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1. Irodalmi attekintés

1.1. Korunk energiahelyzete

Napjaink {itemesen fejlodd vilagaban egyre égetdbb problémava valik a megfeleld
energiamennyiség eldallitdsa. A jelenlegi szinvonal fenntartdsdhoz ¢és fejlesztéséhez
elengedhetetlen a biztonsagos energiacllatas megteremtése, ami igy egyre siirgetébb és
megkeriilhetetlen feladatta valik, hiszen elengedhetetlen az ipar, a haztartasok, a
mezdgazdasagok, az infrastruktira és még szamos agazat szamara.

A globalis energiafelhasznalast 2008-ban évi 5,1 x 10% Joule-ra becsiilték (IEA,
2010), azonban ez az érték fokozatosan novekszik. Az IEA 2010-es becslése szerint 2030-
ra 44%-kal fog novekedni, ami évi 7,4 X 10% Joule energiamennyiséget jelent.

A természet védelme mellett az élhetdbb, tisztabb ¢s biztonsagosabb kornyezet
kialakitasanak érdekében hatékonyabb energiatermelésre és kifinomult felhasznéldsra van
szilkség. A jelenleg nagymértékben hasznalt fosszilis energiaforrasok mennyisége
végesnek tekinthetd és az ipari felhasznalasuk sem feltétlentil megfeleld hatasfokkal bir. A
modern hdéerémiivek is mindossze koriilbeliil 40%-os hatasfokkal teljesitenek, ezért
célszeri az olyan megoldasok kutatdsa, ahol az energiaforras allando megléte és
hasznalhatosaga mellett a hatékonysag is magas fok.

Napjaink egyre novekvo energiaigénye két okra vezethetd vissza:

o A fejlédo orszagok jelenleg a vilag teljes energiafelhasznalasabol csak mintegy 20
— 25 %-ban részesednek, mikdzben népességiik a vilag népességének 75 - 80 %-at teszi ki.
Folyamatos fejlédésiikhoz - részesedésiik aranyaban — az id6 elérehaladtaval egyre tobb és
tobb energiara lesz sziikségiik. (Halasz J., 2007)

. A vilag népessége 50 év alatt a statisztikak szerint megduplazodik. A népesség
novekedése dontd mértékben a fejlddd orszdgokban megy végbe. Ez a koriilmény a
fejlédés fenntartdsdhoz sziikséges energiaigényeket még inkabb ndvelni fogja. (Halasz J.,
2007)

A jelenleg nagy szamban alkalmazott fosszilis energiaforrasok hasznalatakor nem
csak a kimeriilés veszélyével allunk szemben, hanem az egyre inkdabb megmutatkoz6
kornyezetszennyezési problémakkal is. Azért, hogy Foldiink a jové generacidi szamara is
¢lhetd, tiszta és biztonsagos legyen, és hogy 1épést tarthassunk az egyre novekvd

népességgel ¢és kockazataival fejlettebb energiafelhasznédldsra lesz  sziikséglink.



Megoldasként elotérbe keriilnek a megujuld energiaforrasok, Nap-, szé€l-, vizenergia,

melyek szamos 0j lehetdséggel kecsegtetnek.

1.2. A napenergiaban rejlo megoldasok

Az energiaforrasokat két csoportra oszthatjuk, a kimerild ¢és a megujuld
energiaforrasokra (1.2.1. abra). A primer energiafajtak legnagyobb részének Osforrasa a
Nap, kivéve a nuklearis energianak, mert a hasadéanyagok a Naprendszer kialakuléasa el6tti

magreakciok kdvetkezményeképpen jottek 1étre.

Kimeriilo energiaforrasok Megujulo energiaforrasok
Kemiai (fosszilis) tiizeloanyagok  Napenergia
készén napsugéarzas (kézvetlen héhasznositas)
kéolaj fotoszintézis: biomassza — névényi
foldgéaz eredetii tiizeld és motorhajté anyagok
egyéb éghetd anyagok mikrobioldgiai reakeidk: biogaz
szél
Nullearis iizemanyagok felszini vizfolyasok
hasadéképes anyagok tengeri aramlasok, hofokkiilonbségek
tazidképes anyagok és hullamzas
Geotermikus energia Gravitacios energia
konvektiv héhordozok ar-apaly energia
kézetek hétartalma

1.2.1. abra: Energiaforrasok (Halasz J., 2007)

A napsugarzasbol érkezé energia évente koriilbeliil 5 x 10%* Joule-ra teheté
(Miyamoto, 1997), ami kortilbeliil 11000-szerese a 2008-ban mért energiafelhasznalasnak.
Ebbdl adodoan érdemes lenne ennek a teriiletnek a kiaknazasa, kutatasok folytatasa azért a
célért, hogy minél tobb lehetdség nyiljon ennek a nagy mennyiségben jelen 1évd

energidnak a hatékony felhasznalasara.

A Nap altal kisugarzott energia hasznositasa torténhet kozvetleniil, a napenergia passziv
épitészeti hasznositasadval, napkollektorok alkalmazasaval, az Ocednok termikus
héhasznositasaval, naperdmiivek (naphderdmiivek ¢€s napkéményes erdmiivek)

létesitésével. Ezek mellett felhasznalhatjuk tengerviz-sotalanitok és  viztisztitok

crer



A fotovillamos effektus kihasznalasaval pedig napjaink szinte egyik legnépszertibb,
leggyakrabban hasznalt energiafajtajat, az elektromos aramot is eld tudjuk allitani
napelemek segitségével.

Tovabbi lehetdséget jelent a kozvetett hasznositds, tehat a napenergia révén
kialakul6 kinetikai energiaforrasok felhasznaldsa, példaul a sz¢l- és vizenergia. Tovabba
egy viszonylag 1j, kiilonleges teriilet, a fotoszintézis soran keletkezé biomassza energetikai
célu hasznositasa. Kiilon lehetdségeket nyitnak azok a fény energidjat hasznositani képes
mikrobak, melyek a fényenergia felhasznalasa révén magas energiatartalmi vegyiileteket
tudnak felhalmozni, mint példaul a fototrof baktériumok (z6ld- és biborbaktériumok,

cianobaktériumok, halobaktériumok) és az algak.

1.3. Az algak adta lehetéségek

Az algak immar 4 milliard éve jelen vannak a Foldon, hiszen rendkiviil jo taléld
szervezetek. Jol tudnak alkalmazkodni az allandoan valtozé kornyezethez és az 1ij
koriilmények kozott is képesek a gyors biomassza képzésre. Fotoszintézisiik soran a
napfény energiajat kémiai energiava alakitjak at. Mind a szerves mind a szervetlen
anyagokbol, mint példaul a nitrogén, foszfor, kén, stb. szerves anyagokat tudnak képezni.
Létezik olyan algafajta is, amely napfény nélkiil képes a szerves anyag szintézisére,
példaul a Navacula algafaj tagjai képesek gliikoz tdpanyagforras jelenlétében fény
hianyaban is néni (Lewin J.C., 1953). Tovabba fel tudjak hasznalni a szén-dioxidot
tapanyagforrasként és abbol egyszerii cukrokat és oxigént képezni, ezaltal képesek az
tiveghazhatast ellenstilyozni.

A napenergia begytijtésére alkalmas z6ld mikroalgdkat tobb évtizede alkalmazzak
mar kereskedelmi termelésre, ugyanis képesek az elhasznalt, legalacsonyabb energidju
(zéro6-energiaji) szénforrasokat (pl.: CO,) hasznositani és nagy striiségli lipidekké
redukalni, vagyis természetes olajat képezni. Ez a magas energiatartalmu olaj-produktum
alapanyaga lehet a biodizelgyartasnak, ezaltal a szén-dioxid ujrahasznositasara is
megoldast jelenthet. Jelenleg kozel haromszaz olyan algafaj ismert (pl. Amphora,
Cymbella, Nitzschia, Chlorella fajok), amelyek jelent6s olajtartalommal rendelkeznek,
teljes sejttomegiiknek akar felét is olajok alkothatjak (Mark Edwards, 2008).

Bizonyos algafajok, példaul a Spirulina platensis emberi fogyasztasra alkalmas

¢lelmiszer alapanyaga is lehet, igy az ilyen algak felhasznalhatoak egészséges emberi vagy



allati taplalékként, de étrend-kiegészitok elballitasa céljabol végzett, fotobioreaktorokban
torténd novesztésik is fontos alkalmazasi teriiletnek mutatkozik.

Szamos természetes szinezOanyag is kinyerhet6 kiilonb6z6 fajtaikbol. Ennek legismertebb
példaja a karotinoidok: az asztaxantin, amely a Haematococcus pluvialis mikroalgaban
talalhato és a B-karotin, melyek természetes szinez6anyagok és fontos szerepiik lehet az
egészségmegorzésben is (Ohgami K., 2003). (A B-karotin a szemiink ¢leslatasahoz
elengedhetetleniil sziikséges A-vitamin el6anyaga, mely hianya kovetkeztében alakul ki a
farkasvaksag illetve egyéb latasproblémak is visszavezethetdoek a vitamin hidnyara. Az
asztaxantin pedig egy piros-narancssargas szinii paratlan antioxidans, ami 50-szer erésebb,
mint a béta-karotin, 60-szor ersebb, mint a C-vitamin és 550-szer erdsebb, mint az E-
vitamin (Ohgami K., 2003)).

Mindezek mellett eléallithatéak veliikk biopolimerek, terapias szerekben hasznalt
proteinek, mint példaul vakcindk, antitestek és a kozmetikai ipar szdmara is hasznos egyéb
értékes molekuldk. Rengeteg faj ismert még az antioxidansokat, telitetlen zsirsavakat,
kiilonb6zé vitaminokat, rdkmegel6zd anyagokat és antivirdlis molekuldkat termeld
képességiikrol.

Az algasejtek altalaban akkor termelik az értékes metabolitokat, ha valamilyen
stressz éri Oket. Stressz faktor lehet a nem megfeleld pH, a magas sotartalom, az alacsony
hémeérséklet és a kiillonb6z6 tapanyagokban szegény kornyezet (Skjanes és mtsai., 2013;
Shuangxiu és mtsai., 2012).

Mindemellett amennyiben a kornyezetiik hirtelen anaerobba valik szamos algafaj
képes attérni egy alternativ anyagcsereutra és O, helyett Ho-t termelni, mely a jovo 6
energiaforrasava valhat.

A biofotolitikus folyamataik eldnye, hogy nincs sziikség draga és ritka fémekre a
katalizalashoz. Emellett lehetdség nyilik mas folyamatokkal torténé Osszekapcsolasra,
kezdve a szennyvizkezeléstdl, a vizek soOmentesitési folyamatin és a nehézfém
eltavolitdson keresztil a gyogyszerészeti készitmények elkészitésig. A leginkabb
szamottevd elény azonban az, hogy lehetdséget adnak egy kornyezetbarat, tiszta
energiahordozo, a mar emlitett biohidrogén eldallitasara.

A tiszta biohidrogén egy grammja 122 kJ energiamennyiséget hordoz magaban
(Guan Y. F. és mtsai., 2004), de emellett még jelentésebb tulajdonsaga az, hogy égése
soran semmiféle karos, kornyezetszennyezd anyag nem képzddik, helyettiik minddssze

vizgdz keletkezik.



1.3.1. A hidrogén jelentdsége korunk és jovonk szamara

Napjainkban gyakran hallhatjuk a hidrogénforradalom kifejezést, mely egy olyan 1j
energiahordozora utal, ami kdrnyezetiinkben nagy mennyiségben van jelen, ugyan jorészt
kotott forméban, de rendkiviili hatékonysaggal allithatunk elé vele energidt és
mindemellett felhasznalasa kornyezetkiméld is. Energetikailag tobbféle moddon
hasznosithatd:  termikus  égetésével alkalmazhatdé héer6miivek  miukodtetésére,
alkalmazhatjuk motorhajtéanyagként és mindezek mellett {izemanyagcellakban torténd
felhasznalasaval halozati elektromos aram is eldallithato vele (Halasz J., 2007).

A hidrogén nem energiaforras, hanem energiahordozo, hiszen mas forrasokbol kell

eldéallitanunk, ugyanis molekularis allapotdban, szabadon csak nagyon kis mennyiségben
fordul el6, aminek oka a rendkiviili reakcioképessége.
Kotott formdjaban azonban o6riasi mennyiségben rendelkezésre all. Alkotorésze a viznek,
foldgaznak, kéolajnak, a legtdobb szervesanyagnak, joforman barhol megtaldlhato. 1
kilogrammjanak fiitéértéke 143 MJ, ami haromszorosa a benzin és Otszordse az etanol
fiut6értékének (Steven J. Burgess és mtsai., 2011).

Eléallitasa tobbféleképpen megvaldsithatd, példaul szénelgazositassal, foldgaz
vizg6z0s reformalasaval, vizelektrolizissel lizemanyagcellakban, fotolizissel a napenergia
felhasznaldsa révén vagy akar hidrogéntermelé mikroorganizmusokkal. Energiatobblet
nélkiil, spontdn moddon, fémek és savak illetve lugok reakcidja soran keletkezhet, ez
azonban ipari méretekben megvalosithatatlan (Boetius, H., 2006). Jelenleg az ipari
eldallitasa legfoképpen fosszilis energiaforrasokbdl torténik, igy a hidrogén csak
masodlagos energiahordozé és sajnos rengeteg fosszilis energiaforrast hasznalnak fel az

eléallitasahoz (1.3.1.1. abra).

Elektrolizis

=

4% |

: 5 Természetes
Y gazok
48%

1.3.1.1. abra: Hidrogéntermelés napjainkban (Halasz J., 2007)



A fenntarthatd fejlddés érdekében hossza tdva megoldast jelenthetne a Nap
kimerithetetlen energidjanak hatékonyabb hasznositasa hidrogéntermeld mikrobéakkal, z6ld
algakkal. Ezen organizmusok képesek a fényenergia altal a Il. fotokémiai rendszeriikben
generalt elektronokat a fotoszintetikus elektrontranszportlancon keresztiil specialis

enzimmolekulék, a hidrogenazok felé iranyitani és ezek segitségével hidrogént eldallitani.

1.4. A Biohidrogén eloallitasa

A biolodgiai uton eldallitott hidrogén jelentdsége abban rejlik, hogy az eldallitashoz
megujuld energiaforrast hasznalhatunk, ami alapjan egy sokkal kedvezdbb, a fenntarthato
fejlodés feltételeinek is megfeleld energiaellatast dolgozhatunk ki. Szamos olyan
mikroorganizmus 1étezik, melyeknek anyagcsere és energiatermelé folyamataikban a
hidrogén fontos szerepet jatszik. Hidrogénfelvevé és/vagy termelé képességekkel
rendelkeznek, ezaltal lehetdségiink nyilik alkalmazni Oket a biohidrogén eldallitasi
folyamataiban. A hidrogéngaz termelése bioldgiai uton direkt és indirekt biofotolizissel,
sotét illetve fotofermentacioval, illetve ezek kombinaciodival torténhet, de minden esetben a

katalizal6 enzimektdl fiigg.

1.4.1. Hidrogenazok

A bioldgiai hidrogéntermelést egyarant katalizalhatja a nitrogendz és a hidrogenaz
enzim is. A nitrogendz alapvetden a nitrogén ammoniava torténé redukalasaért felel és
féleg baktériumokban fordul elé. Az enzim foként a kornyezeti hatasok valtozasanal
elény0ds a mikrobak szamara és fotoheterotrof koriilmények kozott képes melléktermékként
hidrogént is eldallitani. Azonban ez a folyamat sokkal energiaigényesebb, mint a
hidrogenaz enzimekkel miikodé anyagcesereut, ezért a kutatasokban nem célszerti ezekkel
az enzimekkel foglalkozni.

Sokkal jobb eredmények érhetdk el a hidrogenaz enzimekkel, melyek széles korben
elterjedtek a mikroorganizmusok kozott és miikodésiik soran a hidrogén reverzibilis
oxidaciojat katalizaljak: H, <>2H" +2¢".

Az enzim két tipusa ismert, a [NiFe]- és a [Fe]-hidrogenaz, attdl fiiggéen, hogy
milyen fémeket tartalmaznak az aktiv centrumokban.

Erdekes, hogy az eukaridta zold algak [Fe]-hidrogenazt hasznalnak, mig a prokariota

cianobaktériumokban csak a [NiFe]-hidrogendz fordul el6. Utdbbi a hidrogén felvételét,



mig a zold algdkban eléforduld enzim a hidrogén gaz fejlédését katalizalja. Az aktiv
centrumukhoz, a vas atomokhoz a biologiailag ujszerti szén-monoxid [CO] és cianid [CN]
ligandumok tudnak ko6t6dni, mégpedig mindkét két-magva aktiv centrumnal.

A [Fe]-hidrogenazok gyakran két izoformaban — HYDA1 és HYDA2 — fordulnak
eld. Szintézisiik a citoszolban talalhaté riboszomékon torténik, majd a kloroplaszt

sztromajaba transzlokalodnak, ahol az aktivitasuk is megnyilvanul.

1.4.1.1. abra: A Chlamydomonas fajokban talalhaté [Fe]-hidrogendzak struktiraja. A rész: HYDAI-es
izoforma, B rész: HYDA2-es izoforma, C rész: A H-klaszter aktiv centrumanak labda-palcika modellje:
pirossal a vas atomok, narancssargaval a kén atomok, feketével a szén atomok, kékkel a nitrogén atomok és
halvanypirossal az oxigén atomok vannak jelolve. D rész: a H-klaszter sematikus abraja. [forras: Stern, D.
(2009): The Chlamydomonas Sourcebook Volume 2.: Organellar and metabolic processes, Academic Press,
USA, 221.0.]

Az enzim katalitikus centrumat H-klaszternek nevezziik (az 1.4.1.1-es abra A és B
részén narancssarga-piros jeloléssel lathatd) és egy vas-kén [4Fe-4S] csoportot tartalmaz,
amihez 4 cisztein aminosav kotédése mellett egy cisztein-tiolat is kapcsolodik hidkotéssel.
fgy egy egyedi binuklearis vas [2Fe] centrum alakul ki, ahova az elektrontranszport
kozvetleniil a ferredoxin molekulak segitségével torténik. Feltehet6en az odaérkez6 elektronok
duplan redukaljak a két vasbol allo centrum tavolabbi atomjat, s ezt a redukalt format a szén-
monoxid [CO] és a cianid [CN] ligandumok képesek stabilizalni (Ghirardi, M. 2007; Stern,
D. 2009).

Ezek a ligandumok a binuklearis vascentrum mindkét vas atomjahoz képesek kapcsolodni.
Az enzim nyugalmi allapotdban egy harmadik szén-monoxid ligandum is kapcsolodik,
mely mindkét vas atommal képes hidkotést kialakitani. Az egyedi nem fehérje tipusu

10



ditiolat vegyiilet a ditiolmetil-amin avagy ditiolpropan (Nicolet és mtsai., 2001) szintén
képes a két vasatom aktiv oldaldhoz kotddni.

A hidrogenaz enzimek a fotoszintézis egyik f6 termékének, az oxigénnek a
jelenlétében erdsen gatoltak. Ebbdl kifolyodlag az elterjedt direkt fotoszintézis helyett
célszerli mas anyagcsereutak hasznalataval mikodé mikrobakat alkalmaznunk, ugyanis igy
kikiiszobdlhetdvé valhat a hidrogenaz enzimgatlas problémaja.

Alkalmas mikrobanak bizonyul szdmos baktériumfaj, melyek az indirekt fotoszintézist,
fotofermentaciot vagy a sotét fermentaciot alkalmazzak anyagceseréjiik soran. Rajtuk kiviil
az egyszerli eukaridta ¢él6lények, mint a zOold algdk is nagyszeri lehetdségekkel
kecsegtetnek, ugyanis szamos fototrof viz-oxidalé algafaj képes a fotoszintetikus
elektrontranszportlancbol alacsony potencialu elektronokat hidrogénné redukalni. Koziilikk

az egyik legtobbet kutatott és legjobban leirt algafaj a Chlamydomonas.

1.4.2. Alga alapu biohidrogén termelés

Az alga alapt hidrogéntermeléshez rendszerint édesvizi algafajokat hasznalhatunk,
de a tengeri fajokkal is megvalodsithat6 a termelés, melyek energiaforrasaként a napenergia
szolgal. Jelenleg a leginkabb hasznalt fajok a Chlamydomonas reinhardtii, a Scenedesmus
obliquus ¢és a Chlorella fusca (Zhang W. és Chen Z., 2007; Guan Y. F. és mtsai., 2004;
Ran C. Q. és mtsai., 2006). Az alga alapi hidrogéntermelés leginkabb hasznalt
modellorganizmusa a Clamydomonas reinhardtii. A 10 pm-es sejtek konnyen

felismerhetdek a mozgéasukhoz és szexualis életciklusukhoz hasznalt két flagellumukrol.

1.4.2.1. abra: Chlamydomonas reinhardtii mikroszkopos képe (forras:
http://web.mst.edu/~microbio/B10221_2009/C_reinhardtii.html)

A szexualis reprodukcio lehetdséget ad kiilonb6zd mutdnsok létrehozasa 4altal
torténd  genetikai vizsgalatokhoz. Lehetdség van kiilonféle tolerans mutdnsok

kifejlesztésére, melyekkel hatékonyabb termelés valosulhat meg. Példaul a magasabb
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hémérsékletet jobban tiird fajtaval lehetdség nyilna az alga sivatagi termelésére, ezaltal
nem kellene a kiilonb6zé6 mezdgazdasagilag termesztett novényekkel és ipari
1étesitményekkel a megvalositashoz sziikséges teriiletekért versengenie (Ugwu és mtsai.,
2008).

A Chlamydomonas reinhardtii hidrogéntermel6 képességét elészor Hans Gaffron és
munkatarsai irtdk le a harmincas évek végén (Gaffron €s mtsai., 1939). A hidrogéntermelés
a Chlamydomonas torzzsel harom kiilonb6z6 modon valdsulhat meg, két fotoszintetikus

illetve egy sotét fermentacios aton.

Glikolizis

Szénhidratok . Pinvat  Acetil- KoA + CO,

FDXox) FDX(red)
1.2+

0.8 :

Psa0
-0.4+ m\
Energia
(Volt) 0.0+ ILfoto-

kémiai Cyi- CO.,
0.8+ /
cm HD
1297 6N C O+ i

Fotoszintézis

1.4.2.2. abra: A hidrogén termelés lehetséges utvonalai [forras: Stern, D. (2009): The Chlamydomonas

Sourcebook Volume 2.: Organellar and metabolic processes, Academic Press, USA., 219.0.]

e Direkt fotolizis: Hasonlo folyamat, mint a névények, az algak illetve bizonyos
cianobaktériumok (Anabaena, Oscillatoria, Calothrix és Gloeocapsa) (Pinto F. A. L.,
2002) altal is végzett fotoszintézis, ugyanis elsé 1épésként napenergia felhasznalasaval
vizbontas megy végbe.

A vizbontast a PSII katalizalja ennek soran oxigén és hidrogén keletkezik és ezek mellett
elektronok szabadulnak fel.
A negativ toltéssel rendelkezo elektronok innen a PSl-re (1. fotokémiai rendszerre) jutnak,

majd a fotoszintetikus elektrontranszportlancon redukaljak a ferredoxin molekulakat,
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amelyek a hidrogenaz enzimekhez szallitjak a felvett elektronokat. A hidrogenaz enzimben
az érkez0 elektronok két protont redukalnak, ezaltal H, gaz keletkezik.
2H" +2¢" & H,

Azonban a hidrogenaz enzimek mar nagyon kis mennyiségli oxigénre is érzékenyek
¢s jelenlétiikben nem miikodnek, ezért ez a folyamat altalanos koriilmények kozott nem,
csak anaerob kornyezetben képes lejatszodni. A reakcio elméletben maximalis hatasfokkal
alakitja at a fényenergiat hidrogénné, de mivel aerob kornyezetben az oxigén
irreverzibilisen inaktivalja a [Fe]-hidrogenaz enzimeket, amint a sejtek oxigéntermelésbe
kezdenek és az oxigénszint eléri a kiiszobértéket a hidrogén termelése azonnal leall. A
direkt biofotolizis igy csak a keletkez6 hidrogén és oxigén folyamatos elvezetésével
fotobioreaktorokban valosulhat meg (Burgess, S. és mtsai., 2011; Demirbas, A. és mtsai.,
2010).

o Indirekt fotolizis: Az indirekt fotolizis folyamatdban a hidrogén és oxigén termelése
elkiiloniil, nem egy id6ben zajlik. El6szor a fényindukalt CO, fixalas (12H,0 + 6CO, +
fényenergia - CgH1206 + 60,) soran a sejt a szamara sziikséges anyagokat allitja el6,
tobbek kozott gliikozt, ami késébb hidrogéntermelésre forditodhat. A glitkdzbol torténd Hy
eléallitashoz szintén fényenergiara és vizre van sziikség: CgH1206 + 12H,0 + fényenergia

- 12H; + 6CO; (S. Manish és Rangan Banerjee, 2007).

e  Sotét fermentacio: A harmadik lehetdség a fermentativ utvonal, mely fény nélkil a
szénhidratlebontassal (C¢H1,0s + 12H,O0 -> 2CH3;COOH+ 4H, + 2CO;) van
Osszekapcsolva. A folyamathoz egyszerli szénhidrat szubsztratok sziikségesek, mint a
gliikéz, szukrdz, celluloz és egyéb szénhidratok, melyek konnyen és nem tal dragan
elérhetéek. Az algékban zajlo sotét fermentacid hasonléan mikodhet, mint ahogy az
anaerob baktériumoknal (Saint A. és mtsai., 2001) vagy mint a mitokondriummal nem
rendelkez6 eukariota fajokban zajlo fermentacios folyamatok soran (Dyall és mtsai., 2004).
Az alga sejtek keményité tartalékai a fotoszintetikus aktivitas soran autofermentacion
mehetnek keresztiil, mely kovetkeztében nikotinamid-adenin-dinukleotid (NADH) és
piruvat keletkezik. Mindkét molekula képes az oxidacidjuk soran elektront biztositani a
hidrogén keletkezéséhez. A kloroplasztiszba jutd piruvat felhaszndldsdval a ferredoxin
oxidoreduktaz képes sotétben és fényben is redukalni a kloroplasztisz sztromajaban
talalhato ferredoxint, ami igy mar képes elektronokat biztositani a hidrogenaz enzimnek. A
folyamat kozben CO; és acetilkoenzimA keletkezik. A NADH oxidaciojat a tilakoid

membranhoz kotott I1.-es tipusi NADH-dehidrogenaz enzim végzi. A leadott elektronokat
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a plasztokinonra vezeti, ahonnan a fotoszintetikus elektrontranszportlancon keresztiil a
ferredoxin molekulara jutnak és redukaljak azt, innen pedig a hidrogenaz enzimekre
juthatnak az elektronok (Shuangxiu Wu és mtsai., 2012). Szamos mezofil, termofil és
fakultativ termofil baktérium is hasznalhat6 a folyamathoz, azonban a prokariotak [Ni-Fe]-
hidrogenaza kevésbé hatékony, mint a jellemzden eukariotdk altal hasznalt [Fe]-

hidrogenaz.

A hidrogén a vizbdl napenergia felhasznaldsaval konnyen kinyerhetd, a folyamat
energiaatalakitasi hatékonysaga a 80%-ot is meghaladhatja (Ley A. C. és Mauzerall D. C.,
1982; Greenbaum E., 1988). Ennek ellenére a gyakorlatban ez a hatékonysag rendkiviil
alacsony (1.4.2.1. tablazat).

T e RS Fényillumzinécié Arany Hatasfok
HE/m?/s (ml/1/h) (%)
C. reinhardtii ** 110 2,5 0,125
C. reinhardtii *? 100 2,8-2,9 -
C. reinhardtii *® 2 2,5 -

1.4.2.1. tablazat: Hidrogéntermelés energetikai hatékonysaga algakban (Uttam Sen, 2008).

Az algasejtek genetikai tendencidja szerint a fotoszintetikus rendszeriikben egyre
tobb a foton elnyelésére képes fényelnyeld klorofill-antenna. Magas fényintenzitasnal ez a
rendszer mégsem képes a rendelkezésre allo fotonok jorészét felhasznalni, igy azokat ho
vagy fluoreszcencia formajaban kibocsatja. Ezzel magyarazhatdé az alacsony
energiaatalakitasi hatékonysag, bar a folyamat még igy is rengeteg eldnnyel rendelkezik
(Uttam Sen, 2008).

A sotét fermentacid jol alkalmazhatod kiilonboz6 fermentorokban is, a legtobbet
hasznalt fermentorok koz¢ tartoznak a folyamatos kever6 reaktorok és az ,,unflow anaerob
sludge blanket” reaktorok.

Az igy keletkez6 H, koncentracidja azonban csak 40-60 v/v % koriil mozog, ami kevés
ahhoz, hogy a megtermelt gazt tisztitds nélkiil hasznalhassak. Azonban szdmos
mechanikai, kémiai vagy akdr membransziirds tisztitasi folyamat all rendelkezésiinkre a

g4z hasznosithatd formaba hozataldhoz.

1.4.3. A hidrogéntermelés megvaldsitasanak eszkozei, a fotobioreaktorok

A fotobioreaktorokat csoportosithatjuk zart és nyitott kiépitésiik alapjan. Olcsobb

nyitott berendezéseket mar kordbban is haszndltak alga biomassza termelésére €s
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kiilonboz6 fajta zoldalgakat, példaul Chlorella ¢és Dunaliella fajokat pigmentek,
asztaxantin és B-karotin termelésére (Akkerman és mtsai., 2002). A nyitott rendszerek
ugyan egyszeriibb felépitésiiek és olcsobbak, de ezekkel a tulajdonsagokkal szamos
hatrany is tarsul. Nehezen kontrolldlhatoak a folyamatok paraméterei, példaul: a
hémérséklet, az anyagtranszport, a gazcsere, ugyanis a keletkez6 gazok egy része szabadon
eltavozhat, ezért jelentds veszteséggel is szamolni kell (Carvalho és mtsai., 2006).

A modern fotobioreaktoroknak biztositani kell a megfelelé kornyezetet az adott
folyamatok ¢és reakcioik lezajlasdhoz. Az alga alapi hidrogéntermelés esetében ez a
megfeleld fénymegvilagitast, a fény eljuttatasat jelenti a lehetd legtobb sejthez. Emellett
fontos a felszin és a folyadékrész térfogatanak aranya is. Mérhetének és kontrollalhatonak
kell lennie a hémérsékletnek, pH-nak, szervessav-osszetételnek, a puffer-kapacitasnak a
kiilonb6z6é tapanyagok és reakcidt segitdé Osszetevok mennyiségének és mindségének.
Fontos a kozeg megfeleld aramoltatasa, keverése, hogy ne alakulhassanak ki eltérd
Osszetételli fazisok, ezaltal a termelés mindenhol megfelelé hatékonysaggal torténhessen

(Borowitzka, 1999; Posten, 2009; Tsygankov, 2001).

1.4.4. Biohidrogén termeltetési modszerek

Laboratériumi koriilmények kozott a hidrogéntermelés egyik leginkabb kutatott
modszere a kénmegvonas, ami azon alapszik, hogy kén hianyaban a sejt a Calvin ciklusban
miikodé Rubisco enzimet kezdi el lebontani, mely soran elektrontobblet keletkezik. Ez a
sejt szamara a szabadgyokok keletkezése miatt rendkiviil kéros, ezért a felhalmozddott
elektronokat kénytelen egy alternativ anyagcseretiton elvezetni, mely végeredményeként
hidrogéngaz keletkezik. Tovabba kénmentes koriilmények kozott a sejtek nem képesek a
fotoszintézishez sziikséges D1 fehérjéket sem felépiteni, igy az oxigéntermelés
fokozatosan csokken, majd leall. A sejtlégzés azonban tovabbra is mikodik, mely soran
elegendd mennyiségli oxigént hasznalnak fel a sejtek, igy a [Fe]-hidrogenaz enzimek
aktivalodni tudnak. Azonban ilyen koriilmények kozott mas anyagcesere folyamatokhoz
sziikséges fehérjék sem tudnak felépiilni, igy a sejtek fenntartdsa érdekében bizonyos id6
elteltével ujra ként kell bevinniink a rendszerbe. Ekkor ujra a normaél fotoszintetikus
miikddés indul be.

Ebben a modszerben a hidrogéntermelés tehat szakaszosan (a kénmegvondsos €s
regeneracios fazis valtakoztatasaval) torténik. A modszer hatranya, hogy a sejtek csak 3-4

ciklust birnak elviselni, mert a kénmegvonas végsd soron csokkent ferredoxin oxidaciot, a
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crer

(Melis, 2007; Terauchi és mtsai., 2009; Matthew és mtsai. 2009). A folyamat kétfazisu
rendszerként mikodik, vagyis eldszor fel kell noveszteniink az algasejteket, majd ezutan
kénmentes kozegbe kell 6ket athelyezniink. Ebbdl kifolydlag tobb tapoldatcserélés is
szlikséges, mely koltségessé és technikailag bonyolultta teszi a folyamatot. Mindezek
kovetkeztében nagy mennyiségili, hidrogéntermelésre mar nem hasznalhaté biomassza
keletkezik, aminek tovabbi felhaszndlasa illetve szallitdsa nagylizemi hasznalatban
problémat okozna.

A hidrogéntermelés masik ismert modszere a sotét fermentaciod folyamata, melyben

az aktiv sejtlégzés mellett fény hidnyaban nincs oxigéntermelés, ezaltal a hidrogenéaz
enzimek aktivalodhatnak. A folyamat soran keményitd lebontas torténik melybdl format,
acetat és etanol keletkezik, melléktermékként pedig hidrogén ¢és széndioxid szabadul fel.
A modszer hatranya, hogy a keletkezd melléktermékek gatoljak a termelést, igy a
kénmegvonds modszeréhez képest alacsonyabb hatékonysaggal bir. Emellett a
mikodtetéshez szintén kétfazisu rendszer kiépitése sziikséges, mely megneheziti ¢és
koltségesebbé teszi az lizemi felhasznalasat.

A nyereséges biohidrogéntermelés érdekében a tovabbiakban szamos, a fény
korlatozasaval ¢és az oxigénszint csOkkentésével kapcsolatos kisérleteket végeztek.
Vizsgalatokat folytattak az I. fotokémiai rendszer elektronaramlasanak gatlasara és a
sejtlégzés folyamatainak felderitésére (Kruse és mtsai. 2005).

A fotoszintetikus folyamat korlatozasara a fény ciklikus megvonéasa mellett
genetikailag modositott algakat is létrehoztak, melyek fénybegyijtési képességeit
korlatoztak (Polle és mtsai. 2003), vagy a hidrogendz enzimek oxigénérzékenységét
novelték (King és mtsai. 2006) a moédositasok altal.

Kawaguchi és munkatarsai 2001-ben egy fotoszintézisre és hidrogéntermelésre
képes Rhodobium marinum és Lactobacillus amylovorus baktériumtorzseket kevertek alga
biomasszahoz. Utobbit azért, hogy az alga szénhidratjait laktatta alakitsa, ami
elektrondonor szerepet tlt be a Rhodobium marinum hidrogéntermelési folyamataiban.

Melis és Melnicki 2006-ban Rhodospirillum rubrum hidrogéntermeld baktérium ¢€s
fotoszintetikus hidrogéntermel? alga kevert kulturajat vetették megfigyelések ala.
Ugyanebben az évben Kim és munkatarsai @ Chlamydomonas reinhardtii algatorzset
vizsgaltak Clostridium butyricum és Rhodobacter sphaerodies KD131 jelenlétében. A

vizsgalatok sordn anaerob és fotoszintetikus fermentaci6 soran is fejlédott biohidrogén. A
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megfigyelések alapjan, arra kovetkeztettek, hogy a bakterialis partner segit az oxigén
elhasznélasaban, ezaltal lehetdséget adva a hidrogenaz enzimeknek az aktivalodashoz.

Fokozott hidrogéntermelédést figyeltek meg Bradyrhizobium japonicum torzzsel
kevert vegyes, alga-baktérium kultardakban is (Shuangxiu ¢és mtsai. 2012). A
Bradyrhizobium természetes koriilmények kozott a szojabab szimbiontaja. A ndvény
gyokerén nodulusokat, gyokérgiiméket hoz 1étre, melyek magas leghemoglobint
tartalmaznak. A leghemoglobin oxigénaffinitasa rendkiviil magas, ezaltal a giimékben
alacsony oxigénkoncentracié van jelen, ami eldnyOs a baktérium nitrogenaz enzimeinek
miikddéséhez. A nitrogendz enzim révén a baktérium nitrifikacios miikodést folytat, mely
végtermékeként nitrat és nirit keletkezik, mely értékes nitrogénforras a gazdandvény
szamara, melyeket ebben a formaban fel is tud venni. A névény pedig szerves
tdpanyagokat biztosit a baktériumsejteknek. Tovabbi fokozott hidrogéntermelést ¢és
oxigénfogyasztas tudtak elérni, transzgenikus Chlamydomonas algakkal, melyekbe a
szojabab lb apoproteinjét kodold lba génjét iltették, mely a sejtek kloroplasztiszaiban
fejez6dott ki (Wu és mtsai., 2010).

A bakteridlis partnerrel kevert vegyes kulturdk igéretes eredményeket hoznak. A
modszer elonye, hogy természetes uton segiti az oxigén mennyiségének csokkentését,
ezaltal az €16 sejtek nem karosodnak. Jelen dolgozat is ezt a teriiletet kutatja a zold alga
alapu biohidrogén termelésben elért fejlddésekre Osszpontositva. A kutatdsok sordn elért
eredmények talan ravilagithatnak egy ujszerii, gazdasdgos energiatermelés lehetOségére,

mely az ipar szdmadra is kedvez0 lehetdségeket nyujthat.
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2. Célkitiizés

Az aktudlis energiaigények kielégitése és a fenntarthatd fejlodés érdekében egy jol
miikodd, hosszi tava energiaellatasi megoldasra van sziikségiink. Ennek eleget tehet a
hidrogén, mint energiahordozo, biologiai uton torténd eldallitdsa. A mikroalgakkal
fotobioldgiai hidrogéntermelés érheté el, amelyhez legnagyobb mennyiségben vizre és
fényenergiara van sziikség, ezaltal lehetévé teszi a Nap kimerithetetlen energidjanak
hatékony hasznositasat és a kdrnyezetszennyezés visszaszoritasat.

Ezen organizmusok képesek a fényenergia altal a II. fotokémiai rendszeriikben
generalt elektronokat a fotoszintetikus elektrontranszportlancon keresztiil specialis
enzimmolekulak, a hidrogenézok felé irdnyitani és ezek segitségével anaerob koriilmények
kozott hidrogént eldallitani. A kutatasaink soran ecetsav felhasznalas mellett vizsgaltuk
egy alga-baktérium konzorcium hidrogéntermelését.

A téma keretében szeretnék bemutatni egy olyan kisérletsorozatot, ami napjaink
aktudlis problémajara keres megoldési lehetdségeket, melyek kutatdsanal elengedhetetlen
szempont a magas produktivitds, a hosszantartd alkalmazhatdsag és egyuttal a
kornyezetmegovo szerep.

A kisérlet céljait az attekinthet6ség kedvéért az alabbi pontokba foglaltam:

1. Alga torzsgyljteménybdl a biomassza eldallitdsra és hidrogéntermelésre képes

algatorzsek kivalasztasa.

2. Az alga természetes bakteridlis partnereinek izoladlasa és molekuléris biologia

modszerekkel térténd azonositésa.
3. Tiszta és kevert (alga és baktérium torzsek) kultirdk szaporitasa, fenntartasa.

4. Hidrogénhozam ¢és az oxigénszint valtozasanak detektdlasa a természetes ¢és

mesterséges alga-baktérium kultirdkban.
5. Oldott oxigénkoncentracié mérése a kiilonbozo tiszta és kevert kultirdkban.

6. Az ecetsav koncentraci6 valtozasanak vizsgalata a hidrogéntermelés, az oxigénszint

valtozasa és a biomassza ndvekedése és metabolizmusa szempontjabol.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Tiszta és kevert kulturak novesztése

A kulturdkhoz sziikséges algatorzseket a Nyugat-Magyarorszagi Egyetem
mosonmagyarovari alga-kultaira kollekcid 588 fajtat tartalmaz, igy a harmadik legnagyobb
talaj alga-kultira kollekcioval rendelkezik Eurdépaban. A  kivalasztott 549-es
Chlamydomonas sp. torzset és a mellette detektalt harom baktérium torzset (Rhodococcus,
Brevundimonas, Leifsonia) ampicillin, gentamicin, kanamicin, neomicin, clarithromicin,
streptomicin, rifampicin, tetraciklin, nalidixic sav, spectinomicin antibiotikumokat
tartalmazo TAP (tris-acetat-foszfat) és TP tapoldatos lemezeken teszteltik. A munkank
soran rifampicint hasznaltunk TP lemezen az alga torzs tisztan tartdsdhoz. A TP tapoldat
egy modositott TAP tapoldat, amelyben az ecetsavat soésavval (hidrogénkloriddal)
helyettesitettiik. A tapoldatokat agarral szilarditottuk és ezutan szélesztettiik a lemezekre a
kiilonbozd algatorzseket, melyeket fénykabinban 50 pmol X m?xs? megvilagitas mellett
25 °C-on inkubaltuk.

3.1.1.abra: 549-es Chlamydomonas sp. torzs TAP 3.1.2. abra: 549-es Chlamydomonas sp. torzs TP
taptalajon. taptalajon.

3.1.3. abra: Rhodococcus sp. TAP taptalajon
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3.1.4. abra: Leifsonia sp. TAP taptalajon 3.1.5. abra: Brevundimonas sp. TAP taptalajon

A hidrogéntermelésre hasznaland6 frissen felndvesztett algédkat ezutan folyékony
TAP torzsoldatba oltottuk at. Az alga torzsoldatot ezutan 40 mL-es Hypo-Vial iivegekbe
osztottuk el. Az egyes iivegek 35 mL térfogati oldatmennyiségeket tartalmaztak, melyek
optikai denzitdsa OD7sp = 0,7-es értékii volt.

A baktérium torzseket 1,5 %-0s agarral szilarditott, Luria—Bertani Medium (LB)
taptalajra szélesztve szaporitottuk 30 °C-on sotétben. A Rhodococcus toérzsnél 2 napon
beliil megjelentek az elsé koloniak, mig a Brevundimonas és Leifsonia térzseknél ehhez 3
nap inkubdéciora volt sziikség. A kevert kultarakhoz hasznalt baktérium torzseket az agarral
szilarditott LB lemezekrdl folyékony TAP (tris-acetat-foszfat) tapoldatba vittik at. A
baktérium torzsoldatot ezutan 40 mL-es Hypo-Vial {ivegekbe osztottuk el, az egyes livegek
itt is 35 mL térfogati oldatot tartalmaztak, melyek optikai denzitasai ODgyo=0,5-0s
értékiiek voltak.

Az alga-baktérium kultirakat szintén 40 mL-es Hypo-Vial iivegekbe osztottuk el.
Az egyes livegek ugyanugy 35 mL térfogati oldatmennyiségeket tartalmaztak, melyeket
szintén optikai denzitdsuk alapjan mértiink Ossze, ezek az értékek az eldzdekben leirt
oldatok értékeivel azonosak voltak. Az tivegeket butil gumi és aluminium-kupakok

segitségével légmentesen zartuk. Minden kisérlethez harom parhuzamos mintat

készitettiink.
TAP tapoldat 6sszetevoi
1 liter desztillalt vizhez: Alkotoi Koncentracio (g/L)
1. TAP sooldatbdl 25 mL NH,4CI 15,00
MgSO4 x 7TH,0 4,00
CaCl, x 2H,0 2,00
2. Foszfat oldatbol 0,375 mL Ko;HPO, 28,80
KH,PO4 14,40
3. Hutner's trace elements oldatbol 1 mL
250 mL desztillalt vizben oldott Na,EDTA*2H,0 50,00
200 mL desztillalt vizben oldott H3BO;3 11,40
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100 mL desztillalt vizben oldott ZnS0O4 x 7TH,0 22,00

50 mL desztillalt vizben oldott MnCl, x 4H,0 5,06
50 mL desztillalt vizben oldott CaCl, x 6H,0 1,61
50 mL desztillalt vizben oldott CuSO4 *5H,0 1,57
50 mL desztillalt vizben oldott (NH4)f|5/I2007024 X 1,10
50 mL desztillalt vizben oldott FeSO,4 x 7H,0 4,99
4. Tris Base 2,42
5. Jégecet [1ml L™
6. Szilard taptalaj esetén: Agar 15,00
3.1.1. tablazat: TAP tapoldat 6sszetevoi
TP minimal tapoldat dsszetevoi
1 liter desztillalt vizhez: Alkotoi Koncentracio (g/L)
1. TAP so6oldatbol 25 mL NH,CI 15,00
MgSO,4 x 7TH,0 4,00
CaCl;, x 2H,0 2,00
2. Foszfat oldatbol 0,375 mL KoHPO, 28,80
KH,PO, 14,40
3. Hutner nyomelem oldatbol 1 mL
250 mL desztillalt vizben oldott Na,EDTA x 2H,0 50,00
200 mL desztillalt vizben oldott H;BO3 11,40
100 mL desztillalt vizben oldott ZnS0O4 X 7TH-0 22,00
50 mL desztillalt vizben oldott MnCl, x 4H,0 5,06
50 mL desztillalt vizben oldott CaCl, x 6H,0 1,61
50 mL desztillalt vizben oldott CuSOy4 x 5H,0 1,57
50 mL desztillalt vizben oldott (NH“)flﬁ"ZgOZ“ X 1,10
50 mL desztillalt vizben oldott FeSO,4 x 7TH,0 4,99
4. Tris Base 2,42
5. Soésav (HCI) pH 7,3 eléréséig
6. Szilard taptalaj esetén: Agar 15,00
3.1.2. tablazat: TP minimal tapoldat 6sszetevéi
LB (Luria Broth) tapoldat 6sszetevoi
1 liter desztillalt vizhez: Alkoto Koncentracio (g/L)
Tryptone 10,00
Elesztd kivonat 5,00
Natrium-klorid NaCl 5,00

3.1.3. tablazat: LB (Luria Broth) tapoldat 6sszetevéi
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TAP és TP tapoldat elkészitése:

A TAP sooldatot és a foszfat oldatot a hozzavalokbol a leirt aranyoknak
megfeleléen 6sszemérve elkészitjikk. Ugyanigy a nyomelem oldatot is elkészitjiik, majd a
kapott elegy pH-jat kalim-hidroxiddal 7-es értékre allitjuk, az igy keletkezett barna
csapadékot tartalmazé oldatot hiitében taroljuk, sziirve alkalmazzuk.

Kovetkez6 1épésben desztillalt vizben 2,42 g Tris Base-t feloldunk, majd az oldatokat
hozzamérve fehér csapadékos oldatot kapunk. Ezt kuktaban sterilezziik, majd pH-jat

sosavval 7,3-ra allitjuk. Sziikség esetén agar hozzaadasaval szilarditjuk a taptalajt.

3.2. Természetes baktérium fertozés vizsgalata

A kultarainkban fellelhetd kiilonb6z6 baktériumok genomi DNS-ét hagyomanyos
modszerrel izolaltuk, majd a kinyert DNS-t a 16S rDNS szekvencidk Osszehasonlitdsan
alapuld PCR technikdval azonositottuk. Az amplifikdcidhoz az univerzélis 16S rDNS
specifikus primereket hasznaltunk (27 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' és r1492 5'-
ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3"). A PCR termékeket agardz gélbdl izolaltuk, majd
kapillaris Sanger szekvenaldssal meghataroztuk a 16S rDNS fragmentek pontos
szekvencigjat. A 16S rDNS szekvencidk eredetének meghatarozdséhoz BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) homolog szekvencia keresét alkalmaztunk.

3.3. Alga és baktérium sejtszam meghatarozas

A pontos alga sejtszamot Biirker-kamra segitségével hataroztuk meg. A kulturak
egységnyi ¢l6 bakterialis sejtszamat (CFU) pedig az LB lemezekrél vett mintak kiilonboz6

mértékben valo felhigitasat kovetden hataroztuk meg.

3.4. Gazkromatografias analizis

A mintak légterében 1évO hidrogén és oxigén mennyiségét Agilent 7890A tipusu
gazkromatograffal mértik. A gazkromatograf hévezetési detektorral és HP-Molesieve
tipusu kapillarissal rendelkezik. A gazkromatografot ,,splitless” modban miikodtettiik és 50
pL térfogati gazmintat hasznaltunk az egyes mérések soran. Vivogazként argont

hasznéaltunk. Az injektor és a TCD detektor hdmérséklete 160 °C és 150 °C volt, a
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kemence pedig 60 °C-on miikodott. A kolonna nyomasa 47,618 psi, az aramlasi sebessége
pedig 12 mL / perc volt Linde HQ.

A pontos gaz mennyiségének meghatarozasdhoz hidrogén és oxigén kalibracios
gorbéket hasznaltunk. A tiszta hidrogéngaz sorozatos higitasat egy 25 mL térfogati
tivegben végeztiik el és azonos térfogatokat injektaltunk a gazkromatografba. A mért
mennyiségekhez hasznalt gazkromatograf egységeket a kovetkezd képlettel alakitottuk at
térfogati mennyiséggé: X = y / 239,13 (x: a tiszta hidrogén térfogata ulL-ben, y: a
gazkromatograf altal mért egység). A mért értékeket egy liter térfogati alga kultardhoz
viszonyitva a kovetkezd képlet alapjan szamoltuk at: x =y / 239,13 x 2857. Az oxigén
esetében a koOrnyezet oxigéntartalmahoz viszonyitottunk. A mért oxigén mennyiségét
osztva a kdrnyezet altalanos oxigénmennyiségének GC egységével és szorozva az altalanos

oxigénmennyiséggel.

3.5. Oldott oxigén koncentracio mérése

detektaltuk 25 °C-on (Precision Sensing GmbH, Fibox 3 Minisensor Oxygen Meter).
Hagyomdnyos kétpontos kalibraciot végeztiink a kultirdk folyadék részében talalhatd

oldott oxigén (1 g Na,SO3 100g vizben) és a légtérben talalhatd oxigén mennyiségére.

3.6. Az ecetsav analitikai mérése

Az ecetsav méréséhez nagy nyomast folyadék kromatografot (HPLC-t)
hasznaltunk. Az eszkéz Gynkotek M 480 pumpaval, egy TOSOH 6040 UV detektorral
(210 nm), egy 20 ml-es hurokkal rendelkez6 Rheodyne 8125 adagoloval és egy Aminex
HPX-87H oszloppal (300 mm x 7,8 mm; 5 mm) rendelkezik (BioRad Co., USA). A
mérésekhez 0,005 M H,SO,4 mobilis fazist alkalmaztunk, melynek aramlasi sebessége 600
uL / perc, 60 °C-os homérséklet mellett. A beinjektalt mintdk egyenkénti térfogata 20 puL
volt. Az ecetsav kvantitativ analizalasahoz (Sigma-Aldrich Co) 5-pontos kalibraciot

hasznaltunk. A vizsgalat soran minden mintdhoz harom parhuzamos mérést végeztiink.
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4, Kutatomunkam eredményei

4.1. A megfelel6 torzsek kivalasztasa

Els6 1épésként az alga torzsgylijteménybdl biomassza termeld képesség alapjan
kivalasztottunk egy hidrogéntermelésre képes torzset. A fent emlitett szempont alapjan a
Chlamydomonas fajon beliil az 549-es torzset talaltuk a legalkalmasabbnak a tovabbi
vizsgalatainkhoz. Ugyan nem az 549-es algatorzs volt képes a legnagyobb mennyiségii
hidrogén termelésére, de ez a torzs volt az, amely bakterialis partner nélkiil nem termelt
hidrogént. Ebbdl kifolyolag idealisnak tlint annak vizsgalatara, hogy milyen kapcsolat van
a baktériumok és az algak metabolizmusa kozott a hidrogéntermelés tekintetében.
Valamint annak megfigyelésére, hogy mely elényok vagy hatranyok szarmazhatnak az
egyiittélésbdl. A tovabbi vizsgalatok soran sikeriilt a kultiraban természetes (Szimbionta)
baktérium partnereket is azonositanunk, a tobbségiik a kdvetkez torzsekbe tartoznak:

- Rhodococcus sp.
- Brevundimonas sp.

- Leifstonia sp.

Az algat minimal taptalajon rifampicin mellett tobbszords atoltds utan sikeriilt
kitisztitanunk. A bakterialis partnereket LB taptalajon tobbszorés atoltds utan
szétvalasztottuk, majd monokultiraként tartottuk fenn. Megvizsgaltuk az azonositott
bakterialis partnerek hatasat a biomassza novekedésére nézve.

A 4.1.1.-es abran jol lathato, hogy a Brevundimonas és a Rhodococcus fajokkal
tobb biomassza produkciot sikeriilt elérni, mint a tiszta algakultaraval. A legnagyobb
biomassza termeld képessége a Rhodococcus sp.-vel kevert kultiranak volt, a termelt
mennyiség 46%-kal nétt. Ebbdl feltételeztiik, hogy a kdlcsonds egyiittélés szempontjabol
ez a baktériumtérzs a legelénydsebb az Chlamydomonas algafaj szamara. A
Brevundimonas faj jelenlétében 26%-0s novekedés zajlott, ami szintén eredményesnek
mondhato.

Létezik kivétel is, a jobb sz¢lsé oszlopon lathato Leifsonia baktériumtorzzsel kevert
kultaraban az alga biomassza termelés 27%-kal csokkent, tehat ez a baktérium nem
eldsegitette az alga sejtszdm novekedését, hanem valdsziniileg konkurens fajként

viselkedett.
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4.1.1. abra: A Chlamydomonas sp. természetes bakterialis fertézéseinek hatisa az alga biomassza
novekedésre és a hidrogéntermelédésre.

Balrol jobbra haladva a tiszta Chlamydomonas sp. 549, a kevert: Chlamydomonas sp. 549 - Rhodococcus sp,
- Brevundimonas sp. és - Leifsonia sp. kultirak alga biomassza novekedésének az Osszehasonlitasa
hemocytométer hasznalataval.

4.2. Alga-baktérium keverékek hidrogéntermelése

4.2.1. Harom természetes bakterialis partner hatasa az alga

hidrogéntermelésére

A kovetkez6 kisérletsorozatban egyenként vizsgéltuk meg a detektalt baktérium
torzsek hidrogéntermelésre gyakorolt hatdsat vegyes alga-baktérium kultirakban. A
Chlamydomonas sp. 549 ¢és Rhodococcus, Brevundimonas illetve Leifsonia bakterialis
partnerekkel kevert kultirdk oxigén ¢és hidrogén szintjét mértiik. A legjobb
hidrogéntermelést a Rhodococcus sp. és a Brevundimonas sp. természetes bakterialis

torzsek hozzaadasaval figyeltik meg (4.2.1.1. abra).
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4.2.1.1. abra: Kevert Chlamydomonas sp. 549 - Rhodococcus sp. (kér), Chlamydomonas sp. 549 -

Brevundimonas sp. (négyszog) és Chlamydomonas sp. 549 - Leifsonia sp. (haromszog) kulturak
hidrogén termelésének dsszehasonlitasa.

A hidrogéntermelés az elsé 24 6raban fokozatosan nétt, azonban egy nap elteltével
hidrogéngatlds 1épett fel és a termelés abbamaradt. A gatlast a felhalmozodott
hidrogénmennyiség okozza, ugyanis a légtérben levd hidrogén parcialis nyomasa olyan
magas szintet ér el, ami kovetkeztében a tovabbi hidrogén képzddése sziikségszerlien
fokozatosan lelassul, majd leall. Tovabba egy nap elteltével az algasejtek elkezdik
felhasznalni a jelen 1évo hidrogént, valosziniileg a metabolizmusuk megvaltozasa miatt. A
maximumtermelést a Rhodococcus torzzsel kevert kultura esetében az elsé 12 ora elteltével
sikertilt elérni, ekkor 793,153 pL / L mennyiségii hidrogént tudtunk kimutatni. A
tovabbiakban pedig egy lasst, fokozatos csokkenést figyelhettiink meg. A Brevundimonas
torzzsel kevert kultiraban szintén az els6é 12 6ra utan ért el magas értéket a termelés. Ennél
a mintanal a kovetkez6 12 draban is egyenletesen megmaradt a 780 uL / L mennyiség
koriili folyamatos termelés és csak ezutan kezdett csokkenni a produktum. A Leifsonia
baktérium torzzsel kevert kultira csak egy nap utan ért el az el6z6ekhez hasonlo 780 uL /
L értékli maximum hidrogéntermelési szintet €s itt a csokkenés is hamarabb bekdvetkezett.
Az eddigiek alapjan feltételezhetjiik, hogy a legjobb baktériumpartner a Rhodococcus
torzs, amellett, hogy ezzel a fajjal értiikk el az egyik legjobb hidrogéntermelést, a

tenyésztése is konnyii €s gyors, mar egy nap alatt képesek felndni a sejtek a lemezeken.
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4.2.2. Oldott oxigén koncentracié mérése

A fényen tartott tiszta baktérium ¢és kevert alga-baktérium kulturak
folyadékrészében az oxigén koncentracidé az inkubacid kezdete utdn rogton csokkenni
kezdett. Mar 3,5-4 ora alatt lecsokkent eléggé ahhoz, hogy a [Fe]-hidrogenazok
miikodoképessé valjanak. A tiszta Rhodococcus sp. kultaraban 0,58 pmol / L, mig a kevert
alga-baktérium kultaraban 0,51 umol / L oxigénkoncentraciot mértiink.

A tiszta alga kultaraban az els6 két nap folyaman atlagosan 208,8 umol / L
oxigénmennyiség folyamatosan jelen volt. 49 6ra elteltével a tiszta alga és kevert alga-
baktérium kultirakban ez az oxigénszint intenziv ndvekedésbe kezdett, amit feltehetdleg
az ecetsav fogyasa magyarazhat. Az ecetsav szénforrasként vald felhasznalasa sorén a
sejtosztodas felgyorsult, a mitokondrium energiafelhasznaldsa megndtt, ezért tobb oxigént
hasznalt el a sejt, felgyorsult a sejtlégzés. Viszont az ecetsav felhasznéaldsa utan a sejtek
intenziv oxigéntermelésbe kezdtek. Az igy kialakult magas oxigénszint a tovabbi
hidrogéngaz fejlodését mar nem tette lehetdvé, mivel az oxigén a hidrogenaz enzimek
elsddleges inhibitora. A gyors oxigén termelés utdn a tiszta alga kultira oxigén szintje
619,4 umol / L-es maximum értéken stagnalt a kevert kultirahoz hasonléan. A tiszta

baktérium kultura oxigén szintje a vizsgalat soran végig alacsony maradt.
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4.2.2.1. abra: A tiszta Chlamydomonas sp. (kor), Rhodococcus sp. (haromszog) és a Kkevert
Chlamydomonas sp. - Rhodococcus sp. (négyszog) kulturak oldott oxigén koncentraciojanak a
valtozasa.
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4.2.3. A hidrogéntermelé konzorcialis partner meghatarozasa vad és

hidrogenaz defficiens baktérium térzsek hasznalataval

A tovabbiakban megvizsgaltuk a hidrogéntermelést mesterségesen hozzaadott vad
tipusa Escherichia coli és Ralstonia eutropha baktérium torzsekkel, amelyeknek
hidrogenaz mentes valtozatait is hasznaltuk a kisérlethez. Hidrogéntermelést kizarolag csak
az elsd 24 oraban figyeltiink meg az alga torzseket is tartalmazo kulturakban, mig a tiszta
baktérium kultardkban nem tortént hidrogéntermelés. A legmagasabb hidrogénszintet
(1556,40uL / L) a Chlamydomonas sp. 549 - E. coli AhypF kevert kultiraban mértiik. A
mutans Ralstonia-val kevert mintakban pedig koriilbeliil 1220 pl. / L mennyiségli
maximalis termelést tudtunk kimutatni. Egy nap elteltével a fokozott hidrogéntermelés az
Osszes kultiraban megallt és egy folyamatos csokkenés valtotta fel. Koriilbeliil 72 6ra
elteltéig tapasztalhattuk az intenziv csokkenést, majd ezt kdvetden koriilbeliil még egy
napon at egy lassabb csokkené fazist figyelhettiink meg, amit a hidrogén mennyiségének
stagnalasa kovetett. A mutans Ralstonia baktériumtorzzsel kevert algakultira 289,4 uL / L
érték koriil, a mutans E. coli baktériummal kevert vegyes kultura pedig 234,7 pL / L érték
kortl allanddsult egészen a mérés végéig (168 ora).

Osszességében a mutans torzsek algaval kevert kultirai nem termeltek kevesebb
hidrogént, mint a vad tipusu bakteridlis térzseké, s6t a maximumtermelést egy hidrogendz
defficiens mutans torzzsel értiikk el. A tiszta bakterialis mintdknal nem tapasztaltunk
hidrogénfejlodést. Mindezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a hidrogéntermelésért az
alga torzsek felelosek. A tovabbi alatamaszto kisérletekhez a mutans E. coli torzset
hasznaltuk, mert ennek a hozzaadasaval volt a legmagasabb az 6sszes termelt hidrogén

mennyisége (1556,40 uL / L).
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4.2.3.1. abra: Hidrogéntermelés Chlamydomonas sp. 549-el mesterségesen hozzaadott vad és hidrogenaz
nélkiili mutans bakterialis torzsekkel. Tiszta Ralstonia eutropha (piros haromszog) és Escherichia coli
(vilagos lila rombusz), illetve kevert Chlamydomonas sp. 549 - Ralstonia eutropha (vad: barna forditott
haromsz6g; mutans: rézsaszin forditott haromszog) és - Escherichia coli (vad: sotétlila rombusz; mutans:
narancssarga rombusz) kultirak voltak mérve.

A muténs baktériumtorzsekkel tovabbi kisérleteket is végeztiink az oxigénszint
valtozasara Osszpontositva. Az elsd 24 draban a kultirak oxigénszintje elért egy 4 % kortili
szintet majd stagnalni kezdett. Ezt a szintet a leggyorsabban (8 oOra alatt) a tiszta
Escherichia coli baktérium kultara érte el, leglassabban pedig a vad tipusu Ralstonia H16-
0s baktérium torzzsel kevert vegyes kultura. 48 ora elteltével, a baktérium torzsekkel
kevert kultirdkban hirtelen intenziv oxigénszint emelkedés jelentkezett.

A legmagasabb szintet a Chlamydomonas sp. 549 algatérzs mutans E. coli AhypF

baktérium torzzsel kevert kultaraja érte el (64 %) a 120. 6raban.
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4.2.3.2. abra: Oxigénmennyiség mérése Chlamydomonas sp. 549-el mesterségesen hozzaadott vad (zart
jelek) és oxigén mutans (nyitott jelek) bakterialis torzsekkel. Tiszta Ralstonia eutropha (piros haromszog)
és Escherichia coli (vilagos lila rombusz), illetve kevert Chlamydomonas sp. 549 - Ralstonia eutropha (vad:
barna forditott haromszog; mutans: rézsaszin forditott haromszog) és - Escherichia coli (vad: sotétlila
rombusz; mutans: narancssarga rombusz) kultirakat mértiink.

4.3.1. Alga sejtszam vizsgalat tiszta és kevert kulturakban

A mérés alatt mar egy nap utan sejtszambeli kiilonbség jelent meg a két kultara
kozott, ami a mérés végéig (28 nap) megmaradt. Korabbi eredményeink alapjan
feltételezziik, hogy a tiszta és kevert alga — baktérium kultirdk elsé napon megfigyelt
sejtszam kiilonbségeinek egyik meghataroz6 faktora lehet a Rhodococcus sp. jelenléte az
alga mellett (4.1.1. abra). Mindkét kultira esetén az intenziv sejtszam ndvekedés 4 napig
tartott (4.3.1.1. abra). A kultirahoz adott ecetsav koriilbeliil két nap utan fogyott el a
tapoldatbol (4.4.1. abra), ezt kovetden az alga sejtszamok még két napig néttek mindkét
kultaraban.

Feltételezéseink szerint ez a hosszantartd sejtszdm novekedés az ecetsav felvétele
soran elraktarozott tartaléktdpanyagok felhasznalasaval fiigghet 6ssze. A novekedési fazis
utan a sejtszamok a fennmarado, koriilbeliil egy honapon keresztiil, stagnalast mutattak. Az
1 nap utan jelentkezd sejtszam-kiilonbség valoszintileg azért nem emelkedik tovabb, mert
mint ahogy a kovetkezokben a 4.3.2.1. abran lathatd, a bakterialis partner €16 sejtszama 1

nap elteltével intenziv csokkenésnek indul. A kevesebb baktérium sejt mar nem fejt ki
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olyan mértékii tovabbi pozitiv hatast, mely a sejtszam-kiilonbség novekedésében is

megmutatkozna.
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4.3.1.1. abra: A tiszta Chlamydomonas sp. 549 (kor) és Chlamydomonas sp. 549 — Rhodococcus sp.
(négyszog) kultirak sejtszam valtozasanak vizsgalata hemocytométerrel.

4.3.2. Bakterialis sejtszam vizsgalat tiszta és kevert kulturakban

A 4.3.2.1. abran megfigyelhetd, hogy a tiszta baktériumkultira esetében mar egy
nap elteltével hirtelen csokkenés mutatkozik a sejtszam tekintetében, 5216 x 10° sejt / mL
értékrdl 14426 x 10° sejt / mL értékre csokken. Ezzel ellentétben a kevert kultura esetében
476 x 10° sejt / mL novekedés figyelheté meg.

Egy nap elteltével azonban a kevert kultiranknal is csokkenés kovetkezett be.
Feltételezziik, hogy ez a hidrogéngatlas miatt az algdban megvaltozott anyagcsere
folyamatoknak kdszonhetd. A harmadik és a negyedik nap kozott még gyenge sejtszam-
novekedést figyeltiink meg, azonban ez nem volt szamottevd. Ezt a valtozast valdsziniileg
az alga sejtek altal elraktarozott, még az ecetsav felhasznalasdbol szarmazo
tartaléktapanyagok rendelkezésre allasa okozza. Feltételezéseink szerint ezek jelenlétében
az alga sejtek még képesek a bakteridlis partner szamdra értékes tapanyagforrasokat
termelni. Az 6todik nap elteltével allandosuld lassu csokkenést tapasztaltunk a mérés

végéig (28 nap).
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Osszességében az 4bra is jol szemlélteti, hogy ugyan mindkét kultiran sejtszambeli
fogyatkozast figyeltiink meg, észrevehetd azonban, hogy a vegyes kulturdban ez lassabban
kovetkezett be. Mig a tiszta Rhodococcus minta mar a hatodik napon eléri a 0 értéket, a

vegyes kultira egy milliliterjében még a 28. napon is 6600000 sejt szamlalhato.
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4.3.2.1. abra: Fény jelenlétében TAP tapoldatban névesztett Rhodococcus sp. baktérium kultira
(haromszog) és Chlamydomonas sp. 549 + Rhodococcus sp. kevert alga - baktérium kultira sejtszam
valtozasainak vizsgalata.

4.4. Ecetsav hatasanak vizsgalata

Az alabbi kisérletben az ecetsav fogyasat vizsgaltuk meg tiszta Chlamydomonas
549-es algatorzsben és E. coli AhypF baktériummal kevert vegyes kultarakban. Egy nap
elteltével a tiszta Chlamydomonas tartalmu minta ecetsav koncentracidja keveset csokkent,
948,3 mg / L értékrol 850,3 mg / L értékre. Ezzel szemben az E. coli AhypF baktérium
torzzsel kevert vegyes kulturaban 4,8-szor nagyobb csokkenést lathattunk. Ennél a
mintanal az ecetsav koncentracié 948,3 mg / L mennyiségrdl 476,3 mg / L mennyiségig
csokkent. A masodik nap elteltével ugyanezen mintaban az ecetsav mennyisége mar 100
mg / L érték ala csokkent, a harmadik napra pedig szinte elérte a 2 mg / L-t. Ezzel
ellentétben a tiszta algakulturanal sokkal lassabb csokkenést figyeltiink meg, még a 2. nap
elteltével is 100 mg / L f6lott maradt az ecetsav mennyisége (122,6 mg / L) és a teljes

elfogyasahoz koriilbeliil 96 orara volt sziikség.
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A mérések alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a kevert kultiraban az elsé nap
alatt lezajlo sejtszam novekedés fokozhatja a tapanyagigényt, ezaltal az ecetsav gyors

felhasznalasat.
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4.4.1. abra: Fényen inkubalt tiszta Chlamydomonas sp. 549 (kor) és kevert Chlamydomonas sp.549 -
Rhodococcus sp. (négyszog) kulturak ecetsav koncentracioinak valtozasa.
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5. Osszefoglalas

Kutatasi munkank soran igyekeztiink egy olyan biohidrogéntermelési modszert
kifejleszteni, mely a jelenleg erre a célra hasznalt modszerek hatranyait orvosolni képes.
Ezaltal a késobbickben akar a mindennapi ¢és az ipari energiafelhasznalasban is
hatékonyan, hosszu tdvon és kornyezetkiméléen hasznosithat6 Iehet.

Els6 1épésben  kivalasztottunk egy megfeleld0  hidrogéntermelési  és

biomasszaképzési tulajdonsagokkal rendelkez6 zoldalga fajtat, a Chlamydomonas sp. 549
torzset.
A Kkisérletek soran természetes bakterialis partnercket (Rhodococcus sp., Brevundimonas
sp., Leifsonia sp.) tudtunk izolalni és azonositani a valasztott algatorzs mell6l, melyek
hatasat vizsgaltuk a hidrogénhozamra és a biomassza képzésére. Legalkalmasabbnak a
Rhodococcus sp. baktériumtorzset talaltuk, ugyanis ennek jelenlétében tudtuk a legjobb
hidrogéntermelést és a legnagyobb termelt biomassza mennyiséget Kimutatni. A
tovabbiakban a Rhodococcus baktériumtorzzsel vizsgaltuk a bakterialis partner hatasat
oxigénszint valtozasa szempontjabol, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a baktérium
oxigén-felhasznalasa pozitiv hatassal bir a hidrogenazok aktivalodasara és miikodésére. A
kevert kultardkban sokkal hamarabb és nagyobb mennyiségben csokkent az oxigénszint,
ezaltal fokozott hidrogéntermelés valt lehetové.

A tovabbi kisérletekben arra kerestiik a valaszt, hogy melyik partner vesz részt a
hidrogéntermelésben. A vizsgalatokhoz mesterségesen hozzaadott vad tipusu és
hidrogenaz defficiens Escherichia coli és Ralstonia eutropha baktérium torzseket
alkalmaztunk. A legmagasabb hidrogénszintet (1556,40 uL / L) a Chlamydomonas sp. 549
- E. coli AhypF kevert kultiriban mértiik. Igy az eredmények tiikrében sikeriilt
bizonyitanunk, hogy a hidrogén gazfejlodéséert kizarolag az zoldalga faj felel. Tovabba
létrehoztuk a hidrogéntermelésre legalkalmasabb konzorciumunkat.

Osszefiiggést taldltunk a bakterialis él6 sejtszam véltozdsa és a hidrogéngatlas
kozott. A kevert kultara bakteridlis €16 sejtszama enyhe ndvekedést mutatott, majd csak 1
nap utan, a hidrogéngatlas fellépésekor kezdett intenziven csokkenni. Ezzel ellentétben a
tiszta baktérium kultra sejtszama azonnal intenziv csokkenésnek indult. Feltételezéseink
szerint a fényen inkubalt kevert kultirdkban az alga a bakteridlis partner szdméara
felhasznalhato tapanyagforrast allitott eld, egészen az egy nap utan bekdvetkezd hidrogén

gatlasig.
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A kovetkezd kisérletekben figyeltiik az algasejtek szamanak valtozasat is. 4 napon
at tartd fokozott ndvekedést tapasztaltunk, ami az ecetsav-hozzaadassal is Osszefliggésben
lehet. Bar az ecetsav mar a masodik napon elfogyott a kultirabol feltételezziik, hogy a
hosszantartd  sejtszam novekedés az ecetsav  felvétele soran  elraktdrozott
tartaléktapanyagok felhasznéldsaval fligg Ossze.

Kapcsolatot tudtunk kimutatni az oldat ecetsav koncentracioja és az oldott oxigén
koncentraci6 valtozasa illetve a bakterialis partner jelenléte és az ecetsav fogyasa kozott is.
Feltételezhetéen a bakterialis partner jelenléte fokozta az alga anyagcseréjét, ezaltal az
ecetsav felhasznalas felgyorsul és az oxigén felhasznalasa is intenzivebbé valik. A
kialakulo koriilmények egy sokkal hatékonyabb hidrogéntermelést tesznek lehetévé, ami
egyik partnerre sem letalis, tehat a modszer egy folyamatos mikodésre képes egyfazist
rendszer kiépitését teszi lehetove.

Korunk energiahelyzetét tekintve egyre indokoltabba valik a megujuld
energiaforrasokon alapuld lehetdségek kihasznalasa, ezért ugy gondolom érdemes tovabbi
kutatdsokat folytatni ezen a teriileten ¢és egy ¢élhetébb kornyezetet kialakitdsara

torekedniink.
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