað er að hvarfefni séu til staðar þar sem
hvarfið á sér stað. Í fjölfasa kerfum, er hámarks hraði flutningsferla, eða
massaflutningur (mass transfer) oft lægri en hámarks hvarfhraði, sem í raun þýðir að
almennt er hvarfhraði takmarkaður við flutningsferlana. Í lífefnahvörfum, getur
flutningur næringarefna til yfirborðs frumunnar og flutningur myndefna frá frumum
verið takmarkandi. Því þarf að taka mið af þessum þætti í greiningu á lífefnahvörfum.
Massaflutningur á sér stað með tveimur grunn ferlum; með blöndun og flæði
(diffusion). Yfirlit yfir mikilvæg skref massaflutings í gerjunarferlum er í upptalningu
hér að neðan sem sýnir skref fyrir skref upphafið frá því að súrefnisbólan verður til og
flyst til  hvarfsvæðis inn í hverri frumu (Bailey & Ollis, 1986). Skrefin eru:

1. Dreifni súrefnis frá dreifara og tenging við vökvafasann.
2. Flutningur yfir gas-vökvafasann.
3. Flæði súrefnis í gegnum tiltölulega kyrrstætt vökvasvæði sem er samliggjandi

gasbólunum þ.e frá gas-vökvafasa inn í vel blandaðn vökva.
4. Flutningur súrefnis í gegnum vel blandaðan vökva yfir í tiltölulega óblandaðan

vökva í kringum frumurnar.
5. Dreifni í gegnum kyrrstætt svæði umhverfis frumurnar.
6. Flutningur í gegnum frumuhimnuna.
7. Flutingur úr frumuhimnu yfir í virka svæðið inn í frumunni.

1.7.6 Gas-vökva massaflutingur
Í loftháðum ferlum, er súrefni lykil efnasambandið og vegna þess hversu lága leysni það
hefur í vökvalausnum, þá er nauðsynlegt að viðhalda sífelldum flutningi á því úr
gasfasanum yfir í vökvafasann til þess að viðhalda hraða efnaskiptanna í frumunum.
Lífverur eins og sveppurinn Saccharomyces cerevisiae eða bakterían Esherichia coli,
breyta að miklu leiti efnaskiptum sínum og afurðum þegar skortur verður á súrefni.
Hvað sem því líður, þá er gas-vökva massaflutingur súrefnis ekki eina mikilvæga
fasaflutnings ferlið í gerjunarferlum. Koltvísýringur verður til við öndun, og í flestum
gerjunar ferlum. Of hár styrkur koltvísýrings getur virkað sem hindrun á örverur, og því
er stöðugur flutningur þess nauðsynlegur (Jones & Greenfield, 1982). Hægt er að nota
metan og önnur létt kolvetni við framleiðslu á einfrumupróteini. Í þessum ferlum þarf
að flytja bæði súrefni og önnur kolvetni yfir í vökvafasann á nægjanlegum hraða til þess
að mæta þörfum frumunnar. Metan getur líka verið afurð úr loftfirrðu ferli. Í því tilfelli
er gas-vökva ferli mikilvægt til þess að fjarlægja metan og koltvísýring úr
vökvafasanum (Chisti, 1999).
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Til þess að hanna ræktunartank, þarf að skilgreina nokkra hluti. Ræktunartankur er
hjartað í öllum lífefnaferlum þar sem, örverur eru notaðar til framleiðslu á
margvíslegum nýtilegum líffræðilegum afurðum (Najafpour, 2006). Framleiðsla
ræktunartanka er háð margskonar þáttum og virkni eins og á listanum hér fyrir neðan:

 Lífmassaþétti
 Þörf á dauðhreinsun
 Blöndun og blöndunarkraftur
 Kæliþörf
 Næringaþörf
 Skiljunarferli afurðar
 Uppsöfnun og hindrun af völdum afurðar
 Loftun
 Efnaskipti og virkni örvera

Þrjár gerðir ræktunartanka eru aðallega í notkun í iðnaði:

1. Um 70% ræktunartanka eru með kerfi þar sem engin loftun á sér stað og enginn
mótor sem hærir upp í ræktinni.

2. Um 10% ræktunartanka sem eru með loftunarkerfi en engann mótor sem hrærir
upp í ræktinni.

3. Um 20% ræktkunartanka eru með loftunarkerfi og nota mótor sem hrærir upp í
ræktinni.

Ræktunartankar sem ekki eru með mótor en með loftun eru notaðir í mjög hefðbundin
ferli eins og víngerð, bjórgerð og ostaframleiðslu. Algengustu nýju lífferlarnir eru ferlar
með örverum sem vaxa við loftun og blöndun. Aðalatriðin sem ber að hafa í huga við
hönnun ræktunartanka er að hann þarf að skila hámarks vexti og/eða myndun afurða
(Najafpour,  2006). Loftháðir ræktunartankar eru flokkaðir í átta flokka, eftir því
hvernig gasinu er dreift:

 Tankar með mótor
 Loftknúnir hringrásar ræktunartankar: Gasið er látið hringrása í hringrás sem er

kúin af loftþrýsingi.
 Lykkju ræktunartankur: Breytt útgáfa af loftknúnu kerfi þar sem dæla dælir

loftinu og vökvanum í gegnum vökvann.
 Yfirborðs kerfi: Loftið hringrásar yfir örveruhimnu sem vaxa á föstu yfirborði.
 Vökvaflötur (Fluidized bed): Yfirborðsagnir sem haldið er á floti með

vökvanum. Þessi aðferð er notuð við meðhöndlun á úrgangsvatni og framleiðslu
á ediki.

 Seytlaflötur (Trickling bed): Önnur útgáfa af yfirborðsögnum, þar sem vökva er
úðað ofan á fletina sem svo seytlar í gegnum þá. Loft er innleitt neðan frá vegna
þess að vökvinn flæðir ekki samfellt í gegnum súluna, svo að loft hreyfist
auðveldlega um kerfið. Þessi tegund ræktunartanks er notuð víða í loftháðri
meðhöndlun á úrgangsvatni.

 Hálflokaður ræktunartankur (Fed- batch reactor): Eins og lokuð rækt nema auka
æti er dælt inn eftir þörfum yfir ræktunartímann.

 Lokaður ræktunartankur (Batch reactor)
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1.7.8 Uppskölun lífferla

Lífferil má meðhöndla sem kerfi sem tengir mismunandi líffræðilega, efnafræðilega,
eðlisfræðilega og verkfræðilega þætti í eina heild. Þetta felur í sér flókið kerfi af
mismunandi þáttum með tengslum sem þarf að fá til að virka með fyrirsjáanlegum hætti
(Asenjo &Merchuk, 1995).

Örveruræktun fer venjulega fyrst fram á tilraunastofu, sem eru mjög ólíkar aðstæður en
sem fara fram á framleiðsluskala. Prófanir eru gerðar til þess að fá sem mest afköst, og
síðast er ferlið fært í tilraunaverksmiðju (tankur sem er 50-3000 L). Það má segja að
umtalsverð uppskölun á ferli hafi átt sér stað stax á tilraunastofunni, því aðstæður
breytast verulega þegar rækt er færð úr agarskál í gegnum hristiflösku rækt og yfir í
lítinn ræktunartank. Umhverfisaðstæður fyrir vöxt á agarskálum eru mjög ólíkar þeim
aðstæðum sem þarf fyrir vöxt  í Erlenmeyer flöskum, sem svo líka eru frekar ólíkar
þeim aðstæðum sem þarf fyrir ræktun í ræktunartönkum. Hinsvegar, er hugtakið
uppskölun venjulega frekar notað yfir skrefið frá litlum ræktunartönkum yfir á
framleiðsluskala. Með því að nota skilgreiningu Bisio og Kabel (1985) á uppskölun þá
var hún eftirfarandi: Árangursríkt start og framkvæmd á ræktunartanki til
iðnaðarframleiðslu þar sem hönnunin og vinnsluaðferðirnar eru að hluta til byggðar á
tilraunum og útfærslum á framkvæmd á litilum skala. Uppskölun felur ekki aðeins í sér
verkfræðileg viðfangsefni, heldur einnig arðsemisútreikninga. Til dæmis, gæti þurft að
finna nýja formúlu af æti þar sem kostaður ætisins sem notað er á tilraunastofunni gæti
verið gæti orðið hindrun á stærri skala (Nielsen et al., 2003).

Mörg ólík, oft ófyrirsjáanleg fyrirbrigði þarf að taka með í reikninginn þegar ýmsir
þættir hafa áhrif hvorn á annann. Mikil nákvæmni getur því skipt sköpum við að ná
fram eftirsóttum eiginleikum fyrir framleiðsluna. Samt sem áður eru nokkur grundvallar
vandamál sem menn standa ávallt andspænis þegar verið er að skala up ræktir. Skipta
má ferli lífræktunar upp í þrjá grunnfasa þ.e frá hugmyndastigi til framleiðslu á markað.
Þau eru:

 Ræktun á tilraunastigi;
 Ræktun á tilraunaverksmiðju stigi;
 Ræktun á framleiðslustigi/iðnaðarframleiðsla;

Af ýmsum ástæðum er stærsta stökkið á milli fyrsta og annars stigs, en mikilvægustu
þættirnir sem þarf að samlaga í hönnun tilraunaverksmiðju eru sýndir á mynd 15 sem er
fengin úr (Nielsen et al., 2003).
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Mynd 15. Dæmigerð nálgun fyrir uppskölun (Mynd úr Nielsen et al., 2003)

1.7.9 Hönnun og smíði ræktunartanka

Hönnun og smíði ræktunartanks er eitt mikilvægasta skrefið í allri hönnun
tilraunaverksmiðjunnar og því þarf að leggja mikla vinnu í þann hluta. Þar að auki er
ekki auðvelt, sérstaklega þegar um kerfi af þessari stærðargráðu er að ræða, að
endurhanna tankinn eða skipta um hann eftir að hann hefur verið settur upp og tengdur.
Til að skoða valkosti og útfærslur ýmissa tæknilegra atriða í hönnun ræktunartanks var
gerð greining á fyrirliggjandi útfærslum ræktunartanka sem í notkun hafa verið annars
staðar. Einnig var sérstaklega skoðað hvernig, með hönnun ræktunartanksins, væri hægt
að takast á við okkar sérstöku aðstæður og markmið með tilraunaverksmiðjuna við
orkuverið á Hellisheiði.

Hrærðir gerjunartankar (Continiously stirred reactors eða CSTR) eru vel þekktir fyrir
það að þarfnast mikillar orku þegar þeir eru skalaðir upp (Nielsen et al., 2003). Ef það
eru útfellingar og svarf í ræktinni þá er ákjósanlegt að fækka fjölda vélrænna hluta.
Ljóst var að myndun á föstum brennisteini myndi vera mjög umfangsmikil við
ræktunartilraunir í tilraunaverksmiðjunni og myndu útfellingar brennisteins á vélrænum
hlutum í tankinum vera líklegar til að valda vandræðum. Þess vegna var þessi gerð
ræktunartanka ekki talin ákjósanleg fyrir þetta verkefni.

Líffilterar og aðrar gerðir tanka með kyrrsettri (immobilized) rækt með sveppum eða
bakteríum hafa verið notaðir til að hlutleysa eða hreinsa mengun af mörgum toga
(Gabriel & Deshusses, 2003). Til eru dæmi um mjög afkastamikil kerfi af þessum toga í
verksmiðjum sem fjarlægja brennisteinsvetni úr gasi svo sem við olíuhreinsun og
vinnslu á jarðgasi (Janssen et al., 2000; Janssen & Buisman, 1996).  Í þessum kerfum
byggist gas-vökva massaflutningur á brennisteinsvetni á einskonar skrúbbkerfi með
basa í uppleysta vökvanum þannig að ferlið vinnur því best við hátt pH. Ókosturinn við
þessi kerfi er helst að þau byggja á kyrrsettri rækt og með þessari aðferð fæst ekki
aðskilnaður á lífmassanum en grundvöllurinn fyrir kerfi Prokatín verkefnissins var að
hægt væri að aðgreina lífmassann frá ræktunarvökvanum.

Það sem einkennir þær séraðstæður sem til staðar eru við ræktun okkar á jarðgufugasi er
annars vegar myndun á föstum brennisteini í ræktinni en hins vegar er grundvallaratriði
að bæði orkugjafi örveranna og kolefnisgjafi er á gasformi til viðbótar við súrefnið sem
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þær nota við oxun brennisteinsvetnis. Önnur ræktunarkerfi sem hafa verið notuð við
ræktun örvera þar sem orkugjafinn er á gasformi eru t.d kerfi sem hafa verið notuð með
metanoxandi bakteríum og metangasi við framleiðslu á SCP s.s við Norferm
verksmiðjuna í Noregi sem starfrækt var um tíma (Kleppe et al., 2003). Þar sem slík
kerfi eru að því leyti lík okkar aðstæðum var einna helst leitað fyrirmynda í kerfum af
slíkum toga sem nýta loftknúna ræktunartanka, og hafa verið notaðir í gasgerjun og til
framleiðslu á SCP (Larsen, 2000). Loftknúnir ræktunartankar bjóða upp á fjölda kosta
og ber þar helst að nefna:

 Fáir hlutir á hreyfingu og tiltölulega einfaldir í uppbyggingu;
 Lítil orkunotkun;
 Lágur rekstrarkostnaður;
 Hátt hlutfall massaflutnings

Mismunandi gerðir loftknúinna ræktunartanka sem hafa verið í þróun og notkun eru
helstir:

 Tankar með aðskilda fallanda og stíganda en þeir geta þurft að vera umtalsvert
stærri en aðrir ef viðverutími gasbólanna og gasflæðið er ekki vandlega stýrt;

 Tankar með þrýstistút (Jet loop) en sú hönnun getur sparað orku og aukið
viðverutíma gasbólunnar í ræktinni.

 Tankar sem hannaðir eru til að mynda dragsúg milli fallanda og stíganda geta
hentað vel ef draga þarf úr stærð tanksins

 U-laga tankar en til að koma í veg fyrir að þeir verði of stórir, þarf að dæla
gasinu inn í vökvaflæðið sem getur skapað vandræði ef hraði gasbólanna verður
of mikill.

 U-laga hönnunin auðveldar notkun aukins þrýstings;

Við ræktun á metanoxandi bakteríum með metangasi var í Norferm verksmiðjunni var
notaður U-laga loftknúinn ræktunartankur ásamt skiljuferli til að skilja lífmassann frá
ræktinni til framleiðslu SCP (Kleppe, et al, 2003). Ræktunartankar fyrir metanoxandi
örverur voru einnig þróaðir frekar og leiddi sú þróun til hönnunar á loftknúnum
ræktunartanki ( Larsen 2002) með aðskilda stíganda og fallanda með mjög takmarkað
þvermál í hlutfalli við hæð tanksins. Þróunin á þessu sviði hefur því verið í átt að mjög
aflöngum og háum ræktunartönkum við aðstæður þar sem ræktun á gasi á sér stað enda
er leitast við að auka viðverutíma gassins á þann hátt. Stórskala áform um SCP
framleiðslu úr metangasi í Trinidad gera ráð fyrir að nýta stæður af 10.000 l gasknúnum
ræktunartönkum sem eru yfir 20 m á hæð (Unibio A/S, Odense, Danmörk).

Sú hönnun sem var talin koma til greina í þetta verkefni var í grundvallaratriðum ein og
deep-shaft loftknúinn rætktunartankur sem sjá má á mynd16.
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Mynd 16. Tvær mismunadi aðferðir við innkomu gas í ALF þ.e annaðhvort í
stígandann eins og á mynd a eða í fallandann eins og á mynd b (Chisti,  1999)

Hann virkar þannig að gasi er dælt inn í stígandann til að setja af stað vökvahringrás.
Síðan er gas innleitt inn í fallandann, og gasbólurnar hrífast með flæðinu og þvingast
niður. Aukinn þrýstingur verður í þenjaranum fyrir ofan gasbólurnar, eykur þar með
hraða massaflutnings og heldur gasinu lengur í vökvanum en í hefðbundum tönkum.
Hinn ráðandi súrefnisflutningur og áhrif flutningssins (á orkumælikvarða) ásamt lýsingu
á tankinum, hegðun hans og framkvæmd er að finna í  (Chisti, 1999). Við frekari
útfærslu var m.a litið til þþeirrar hönnunar og gerð var við þróun á ræktunartanki fyrir
metanoxandi örverur og má þar nefna t.d. að hafa stífanda og fallanda sem aðskilin rör
og þenjara sem sívalan tank

1.8 Hreinsunarkerfi fyrir H2S

1.8.1 Líffræðileg oxun H2S úr afgasi

Það eru miklir möguleikar í notkun á brennisteinsbakteríum í iðnaði og til hreinsa
umhverfið. Þar til nýlega var ekki mikill áhugi á að nýta getu brennisteinsbaktería í  að
nota brennisteinssambönd til vaxtar. Súlfíðoxandi bakteríur þekktar fyrir getu sína til að
fjarlægja H2S úr olíu og þær eru notaðar í líffræðilegri meðhöndlun á súru gasi og
súlfíðríku vatni Líffræðilega oxun á afoxuðum brennisteinssamböndum má einnig nota
til að losna við brennisstein úr kolum og úr muldum steinefnum (Lee & Sublette, 1993;
Tang, 2009).

Það er nauðsynlegt að fjarlægja H2S úr afgasi til þess að hindra SO2 myndun og
meðfylgjandi súrnun umhverfissins (Jensen et al., 1995; Burgess et al., 2001; Mousavi
et al., 2006). Margar líffræðilegar aðferðir eru til við meðhöndlun á súlfíðríku gasi. Það
ræðst þó af því hvort um er að ræða oxun á súlfíði yfir í fastann brennistein eða súlfat.
Einnig má flokka þær í beina eða óbeina aðferð. Óbeina aðferðin byggist á að járnjónir
oxa H2S í fastann brennistein, og síðar eru það járnoxandi bakteríur sem oxa Fe2+ og í
Fe3+ (Pagella et al., 2000). Beina aðferðin byggir hins vegar á því að ljóstillífandi
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(photoautotrophic) eða efnatillífandi (chemolithotrophic) bakteríur oxa súlfíð yfir í
fastann brennistein eða súlfat (Hensaw et al., 2001; Sublette, 1987; Lee et al., 1993;
Elias et al., 2002; Alcantara et al., 2004; Cytryn et al., 2005; Rabaey et al., 2006).

Margvíslegum líffræðilegum ferlum fyrir oxun á H2S hefur verið lýst í vísindagreinum.
Við meðhöndlun á brennisteinsmenguðu vatni er venjulega byggt á sáningu
Thiobacillus thioparus í affallsvatn eða með notkun annarra óskilgreindra
brennisteinsbaktería. T. thioparus hefur einnig verið notaður til að fjarlægja H2S úr gasi
sem er látið flæða gegnum ræktina. Blönduð rækt baktería af Beggiatoa og Thiothrix
hefur einnig verið nýtt í svipuðum tilgangi. Thiobacillus ferroxidans hefur verið notaður
í tvennskonar gashreinsiferla þar sem H2S er fyrst fellt út sem CuS eða FeS. Síðan eru
málmsúlfíðin oxuð með bakteríum til að endurmynda málmjónirnar. Allir þessir ferlar
eru loftháðir.

Það eru margar bakteríur sem geta oxað H2S og eru þær því mjög ákjósanlegur kostur til
hreinsunar á brennisteinsgasi. Hins vegar, þarf hin fullkomna örvera að búa yfir ýmsum
öðrum kostum, utan þess að oxa brennisteinsvetni ef ferlið á að vera hagkvæmt. Til
dæmis, þarf hún að vera alveg frumbjarga til að auðvelda næringarþörfina. Æskilegt
væri  einnig að hún væri valbundin loftfirrð, og geta oxað H2S ýmist við loftháðar eða
loftfirrðar aðstæður. Helst ætti lífveran að mynda oxaða, uppleysanlega afurð úr H2S til
að auðvelda aðskilnað hennar frá lífmassanum. Fyrst og fremst þyrfti þó hin fullkomna
örvera að sýna sérstaklega góða virkni í oxun á H2S (Sublette et al., 1987).

1.8.2 Lokaður ræktunartankur með gasinnflæði
Til eru þó nokkuð mörg kerfi til þess að hreinsa H2S. Jansen og félagar rannsökuðu
oxun súlfíðs með því að nota blandaða rækt af Thiobacillus í tveimur lokuðum
ræktunartönkum og var hreint súrefni skammtað inn á tankana. Hámarks
brennisteinsmyndun átti sér stað þegar súrefnisflæði í hlutfalli af súlfíðflæði
(mól/L/klst) var haft á bilinu 0,6 til 1,0. Ef hlutfallið var lægra þá var minni geta til
líffræðilegrar oxunar og meira þíósúlfat myndaðist. Hins vegar ef hlutfallið var hærra
myndaðist meiri brennisteinssýra. Samfara því losnaði meiri orka sem nýttist til
bakteríuvaxtar en sú orka sem fékkst bara við myndun fasts brennisteins (Jenssen et al.,
1995).

1.8.3 Síflæðis tankur
Sublette og félagar kynntu til sögunnar síflæðiskerfi með hræringu (Continous stirred-
tank reactor CSTR) en þeir notuðu Thiobacillus denitrificans til að fjarlægja H2S úr
afgasi. Hægt var að fjarlægja 97 % af brennisteinsvetninu og oxa það yfir í súlfat
(Sublette et al., 1987) . Buisman og félagar gerðu tilraunir með þrjá mismunandi
síflæðistanka með rækt á föstu yfirborði og náðist í einum þeirra að fjarlægja 95-100 %
af súlfíðinu úr gasinu og var virknin 500 mg af H2S h-1 L-1 (Buisman et al., 1990). Ef
hraðinn var aukinn, minnkaði hins vegar hreinsigetaneða nýtnin. Með svipaðri virkni í
CSTR tankinum náðist að hreinsa 62% af súlfíðinu úr gasinu

1.8.4 Lífskrúbbar
Kerfi sem kallast lífskrúbbur (bioscrubber) er tveggja þrepa ferli þar sem gasinu með
H2S er fyrst blandað í vökva sem úðað er á móti gasinu í skrúbbnum (Absorber) og því



30

næst er vökvanum með uppleystu H2S dælt inn í annann tank sem kallast lífhvarfi þar
sem H2S er oxað með örverunum. Thiopaq kerfið, sem hannað var af Jansen og
félögum (1995), er dæmi um svona feril og er með með svipaða uppbyggingu og sýnt er
á mynd 9.
Nishmura og Yoda notuðu lífskrúbb til þess að hreinsa brennisteinsvetni úr metangasi
sem varð til við hreinsun á skólpi í loftfirrðu ferli (Nishmura & Yoda, 1997). Þetta
tveggja tanka ferli var notað þess að aðskilja skolunina og oxunarferlana. Þannig er
komið í veg fyrir að loft blandist við gasið sem á að nýta eftir hreinsunina. Fyrri
ferillinn fer fram í gas-vökva tanki og er í loftfirrðum tanki. Brennisteinsvetnið er
blandað vökva í fyrri tankinum  og því næst oxað með brennisteinsoxandi bakteríum í
seinni tankinn. Byggt á þessum niðurstöðum var byggð verksmiðja til meðhöndlunar á
skólpvatni frá kartöfluvinnslu.
Mesa og félagar kynntu til sögunnar lífskrúbba kerfi sem samþætta má kerfi til
hreinsunar á H2S úr metangasi, sem var samsett úr efnafræðilegum og líffræðilegum
skrefum. Hreinsun brennisteinsins er hægt að framkvæma með því að leiða gasið inn í
járnsúlfat lausn með Fe3+ sem þá breytist yfir í tvígilt járn (Fe2+), súlfat og fastan
brennistein. Oxað járnsúlfat (Fe3+) er síðan hægt að endurheimta með líffræðilegri oxun
með því að nota Acidithiobacillus ferrooxidans bakteríur.1. ( ) + ( ) ( ) → + 2 ( ) + ( )2. 2 ( ) + ( ) + 12 → ( ) ( ) +
Tilraunin byggðist á rannsóknum á oxun járns með A.ferrooxidans sem voru festar á
stoðgrind sem var komið fyrir í loftsúlu. Járn agnirnar hlaðast upp í stoðgrindinni og á
loftdreifarann sem gerir það að verkum að stöðugt þarf að vera að stöðva ferlið og þrífa
járnið burt. Útfellingarnar, léleg súrefnisdreifing og kostnaður við efnanotkun eru
ástæður þess að þessi ferill telst ekki hagkvæmur (Mesa et al., 2002).
Það líffræðikerfi sem er mest notað í dag er svokallað Shell –Paques/Thiopaq kerfi (sjá
mynd 17). Í því er H2S skrúbbað í Natríum Karbónat/Bíkarbónat lausn. Vökvi úr
skrúbbnum sem inniheldur súlfíð er síðan meðhöndlað í öðrum tanki þar sem það er
umbreytt að mestu leyti yfir í fastann brennistein með líffræðilegri oxun. Í seinni
tankinn er dælt æti, lofti, hringrásarvatni og Natríum hydroxíði. Ræktin er síðan tekin
og brennisteinninn skilinn frá og vökvanum er dælt aftur yfir í skrúbbinn. Rannsóknir
hafa sýnt að venjulega myndast undir 3,5% af súlfati úr súlfíðinu og því þarf stöðugt að
hleypa niður vökva til þess að koma í veg fyrir að súlfatið safnast upp í tankinum.
Uppsöfnunarfílter er notaður til þess að meðhöndla síðan afgangs H2S sem kemur með
afgasinu frá ræktunartankinum(Cline et al., 2003).
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Mynd 17. Hreinsunarkerfi H2S með lífskrúbbi (teiknað eftir Cline et al .,2003 )

1.8.5 Líffílterar
Líffílter (biofilters) er þriggja fasa ræktunartankur (gas, vökvi, fast efni) með pakkaða
fleti sem hafa mikinn gljúpleika, mikla búffereiginleika, háan styrk næringarefna og
mikla rakadrægni til þess að tryggja það að örverur geti vaxið á þeim (Elias et al., 2002;
Jorio & Heitz, 1999; Dastous et al., 2005). Gasið er stöðugt leitt inn í líffilterinn, á
meðan næringalausninni er dælt inn í skömmtum. Mismunandi gerðir af æti hafa verið
notuð í fílterana og verða nokkur þeirra nefnd hér á eftir.

Chung og félagar notuðu Thiobacillus thioparus CH11 festann með Ca-alginate sem var
settur á þar til gerðar smákúlur fyrir líffílterinn. Þeir fengu hreinsun á gasinu, sem var
meira en 98% fyrir H2S. Fastur brennisteinn eða súlfat myndaðist eftir því hversu hár
styrkur H2S var í gasinu sem var leitt inn í tankinn (Chung et al.1996). Önnur tilraun
með Thiobacillus novellus var gerð við mixotrophic aðstæður. Niðurstöðunar voru þær
að 99,6% af H2S hreinsaðist og afurðin var 83,6% súlfat og 12,6% súlfít (Chung et al.,
1997).

Seinna gerðu Chang og félagar líffílter sem var pakkaður með kyrrsettum (co-
immobilized) frumum Pseudomonas putida CH11 og Arthobacter oxydans CH8 til þess
að hreinsa bæði H2S og NH3, en þau eru oft bæði til staðar í afgasi frá alidýraúrgangi.
Þegar gasið innihélt á bilinu 5-65 ppm H2S og NH3 var hreinsun um 96%. Hins vegar
við hærri styrk þá fór hreinsun H2S að dala.  (Chang et al., 2001).

Shareefdeen og félagar kynntu líffílter kerfi til þess að hreinsa loftstreymi sem innihéldi
H2S, NH3, Dímetýl súlfíð, Metanetíól og Etylamín. Þessi líffílter (BIOMIX™) skilaði
hreinsun á H2S upp á 96,6%  miðað við styrk upp á 1.07 mg/m3 (Shareefdeen et al.,
2002). Elias og félagar notuðu pökkunarefni sem sem var búið til úr svínaskít og sagi og
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settu í líffílter (sjá mynd 18). Með honum náðist yfir 90% hreinsun á H2S  upp að
ákveðnum styrk. Engin næringarefni voru notuð í kerfinu. Aðal hliðarafurðin með þessu
niðurbroti var brennisteinn (82% af heildar brennistein), ásamt súlfati og Þíósúlfati
(<18%) (Elias et al., 2002). Margar fleiri aðferðir hafa verið hannaðar og flestar sýnt
góðann árangur við hreinsun á H2S ríku gasi.

Mynd 18. Hreinsunarkerfi H2S með líffílter (Elias et al., 2002)

1.8.6 Lífseytlafílter (Biotrickling filter)
Megin uppbygging á lífseytlafílter er í grunninn sú sama og á líffílterum þ.e örverur eru
fastar á yfirborði pakkaðra burðarefna, nema hvað að fletirnir á burðarefninu eru sífellt
vættir með næringavökva sem úðað er inn í tankinn og látið leka yfir yfirborðið (sjá
mynd 19)(Cox & Deshusses, 2001). Cox og Deshusses notuðu tvo lífseytlafíltera á
litlum skala þar sem burðarefnið var úr pólyprópylen og í þá var sáð lífmassa úr toluene
líffílter. Þeir voru stilltir á pH 7.0 og 4.5 til þess að meðhöndla H2S með Toluene úr
gasflæði. Það var enginn marktækur munur milli þessara tveggja fíltera á hreinsun á
H2S. Við 50 ppmv, var fullri nýtingu á H2S náð. Hinsvegar minnkaði hreinsunin niður í
70-80 %  þegar styrkurinn var aukinn í 170 ppmv.
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Mynd 19. Hreinsunarkerfi H2S með lífseytlafílter (Cox and Deshusses, 2001)

Tilraunir með seytlafíltera sem í var sáð Thiobacillus thioparus og Acidithiobacillus
thiooxidans hafa lofað góðu og Aroca og félagar prófuðu að nota slíkt kerfi (Aroca et
al., 2007). Þeir notuðu lífseytlafíltera sem voru pakkaðir með polyetylen hringjum og í
þá sáð Thiobacillus thioparus annars vegar og Acidithiobacillus thiooxidans hinsvegar.
Sömu aðstæðum var haldið hjá báðum stofnum nema pH var aðlagað að bestu
vaxtarskilyrðum bakteríanna þ.e á bilinu 5,5-7,0 hjá Thiobacillus thioparus og 1,8-2,5
hjá Acidithiobacillus thiooxidans. Niðurstöðurnar voru þær að í fílternum með T.
thioparus var hámarks hreinsigeta sem náðist, 14 gS m-3 h-1 af innflæði upp á 30 gS
m-3 h-1 eða 47% hreinsun m.v. 26 sekúndna viðverutíma. Betri árangur náðist með A.
thiooxidans en þar var hámarks hreinsigeta sem náðist 370 gS m-3 h-1 af innflæði upp á
405 gS m-3 h-1 eða 91%  hreinsun með 45 sekúndna viðverutíma. Þetta eru mjög
svipaðar niðurstöður og Cho og félagar náðu best eða 428 gS m-3 h-1 með lífseytlafílter
sem var pakkaður með gljúpu hrauni og í hann sáð A. thiooxidans (Cho et al., 2000).

1.8.7 Hringrásartankur (RFLR)
Við oxun súlfíðs, verður til fastur brennisteinn, en auk þess súlfat og þíósúlfat sem eru
mjög vatnsleysanleg og því erfitt að aðskilja þau. Þess vegna hafa rannsóknir á því
hvernig á að fjarlægja súlfíð aðallega beinst að oxun súlfíðs yfir í fastan brennistein sem
auðveldlega má aðskilja úr frárennslisvatninu (Krishnakumar et al., 2004).

Kuene og félagar gáfu sér það að öll lífefnahvörf  við oxun súlfíðs ættu sér stað við
mismunandi súlfíð/súrefnis hlutföll (sjá jöfnur 1 og 2), og að hvörf sem mynduðu súlfat
gæfu meiri varma og orku og þess vegna í forgangi hjá brennisteins oxandi bakteríum
(Kuene et al., 1975).1. 2 + → 2 + ∆ = −169 / ó2. 2 + 4 → 2 + 2 ∆ = −732 / ó
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Ennfremur að með hærri súrefnisstyrk, þá aukist líkurnar á því að brennisteinn sem
verður til oxist áfram í súlfat eða myndun línulegra súlfíð fjölliða (sjá jöfnur 3 og 4).
Þess vegna ætti brennisteinninn sem myndast að hverfa jafnóðum frá þeim stað sem
súlfíð oxunin á sér stað.3. + 1.5 + → 2 + 24. 8 + → +
Rannsóknir Janssen og félaga sýnd að mólhlutföll súrefnis og súlfíðs fyrir hámarks
brennisteinsmyndun myndu vera á bilinu 0,6-1,0. Hinsvegar, við raunverulegar
aðstæður eins og í verksmiðjum sem meðhöndla frárennslisvatn, er erfitt að viðhalda
þröngu súlfíð/súrefnis hlutfalli. Á hinn bóginn er auðvelt að viðhalda hlutfalli súrefnis
og H2S til þess að stýra súlfíðoxun nákvæmt (Jansen et al., 1999; Khanal & Huang,
2003).

Í tilraun Krishnakumars og félaga var ofangreint haft til hliðsjónar þegar þeir prófuðu
nýjann loftháðann ræktunartank sem í daglegu tali er kallaður Hringrásartankur
(Reverse fluidized loop reactor (RFLR)) (sjá mynd 20). Hann var sértaklega hannaður
með það að leiðarljósi að ná súlfíði úr vökvalausnum og til þess að halda föstum
brennisteini í lausninni. Þetta var gert með því að keyra ræktina undir mismunandi
súlfíð styrk, sýrustigi, hámarks hlutfalli súrefnis og H2S fyrir myndun brennisteins, og
myndun hliðarafurða. Ræktunartankurinn samanstóð af ytra röri og innra röri sem
skapar hringrás í kerfinu. Inn í innra rörinu er síðan lífhimna sem samanstendur af
pólyetylene kúlum sem bakteríurnar vaxa á. Síðan var sáð í tankinn T. dentrificants
bakteríum. Súlfíðið var síðan leidd inn í tankinn að ofanverðu og loftið upp á móti að
neðanverðu. Niðurstaðan var sú að RFLR gat haldið fleiri brennisteinsoxandi bakteríum
föstum við lífhimnuna og náð meiri afköstum í súlfíðoxun. Einnig var auðveldara að ná
fasta brennisteininum úr lausninni en halda samt öllu í föstum skorðum í ræktinni.
Brennisteins framleiðslan var hámörkuð með því að stýra hlutfalli súrefnis og H2S með
mismunandi súlfíð styrk. Ef virkni bakteríanna hnignaði fylgdi því uppsöfnun á
hliðarafurðum eins og Þíósúlfati og pólysúlfíði í tankinum (Krishnakumar et al., 2004).
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Mynd 20. Hreinsunarkerfi H2S með hringrásarkerfi (RFLR) (Krishnakumar et al.,
2005)

1.9 Lífrænn brennisteinn

1.9.1 Mikilvægi brennisteins í landbúnaði

Brennisteinn er nauðsynlegt næringarefni fyrir allar lífverur og við ræktun nytjaplantna
er brennisteinsþörf á bilinu 15-50 kg á ári per hektara. Þörf plantna fyrir S er um 6-10%
af þörf þeirra fyrir N en svipað og fyrir fosfór. Brennisteinn eykur vöxt og bætir nýtingu
á N og er nauðsynlegur fyrir allar belgjurtir. Brennisteinn er einnig elsta þekkta
varnarefni gegn sveppasýkingum í ræktun allt frá tímum Grikkja og var mikið notað í
Evrópu á 19. öld. Með notkun brennisteins tókst Frökkum að endureisa vínræktun sína
um 1850 eftir að hún hafði farið mjög illa vegna sveppasýkinga. Brennisteinn er ennþá
mjög mikið notaður í áburð og sem plöntuvarnarefni. Brennisteinn er eitt mjög fárra
viðurkenndra varnarefna í lífrænni ræktun matjurta og virkar vel, sem sveppaeitur og
skordýraeitur fyrir margar tegundir berja (t.d. jarðarberja og vínberja) og matjurta.
Hreinn brennisteinn er betri, sem áburður en vatnsleysanleg súlfatsölt því þau geta
skolast burt en brennisteinn leysist illa í vatni og virkar því sem hæglosandi áburður,
sem getur enst í 2-3 ár (Connock et al., 2005).

Eftir 1980 hefur brennisteinsskortur orðið vaxandi vandamál í Evrópskum landbúnaði.
Fyrir 1970 var S ekki hreinsað úr jarðefnaeldsneyti og losun SO2 var mjög mikil,
sérstaklega frá kolaorkuverum. Þá fékk jarðvegur í iðnvæddum löndum um 40-60 kg
S/hektara á ári úr loftinu með úrkomu. Losun SO2 í Evrópu minnkaði um 52% milli
1990 og 1998 og dregst áfram saman.  Jarðvegur fær því nú úr úrkomu 5-10 kg
S/hektara á ári, sem nægir ekki fyrir ræktun nytjaplantna. Flestar plöntur taka til sín 5-
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15 kg S/hektara á ári. Auk þess skolast S úr jarðvegi, sérstaklega sendnum jarðvegi sem
er með lágt hlutfall lífrænna efna, þar sem binding súlfats er lítil. Við ræktun algengra
nytjaplantna þarf því S áburðargjöf að vera á bilinu 10-40 kg S/hektara á ári og stundum
jafnvel enn meira (Zhao et al., 2002).

Brennisteinn er eitt mikilvægasta sveppalyfið í vínrækt, en einnig mikið notað í berja-
ávaxta- og blómarækt, auk ýmissa jarðávaxta. Í USA er heimilt að nota bæði kopar og
brennistein, sem sveppaeitur í lífræna vínrækt. Í Ástralíu er hinsvegar aðeins heimilt að
nota brennistein og bökunarsóda, sem er mun vægari efni en brennisteinn. Vínræktendur
í Kaliforníu nota árlega yfir 20.000 tonn af S í þessum tilgangi. Í þetta er notaður mjög
fínkorna S, sem að seldur er í smásölu á $3-5/kg. Verð til vínbænda er um $1,5-2/kg.
Þessi brennisteinn er mjög fínkorna og /eða með íbætiefnum og er því mun dýrari en
brennisteinn, sem bændur nota í áburð eða til að jafna sýrustig í jarðvegi, en verðið á
honum til bænda í USA er $200-600/tonn. Gagnlegt yfirlit um slíkar reglur og
skilgreiningar eins og þær varða sérstaklega brennistein er að finna á vef Bandaríska
landbúnaðarráðuneytisins (Agricultural Marketing Service National Organic Program.
Available at: http://www.ams.usda.gov/nop).Flest lönd hafa sett mjög ítarlegar reglur
um lífræna ræktun þ.m.t Ísland (sjá Reglugerð um: Lífræna framleiðslu
landbúnaðarafurða og merkingar, nr 74 frá 16.janúar 2002).

1.9.2 Brennisteinn í lífrænni ræktun
Lífrænn brennisteinn, sem myndast með oxun úr H2S við vöxt brennisteinsoxandi
örvera er vatnssækinn vegna þeirrar hringbyggingar sem hann myndar og leysist þess
vegna mun betur í vatni en ólífrænn brennisteinn sem er vatnsfælinn og því illa
aðgengilegur fyrir lífverur. Lífrænn brennisteinn er líka smágerðari og er jafnframt mun
virkari og betri, sem áburður eða varnarefni. Lífrænn brennisteinn er talinn vera að
mestu leyti á hringformi (S8) en er einnig þakinn lífrænum fjölliðum, sem líklegast eru
prótein úr örverunum, þannig að hann loðir betur saman, er frekar léttur (fluffy) og vel
vatnsleysanlegur (sjá mynd 21). Tilraunir, sem gerðar voru í Hollandi með ræktun
Repju (Canola) sýndu að lífrænn brennisteinn framleiddur með Thiobacillus bacteríum
gaf yfir 20% meiri uppskeru en ef notaður var hreinn brennisteinsáburður eða kemískur
brennisteinn og yfir 30% meiri uppskeru en ef notað var kalíumsúlfat áburður (Kleinjan
et al., 2005).
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Mynd 21. Hér má sjá lífrænann brennistein í glasi 1 uppleystann í vatninu og
ólífrænann í glasi 2 þar sem hann situr óuppleystur á botninum. Í neðra laginu er
vatn, en efra lagið er Hexan (Mynd úr Kleinjan et al. 2005)

Brennisteinsskortur er mikið vandamál fyrir lífræna ræktun þar sem lífrænir ræktendur
eiga helst ekki að nota neinn tilbúinn áburð. Rannsóknir í Danmörku hafa sýnt að 4-45
kg S/hektara á ári skolast út úr sendnum jarðvegi, sem notaður var í lífræna skiftiræktun
(Eriksen & Askegaard,2000). Þar sem S berst nú ekki lengur að með regni í nægjanlegu
magni fyrir árangursríka ræktun er ljóst að draga mun úr uppskeru lífrænna ræktenda
nema þeir geti aukið notkun S.  Núverandi áburður notar S, sem verður til vegna
brennslu jarðefnaeldsneytis og er því skilgreindur, sem tilbúinn eða kemískur
(synthetic). Brennisteinn, sem fellur til við nýtingu endurnýjanlegrar orku og
framleiddur er með náttúrulegum örverum ætti hins vegar að verða skilgreindur sem
lífrænn á sama hátt og t.d. húsdýraáburður. Slík skilgreining mundi því heimila notkun
hans í lífræna ræktun, og þá ekki aðeins, sem varnarefni eins og nú er, heldur beinlínis
sem lífrænan áburð. Við það yrði til mjög stór og verðmætur markaður.
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1.10 Einfrumuprótein

1.10.1 Einfrumuprótein (SCP)
Hugtakið einfrumuprótein eða SCP (single cell protein), lýsir próteinríkum frumumassa
sem samanstendur af örverum sem hafa vaxið í miklu magni. SCP inniheldur mikið
magn proteina sem innihalda lífsnauðsynlegar amínósýrur. Örverur eru afbragðs
uppspretta SCP vegna þess hve hratt þær geta vaxið og getu þeirra til þess að nýta mjög
ódýr hráefni sem orku- og kolefnisgjafa. Þær hafa líka einstaklega háa afkastagetu sem
er skilgreind sem gramm af próteini framleitt per kílógramm af hráefni, til þess að
ummynda yfir í protein. Þrátt fyrir þessa kosti hefur aðeins ein SCP afurð verið
samþykkt á markaðinn til manneldis. Þessi afurð er mykóprótein, sem  er frumumassi
unninn úr þráðlaga sveppnum Fusarium venenatum (Glazer et al., 2007). Aukin
fólksfjölgun sérstaklega í þriðjaheimsríkjum, hefur aukið eftirspurn eftir mat í
heiminum. Þessar aðstæður hafa leitt til aukinnar eftirspurnar og síðan framþróun í
nýsköpun og ýmsum valkostum á próteinríkum fæðugjöfum. Framleiðsla lífmassa
(SCP) er stórt skref í þessa átt. SCP er þurrkaður örverulífmassi, sem er prótein sem
hægt er að nota sem fæðubótarefni og setja í staðin fyrir hefðbundin og dýrari efni eins
og sojamjöl og fiskimjöl. Ennfremur, getur umbreyting á landbúnaðar- og
iðnaðarúrgangi yfir í próteinríka fæðu og í skepnufóður haft í för með sér
umhverfisávinning og ódýrari fóðurgjafa. Þetta mun einnig vega upp á móti miklum
kostnaði við að losun úrgangs með því að nota hann sem auðlind til að búa til SCP.
Ennfremur mundi þetta gera fæðuframleiðslu minna háða landi og létta þrýsting á
fæðuframleiðslu í landbúnaði (Anupama, 2000).

Framleiðsla á einfrumupróteini (SCP – Single Cell Protein) á stórum skala er vel þekkt
og notkun örvera til slíkrar framleiðslu hefur verið mikið rannsökuð og þróuð á
undanförnum áratugum. Mörg dæmi eru líka um að SCP framleiðsla hafi komist alla
leið á stór-iðnaðarskala og rekin sem slík árum saman. Meginforsenda fyrir hagkvæmri
framleiðslu á SCP er aðgangur að mjög ódýrum kolefnis- og orkugjafa fyrir örverurnar
til að vaxa á. Fyrstu SCP ferlarnir byggðu á mjög ódýrri olíu um 1960, næst kom notkun
á ódýru (afgangs) gasi frá olíuvinnslu og svo seinni árin notkun á alls kyns úrgangi frá
iðnaði eða landbúnaði. Þegar olía og gas hækkuðu í verði, voru þessir ferlar ekki lengur
hagkvæmir. Gott dæmi um notkun iðnaðarúrgangs var finnska fyrirtækið Peklio-SCP,
sem nýtti mengað frárennsli frá pappírsvinnslu. Margar og mismunadi örverur hafa
verið notaðar, bakteríur, sveppir, gersveppir og örþörungar. SCP úr mismunandi
örverum hefur því mismunandi eiginleika og efna- og próteininnihald. Bakteríu-SCP
eins og Prokatín stefnir á að framleiða hefur oftast hæsta próteinhlutfallið (um 70%) og
einnig amínósýrusamsetningu og næringargildi, sem mest líkist fiskimjöli. Norðmenn
hafa lagt mikið að mörkum við rannsóknir og þróun á þessu sviði en fyrirtækið
Norferm, sem var í eigu Statoil, þróaði SCP úr jarðgasi frá olíuvinnslu í um 10 ár. Sú
starfsemi hætti en var svo endurvakin í nýju fyrirtæki, BioProtein og á allra síðustu
árum hefur mikið verið lagt undir í Noregi til að þróa notkun á SCP í dýra- og
fiskafóður. Þeir eiga nokkur einkaleyfi um framleiðslu og notkun á SCP sem framleitt er
úr jarðgas. Frá 2007 hefur verið í gangi  verkefni með 30 MNOK styrk frá Norges
Forskningsråd og Statoil á þessu sviði. (GASSMAKS, www.forskningsradet.no). Þetta
gera þeir þó allt bendi til að verð á jarðgasi í Noregi verði of hátt til að þetta borgi sig
þar. Hins vegar hyggjast þeir setja upp slíkar verksmiðjur á ódýrari svæðum.
Aquaculture Protein Center (www.apc-coe.no) hefur stundað miklar rannsóknir á SCP
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og nýlega birt fjölda vísindagreina, sem staðfesta gildi bakteríu-SCP í fóður
(Storebakken et al., 2004).
Heimsframleiðsla eldisfisks á tilbúnu fóðri hefur aukist um 11% árlega s.l. 25 ár úr 1 í
12 milljón tonn. Fiskimjöl, sem er mikilvægasta fóðurhráefnið, hefur á sama tíma
minnkað úr 7 í nú 5 milljón tonn, samfara mikilli verðhækkun. Sívaxandi þörf er því á
nýjum próteingjöfum í bæði fiska- og dýrafóður. Almennt er talið að eftirspurn eftir
öllum gerðum próteinmjöls muni halda áfram að vaxa á næstu árum og að verulegur
skortur verði á fiskimjöli. Gott yfirlit yfir stöðuna í dýra- og fiskifóðri er m.a. að finna í
fyrirlestri Arild Johannesen á ráðstefnu Gassmaks 2009 (BioProtein: Protein for
fremtidens matproduksjon http://www.forskningsradet.no).
Siðastliðna áratugi hefur fjöldi ferla verið þróaðir til framleiðslu á örverum til að nýta
sem próteingjafa í fæðu manna og dýra ( Litchfield et al, 1980). Bandaríska fyrirtækið
Oberon FMR er einnig komið langt í þróun á SCP til nota í fiskeldi og segjast munu
hefja stórframleiðslu árið 2012 (www.oberonfmr.com).

1.10.2 Takmörkun á notagildi SCP
Bakteríufrumur eru með mjög hátt innihald af kjarnsýrum sem getur verið vandamál hjá
einmaga dýrum sem ekki hafa tiltekin ensím til að brjóta kjarnsýrurnar niður.
Þörungategundir eru helst notaðar í hagnýtum tilgangi sökum þess að þær innihalda
mjög lítið magn kjarnsýra. Það að geta fjarlægt mýkótoxín og minkun á magni
kjarnsýra, myndi gera það kleift að hægt væri að nota sumar tegundir sveppa í
framleiðslu SCP á viðskiptalegum grunni, en bakteríu SCP á ennþá eftir að festa sig í
sessi á SCP heimsmarkaðnum. Víðtæk not á SCP í matvæli er möguleg ef þau eru
bragðgóð, aðlaðandi fyrir augað og ef þau búa yfir meira næringargildi en hefðbundin
prótein sem notuð eru (Frazier & Westhoff, 1990).

Vegna áhrifa mýkotoxíns í sumum sveppategundum eins og t.d Aspergillus parasiticus
og A. flavus er erfitt að nota þá í framleiðslu próteina. Þessi eitureftni eru þekkt fyrir að
valda ofnæmisviðbrögðum, sjúkdómum og lifrakrabbameini í mönnum og dýrum. Þess
vegna er forsenda þess að neyta sveppa SCP, að útrýma mýkótoxíninu. Notkun á
bakteríu SCP er erfiðari því til að uppskera prótein úr bakteríum þarf að skilja þær út og
vegna smæðar þeirra þurfa frumurnar helst að vera klumpaðar til að gefa hærri þéttni og
því auðveldari að skilja úr ræktinni (Trehan, 1993).

Þrátt fyrir að þörungar séu mjög næringarík auðlind, þá eru vissar takmarkanir fyrir því
að maðurinn geti nýtt þá. Það sem er mikilvægast í því eru áhrif stoðefna á frumuvegg
þörunganna. Manninn skortir m.a sellulasa ensím og þess vegna getur hann ekki melt
sellólósa og sambærilegar fjölsykrur í frumuvegg þörunganna. Til þess að hægt sé að
nota þörungana til manneldis þarf því að formelta þá fyrst. Hins vegar er formelting
sellulósans ekki vandamál ef SCP afurðin er notuð í fóður nautgripa því nautgripir eru
með bakteríur í vömbinni sem melta sellulósann (Trehan, 1993).

1.10.3 Framleiðsla á SCP með brennisteinshreinsun á gasi
Nokkrum hugmyndum og aðferðum hefur verið lýst, sem byggja á því að nota bakteríur
á  til að hreinsa brennisstein úr gasi um leið og lífmassinn sem myndaðist yrði nýttur
sem SCP. Sem dæmi þar um er hefur verið lýst örverufræðilegri tækni, sem felur í sér
notkun á efnatillífandi frumbjarga Thiobacillus bakteríum sem umbreyta súlfíði yfir í
súlfat með ferli sem fjarlægir súlfíð og myndar um leið lífmassa. Nánar tiltekið,  þá
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felur þetta ferli í sér notkun á Thiobacillus dentrificans undir loftháðum aðstæðum þar
sem bakterían oxar brennisteinssambönd eins og brennisteinsvetni eða
brennisteinsefnasambönd. Hægt er að útfæra ferlið á mismunandi vegu eins og t.d með
síræktarkerfi með kyrrsetningu á burðarefni. Aðferðin hentar því til að hreinsa afgas
sem inniheldur brennisteinsvetni, og jafnframt til framleiðslu á lífmassa (Sublette,
1989).

Fleiri ferlum í þessa átt hefur verið lýst, t.a.m. notkun á Thiobacillus thioparus eða
öðrum óskilgreindum brennisteinsbakteríum til þess að fjalrægja H2S úr gasi sem er
látið streyma í gegnum rækt (Hudzik-Szarszaniewicz, 1980; Ass & Shpiner, 1983).
Thiobacillus ferroxidans hefur verið notuð sem grunnur í tvo ferla þar sem H2S er fyrst
fellt út sem CuS eða FeS. Málmsúlfíð botnfallið er því næst oxað af Thiobacillus sem
endurmyndar málmjónirnar til baka (Onken et al., 1984). Þessir ferlar eru allir loftháðir,
og seinni tveir gerast við mjög lágt sýrustig og eru því mjög tærandi.
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2 Efni og aðferðir

2.1 Ræktun í lokuðum og síflæðis
ræktunartanki

2.1.1 Rannsóknir og sýnataka
Umhverfissýnum var safnað úr hverum, ýmist á jarðhitasvæðinu í Grensdal fyrir ofan
Hveragerði, á Nesjavöllum, á Ölkelduhálsi eða í Hveradölum á Hellisheiði. Á þessum
svæðum er mikið af heitum hverum sem eru með grárri slykju (sjá mynd 22) sem
samanstendur m.a. af örverugróðri og brennisteini. Við sýnatökuna var lögð áhersla á að
hitastigið á sýnatökustað væri á bilinu 50-70°C og sýrustigið á bilinu pH 4-7.
Umhverfissýnum með örverugróðri var safnað í 10 L brúsa (ekki dauðhreinsaður) úr
mismunandi hverum sem allir uppfylltu þau skilyrði sem talin voru hér að ofan. Síðan
var fyllt á hann með hveravatni. Umhverfissýnin voru síðan notuð strax eða geymd við
4°C í tvo sólarhringa. Ef rækt stoppaði í meir en 2 vikur var sótt nýtt sýni, annars umsáð
í nýja rækt.

Mynd 22. Guðný Inga Ófeigsdóttir við sýnatöku í Grensdal

2.1.2 Ræktunaræti og snefilefni

Í grunninn var var notað ætið DSM 81 sem er æti hannað fyrir frumbjarga örverur. Það
miðar hins vegar út frá því að pH gildi ræktanna sé í kringum 7 þannig að farið var út í
breytingar á ætinu til þess að minka búfferáhrifin því  ræktunin okkar er við pH 4 og
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upphafsgildi lausnarinnar því of hátt. Einnig var karbonatið tekið út þar sem nægt magn
CO2 er í kerfinu okkar. Þetta æti kallast NV. Í seinni hluta tilraunanna sem merktar eru
HH var farið í ennfrekari breytingar á ætinu þ.e farið var í breytingar á
snefilefnalausninni í samræmi við niðurstöður greiningar á innihaldi próteinsins og það
æti kallast HH. Innihald ætanna má sjá í töflum 1 og 2 hér að neðan.

Tafla 1. Innihald ætis í 1000 mL

DSM 81 NV HH

Efni
Magn
(g/L) Magn (g/L) Magn (g/L)

KH2PO4 2,3 1,15 3

Na2HPO4 2,9 1,45 1,45

NH4Cl 1 1 1

NaHCO3 0,5 - -

CaCl.2H2O 0,01 0,01 0,1

MgSO4
.7H2O 0,5 0,5 0,5

NaCl - - 0,3

FeNH4 citrate 0,05 0,05 0,1
Snefilefnalausn 5 mL 5 mL 2 mL

Tafla 2. Samsetning mismunandi snefilefnalausna

Snefilefnalausn SL-6 SL-6 SL-HH

ZnSO4
.4 H2O 0,1 0,1 0,5

MnCl2
.4 H2O 0,03 0,03 0,15

H3BO3 0,3 0,3 1,5

CoCl2
.6 H2O 0,2 0,2 1

CuCl2
.2 H2O 0,01 0,01 0,1

NiCl2
.6 H2O 0,02 0,02 0,1

Na2MoO4
.2 H2O 0,03 0,03 0,15

2.1.3 Ræktun í lokaðri rækt
Ræktir voru gangsettar með umhverfissýni, sem var notað sem sáning við ræktun í
ræktunartanki. Brúsinn með 10 lítra sýninu var tekinn úr kæli og hann var hristur vel til
að leysa upp örverugróðurinn í vatninu. Síðan var brúsinn látinn standa óhreyfður í 10
mínútur. Þá var 1 lítra fleytt ofan af og sáð í lokaðan (batch) gerjunartank ásamt DSM
81 æti (sjá kafla 2.1.2) þannig að heildarrúmmálið í mismunandi tilraunum var á bilinu
5-8 L. Allar ræktunartilraunir í þessu verkefni voru gerðar í ræktunartanki með 10 L
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hámarksræktunarrúmmáli og spaðahræru á öxli knúnum af yfirliggjandi mótor ásamt
tilheyrandi stýrieiningum frá Applikon Biotechnology, Schiedam, Hollandi. Uppsetning
tækjabúnaðar og ræktunartanka í tilraunaaðstöðunni á Nesjavöllum er sýnd á mynd 23.
Sýrustigi var haldið stöðugu við pH 4,0 með dælu sem dældi inn basa. Hitastigi var
haldið við 50°C í gerjunartankinum. Loftflæði var stillt á 1-10 L á min og síðan var gasi
hleypt inn á, sem blandaðist við loftið og leitt inn í tankinn. Loft- og gasflæði var síðan
stýrt þannig að hlutfall (hlutþrýstingur) á gasinu var aukið jafnt og þétt með tímanum
eftir því sem vöxturinn jókst. Sýrustigi og loftflæði var stýrt með iðntölvu og
sérhönnuðum hugbúnaði (Mannvit verkfræðistofa) sem sá um að birta, skrá og vista
mismunandi breytur við ræktun s.s. hitastig, sýrustig og loftflæði sem var að öllu jöfnu
vistað með mínútu millibili. Rafstýrðir gasflæðimælar skemmdust mjög fljótt og því
farið í handstýrða gasflæðimæla án skráninga.

Mynd 23. Ræktunar- og stjórnbúnaður í rannsóknarstofu Prokatín á Nesjavöllum

2.1.4 Ræktun með síflæði – sírækt

Síræktartilraunir voru fyrst gerðar á Nesjavöllum (tilraunir merktar NV) og síðan settar
upp aftur á Hellisheiði (tilraunir merktar HH). Ræktirnar voru fyrst gangsettar eins og
lokaðar ræktir og keyrðar þannig í sólahring. Því næst byrjað að dæla æti inn í tankinn
með flæðishraða, sem var nálægt einu ræktunarrúmáli á sólarhring. Ræktunarrúmálið
var um 6 L og var því stýrt með yfirfallsröri þannig að loft-gas blandan flæddi í gegnum
tankinn og bar með sér umframrækt yfir í safntank, en gasblandan flæddi síðan áfram út
eins og áður, þannig að safntankurinn var alveg hluti af kerfinu. Mynd 24 sýnir
uppsetningu síræktarinnar í tilraunastofunni á Hellisheiði. Þar má sjá 10 L ræktunartank
upp á borðinu ásamt basadælunni en undir borðinu má sjá lengst til hægri 80 L safntank,
í miðjunni stýribúnaðinn og síðan lengst til vinstri 20 L ætisbrúsa ásamt ætisdælunni.
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Mynd 24: Uppsetning síræktar í 10 L ræktunartanki í tilraunstofunni á Hellisheiði

2.2 Gasgreining

Samsetning jarðhitagassins og gashlutföll í tilraunum var mæld með PerkinElmer
gasgreini (Model 4019 Light Gas Analyzer, PerkinElmer Life and Analytical Sciences,
Shelton. Connecticut, U.S.A.), sem settur var upp í rannsóknastofunni á Nesjavöllum
ásamt TotalChrom hugbúnaði (PerkinElmer Chromatography Data Systems) til
stýringa, skráninga og úrvinnslu gagna . Gasgreinirinn var beintengdur með lögnum við
gas- og ræktunarkerfið í gegnum segulloka sem stýrðu inntöku sýna frá mismunandi
sýnatökustöðum i kerfinu. Gasgreinirinn var kvarðaður með því að nota sérblandaða
gasstaðla ( Ísaga ), sem höfðu eftirfarandi samsetningar (sjá töflu 3). Dæmi um
gasgreiningu er sýnt á mynd 25

Tafla 3. Efnahlutföll sérblandaðra gasstaðla

Gastegund Blanda 1 Blanda 2 Loftblanda
H2 25,0 % 0,5 %
H2S 25,0 % 0,5 %
CO2 45,0 % 1,0 %
N2 4,9 % 98,0 % 80,3%
CH4 0,1 %
O2 19,7%

Staðall fyrir há gildi var Blanda 1 og staðall fyrir lág gildi var Blanda 2. Mæld gasgildi
voru síðan reiknuð m.v. staðlana eftir því hvort mældu gildin voru nálægt háu eða lágu
stöðlunum, nema fyrir N2. Gerð var sérstök staðalkúrfa fyrir N2 m.v. 3 staðalgildi og
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besta kúrfan reiknuð þar sem hún var ekki línuleg, heldur sveigð upp á við með
hækkandi gildum.

Mynd 25. Dæmi um gasgreiningu á jarðhitagasi á Nesjavöllum

2.3 Mæling á framleiðslu brennisteins og sýru

Framleiðsla brennisteins var mæld með því að tekið var  50 mL eða 100 mL  sýni úr
ræktunum (sjá mynd 26) og brennisteinninn sýjaður frá með Buchner trekt á Whatman 3
pappír. Fílterinn var síðan þurrkaður á ofni og viktaður. Myndin sýnir 50 mL sýnaglös
sem sýna hvernig magn brennisteins eykst við hverja sýnatöku í ræktunarferli. Einnig
má sjá lífmassalag fyrir ofan brennisteininn.
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Mynd 26. Mæling á brennisteinsframleiðslu.

Sýruframleiðsla í ræktunum, sem felst í oxun  H2S yfir í H2SO4, var metin með því að
mæla basanotkun við að halda stöðugu pH við 4. Í ræktum, sem byrjuðu við pH 7 var
engin basanotkun fyrr en pH hafði lækkað í 4. Til að reikna heildarsýrumyndun þurfti
því að reikna með buffergetu allra efnisþátta í ætinu og bæta við basanotkunina. Dæmi
um slíkan útreikning fyrir 10 L er sýndur í töflu 4.

Tafla 4. Útreikningur buffergetu í 10 L af æti DSM81

Lausn A Mwt (g/mól) Magn (g) Mólfjöldi
NaHCO3(basi) 84,01 5 0,060
NH4Cl (sýra) 53,49 10 0,190
KH2PO4(sýra) 136,1 23 0,169
Na2HPO4(basi) 180,0 29 0,163

Þau efni, sem eru merkt “basi” í töflunni teljast með í buffergetu en ekki þau sem eru
merkt “sýra” . Nettó mólfjöldi basa við pH breytingu úr 7 í 4 er því: 0,06 + 0,163 =
0,223 mól.

ó = + = 0.223 ó
ó = − = 0.016 ó

Örverurnar umbreyta H2S yfir í fastan brennistein og vatn (1), sem síðan getur oxast
áfram yfir í brennisteinssýru (2).

1. H2S + O2 → S° + H2O
2. 2S° + 2H2O + 3O2 → 2H2SO4

Örverurnar í kerfinu byrja því að mynda sýru og pH lækkar niður í 4. Á móti hverju
móli af sýru sem myndast, notast 2 mól af basa. Ef sýrumyndunin heldur áfram, þá fer
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að dælast inn basi, sem var ýmist 4 M NaOH (Tilraunir NV-1 NV-2 og NV-3) 7,5 M
NaOH (Tilraun HH-2) eða 14,5 M NH3 (Tilraunir HH-3 og HH-4).

2.4 Mæling á þéttni og efnagreining
einfrumupróteins

2.4.1 Þéttni og skolun brennisteins

Til að ákvarða lífmassaþéttni ræktanna var tekið 50 eða100 mL sýni úr vel hrærðri
ræktinni og síðan látið standa kyrrt á borði í 10 mínútur (sjá mynd 26). Þá settist
brennisteinninn til og því næst var tekið varlega 1 mL sýni efst úr glasinu og þéttni þess
mæld við 600 nm í ljósmæli. Þessi mæling er táknuð sem OD10 mæling. Til að ákvarða
hve mikið af lífmassanum færi niður með brennisteininum var vökvanum hellt ofan af
og vatni bætt við brennisteininn og hrist saman. Síðan var brennisteinninn aftur látinn
setjast í 10 mínútur og þéttnin mæld í flotinu og þetta endurtekið nokkrum sinnum. Við
ákvörðun á heildarþurrvikt lífmassa í rækunum var þetta gert eins og lýst er áður en með
meira rúmmáli og öll flotin skilin í skilvindu. Botnfallið í skilvinduglösunum myndaði
tvö lög, þar sem lífmassinn var í efra lagi og brennisteinn í því neðra. Þá var lífmassinn
skafinn ofan af brennisteinslaginu, hann leystur upp í vatni og skilinn aftur niður. Þetta
var gert þar til að búið var að aðgreina brennisteininn og lífmassann eins vel og kostur
var. Þá voru bæði brennisteinninn og lífmassinn viktuð blautviktun og að lokum voru
sýnin þurrkuð í ofni og viktuð.

2.4.2 Efnagreining lífmassa og brennisteins
Þurrkaður lífmassi og þurrkaður brennisteinn voru efnagreindir hjá Efnagreiningum
Keldnaholti á Nýsköpunarmiðstöð Íslands. Kolefnis- og köfnunarefnisgreining var
framkvæmd með Dumas efnagreiningaraðferð en steinefni og málmar var mælt með
ICP OES greiningu.

2.5 Ákvörðun á gasflæði og hlutþrýsingi
Gasflæði inn í ræktina var stýrt með handvirkum nálaloka, sem var kvarðaður á bilinu
0-0,6 L/min. Heildarmagn af H2S sem flæddi í gegnum kerfið á milli aflestra var því
reiknað þannig: = æð í ∗ 60 í
Til að fá sem réttast raunflæði á H2S, sem fór í gegnum ræktina þurfti síðan einnig að
leiðrétta fyrir hlutfalli H2S og loftblöndun í jarðhitagasinu. Á Nesjavöllum reyndist
hlutfall H2S vera 40% en loftblöndun um 20% að meðaltali, samkvæmt mælingum, sem
gerðar voru í þessu verkefni. Því var reiknað með að á Nesjavöllum væri hlutfall H2S í
gasinu, sem við fengum inn í rannsóknastofuna væri 40% x 0,8 = 32%.

Samsvarandi mæligildi, sem við notuðum fyrir gas og loftblöndun fyrir jarðhitagasið á
Hellisheiði voru gerðar af starfsmönnum Orkuveitu Reykjavíkur (Gasskiljustöð). Fyrir
Hellisheiði reyndist hlutfall H2S vera um 24% og loftblöndun um 28%. Því var reiknað
með að á Hellisheiði væri hlutfall H2S í gasinu, sem við fengum inn í rannsóknastofuna
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væri 25% x 0,72 = 18%. Mæld gildi fyrir gas frá vélum í venjulegum rekstri á
Hellisheiði var þó talvert lægra eða 9,7% að meðaltali (sjá töflu 9). Sú tala er notuð hér
til að reikna út heildar gasflæði í tilraunum HH á Hellisheiði

Endanlegt hlutfall, eða hlutþrýstingur H2S í straumi loft-gas blöndunnar, sem fór í
gegnum ræktina var því reiknað þannig:

þ ý í æð í æ = æð í ∗ %( æð + æð í )
2.6 Erfðagreining með 16S rRNA og
raðgreining

2.6.1 Einangrun á DNA, PCR mögnun á 16S rRNA genum
Lífmassasýnum úr ræktum var safnað og sett í dauðhreinsaðar flöskur. DNA var
einangrað með Dynabeads DNA Direct Kit (Dynal) samkvæmt tilmælum framleiðanda.
PCR mögnun var undirbúin fyrir bæði sýnin með með mismunandi þynningum. Til að
raða PCR afurðunum var notað Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
K (Applied Biosystems). PCR mögnun var framkvæmd með eðslissviptingu í upphafi
við 94°C í 4 mínútur til að leysa upp DNA strenginn og búa til einstrendinga, 35
mögnunar hringi við 94°C í 40 sekúndur, 52°C í 40 sekúndur og 72°C í 1 mínútu. Loka
aukningin var í 7 mín við 72°C til að hraða ferlinu. PCR mögnunin á 16S genunum var
framkvæmd með því að nota Taq polymerase samkvæmt leiðbeiningum frá
framleiðanda. Sértæki bakteríuvísirinn sem var notaður var F9 (5´-
GAGTTTGATCCTGGCTCAGCA-3´;Escherichia coli með stöðu 9 til 27) og R805 (5´-
GACTACCCGGGTATCTAATCC-3´;Escherichia coli stöðu 805-785). Fjórar PCR
afurðir, H, H-1, B, B-1 ásamt 1 Kb DNA stigul from New England voru dregnar í 0,8%
agarósageli í Tris-acetate-EDTA (TAE) búffer við 90 V í 45 mín. Síðan var PCR
afurðin hreinsuð með GFX. Hefðbundinn GFX handbók var notuð (GFX handbók frá
GE). Að lokum var A bætt á GFX afurð samkvæmt handbók og sýni sett í PCR í 10 mín
við 72 °C. Samsetningu búfferlausna má sjá í töflu 5 og 6.

Tafla 5. Samsetning TE-búfferlausnar

TE-búffer 1X (í 1 L)
Tris 1.2 g
Etylendiamine 0.29 g
Tetraacetic Acid (EDTA) Eimað vatn og pH stillt með fullsterkri HCl

Tafla 6. Samsetning þvottabúffers

Þvottabúffer
Efni Styrkleiki í 100 mL

20 mM Hepes pH 7.4 1 M 2,0 mL
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150 mM sucrose 1 M 15,0 mL

33 mM NH4Cl 1 M 3,3 mL
7 mM KCl 250 mM 2,8 mL

Vatn
Að 100

mL

2.6.2 Klónun í TOPO TA vektor
PCR afurðirnar voru nú klónaðar  í E. Coli frumur með því að nota TA
klónunaraðferðina (Marchuk et al., 1991; Sambrook et al., 1989). Aðferðalýsingin sem
notuð var miðaðist við TOPO TA klónunar samstæðuna (í tilraunaglasi), samkvæmt
handbókinni. Eftir að vöxt á agar skálum með, LB æti + 100 µg Ampicilin (Amp) í
hverri skál, voru E. coli klónarnir pikkaðir upp með dauðhreinsuðum tannstönglum og
sett í SOC medium á 96 holu örtítrunarplatta og látnir standa við 37°C yfir nótt.

2.6.3 Skyldleikagreining með 16S rRNA
Nú var klónaræktin undirbúin fyrir PCR mögnun, 24 klónar af hvorri rækt voru settir af
stað við 95°C í 5 mín, 25 mögnunarhringir við 95°C í 50 sek, 52°C í 50 sek og 72°C í 2
mín. Að lokum var ferlinu hraðað í 7 mín við 72°C. Vísarnir sem voru notaðir voru
M13F (5‘ –GTAAAACGACGGCCAG – 3´) og M13R (5‘ –
CAGGAAACAGCTATGAC – 3´ ). PCR afurðirnar ásamt 1 Kb DNA Ladder frá New
England voru dregnar á 0,8% low-melt agarose gel í Tris-acetate-EDTA (TAE) búffer
við 150 V í 40 mín og síðan hreinsaðar með exosap-it aðferðinni. Virka efnið ExoSAP-
IT er hannað fyrir einfaldar og hraðvirkar heinsanir á PCR afurðum fyrir beitingu eins
og DNA raðgreiningu eða SNP (Single Nucleotide Polymorphism) greiningar. Þegar
PCR mögnuninni var lokið, voru allar leifar eins og af dNTP og vísum sem gætu truflað
næsta skref hreinsaðar úr með ExoSAP-IT. PCR mögnunin var framkvæmd með með
37°C í 25 min til að leysa upp strengina. Lokaskrefið var síða framkvæmt við 80°C í 15
mín til þess að hraða ferlinu.  Raðirnar voru síðan skilgreindar með því að nota
dRodamine teriminator Cycle Sequecing Ready Reaction Kit (PE Applied Biosystems)
samkvæmt Leiðbeiningum. R805 vísir var notaður til að raðgreina. PCR mögnun var
framkvæmd og til að leysa strengina upp var notast við 96°C í 30 sek, 25
mögnunarhringir við 50°C í 15sek. Loka ferlið var framkvæmt við 60°C í 4 mín. Loks
var raðgreint í 3730 DNA analyzer frá Applied Biosystems hjá Matís ohf.

2.6.4 Þróunargreining og uppsetning ættartrés
Niðurstöður raðgreiningarinnar var nú upp í Sequencher 3.0 software (Gencodes
Corporation), raðirnar bornar saman við þekktar raðir í gagnagrunni til að finna þær
raðir sem sem væru líkastar þ.e hefðu mesta skildleika. Eftir leitina í BLAST (Altschul
et al., 1997; http://www.ncbi.nih.nlm.gov/BLAST), var gerð samröðun og nýju raðirnar
bornar saman við mjög skildar raðir sem fengust í gagnagrunninum Ribosomal
Database Project (RDP; http//rrna.uia.ac.be/rrna/ssu/forms/index) með því að nota
ClustralX 2,0 hugbúnaðinum (Thompson et al.,1994). Ættartré var síðan útbúið til til að



50

sjá tengsl nýju stofnanna við þekkta stofna með NJplot 2.3 hugbúnaðinum
(http://en.bio-soft.net/tree/NJplot.html).

2.7 Títrun á frárennslisvatni jarðhitavirkjana

Buffergeta í frárennslisvatni jarðhitavirkjana var mælt með því að tekin voru sýni úr
öllum helstu gerðum af frárennslivatni. Skiljuvatn frá gufuskilju er það sem mest er af
og er steinefnaríkast og pH yfir 9. Skiljuvatnið er um 120°C og er ýmist notað til að
forhita kalt vatn eða gufað frekar til að knýja lághitahverfla, eins og gert er á
Hellisheiði. Þéttivatn kemur frá hverflum og er með lágt steinefnainnihald og er frekar
súrt, með pH undir 6. Loks er forhitað kalt vatn, sem síðan verður hitað frekar í
hitaveituvatn og minnst er af því.  Þessum mismunadi gerðum frárennslisvatns var
safnað í 10 L brúsa (ekki dauðhreinsaða) og þau geymd við 4°C. Tekin voru 1 L sýni og
þau títruð með 1M HCl til að ákvarða buffergetu vatnsins. Út frá því var síðan reiknað
hve mikið væri mögulega hægt að losna við af brennisteinssýru með blöndun í
skiljuvatnið, sem dælt væri niður í jörðina.

2.8 Tilraunir með lífrænann brennistein í áburð

2.8.1 Ræktun og uppskera
Til að rannsaka áhrif brennisteins í áburð var klettasalat, ræktað í gróðurhúsi
Landgræðslu ríkisins í Gunnarsholti. Plöntum var fyrst sáð í bakka (sjá mynd 27), en
eftir ca 10 daga voru þær dreifsettar, tvær plöntur settar í ca 1,5 L potta (sjá mynd 28)
og ræktaðar í gróðurhúsi við útvegginn beggja vegna (sjá mynd 29) þar til að kom að
uppskeru.  Ræktunarmold var höfð áburðarsnauð mómold (spagnum) blönduð með vikri
að 1/3hluta.

Tilraunaliðir með mismunandi magni af brennisteini voru settir þannig upp að notast var
við tiltekinn áburð “Graskorn” frá Fóðurblöndunni, sem S-frítt viðmið og grunn. Út í
þann grunn var síðan bætt brennisteini (sjá töflu 7). Magnið sem notað var samsvaraði
því em venjulega er notað af blönduðum áburði fyrir matjurtir sem inniheldur bór en er
klórfrír. (þ.e. 1 kg Blákorn á 10 m2 (12-12-17). Tölurnar í töflu 4 eru miðaðar við
áburðarmagn, sem venjulega færi á 7 m2 eða í 350 kg af jarðvegsblöndunni. Þetta magn
var síðan notað fyrir þær 40 plöntur, sem voru í hverjum lið.

Efnainnihald Blákorns: 12% N, 5% P, 14% K, 3,5% Ca, 1,2% Mg, 8% S, 0,1% B

Hér fyrir neðan í töflu 7 má sá hlutfall hvers efnis fyrir sig og massa þess í grömmum.
Einnig má sjá hve mikið magn af þeim var sett í hvern pott þ.e hjá hverri plöntu.

Tafla 7. Uppsetning tilraunaliða fyrir áburðatilraun á Klettasalati

Tilraunaliðir Áburðarmagn (g/7 fm eða í 350 kg jarðvegs)
g N g P g K g S g Ca g Mg g B

Viðmið, S°= 0 84 42 98 0 24,5 8,4 0,7
Viðmið, S°= Blákorn 84 42 98 56 24,5 8,4 0,7
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Lífr. S° = ½ x Blákorn 84 42 98 28 24,5 8,4 0,7
Lífr. S° = 1x Blákorn 84 42 98 56 24,5 8,4 0,7
Lífr. S° = 2x Blákorn 84 42 98 112 24,5 8,4 0,7
Lífr. S° = 3x Blákorn 84 42 98 168 24,5 8,4 0,7
Lífr. S° = 4x Blákorn 84 42 98 224 24,5 8,4 0,7

Erfitt reyndist að fá áburðarblöndur sem ekki innihéldu e.h. brennistein. Samkvæmt
upplýsingum frá Fóðurblöndunni fékkst þó ein blanda af “Graskorni”, sem var frá 2009
og að þeirra sögn átti ekki að innihalda neinn brennistein. Þetta “Graskorn” var því
notað sem grunnur með “0 - gildi” fyrir brennistein og bætt í skv. ofangreindu plani. Til
öryggis var Graskornið efnagreint hjá Efnagreiningum Keldnaholti á
Nýsköpunarmiðstöð Íslands og kom í ljós að það innihélt 0,67% brennistein. Þar sem
það er minna en 10% af því magni  (8%) sem mælt er með að nota fyrir ræktun á
salatinu var það talið ásættanlegt í þessa tilraun. Hver tilraunaliður var með 80 plöntur,
2 plöntur í pott, sem var raðað í 4 kassa, 10 pottar í hvern. Þannig voru 4 kassar fyrir
hvern tilraunalið. Kössunum var svo dreift með slemidreifingu í fjórar raðir (Blokkir) í
gróðurhúsinu á eftirfarandi hátt (sjá töflu 8), þar sem tvær raðir voru við sitt hvorn
útvegg gróðurhússins.

Tafla 8. Uppröðun tilraunar á klettasalati með lífrænum brennisteini frá Prokatín

Númer tilraunaliðs
Númer kassa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Blokk I 2 3 8 10 1 4 5 7 9 11 12 6
Blokk II 11 6 4 9 7 8 12 5 2 3 10 1
Blokk III 4 11 1 2 12 5 6 8 9 10 3 7
Blokk IV 11 7 9 6 6 3 8 10 12 2 5 1

Við uppskeruna voru allir kassar teknir og pottunum 10 raðað upp þannig að stærstu
plönturnar voru hægra megin og minnstu vinstra megin. Síðan voru 4 pottar sem best
virtust falla á miðjuna teknir og báðar plöntur úr hverjum potti uppskornar,
ofanjarðarhlutinn klipptur af og settur í bréfpoka en rótarhlutinn hreinsaður vel og
þveginn til að losa allan jarðveg. Þannig voru planta og rætur þurrkuð sér við 80°C í 2
sólarhringa og síðan vegin.
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Mynd 27. Klettasalatið var forræktað í
bökkum

Mynd 28. Dreifisáning á Klettasalati yfir í
stærri potta, tvær plöntur í hvern pott

Mynd 29. Ræktun Klettasalats í gróður-
húsi Landgræðslunnar. Guðmundur
Halldórsson rannsóknarstjóri sá um
ræktunina

Mynd 30. Útlit Klettasalatsins við
uppskeru
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3 Niðurstöður

3.1 Uppsetning rannsóknastofu í jarðhitalíffræði
Rannsóknastofan var fyrst sett var upp í vélarsal Nesjavallavirkjunar og rekin þar um
nokkurt skeið. Upphaflega voru settir upp tveir ræktunartankar, 2 L og 10 L. Gerðar voru
tilraunir í litlum skala með ræktun örvera á jarðgufugasi frá virkjuninni þar sem fyrst og
fremst var notast við blöndu af hitakærum örverum sem ræktuðust úr sýnum úr hverum í
Grensdal eða á Nesjavöllum.

Eftir því sem við best vitum hefur sambærileg rannsóknastofa og þessi tilraunaaðstaða
Prokatíns á Nesjavöllum hvergi áður verið sett upp. Hún var síðan flutt og sett upp í
Vísindagörðum OR á Hellisheiði. Megin markmiðið með þessari uppsetningu var að geta
gert tilraunir við sem raunverulegastar aðstæður og að nota raunverulegt jarðhitagas, eins
og það kemur frá orkuverum, en ekki byggja á hreinum, tilbúnum gasblöndum. Gerðar
voru tilraunir til að einangra örveruræktir úr hverum sem hefðu sem besta hæfileika til að
aðlaga sig aðstæðum með raunverulegu afgasi og þær aðstæður, sem hægt var að setja upp
í rannsóknastofunni á Nesjavöllum. Tilraunirnar leiddu í ljós að frekar einfalt var að fá
örverur til að vaxa á jarðhitagasinu, en hins vegar var við margvíslega tæknilega erfiðleika
að etja. Ástæður þessara erfiðleika eru aðallega af tvennum toga. Í fyrsta lagi er  H2S í eðli
sínu eitruð gastegund og er mjög tærandi og veldur erfiðleikum í leiðslum, lokum og
stýribúnaði. Í öðru lagi voru margvísleg vandamál því samfara að vera beintengdur við
stórt orkuver, sem lýtur sínum eigin lögmálum og getur lítið, sem ekkert tillit tekið til
svona tilraunastarfsemi. Þó þetta trufli vissulega rannsóknir þá eru þetta raun-aðstæður,
sem er mjög lærdómsríkt og forsenda fyrir því að gera sér grein fyrir hvernig slík starfsemi
getur gengið við iðnaðaraðstæður.

3.2 Samsetning jarðhitagassins
Þegar verkefnið hófst hafði orkuverið á Nesjavöllum verið í rekstri í langan tíma og lágu
fyrir margvíslegar upplýsingar um samsetningu jarðhitagassins, sem er hluti gufunnar og
orkuverið skilar frá sér á endanum.

Samkvæmt þeim upplýsingum, sem fyrir lágu og var upphaflega miðað við í þessu
verkefni, átti samsetning gassins á Nesjavöllum að vera u.þ.b. 20:60:20 fyrir H2, CO2 og
H2S – sjá töflu 6 hér að neðan. Raunveruleg samsetning gassis reyndist hins vegar allt
önnur í okkar mælingum, eða u.þ.b. 40:20:40, fyrir H2, CO2 og H2S, eins og sýnt er í töflu
6. Í orkuverinu verður þetta gas í raun til eftir að gufan hefur farið í gegnum rafhverflana
og þá þéttist gufan að verulegu leyti en gasið verður eftir. Til að auka þrýstingsfallið yfir
hverflana er beitt vægri gas-tæmingu eða lofttæmi handan við vélarnar, sem togar til sín
gasið og dælir því síðan áfram undir mjög vægum þrýstingi í kæliturnana, þar sem það er
skolað að hluta, en fer að mestu út í andrúmsloftið. Það er þetta gas, sem notað var til
ræktunar í tilraunastofunni. Samkvæmt þeim upplýsingum, sem fyrir lágu og voru notaðar
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til að hanna fyrstu tilraunaðstöðuna á Nesjavöllum, þá átti gasið, sem kemur út af vélunum
að vera súrefnisfrítt, en e.t.v. innihalda örlítið af köfnunarefni.

Eftir að búið var að gangsetja rannsóknastofuna og ræktunartilraunir voru hafnar, var settur
upp gasgreiningarbúnaður og gasið efnagreint. Þá kom í ljós að gasið innihélt í raun
talsvert af súrefni og mikið af köfnunarefni. Alls voru gerðar um 10 aðskildar greiningar
yfir nokkura vikna tímabil og reyndist gasið alltaf innihalda bæði O2 og N2 og reiknaðist til
að loftblöndunin (þ.e. O2 + N2) væri breytileg eftir dögum, eða frá 13-30% í gasinu á móti
jarðhitagösunum, H2, CO2 og H2S. Súrefni í gasinu reyndist vera frá 1,5 til 8%.
Samsvarandi loftblöndunarhlutfall á Hellisheiði var á bilinu 25-30 %.

Þetta mikla súrefnismagn í gasinu, sem er ennþá rakamettað og við hitastig undir 70°C,
þýðir að miklar líkur eru á oxun H2S í brennistein og brennisteinssýru í leiðslum og
tækjabúnaði. Jafnframt eru auknar líkur á tæringu og á bakteríuvexti í leiðslunum. Þetta
þýðir að mun meira berst af margvíslegum óreinindum með gasinu, en gert var ráð fyrir.
Þar með skemmast og stýflast frekar leiðslur og lokar, sem gerir allar mælingar og
stýringar erfiðar.

Í töflu 9 er einnig birt hlutfall CO2/H2S, sem ákveðið var út frá skýrslu OS (Baldvinsson,
2011), og til samanburðar var reiknað út sama hlutfall fyrir aðrar mælingar, sem gerðar
hafa verið á jarðhitagasinu. Tölurnar sýna að nokkur breytileiki er milli mælinga og ekki
gott að skýra hann að öllu leyti. Hins vegar er greinilegt að miklar breytingar hafa orðið á
samsetningu jarðhitagassins frá upphafi þar til nú, sérstaklega varðandi lækkun CO2 og
samsvarandi hlutfallslega hækkun á H2 og H2S. Sérstaklega er breytingin mikil fyrir
Nesjavelli og skýrist það væntanlega af lengri vinnslutíma. Það er vel þekkt að slíkar
breytingar verða gjarnan á jarðhitasvæðum (Ármannsson et al., 1989), .

Tafla 9. Samsetning gass á Nesjavöllum og Hellisheiði

H2 O2/Ar N2 CO2 H2S
Staðsetning Ár vol% vol% vol% vol% vol%

Nesjavellir

Mælingar frá upphafi ca.
2005

17,86 0,11 8,76 52,48 20,54

Mæling í þessu verkefni 2008 38,42 21,18 40,4

Hellisheiði
Mælingar frá upphafi ca.

2005
9,47 72,35 18,02

Gasskiljustöð mæling 2010 13,9 0,4 2,6 58,8 24,2

Gas inn í tilraunastöð 2011 14,1 5,9 24,1 46,0 9,7
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Þegar mælingar voru gerðar á gasinu, sem kom inn í rannsóknastofuna á Nesjavöllum,
reyndist loftblöndun, þ.e. samanlögð rúmmálsprósenta fyrir O2 og N2 vera breytileg, eða
frá 13-30% af heildargasi. Loftblöndun í gasinu á Hellisheiði var 25-30% og hlutfall H2S
þá komið í 9,7% (tafla 9).

3.3 Ræktun á jarðhitagasi í lokuðum tanki

Gerð var röð tilrauna, fyrst við tilraunastöðina á Nesjavöllum og síðar einnig á Hellisheiði,
sem miðuðu að því að rækta umhverfissýni á jarðhitagasi sem tekin voru úr hverum á
jarðhitasvæðum. Í slíkum tilraunum eru settar upp ákveðnar ræktunaraðstæður í lokuðum
tanki og sáð í tankinn með umhverfissýni. Hér er því um auðgunartilraunir (enrichement)
að ræða í fyrsta lagi þar sem úrval úr umhverfissýninu er látið eiga sér stað í lokaða
umhverfinu við tilteknar aðstæður. Í raun er um einhverskonar “fed-batch” – rækt að ræða,
þar sem orkugjafarnir og/eða kolefnisgjafinn verða væntanlega takmarkandi fyrir vöxtinn,
en er jafnframt stöðugt dælt inn í ræktina.

Tilraun NV-2 lýsir slíkri ræktunartilraun þar sem heildarrúmál ræktarinnar var 6 L. Basa
var dælt út í ræktina til að viðhalda pH gildinu við 4 með pH stýringu. Gasinu var blandað
þannig að loftflæði var stillt á 3 L/min og var haldið óbreytt allan tímann. Upphaflegt
gasflæði, sem blandaðist við loftið var 0,096 L/min en var aukið, fyrst í 0,205 og síðan í 0,
46 L/mín (tafla 10). Samkvæmt því hefði jarðhitagasið átt að vera upphaflega 3,1% en
endað í 13,3%. Þessar stillingar virðast vera mjög ónákvæmar ef borið er saman við mæld
gildi í töflunni, auk þess, sem jarðhitagasið gat verið allt að 30% loft til að byrja með eins
og rætt er um hér að framan. Fylgst var með þéttni ræktarinnar (Mynd 31) og sýrumyndun
með því að skrá basanotkun í pH stýringunni (Mynd31). Yfirlit yfir helstu mæligildi
tilraunarinnar er að sjá í töflu10.

Tafla 10. Gassamsetning í inn- og útflæði í tilraun NV-2.

Tilraun
NV-2

Dagur 1 Dagur 2 Dagur 3 Dagur 4 Dagur 5

Start 0 klst 24 klst 48 klst 72 klst 96 klst
Inn(%

)
Út(%

)
Inn(%

)
Út(%

)
Inn(%

)
Út(%

)
Inn(%

)
Út(%

)
Inn(%) Út(%)

H2 2,31 2,08 1,40 1,53 2,12 3,09 1,85 1,92 1,90 1,97
CO2 1,24 1,17 0,82 0,65 2,22 3,35 1,00 1,15 1,03 1,14
H2S 1,94 2,05 1,44 0,17 2,78 1,22 1,76 0,68 1,59 0,40
Samtals 5,48 5,30 3,66 2,35 7,12 7,65 4,61 3,75 4,52 3,51

Leiðrétt fyrir lofti (O2 +N2)
H2 42 39 38 65 30 40 40 51 42 56
CO2 23 22 22 28 31 44 22 31 23 32
H2S 35 39 39 7 39 16 38 18 35 11
Gasflæð
i
(L/min)

0,096 0,205 0,460 0,460 0,460
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Loftflæði var alltaf 3 L/min. Gildin í efri hluta töflunnar eru vol% af  gasi – mismunur upp
í 100% er samanlagt O2 og N2. Mæligildin í töflunni eru hvert öðru háð, þannig að ef t.d.
aðeins H2S lækkar, þá hækka hin hlutfallslega, sem nemur brottnámi H2S. Ef öll eru að
minnka mis-mikið er ekki hægt að ákvarða hve mikið hvert þeirra breytist.

Í tilraun NV-2 var rækt sett af stað þannig að 1 L sáning af örverum úr safntanki var sáð í 5
L af nýju DSM 81 æti. Loftflæði var sett á 3 L/mín og gasflæði aukið eins og sýnt er í töflu
11. Að öðru leyti voru allar stillingar óbreyttar yfir tilraunatímann. Mæligildin í töflu 10
hér að ofan sýna að þessar gasmælingar eru ekki mjög nákvæmar. Það er þó greinilegt að
H2S lækkar marktækt á dögum 2-5 og sínu mest á degi 2 en minna á dögum 3-5 þar sem
gasflæði er tvöfalt hærra en á degi 2. Ekki var hægt að sjá marktæka lækkun á H2 og CO2 í
útflæðinu og ef við gerum ráð fyrir að einungis H2S sé að lækka og reiknum hver væru þá
útflæði-gildin fyrir H2 og CO2, þá passa þau gildi býsna vel við mældu gildin.  Ljóst er þó
að bakteríurnar verða að nýta CO2, sem er eini kolefnisgjafinn. Mælióvissan er þó of mikil
til að reikna út nýtinguna á CO2. Niðurstöðurnar benda því til þess að bakteríurnar séu ekki
mikið að nýta vetni samhliða H2S.

Tafla 11. Yfirlit yfir þéttni, sýruframleiðslu (=basanotkun) og gasflæði í tilraun NV-2.

Tími
(klst)

OD10

(g/L)
Basanotkun alls
(mL)

Basanotkun á
tímabil (mL)

Basahraði
(mL/klst)

Gasflæði
(L/mín)

0 0,24 0 0 0 0,096
24 0,68 300 300 12,5 0,205
48 1,35 430 130 5,42 0,460
72 1,90 460 30 1,25 0,460
96 2,55 490 30 1,25 0,460

Mynd 31. Vöxtur (OD10 ) og sýrumyndun (= basanotkun) í tilraun NV-2

Ræktin óx nokkuð vel eins og sést á þéttniaukningu og töluverður brennisteinn myndaðist.
Eftir 96 klst var OD10 gleypni ræktarinnar komin í 2,55 (sjá mynd töflu 11 og mynd 31).
Sýrumyndunin var mest fyrst en minnkaði eftir því sem leið á samfara auknu gasflæði og
vaxandi þéttni ræktarinnar (sjá töflu 11 og mynd 31). Jafnframt þegar gasflæðið var aukið
mátti sjá aukna brennisteinsmyndun í ræktinni sem staðfestir að minna af H2S er að
umbreytast yfir í H2SO4 og bakteríurnar oxa H2S nánast eingöngu í fastan brennistein.
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Þegar ræktin var skoðuð í smásjá mátti sjá að hún var frekar einsleit, að mestu samsett úr
stuttum staflaga bakteríum og innan um voru óregluleg brennisteinskorn (sjá mynd 32).

Mynd 32. Smásjármynd af rækt sem sýnir mest stuttar staflaga bakteríur

3.4 Ræktun í lokuðum tanki með endurteknum
þynningum
Í tilraun NV-1 var rækt var sett af stað og sýni sáð í 8 L af DSM81 æti í lokuðum
ræktunartanki. Ætið var upphaflega við pH 7 en súrnaði fljótlega og var síðan haldið
stöðugu við pH 4 með pH-stýringu og inndælingu á basa (4 M NaOH). Loftflæðið var stillt
á 2 L/mín og gasflæði á 0,205 L/mín og haldið þannig alla tilraunina. Markmið
tilraunarinnar var að viðhalda ræktinni með endurteknum þynningum, þar sem teknir voru
um 6 L af ræktinni í hvert skipti og nýju æti bætt út í, þannig að restin (2 L) var notað sem
sáning í nýja ræktun. Þetta var endurtekið nokkrum sinnum. Yfirlit yfir framgang
tilraunarinnar og helstu mæligildi eru í töflu 12 og þéttni ræktarinnar er sýnd á mynd 33.

Tafla 12. Yfirlit yfir yfir þéttni og sýruframleiðslu (=basanotkun) í tilraun NV-1 (8 L
rækt.

Tími
(klst)

OD10

(g/L)
Basanotkun á
tímabil (mL af 4 M
NaOH)

Basahraði
(mL/klst)

Basanotkun
μMól/min/L

Framl
H2SO4

μMól/min/L
0 0,20 0 0
72 1,89 400 5,60 46 23
72 0,40 0 0
120 1,86 530 11,0 91 46
120 0,40 0 0
144 1,60 310 12,9 108 54

Gasflæði, H2S μMól/L/min 335
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Mynd 33. Þéttni í rækt NV-1 með endurteknum þynningum

Af þessari tilraun mátti sjá ákveðinn stöðugleika í ræktinni því hægt var að þynna sömu
rækt endurtekið og hún óx ávallt upp aftur og náði svipaðri þéttni eins og sjá má á mynd
33. Einnig má sjá sýrumyndun vex (= aukin basanotkun), sem gæti skýrst af því að flæði
gassins er haldið óbreyttu og frekar lágu, en virkni bakteríanna eykst og því verður skortur
á H2S. Örverurnar bregðast við því með meiri oxun brennisteins í H2SO4.

Í tilraun NV-3 var ræktun með endurteknum þynningum endurtekin þar sem rúmmál
ræktarinnar var minnkað í 6 L í stað 8 L eins og í tilraun NV-1 hér á undan.  Sáð var 1L af
sýni úr safntanki í 5 L af æti. Loftflæðið var stillt á 2 L/mín og haldið þannig óbreyttu.
Breyting var gerð á ætinu fyrir þessa tilraun, kallað NV æti (sjá töflur 1 og 2), sem er DSM
81 með minna fosfati). Það minnkar bufferáhrifin og sýrustigið fer hraðar niður í pH 4.
Ræktin var látin vaxa aftur með reglulegri þynningu í lengri tíma en í tilraun NV-1. Þegar
þynning var gerð var rækt dælt úr ræktunartaknium og 1 L skilinn eftir til endursáningar í 5
L af NV æti. Þetta var endurtekið nokkrum sinnum (sjá töflu 13 og mynd 34).

Tafla 13. Yfirlit yfir þéttni, sýruframleiðslu (=basanotkun) og gasflæði í úr tilraun NV-3
(6  L rækt).

Tími
(klst)

OD10
(g/L)

Gasflæði
(L/mín)

Basanotkun
(mL af 4 M
NaOH)

Basahraði
(mL/klst)

Basanotkun
μMól/min/L

Framl H2SO4

μMól/min/L

0 0,80 0,168 0 0 0 0
48 2,36 0,168 40 0,83 9 4,5
48 0,47 0,205 0 - - -
120 2,70 0,205 60 0,83 9 4,5
120 0,54 0,296 0 - - -
168 2,80 0,296 60 1,25 14 7

Gasflæði
, H2S

μMól/L/mín 645
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Mynd 34. Þéttni í rækt NV-3 með endurteknum þynningum

Í tilraun NV-3 mátti sjá svipaðan stöðugleika í ræktinni og í NV-1 (mynd 34), en nú varð
þéttnin heldur hærri. Einnig má sjá í töflu 13 að basanotkun vex aðeins eftir tímabilum en
hún er mun minni en í tilraun NV-1. Miðað við tilraun NV-1 er gasflæðið hinsvegar hærra,
auk þess sem rúmmál ræktarinnar er minna. Hin aukna þéttni gæti því stafað af því að síður
verði skortur á brennisteinsvetni og að þar með dragi jafnframt úr oxun brennisteins yfir í
brennisteinssýru.

3.5 Myndun brennisteinssýru í ræktum
Framleiðsla brennisteinssýru í ræktum NV-1 og NV-3 var reiknað út frá basanotkun fyrir
hvert tímabil og svo reiknað magn af brennisteini, sem hefur verið oxað til að mynda
sýruna. Niðurstöður þessara útreikninga eru sýndar í töflum 12 og 13. Til samanburðar er
sett inn í töflurnar það heildarmagn af brennisteinsvetni, sem hefur flætt í gegnum ræktina
á mínútu, miðað við það gasflæði, sem var hæst notað í hvoru tilviki. Á því sést að í báðum
tilvikum er bara lítill hluti af gasinu, sem endar í sýru, en þó meira í rækt NV-1, þar sem
gasflæði var lægra (en sama loftflæði). Í þessum tilraunum var ekki mælt hve mikið fór
aðeins í brennistein, en slíkar mælingar voru gerðar síðar í tilraunum merktum HH.

Það er vel þekkt að hærra hlutfall súrefnis á móti H2S eykur sýrumyndun í slíkum ræktum
(Lohwacharin & Annachhatre 2010). Tilraunir NV-1 og NV-3 sýna þetta vel en auk þess
massaflæði gastegundanna hefur þarna einnig áhrif og stjórnar væntanlega mestu um það
hlutfall O2/H2S, sem frumurnar nema og sem stýrir þá efnaskiptum þeirra. Þetta sést mjög
vel á mynd 35, sem er úr tilraun HH-3 (6 L rækt) þar sem snúningshraða spaðans var breytt
úr 300 í 600 rpm (sjá ör kl. 10.00). Við þessa breytingu eykst hraðinn í sýrumyndun
gríðarlega, sem sést á margföldum hraða á bsasadælupúlsum. Hægt er að reikna hraðann í
sýrumyndun út frá hallatölu þegar pH fellur aftur eftir hvern basapúls. Fyrir breytingu er
um 35 mín á milli púlsa en minna en 1 mín eftir breytingu. Sýrumyndunarhraði fyrir
breytingu var um 0,37 μMól/min/L af H2SO4 en eftir breytingu a.m.k. 35 sinnum hraðari,
eða um 13 μMól/min/L af H2SO4. Breyting er það snögg að þetta þýðir stjórnbreytingu á
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efnaskiptum bakteríanna, sem ekki krefst neinnar aðlögunar eða tjáningar á nýjum
ensímum. Þetta bendir til að bakteríurnar nemi samtímis styrk bæði O2 og H2S og stýri
efnaskiptum sínum eftir hlutfallslegum styrk þeirra.

Mynd 35. Áhrif snúningshraða á mótor og massaflutnings súrefnis á sýrumyndun í rækt
HH-4. Fyllt ör: Snúningshraði úr 300 í 600 rpm. Opnar örvar vísa á línur fyrir pH gildi.

3.6 Þéttni og framleiðsla lífmassa
Ræktir sem fengnar voru með endursáningum í tilraun NV-3 voru notaðar til að mæla
heildarþéttni lífmassa og fá efnivið til efnagreininga. Á 6. degi tilraunar NV-3 voru teknir
5,3 L af rækt og brennisteinninn látinn setjast og síðan skolaður þrisvar sinnum og OD10

mælt í hverju floti (tafla 14). Það sama var gert á 8. degi tilraunar NV-3 en þá voru 4,9 L af
rækt teknir og meðhöndlaðir á sama hátt. Samantekt beggja tilrauna má sjá í töflum 14 og
15 hér fyrir neðan.

Tafla 14. Lífmassaþéttni með skoli brennisteins  frá degi 6 í tilraun NV-3

Skolun ræktar Magn flots með lífmassa
(L)

Þéttni, OD10 Heildarþéttni

Rækt 4,0 2,7 11,2
1. skol 1,7 3,2 5,44
2. skol 2,3 2,4 5,52
3. skol 1,6 2,4 3,84
Alls 26,0

pH 4,3

pH 3,9
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Tafla 15. Lífmassaþéttni með skoli brennisteins frá degi 8 í tilraun NV-3

Skolun ræktar Magn flots með
Lífmassa
(L)

Þéttni, OD10 Heildarþéttni

Rækt 3,7 2,80 10,4
1. skol 2,2 3,48 7,66
2. skol 2,0 3,40 6,80
3. skol 1,5 3,60 5,40
Alls 30,2

Þéttnimælingar, sem gerðar voru á endurteknum skolum eins og sjá má í töflum 14 og 15
sýna að þó svo að einhver hluti mældrar þéttni sé vegna fínkorna uppleysts brennisteins, þá
fer mikill hluti lífmassans niður með brennisteininum þegar hann er látinn setjast til. Meira
að segja er ennþá eitthvað eftir af lífmassanum eftir þrjú skol. Út frá þessum niðurstöðum
má álykta að þéttnin sem við mælum í floti eftir 10 mínútur gefi verulegt vanmat á þann
heildarlífmassa, sem er í sýninu vegna þess magns sem fellur niður með brennisteininum.
Ef gert er ráð fyrir að heildarþéttnin í töflum 14 og 15 sé gáður mælikvarði á það
lífmassamagn, sem var í upphaflegu ræktinni þá má áætla raunþéttni ræktarinnar á
eftirfarandi hátt: þé æ = þéℎ ú á− 3 6 þé æ = , = 4,9− 3 8 þé æ = ,, = 6,1
Brennisteinsmagn var ekki ákvarðað nákvæmlega fyrir þessar tvær ræktir en þó var mun
meiri brennisteinn í rækt NV-3 dag 8, en NV-3 dag 6 (sjá töflu 16). Það sýnir sig líka að
rækt NV-3 dagur 8 inniheldur jafnframt mun meira af lífmassa, sem fellur niður með
brennisteininum.  Samt sem áður var fyrsta mæling á ræktunum fyrir skolun nánast sú
sama (OD10 = 2,7 og 2,8) fyrir þær báðar. Því er ljóst að þó að OD10 mælingin sem við
notumst við sé handhæg þá sýnir hún verulegt vanmat á magni heildarlífmassa sem er í
rækinni. Jafnframt er ljóst að þetta vanmat á lífmassainnihaldi vex eftir því sem
brennisteinsmagn ræktarinnar eykst.  Þessi mæliaðferð er því í raun kvalitatíf, en þó
praktísk til að fylgjast með um stöðu og framvindu ræktanna.

Tafla 16. Ákvörðun á blautvikt og þurrvikt í ræktum frá degi 6 og 8 í tilraun NV-3

Rækt Upphafsmæling
þéttni, OD10

Heildarþéttni,
OD10

Reiknuð
blautvikt g/L

Reiknuð
Þurrvikt g/L

NV-3 dagur 6 2,7 4,8 3,07 1,10
NV-3 dagur 8 2,8 6,2 3,97 1,43

Lífmassi úr báðum ræktunum (þ.e. frá degi 6 og 8) var sameinaður og skilinn í skilvindu.
Lífmassinn myndaði þétt, dökkbrúnt lag í skilvinduglösunum, en neðst var svolítið af
brennisteini. Lífmassinn var skafinn úr skilvinduglösunum og reynt að taka sem minnst af
brennisteini með. Samanlögð þéttni ræktanna var 55,76 OD10 og eftir sameiningu, fékkst út
35,9 g af lífmassa (blautvikt), en eftir þurrkun fékkst úr þessu 12,75 g þurrvikt. Ef við
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gerum ráð fyrir því að magn lífmassa í rækt sé í réttu hlutfalli við heildarþéttnina eins og
hún var ákvörðuð hér, þá samvara þessar mælingar því að OD10 = 1 gefi 0,64 g/L blautvikt
og 0,23 g/L þurrvikt.  Útreikningur á þessum gildum fyrir ræktir NV-3 er sýndur í töflu 16.

Mælingar eins þessar hér voru gerðar á einni rækt til viðbótar (ekki sýnt) og gaf það
svipaðar niðurstöður. Ljóst er þó að talsverð óvissa í er í hversu nákvæm mælingin er, því
bæði var ennþá einhver lífmassi eftir í brennisteininum eftir þrjár skolanir og eitthvað
tapaðist við þvott, skilvindun, þurrkun og viktun. A.m.k. er líklegra að raunmagn lífmassa í
þessum ræktum hafi frekar verið meir en minna en það sem hér mældist. Á móti kemur að
einhver brennisteinn er í lífmassanum, en í efnagreiningu, sem gerð var (sjá neðar), var
hann um 10% af þurrvikt. Þegar verkefnið hófst var tekið mið af öðrum þekktum
bakteríuræktum og reiknað með að bein þéttnimæling, sem gæfi OD = 1, samsvaraði
blautvikt lífmassa upp á 1 g/L. Fljótlega varð þó ljóst að vegna mismikils brennisteins yrði
að finna e.h. leið til að draga hann frá og þar sem mest af honum fellur fljótt til botns var
ákveðið að nota staðlaðann fellitíma, eða 10 mínútur á borðinu. Þetta reyndist mjög
praktiskt því gleypnin lækkar mjög hægt eftir fyrstu 10 mínúturnar. Jafnframt var ljóst að
mikið af lífmassanum færi niður með brennisteininum  og því væri þessi OD10 mæling alls
ekki að mæla allan lífmassan. Gera mátti ráð fyrir því að við aukinn lífmassa, og við
aukinn brennistein, þá myndi hlutfallslega meira af lífmassanum falla út og ekki mælast
með OD10 aðferðinni. Samt sem áður héldum við áfram að miða við að OD10 = 1
samsvaraði blautvikt lífmassa upp á 1 g/L. Þess vegna eru m.a. línurit með þéttnimælingum
sýnd, sem OD10 (g/L).

Tilraun NV-3, hér að ofan sýnir að þéttnimæling á tveimur ræktum, sem sýndu OD10 = 2,7
og 2,8, reyndust vera með blautvikt lífmassa upp á 3 til 4 g/L. M.a. af þessu var ályktað að
OD10 aðferðin eins og við notuðum hana, væri alla vega ekki að ofmeta lífmassaþéttnina,
og því ákveðið að nota hana áfram.

3.7 Efnagreining lífmassa og brennisteins
Eftir þurrkun þá myndaði lífmassinn dökkbrúnar flögur (sjá mynd 36). Dökki litur
lífmassans skýrist af háu járninnihaldi, vegna þess hve mikið er af cytokrómum og öðrum
oxunar/afoxunar ensímum í ræktum, sem vaxa á ólífrænum efnum eins og hér um ræðir.
Þurrkaði brennisteinninn hafði tilhneigingu til að mynda kúlur (mynd 36), sem skýrist
væntanlega af því að hann er húðaður próteinum eða öðrum lífrænum efnum, sem fá hann
til að loða saman.

Mynd 36. Hér má sjá mynd af afurðunum tveim eftir þurrkun þ.e brennisteininn til
vinstri og lífmassann til hægri
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Efnagreiningar voru framkvæmdar á lífmassa- og brennisteinssýni, fyrst og fremst á helstu
næringarefnum en einnig völdum málmum þ.m.t. óæskilegum efnum þar sem helst er að
nefna Hg, Cd og As. Niðurstöður greiningar á innihaldi lífmassa og brennisteins úr tilraun
NV-3 má sjá í töflu 17:

Tafla 17. Niðurstöður greiningar á samsetningu lífmassa og brennisteins úr tilraun NV-
3

Sýni C
%(w/w)

N
%(w/w)

S
%(w/w)

Örverumjöl 38,5 9,66 11,9
Brennisteinn 0,36 0,16 >85

Sýni P
mg/g

Na
mg/g

K
mg/g

Mg
mg/g

Örverumjöl 20,6 20,9 2,81 1,73
Brennisteinn 0,19 0,017 0,023 0,030

Sýni As
μg/g

Ca
μg/g

Cd
μg/g

Cr
μg/g

Cu
μg/g

Hg
μg/g

Ni
μg/g

Pb
μg/g

Se
μg/g

V
μg/g

Zn
μg/

g

Örverumjöl < 0,9 920 < 0,3 89 4 < 0,3 62 < 0,8 < 2 6 9
Breinnisteinn < 0,9 86 < 0,3 <2 2 < 0,3 5 3 < 2 < 0,8 7

Lífmassasýnið reyndist innihalda um 12% brennistein en gera má ráð fyrir að af því sé um
1% eðlilegur hluti lífmassans (tafla 17) og því sé brennisteinninn í raun um 11%. Út frá
þessum efnagreiningum og áætluðum hlutföllum frumefna í venjulegum þurrum
bakteríulífmassa (sjá töflu 17)  má áætla hve mikið er af lífmassa í báðum sýnunum, út frá
mældum gildum fyrir C og N. Einnig er hægt að nota viðmiðun, sem er notuð fyrir Kjeldal
greiningu á próteininnihaldi sýna til að áætla próteinhlutfallið sérstaklega. Í Kjeldal
mælingu er miðað við að prótein sé = 5,7-6 x N.

Tafla 18. Áætluð þyngdar- og mólhlutföll frumefna í þurrum lífmassa

Frumefni Þyngd(%) Mól(%)
Kolefni 55,5 35,9
Vetni 5,90 45,5
Súrefni 21,2 10,3
Nitur 12,8 7,10
Brennisteinn 0,70 0,20
Fosfór 2,90 0,70
Málmjónir 1,00 0,20
Fosfór 2,90 0,70
Málmjónir 1,00 0,20

Áætluð samsetning bakteríulífmassa, sem notuð er hér (sjá töflu 18) er byggð á aðferð
Ishizaki og Tanaka (1990). Út frá þessum viðmiðum fæst að lífmassasýnið sé í raun 76-
79% þurr lífmassi en út frá Kjeldal viðmiði er lífmassasýnið 55-58% prótein. Með því að
bera þetta tvennt saman er þá lífmassinn (þ.e. ef hann er 79%) um 75% prótein. Þetta
próteinhlutfall er vel raunhæft fyrir bakteríufrumur. Líklegt er að fyrir utan 10%
brennistein í lífmassanum þá gætu verið e.h. önnur viðbótarsölt, en mismunur upp á 5-8%
gæti einfaldlega verið raki, sem ekki fer við þessa þurrkun, sem hér var notuð. Hlutfall
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örverumjöls (SCP) var því mjög nærri 90% í lífmassasýninu. Samskonar útreikningar fyrir
þurrkaða brennisteininn gáfu lífmassainnihald, og próteininnihald, bæði um 0,5%.
Brennisteinnin er því metinn vera >99% hreinn.

Hg, Cd, Pb og As reyndust öll undir greiningarmörkum og benda þessar niðurstöður til að
þessi efni berist ekki með gasinu eða safnist a.m.k. ekki fyrir í lífmassa örverana þótt
eitthvað sé um þessi efni upprunalega í jarðhitavökvanum. Tiltölulega hátt innihald af
krómi í lífmasssýninu er athyglisvert en trúleg skýring á því er að þessi málmur hafi borist
úr ryðfría stálinu sem lagnir og ræktunarbúnaður samanstendur af. Ekki er útilokað að
króm hafi líffræðilega virkni í örverunum t.d. sem kófaktor bundið ensímum. Mjög hátt
hlutfall Ni í örverumassanum, bendir til að bakteríurnar gætu þurft Ni, sem kófaktor og
einnig er Ca nokkuð hátt. Byggt á þessum niðurstöðum var ræktunarætið endurskoðað og
m.a. bæði Ca oh Ni aukið í ætinu.

3.8 Áhrif gas-hlutþrýstings á brennisteins- og
sýrumyndun
Til að rannsaka betur áhrif gas-hlutþrýstings var gerð tilraun með að minnka loftflæði á
móti aukningu gasflæðis til þess að auka hlutþrýsting H2S í gasböndunni. Í tilraun HH-2
var 2 L af rækt sáð í 8 L af HH æti (sjá töflur 1 og 2) þ.a heildarrúmmál ræktarinnar var 10
L. Loftflæði var upphaflega stillt á 6 L/mín og gasflæði á 0,128 L/mín og síðan aukið.
Notað var 7,5 M NaOH  í staðinn fyrir 4,0 M eins og notað var í NV-tilraununum, til þess
að minnka rúmmálsaukninguna í ræktinni. Í þessari tilraun var einnig mæld
brennisteinsmyndun í ræktinni. Niðurstöður mælinga eru í töflu 19 á mynd 37.

Tafla 19. Yfirlit yfir mæligildi úr tilraun HH-2

Heildar
-tími
(klst)

OD10

(g/ml)
Basahraði
(ml/klst)

Loftflæð
i
(L/mín)

Gasflæði
(L/mín)

Hlut-
þrýstingur
H2S, (%)

Innflæði
S°
(g/L/klst

S° fram-
leiðsla
(g/L/klst)

Oxun
H2S í S,
%

0 - - 6,0 0,128 0,2 1,19 - -
3,5 - - 6,0 0,128 0,2 1,19 0,34 28,59
22,5 0,69 13,68 6,0 0,227 0,4 2,11 - -
26,0 - 11,43 6,0 0,377 0,6 3,50 - -
28,5 2,88 4,00 5,5 0,572 0,9 5,32 - -
32,0 1,50 5,71 5,5 0,460 0,8 4,27 0,58 13,57
47,0 1,26 4,67 3,8 0,460 1,1 4,27 - -
53,0 1,40 - 3,8 0,460 1,1 4,27 - -
56,4 - 3,19 3,0 0,460 1,3 4,27 0,69 16,14
75,4 1,96 2,11 2 0,434 1,8 4,03 0,97 24,05
102,4 2,00 1,48 2 0,434 1,8 4,03 1,53 37,94
128,9 2,46 0,75 2 0,413 1,7 3,84 1,64 42,73
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Mynd 37. Samanburður á brennisteinsframleiðslu og hlutþrýstingi í tilraun HH-2

Ekki reyndist vænlegt að auka gasflæðið of hratt því þá var eins og ræktin færi í baklás og
að vöxtur eða virkni bakteríanna stöðvaðist. Best reyndist að lækka gasflæðið aftur og láta
sama flæði standa í lengri tíma í senn. Hins vegar var brennisteinsframleiðslan jöfn og
jókst hlutfallslega (sjá mynd 37).  Eftir um 130 klst mældist gleypni upp á 2,31 OD10

einingar sem er í samræmi við fyrri tilraunir. Brennisteins framleiðslan jókst jafnt og þétt
og endaði í 1,64 g/L/klst sem er mjög gott ef miðað er út frá því sem aðrir hafa verið að fá
(Tang et al., 2008).

3.9 Áhrif ammoníaks og snefilefna á vöxt í
lokaðri rækt
Gerð var úttekt á hugsanlegum atriðum sem máli kunna að skipta til að hámarka þéttni sem
hægt væri að ná í ræktum. Í tilraun HH-4 var ákveðið að breyta í fyrsta lagi þremur
atriðum. Magn járns var tvöfaldað í ætinu en hugsanlegur grunur lék á að járnið væri
takmarkandi efni í ræktuninni. Einnig var ákveðið að prófa að skipta um basa út frá þeirri
tilgátu að of mikill jónastyrkur myndist í ræktinni þegar mikið magn NaOH er komið út í
ræktina, og hindri þá frekari vöxt. Í staðinn fyrir vítisóda (NaOH) var notað 14,5 M
ammoníak sem ekki ætti að valda hækkun jónastyrks. Einnig er köfnunarefni eitt þeirra
efna sem örverurnar nýta sér til þess að vaxa og hugsanlegat var að köfnunarefni væri í
takmarkandi magni í DSM 81 ætinu gæti verið takmarkandi. Þriðja atriðið var að auka
styrk snefilefna í ætinu og bæta við þungmálmum (sjá nánar töflu 2). Byrjað var á því að
hafa loftflæðið 6 L/mín en það var síðan lækkað jafnt og þétt til þess að auka hlutþrýsting
gassins í blöndunni. Niðurstöður helstu mæligilda má sjá í töflu 20.
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Tafla 20. Yfirlit yfir helstu mæligildi úr tilraun HH-3

Dagur Tími
ræktunar
(klst)

Tími milli
aflestra
(klst)

OD10

(g/mL)
Basahraði
(ml/klst)

Loftflæð
i
(L/mín)

Gasflæði
(L/mín)

Hlutþrýstingur
H2S
(%)

1 0 0 2,43 0 6 0,377 0,59

2 15,1 15,1 - - 4 0,377 0,86
2 18,1 3,0 3,96 21,3 4 0,377 1,12
2 21,8 3,7 - - 6 0,553 0,85
2 22,3 0,5 - - 4 0,553 1,22

2 23,8 1,5 - - 3 0,553 1,57
2 29,5 5,7 - - 2 0,553 2,17

3 41,9 12,4 4,64 16,4 2 0,553 2,17

4 65,8 23,9 5,92 9,02 2 0,553 2,17

5 88,1 22,3 8,32 0,56 2 0,553 2,17

Mynd 38. Samanburður á þéttnimælingu og sýrumyndun í tilraun HH-3

Þessar breytingar báru góðann árangur og þéttniaukningin varð mikil og OD10 mælingin
gaf mun hærri gildi en áður og fór hæst í 8 OD10 einingar (Tafla 20 og mynd 38). Einnig
varð uppsöfnun eða þéttni brennisteins mun meiri en áður. Samkvæmt ljósmælingu og
botnfalli eftir 10 min í 50 mL sýnaglasi var rúmmálsaukning hans helmingi meiri en áður
hafði sést (sjá mynd 26).

3.10 Sírækt á jarðhitagasi

Síræktartilraun var gerð á Hellisheiði, sem talið var að gæti gefið betri niðurstöður
sérstaklega hvað varðar brennisteinsframleiðslu, en lokuð rækt. Tilraun HH-4 var
framkvæmd með það að markmiði að prófa sírækt með stöðugu innflæði ætislausnar. Fyrst
var ræktin keyrð í sólahring en síðan var ætisdælan sett af stað með innflæði 5,47 ml/mín
af HH-æti. Loft og gasflæði var breytilegt en reynt var að ná sem hæstum hlutþrýstingi á
H2S. Yfirlit yfir helstu mæligildi og gang síræktarinnar er í töflu 21 og mynd 39.
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Tafla 21. Yfirlit yfir helstu mæligildin úr síræktartilraun HH-4

Oxun
H2S
%

Tími
ræktunar
(klst)

Flæði alls S
g/L/klst

OD10

(g/l)

Basahraði
(ml/klst)

Flæði
loft
(l/mín)

Flæði
gas
(l/mín)

S° fram-
leiðsla
(g/l/klst)

Hlutþrýst-
ingur H2S
(%)

0 0 0,53 1,86 - 6,0 0,57 0 0,85
80 6,5 0,53 2,36 - 5,0 0,57 0,43 1,05
92 13,4 0,53 2,96 17,2 4,0 0,57 0,49 1,25
53 26,4 1,01 4,00 8,71 4,0 1,08 0,54 2,15

103 54,7 0,87 3,64 3,29 5,0 0,93 0,90 1,55
124 78,2 0,87 6,72 1,92 4,0 0,93 1,08 1,9
75 97,9 1,50 8,10 0,51 6,0 1,60 1,13 2,1

108 124,2 1,50 4,96 0,24 6,0 1,60 1,62 2,1
121 147,2 1,50 5,25 0,14 6,0 1,60 1,81 2,1
157 167,3 1,34 6,08 0,18 5,4 1,43 2,10 2,1
173 193,5 1,34 5,04 0,21 5,4 1,43 2,32 2,1
230 242,2 1,17 4,05 0,08 5,4 1,25 2,70 1,9
254 263,5 1,12 4,59 0,08 5,4 1,19 2,83 1,8
269 288,2 1,12 5,22 0,07 5,4 1,19 3,00 1,8

Mynd 39. Samanburður á þéttni og sýrumyndun í tilraun HH-4

Síræktin gekk vel og sýndi góðan árangur bæði var stöðugleiki í þéttni en einnig mikil
brennisteinsmyndun. Sýni voru tekin reglulega og safnað í 50 mL tilraunaglös. Síðan var
brennisteinninn tekinn og síaður frá og þurrkaður. Brennisteinsinnihald jókst jafnt og þétt,
yfir ræktunartímann og virðist því sem brennisteinsframleiðsa per L eða lífmassaeiningu
fari vaxandi. Verulegur hluti brennisteinsins fór yfir í safntankinn og hér er reiknað með
því að brennisteinninn sé jafndreyfður og uppleystur og færist því yfir í safntankinn. Hins
vegar er vel líklegt að ákveðinn aðskilnaður eigi sér stað þegar umfram vöki fer upp í
yfirfallsrörið og taki ekki brennistein með sér í sama hlutfalli og hann er í ræktinni hverju
sinni. Þannig gæti magn brennisteins í ræktinni smá saman aukist þótt framleiðslan sé
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óbreytt í tímaeiningu. Hins vegar lítur út fyrir að ekkert samband sé á milli
brennisteinsframleiðslu og hlutþrýstings. Góð stýring náðist á sýrumyndun og hún fór
nánast niður í 0 og hélst þar (mynd 39) sem er einmitt það markmið sem lagt var upp með.

3.11 Tegundasamsetning örveruræktar með
16SrRNA greiningu
Til að rannsaka tegundasamsetningu bakteríanna í ræktunum voru tekin sýni úr ræktum frá
Nesjavöllum, sem samsvara annars vegar NV-1 og NV-3, sem hér er lýst. Þessar ræktir
sýna tvö helstu stig sem slíkar ræktir geta farið í gegnum. Fyrra stigið (NV-1), sem hér
kallast H myndast gjarnan þegar ræktin er sett af stað með lágu gasflæði (0,096 L/min) og
er byrjuð að vaxa (OD10, þéttni var hér 1,9). Þá myndast fyrst nokkur brennisteinn, en svo
verður skortur á H2S og oxun brennisteins vex með mikilli sýrumyndun. Fyrra sýnið kallast
hér H (hvít), þar sem ræktin var mjólkurlituð, sem er dæmigert fyrir rækt, sem er að oxa
brennistein en þá virðast frumurnar loða við brennisteinskornin og af því stafar hvíti
liturinn. Seinna sýnið er tekið 4 dögum seinna og þá með gasflæði 0,460 L/min og þéttnin
orðin 2,92 og ræktin bleik að lit, með mikilli brennisteinsmyndun og lítilli sýrumyndun.
Þetta virðist dæmigert ástand ræktar, sem hefur nóg H2S og er því ekki að oxa mikinn
brennistein.  Þetta seinna sýni kallast B (bleik) og samsvarar hér tilraun NV-3. Bæði sýnin
voru tekin úr rækt við pH  4.0 og 50°C.

DNA var einangrað úr báðum sýnum 16S rRNA genið magnað með PCR og klónað í E.
coli Samtals voru 72 klónar valdir, 36 af hvoru sýni þ.e H og B og settir í raðgreiningu.
Alls gáfu 24 klónar góðar raðir og voru valdir til greiningar og samraðað (“BLASTAÐ“) í
NCBI gagnagrunninum (www.nbci.nlm.nih.com). Þessir klónar eru listaðir í töflu 25 hér
að neðan og merktir H eða B eftir úr hvorri ræktinni þeir komu. Í skyldleikatré (mynd 40)
mynduðu mynduðu klónarnir tvær greinar eða hópa (kallaðir 1 og 2 í töflu 18) og voru allir
klónarnir í hvorum hópi, nákvæmlega eins (>99,5 % skyldir innbirðis). Klónn 22, virtist
virtist vera PCR-blendingur, þ.e helmingur basanna í RNA röðinni var úr hvorum hópi. Því
var hann tekinn út og ekki tilgreindur í töflu 22.

Hóparnir eru þó aðeins 90 % skyldir innbyrðis. Annar hópurinn er um 99 % skyldur
tegundinni Thiobacillus caldus sem og er jafn skyldur stofni af Acidithiobacillus sp.SM-1.
Hinn hópurinn er 98 % skyldur stofni Thiomonas sp.ML 1-13. Báðir hóparnir finnast í
báðum sýnum en hópur 1 er >80 % úr sýni B og hópur 2 er >80 % úr sýni H. Thiobacillus
og Acidithiobacillus tilheyra báðir β-Proteobacteria en Thiomonas tilheyrir γ-
Proteobacteria. Notaðir voru nokkrir farskyldir stofnar til þess að róta tréð eins og
Hydrophilus termoluteolus, Terpidimonas termarum ásamt nokkrum Thiomonas stofnum
(sjá mynd 40).
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Tafla 22. Tegundasamsetning tveggja rækta, á ólíkum stigum oxunar á H2S

Fjöldi klóna Thiobacillus caldus
(Hópur 1)

Thiomonas sp.ML 1-13
(Hópur 2)

1 klónn 1-B-e1 klónn 4-B-e4
2 klónn 2-B-e2 klónn 12-B-f6
3 klónn 3-B-e3 klónn 13-H-g1
4 klónn 5-B-e5 klónn 14-H-g2
5 klónn 6-B-e6 klónn 15-H-g3
6 klónn 7-B-f1 klónn 18-H-g6
7 klónn 8-B-f2 klónn 19-H-h1
8 klónn 9-B-f3 klónn 20-H-h2
9 klónn 10-B-f4 klónn 21-H-h3
10 klónn 11-B-f5 klónn 23-H-h5
11 klónn 16-H-g4 klónn 24-H-h6
12 klónn 17-H-g5

Ræktin virðist því vera mjög einsleit og eingöngu samsett úr þessum tveimur hópum, sem
tilheyra greinilega tveimur mismunandi tegundum. Thiobacillus caldus (hópur 1) er
ríkjandi við aðstæður þar sem H2S er ekki takmarkandi og þar er þá fyrst og fremst verið
að oxa H2S í brennistein, en ekki halda áfram í brennisteinssýru. Bakteríur af hópi 2
(Thiomonas sp.ML 1-13) virðast hins vegar verða ráðandi þegar skortur er á H2S og eykst
oxun brennisteins í sýru.
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Mynd 40. Ættartré sem sýnir skyldleika stofna sem greindust í tveimur sýnum (B og H)
sem tekin voru á mismunandi stigum ræktunar

3.12 Buffergeta í frárennslisvatni frá
orkuverinu á Nesjavöllum
Ein möguleg leið til að nýta jarðhitagasið og fullnýta það til framleiðslu lífmassa væri að
láta örverurnar oxa allan brennisteininn yfir í brennisteinssýru. Við það félli til gríðalegt
magn af frekari útþynntri brennisteinssýru, eða sem gæti veið 1-5 % að styrkleika og þá pH
0-1. Því var kannaður sá möguleiki að hægt væri að blanda sýrunni við frárennslisvatn frá
orkuveri, sem síðan væri að mestu leyti dælt aftur niður í jörðina. Er hér verið að horfa til
fordæma annars staðar við jarðhitaorkuver þar sem slíkt er gert til að lækka sýrustig
niðurdælingavatns. Það hindrar útfellingar á kísilsamböndum sem er óæskilegt vegna
tæknilegra vandkvæða sem það hefur í för með sér. Til að ákvarða hversu miklu af sýru
væri hugsanlega hægt að blanda við mismunandi gerðir af vatni var safnað sýnum úr
mismunandi frárennslisstraumum frá orkuverinu á Nesjavöllum og vatnið títrað með 1M
HCl (sjá töflu 19 og mynd 41).
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Mynd 41. Títrun minmunandi frárennslisvatns frá Nesjavallavirkjun með 1 M HCl

Eftir títrunina kom í ljós að upphafssýrustig skiljuvatnsins var um pH 9 og hefur talsverða
buffergetu. Forhitaða vatnið er líka með nokkra buffergetu en þéttivatnið minnsta. Aðal
búfferefnin hér eiga að vera kísilsýra (807 mg/L), kolsýra (38 mg/L) og súlfíð (73 mg/L)
Gunnarsson et al., 2002). Ef miðað er við að buffergeta skiljuvatnsins sé niður í pH 4 þá
þarf til þess um 4 ml af 1 M HCL per L þá þýðir það að skiljuvatnið gæti tekið í sig 4
mMól af HCL eða 2 mMól eða 0,2 g af H2SO4 per L. Því má ætla að 400 L/s skiljuvatns
gæti tekið í sig um 2.500 tonn af brennisteinssýru á ári.

 3 mL af 1M HCl gera 3,0 ó
HCl eða 1,5 ó

H2SO4:

1,5 ó ∗ 101 ó ×∗ óó = 0,15
 Ef flæði vatnsins er 400L/s þá er hægt að dæla niður:

0,15 ∗ 400 ∗ 60 í ∗ 60 í ∗ 24 ∗ 365 á = 1892 á
3.13 Notkun lífræns brennisteins í áburð

Til að kanna eiginleika “lífbrennisteinsins” (biosulphur), sem örverurnar mynda voru
gerðar áburðartilraunir þar sem notað var Klettasalat sem tilraunaplönta. Klettasalat þarf
frekar mikinn brennistein í ræktun (Guðmundur Halldórsson, munnlegar upplýsingar).
Notað var allt að fjórfalt venjulegt magn til að athuga hvort það myndi sýna e.h.
eitrunaráhrifAð meðaltali var 91% af þurrþunga plantna ofanjarðar og 9% neðanjarðar og
var mjög lítill breytileiki í þessu hlutfalli. Því var þetta bara lagt saman við frekari
úrvinnslu (tafla 23). Síðan var meðaluppskera reiknuð fyrir alla kassana og staðalfrávik
reiknað. Því miður varð ekki marktækur munur á milli tilraunaliða og staðalfrávik var
einnig mjög hátt og breytilegt, sem sýnir að ekki er hægt að túlka þessar niðurstöður með
áreiðanlegum hætti.

0

2

4

6

8

10

0 1 2 3 4 5 6 7

Sý
ru

st
ig

 (p
H

)

Rúmmál HCl (mL)

Títrun frárennslisvatns

Skiljuvatn

Forhitað vatn

Þéttivatn



- 72 -

Tafla 23. Niðurstöður uppskeru Klettasalats

Meðferð Heildaruppskera, g úr 4pottum Staðalfrávik
Viðmið, S° = 0 33,73 5,0482
Viðmið, S° = Blákorn 30,42 4,5534

Lífr. S° = ½ x Blákorn 20,98 1,7710
Lífr. S° = 1 x Blákorn 18,54 2,0205
Lífr. S° = 2 x Blákorn 24,31 2,4010
Lífr. S° = 4 x Blákorn 16,61 1,3474

Þegar reynt var að finna út hvers vegna ekki kæmi fram marktækur munur, kom upp sá
möguleiki að plönturnar hafi verið mjög mikið vökvaðar, a.m.k. á vissu tímabili og því
kynni að vera að áburður hafi skolast út. Til að kanna þennan möguleika voru nokkur
jarðvegssýni valin og send í efnagreiningu.

Valin voru 4 sýni sem voru frekar dæmigerð fyrir sinn tilraunalið og ræktunarjarðvegurinn
efnagreindur hjá Nýsköpunarmiðstöð-Efnagreiningum Keldnaholti. Mælt var heildarmagn
N, C, P og S í sýnunum. Niðurstaðan var eins og sýnd er í töflu 24.

Tafla 24. Niðurstöður efnagreiningar á jarðvegssýnum ræktunar á Klettasalati

Meðferð Sýni N
(%)

C
(%)

C/N
Hlutfall

P-tot
(mg/kg)

S-tot
(mg/kg)

Viðmið, S° = 0 Nr27 blokk3 kassi3 0,64 39,8 61,8 319 84
Viðmið, S° = Blákorn Nr 46 blokk4 kassi10 0,68 38,6 56,9 772 242
Lífr. S° = 2 x Blákorn Nr 40 blokk4 kassi4 0,67 37 55,5 449 5217
Lífr. S° = 4 x Blákorn Nr 17 blokk2 kassi5 0,64 37,1 58,4 514 9635
Salatkál-viðmið 2,5-3,5 12 - 20
Peat-moss-viðmið 50

Til viðmiðunar er í töfluna bætt upplýsingum um dæmigerð gildi fyrir N og C/N hlutfall í
fersku salatkáli annars vegar og fyrir Sphagnum mómosa hins vegar, sem var lífræni hluti
jarðvegsins (http://oregonbd.org/Class/CtoN.htm).

Í töflu 25 er síðan reiknað magn af íbættum efnum eins og það átti að vera við upphaf
tilraunarinnar. Í síðustu tveimur dálkunum er svo reiknaðar % raun heimtur – þ.e. það sem
eftir var í jarðveginum eftir uppskeruna, m.v. niðurstöður efnagreininga.

Tafla 25. Niðurstöður magns íbættra efna

Meðferð Sýni S-íbætt
mg/kg

P-íbætt
mg/kg

N-íbætt
mg/kg

P-tot
%

S-tot
%

Viðmið, S° = 0 Nr 27 blokk3 kassi3 175 1.781 4.275 18 48
Viðmið, S° =
Blákorn

Nr 46 blokk4 kassi10 2.500 1.563 3.750 49 10

Lífr. S° = 2 x
Blákorn

Nr 40 blokk4 kassi4 5.000 1.781 4.275 25 104

Lífr. S° = 4 x
Blákorn

Nr 17 blokk2 kassi5 10.000 1.781 4.275 29 96
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Ekki er hægt að reikna heimtur fyrir N með sama hætti og fyrir P og S vegna þess að
megnið af mældu N er komið úr mómosanum. Þar er köfnunarefni fast bundið í flóknum
lífrænum samböndum eins og lignin og er því ekki aðgengilegt sem áburður fyrir plöntur.
Út frá mældu C/N hlutfalli og borið saman við dæmigert C/N hlutfall í mómosa, sem er um
50, þá má álykta að allt mælda N-ið sé komið úr mómosanum.

Uppskera úr hverjum potti (4 pottar per tilraunalið) var að meðaltali um 5 g þurrvigt og ef
N er um 3% (eins og dæmigert er í fersku salati) þá er það ekki nema 0,15 g. Íbætt N var
um 4 g og því er ekki nema um 4% af íbættu N, sem fór í uppskornar plöntur.

Í Blákorna-tilraunaliðnum, sem var pósitíft viðmið, virðist 90% af S hafa skolast út en
aðeins um 50% af P. Í Blákorni er allt S á formi súlfats, sem er mjög auðleyst og því
rökrétt að það hafi skolast vel út við mikla vökvun.

N í Blákorni, sem og í hinum áburðarblöndunum, er á formi ammoníaks og nítrats , sem
bæði eru auðleysanleg og því er líklegt að N hafi skolast jafnvel úr og S í þessari tilraun. P
getur hinsvegar verið a.m.k. að hluta til bundið, sem torleystari Mg eða Ca sölt og því ætti
það að skolast hægar út en N og S. Þetta virðist vera í samræmi við mælingarnar.

Það sem er athyglisverðast og mest áberandi við niðurstöðurnar er þó að lífræni S (sem var
á föstu formi) hefur ekkert skolast út, öfugt við S í Blákorninu, þar sem 90% hefur skolast
úr. Það er varla hægt að túlka niðurstöðurnar þannig að lífræni S hafi valdið e.h.
vaxtarhindrun, hugsanlega þó í 4 x S tilraunaliðnum, enda var ætlunin að sjá hvort finna
mætti efri mörkin fyrir S-áburð af þessari gerð.

Miðað við þessar niðurstöður er ólíklegt að skortur hafi verið kominn fram fyrir S eða P í
þessari tilraun en hins vegar er mögulegt að plönturnar hafi verið byrjaðar að verða fyrir N-
skorti. Það er þó ekki hægt að fullyrða, þar sem N-mælinging er svo hlutfallslega gróf.

Niðurstöðurnar varðandi S eru því í samræmi við aðrar rannsóknir, sem gerðar hafa verið á
föstum, lífrænum S, að hann hann skolist mun síður úr jarðvegi en súlfat-S og virkar því
meira eins og “slow-releasing” áburður, sem gefur betri nýtingu og meiri vöxt. Þetta er því
hugsanlega nýr viðbótar kostur við lífræna brennisteininn umfram hefðbundinn áburð.

3.14 Hönnun og smíði á loftknúnum
ræktunartanki (ALF)

Ræktunartankur á tilraunaskala inniheldur venjulega ekki nema nokkra lítra af rækt.
Iðnaðarverksmiðjur þurfa hins vegar ræktunartanka sem eru allt að 250 m3.
Tilraunaverksmiðja (Pilot plant) er af stærðargráðu einhvers staðar þar á milli eða um það
bil nokkrir rúmmetrar. Stærð tanksins ræðst einnig af því hvað er hagkvæm stærðareining
fyrir framkvæmd tilraunaverkefnissins. Stærðarhlutföllin á milli hæðar og þvermáls
stíganda (aspect ratio) í tanknum eru yfirleitt á bilinu 6-18 en í þessu verkefni var
nauðsynlegt að taka inn í hæðina á byggingunni og æskilegu heildarrúmmáli, svo að út frá
því var stærðarhlutfallið haft 4 og allir aðrir útreikningar miðuðust út frá því hlutfalli. Í
töflu 23 má sjá fyrstu útreikninga og frumteikningu af tankinum (mynd 42).
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Tafla 26. Hönnun “Air Lift Fermentor” ALF fyrir tilraunaverksmiðju Prokatíns

Cm Hlutföll

Hæðarrými fyrir ALF A 440
Hæð ALF frá gólfi B 400
Þvermál þenjara E 90
Hámarkshæð D 355
Hæð ALF frá gólfi E 40
Hæð keilunnar F 20

Hæðarrými eimsvala G 40
Hæð stíganda H 250
Þvermál stíganda I 62,5
Þvermál fallanda J 31,25
Stærðarhlutföll (6-18) K 4

Hlutföll stíganda/fallanda L 2
Lengd þenjara N 270
Hlutföll þenjara (2-4) O 3
Hlutföll

Formúla Cm
Þvermál þenjara 90
Þvermál fallanda 31,25
Hlutfall þenjara/fallanda 2,88

Hæð stíganda 250
Þvermál stíganda 62,5
Hlutfall hæð/þvermál 4

Lengd þenjara 270
Þvermál þenjara 90
Hlutfall lengd/þvermál 3

Rúmmálsútreikningur á ALF

Formúla cm3 Lítrar

Þenjari (1) (e/2)2*3,14*n 858397,5

Stígandi (2) (i/2)2*3,14*h 766601,6

Fallandi (3) (j/2)2*3,14*h 191650,4

Alls 1+2+3 1816649,5 1816,65
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Mynd 42. Upprunaleg teikning af ræktunarbúnaðinum (Arnþór Ævarsson, Prokatín
ehf) sem sýnir grunnatriði í hönnun tanksins og skilgreiningar á mismunandi stærðum
sem lágu til grundvallar samanber töflu 26 hér að ofan

Við hönnunina á ræktunartankinum þurfti að fara ótroðnar leiðir til að ná fram búnaði sem
hentaði við þessar sértstöku aðstæður og er hönnunin og smíðin því einstök í sinni röð í
heiminum og er ráðgert að hún verði grunnur að einkaleyfisumsókn hjá Prokatín.
Starfmenn Prokatín og Mannvit verkfræðistofa sáu um hönnun ræktunartanksins, s.k. ALF
(Air Lift Fermentor). Vélsmiðjan Héðinn ehf sá um að úrbúa smíðateikningar, panta inn
íhluti og efna niður stálið í ræktkunartankinn sem var allur smíðaður úr 316 ryðfríu stáli
(sjá mynd 43).
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Mynd 43. Smíðateikningar fyrir ALF (Vélsmiðjan Héðinn, Hafnarfirði).

Það voru svo starfsmenn Prokatíns sem lögðu lokahönd á smíði tanksins þ.m.t alla
suðuvinnu og samsetningar.

Mynd 46. Guðný Inga að sjóða saman
Fallandann

Mynd 44. Guðný Inga í samsetningu og
smíði Þenjarans
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4 Umræður og ályktanir

Þegar lagt var af stað með þetta verkefni var markmiðið að þróa hreinsunarkerfi fyrir
jarðhitagas, sem byggðist á því að nýta bæði H2 og H2S með efnatillífandi bakteríum og
þannig sporna við losun þessara gastegunda frá jarðhitavirkjunum út í umhverfið. Jafnframt
var ætlunin að nýta bakteríurnar (lífmassann), sem yrðu til við ræktunina, sem
einfrumuprótein í fóður. Horft var til þeirra ræktunarkerfa sem notuð hafa verið í heiminum í
þessu skyni og því um að ræða tvennskonar kerfi, þ.e annars vegar kerfi sem byggja á
framleiðslu lífmassa (Eriksen et al., 2003) og hinsvegar kerfi sem byggja á oxun H2S yfir í
fastann brennistein og þar með framleiðslu á lífrænum brennisteini (Syed et al. 2006).
Markmið verkefnissins var að reyna að sameina þessi tvö kerfi og framleiða því tvær afurðir
úr sama kerfi, sem myndu mögulega gefa af sér tekjur.

Margvísleg líffræðileg kerfi til hreinsunar á brennisteinsvetni hafa verið þróuð og þar hafa
verið notaðar bæði ljóstillífandi og efnatillífandi bakteríur. Flest kerfin sem nota efnatillífandi
bakteríur hafa verið með því að hafa yfirborðsefni, t.d. plastkúlur ræktunartönkum þannig að
bakteríurnar sætu fastar en vökvi, gas og lost flæði í gegn. Með stýringu á gas- og loftflæði
mynda bakteríurnar fastann brennistein þar sem og H2S kemur frá mismunandi uppsprettum.
Það kerfi sem helst var litið til í þessu verkefni var svokallað Thiopaq kerfi (Cline et al. 2003)
sem er kerfi með lífskrúbbi til hreinsunar á jarðgasi sem inniheldur H2S. Einnig var mikið
horft til kerfis Norferm í Noregi (Bothe et al., 2002) þar sem metanoxandi bakteríur voru
ræktaðar á metani úr jarðgasi í loftknúðum hringrásartanki og lífmassi er framleiddur til nota
í fóður.

Í þessu verkefni var unnið með 10 L hræritank en í uppskölun er stefnt að því að nota
loftknúinn tank eða ALF (“airlift fermenter”), til spara orku og hafa einfaldari rekstur, enda er
það í samræmi við önnur ræktunarkerfi sem mest hafa verið notuð til framleiðslu á
einfrumupróteini (Bothe et al. 2002).

Þegar farið var af stað með ræktunina voru tiltekin ræktunarskilyrði ákveðin fyrirfram þ.e að
halda sýrustigi ræktarinnar við pH 4,0 og hitastiginu við 50°C. Rökin fyrir þessum aðstæðum
voru nokkur. Æskilegt var talið að hafa hitastig >40°C til að tryggja að mögulegir sýklar gætu
ekki þrifist í ræktunum og því ekki möguleiki á slíku í fóðurmjölinu. Sama gildir að nokkru
fyrir pH 4. Þessar aðstæður finnast í náttúrunni, en samt eru algengustu aðstæður í hverum
annað hvort basískari (pH >8) eða súrari (pH <3). Helstu buffer-efni í hverum eru kísill og
karbonat við hátt pH og súlfat við lágt pH, en enginn náttúrulegur buffer er til staðar fyrir pH
4.  Því var líklegt að fáar bakteríur hefðu kjöraðstæður við þessi skilyrði og því meiri líkur á
að fá frekar einsleitar ræktir fram með auðgunarræktun við svo þröng skilyrði. Þetta gekk eftir
þar sem þegar komnar voru á stöðugar ræktir voru þær eingöngu samsettar úr tveimur
tegundum af ættkvíslunum Thiobacillus og Thiomonas. Hlutföll þessara tegunda í rækinni
voru þó breytileg eftir því hve miklu gasi var dælt í ræktina og hvert hlutfall
brennisteinsvetnis og súrefnis væri í ræktinni. Við bestu aðstæður þar sem ræktir höfðu náð
hárri þéttni og nægt gasflæði var til staðar varð Thiomonas tegundin ráðandi. Hins vegar ef
skortur varð á gasi, þá jókst oxun brennisteins í sýru verulega og Thiobacillus tegundin varð
ráðandi í ræktinni (Hallberg & Lindstrom, 1994)
Besti ræktunarárangur, bæði í lokaðri rækt og sírækt fékkst þegar höfð var góð hræring með
um 500 rpm og hlutfall gas og loftflæðis var stillt á hlutfall um 1:4 þannig að hlutþrýstingur
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H2S var 1,5-2% í endanlegri blöndu. Við þessar aðstæður náðist þéttni ræktanna upp í 6-8 g/L
og oxunarhraði H2S í brennistein fór upp í 2 g/L/klst. Hreinsunarhlutfall H2S úr gasinu var því
oftast 50- 75% við þessar aðstæður, þ.e. það sem fór yfir í fastan brennistein.Fá hreinsikerfi,
sem rannsökuð hafa verið eru sambærileg við okkar hvað varðar styrk H2S í innflæði, sem
dælt er beint inn í vökvarækt. Flest kerfi sem þróuð hafa verið innihalda miklu lægra hlutfall
af H2S eða c.a 0,01-0,5 % af því gasi, sem er meðhöndlað (Syed et al. 2006)á meðan okkar
kerfi inniheldur um 10%. Til samanburðar má nefna að þá hefur Thiobacillus verið notaður
til hreinsunar í lífskrúbb kerfi (Nishimura and Yoda, 1997) þar sem náðist  >99% hreinsigeta
en þar var innleiddur styrkur H2S aðeins 0,03-0,2%. Schieder et al., (2003) náðu >90%
hreinsigetu með innleiddan styrk H2S upp á 0,5% (5000 ppm) í líffílter kerfi og og Gabriel &
Deshusses (2003) náðut >97% hreinsigetu í lífseytlafílter kerfi með innleiddan styrk H2S upp
á 5-25 ppm. Það dæmi, sem við fundum og er líkast okkar var Alcantara et al. 2006, sem var
gert í vökvarækt með innflæði á 2 g/L súlfíðlausnÞeir fengu oxunarhraða H2S í brennistein
hæst í 0,15 g/L/klst, sem er talsvert lægra en við fengum best.

Mæling á framleiðslu brennisteins í lokaðri rækt var gerð með beinni sýnatöku og því auðvelt
að reikna það sem myndaðist milli tvegga sýnatökutíma. Í síræktinni hinsvegar berst
brennisteinninn út með útflæðinu, sem er drifið af loftflæðinu í gegnum kerfið. Í ljós að þegar
loftflæðið var lækkað til að hækka hlutfall H2S, þá minnkaði útflæðistraumurinn og þar með
brottnám brennisteins, sem leiddi smá saman til ofmats á oxunarhraðanum, þegar komið var
yfir 2 g/L/klst (sjá töflu 19)

Þar sem erfitt er að mæla magn lífmassans í ræktinni þar sem útfelldur brennisteinn er í
kerfinu þá hafa menn reynt að mæla próteininnihald í staðinn. Einnig hafa menn reiknað
Köfnunarefnisinnihaldið. Niðurstöður þeirra hafa allar verið mjög sviðaðar en Van den Bosch
et al. (2006) fengu 321 mg/l af próteini en þeir mældu magn Köfnunarefnis og gerðu ráð fyrir
að magn þess væri 14% af lífmassanum. Sublette og Sylvestre (1986) fengu 425 mg/L og
Alcantara et al. (2004) fengu 405 mg/L en þeir gera ráð fyrir að próteinmagnið sé 60% af
lífmassanum. Ef þetta er borið saman við niðurstöður okkar þá má segja að við höfum náð
mun betri árangri. Samkvæmt þeim niðurstöðum sem við fengum í skoltilraun okkar þá
fengum við það út að OD10 = 1 væri að gefa 230 mg/L þurrvikt af lífmassa eftir að mælt hafði
verið hve mikið fór niður með brennisteinsfellingunni. Því hafa þéttnimælingar upp á OD10 =
6-8 þýtt að magnið væri í raun 2-3 falt meira, eða OD10 = 12-24  og samkvæmt því höfum við
verið að fá frá 2,76 g/L þurrvikt í lokaðri rækt og allt upp í 5,2 g/L þurrvikt í síræktar tilraun
okkar. Þetta er langtum meira en aðrir hafa fengið fyrir ræktun á H2S, en farið nálgast það sem
þekkt er fyrir venjulegar bakteríur. Þéttni sem þekkt er og dæmi eru um fyrir framleiðslu á
einfrumupróteini, eru allt að 20 g/L fyrir Norferm kerfið við ræktun á metangasi (Winder,
2004) og allt að 30 g/L fyrir Pruteen kerfið við ræktun á methanoli (McNaimey 1984).
Efnagreiningar á afurðunum sýndu að brennisteinninn væri mjög hreinn og því vel hæfur til
notkunar í áburð og hvaða aðra notkun, sem til greina kemur. Lífmassinn var einnig með hátt
próteinhlutfall, eins og viðbúið var og innihélt engin óæskileg efni í því magni að það myndi
hindra notkun hans í fóður. Við efnagreiningar á lífmassa var sérstaklega mælt hlutfall
nokkura málma. Óæskilegu málmarnir Hg, Cd, Pb og As reyndust allir undir
greiningarmörkum og benda þessar niðurstöður til að þessi efni berist ekki með gasinu eða
safnist a.m.k. ekki fyrir í lífmassa örverana þótt eitthvað sé um þessi efni upprunalega í
jarðhitavökvanum. Tiltölulega hátt innihald af Cr í lífmasssýninu er athyglisvert en trúleg
skýring á því er að þessi málmur hafi borist úr ryðfría stálinu sem lagnir og ræktunarbúnaður
samanstendur af. Ekki er hins vegar útilokað að Króm hafi líffræðilega virkni í örverunum t.d.
sem kófaktor bundið ensímum. Vitað er að margar tegundir örvera hafa hæfileika til að oxa
málmjónir af ýmsum toga (Rohwerder et al. 2003) og sýnt hefur verið fram á að Thiobacillus
getur tekið  upp krómjónir í umtalsverðu magni í tengslum við oxun á járni (Baillet et al
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1998). Mjög hátt hlutfall Ni sem mældist í örverumassanum, bendir til að bakteríurnar gætu
þurft Ni-jónir sem kófaktor og einnig er hlutfall Ca nokkuð hátt. Vel þekkt eru dæmi um
nikkel í ýmsum próteinum (Watt & Ludden 1999) og má þar sérstaklega nefna Ni-
Hydrógenasa sem er lykilensím við oxun á vetni (Albracht 1994; Volbeda et al. 1995). Byggt
á þessum niðurstöðum var ræktunarætið endurskoðað og m.a. bæði Ca og Ni aukið í ætinu í
síðari hluta verkefnisins.

Sívaxandi orkuþörf og andstaða almennings við hvers kyns mengandi starfsemi, veldur
hækkandi orkuverði og aukinni áherslu á umhverfisvæna orkuframleiðslu. Vaxandi áhugi er
því víða um heim að auka nýtingu á jarðvarma. Hér á landi eru gríðarlegir möguleikar á þessu
sviði og mikil áform um aukna virkjun á jarðhita, sérstaklega til raforkuframleiðslu. Fyrir
liggur að frekari uppbygging jarðvarmavirkjana, a.m.k. nálægt þéttbýli er háð því að komið
verði í veg fyrir losun brennsisteinsvetnis frá nýjum virkjunum. Ljóst er að viðeigandi
hreinsunarbúnaður með þekktum aðferðum er gríðarlega kostnaðarsamur í uppsetningu og
rekstri og myndi auka til muna kostnað við raforkuframleiðslu. Önnur tækni sem gæti nýtt
útblástur virkjana til að framleiða verðmætar afurðir gæti hins vegar skipt sköpum í
hagkvæmni slíkra orkuvera. Markmið þessa verkefnis var að nýta jarðhitagas frá
jarðhitavirkjunum og binda það í lífmassa til fóðurframleiðslu og til förgunar á
brennisteinsvetni (H2S) og kolsýru (CO2). Niðurstöður verkefnisins sýna að þetta er
líffræðilega og tæknilega vel mögulegt og leggur góðan grunn að framhaldi málsins og frekari
þróun á þessu sviði. M.a. leiddu þessar niðurstöður til hönnunar og smíði á ALF 2000 L
ræktunartanki. Þessi ræktunartankur er síðan forsenda þessa að halda áfram með verkefnið
upp á næsta stig og svara ósvöruðum spurningum t.d hvort hreinsikerfi af þessari gerð geti
orðið arðbært.

Mikill skortur er á fiskimjöli í heiminum og er frekar búist við að verð muni enn hækka frekar
á næstu árum. Búist er við að afurðir fyrirtækisins í formi proteinmjöls (SCP) verði
sambærilegar við fiskimjöl og geti komið í staðinn fyrir fiskimjöl sem notað er í fiskeldi og
landbúnaði. Rannsóknir Norðmana og fleiri hafa sýnt að bakteríu-SCP getur komið í stað
fiskimjöls að hluta eða öllu leiti í fóðri helstu húsdýra og eldisfiska. Vaxandi skortur er á
brennisteinsáburði í ræktunarjarðvegi og sérstaklega er þetta mikið vandamál í lífrænni
ræktun. Brennisteinninn sem fellur til við ræktunina í þessu verkefni er talinn lífrænn og hann
er gæddur þeim eiginleikum að vera vatnsleysanlegur og leysist vel út í jarðveginn eins og
kom fram í áburðartilrauninni á Klettasalatinu. Því ætti að vera hægt að selja hann til
lífrænnar ræktunar en hann hefur ekki enn fengið þá viðurkenningu. Ef hann fær þá
viðurkenningu þá ætti að verða góður möguleiki á arðbærni við framleiðslu hans í framtíðinni.

Næstu skref í þessu verkefni munu snúast um að færa þær niðurstöður sem náðst hafa hér yfir
á stærri skala með rekstri tilraunaverksmiðju við Hellisheiðarvirkjun og staðfesta þær
forsendur, sem þarf til að leggja grundvöll fyrir framtíða verksmiðjur fyrir stórskala
framleiðslu fóðurmjöls og annara verðmætra afurða úr jarðhitagasi. Aðferðafræðin er í
grundvallaratriðum sú sem unnið hefur verið með í þessu verkefni, að nota vetni og
brennisteinsvetni frá jarðvarmaorkuverum sem orkugjafa við ræktun örvera. Endanlegt
markmið er að geta notað orkuna sem felst í vetni og brennisteinsvetni afgassins og  binda
koltvísýring andrúmsloftsins og nýtt hann til myndunar á lífmassa sem inniheldur prótein.
Þannig verður unnt að framleiða hágæða próteinmjöl úr örverum til ýmissa nota svo sem í
fiska- og dýrafóður.
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