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1. BEVEZETES

1.1. ALTERNATIV ENERGIAFORRASOK JELENTOSEGE

Napjaink egyik legnagyobb kihivasa az emberiség energiaval valo ellatasa. A
mindennapi életiinkben sajatos €s kiemelt jelentdsége van a természeti er6forrasokkal valod
gazdalkodasnak. Az energia biztositja azt, hogy napi tevékenységeinket a nyers emberi erd
sokszorosara noveljilk [Barotfi 1. 2000]. Az emberiség a torténelem folyaman dontd
mértékben a biomassza energiajat hasznalta fel tiizeldanyag €s biologiai energia formajaban.
A napenergia egy formdjanak tekinthet6 a biomassza, mely az évmilliok soran
elraktarozodott és atalakult fosszilis energiahordozokka, mint a foldgaz, a kéolaj és a kdszén.
A fosszilis energiakészletek gyors elhasznalasat a ndvekvo energiaigénynek tudhatjuk be,
mely két okra vezethetd vissza: a fejlodé orszadgok fejlédéséhez egyre tobb energiara van
sziikség, illetve a vilag népessége intenziven ndovekszik [Haldsz J. et al 2007].

A természeti er6forrasok fosszilis tlizeléanyagokként valo felhasznalasa korlatozottan
all rendelkezésiinkre, illetve a kornyezetszennyezésben is jelentds szerepet jatszik. Mindkét
allitasbol kovetkezéen mindent meg kell tenniink az energiaval valo takarékoskodasért, és a
megujuld energiaforrasok széleskort elterjedéséért [Barotfi I. 2000].

Alternativ  energiaforrasnak a  gazdasagilag hasznosithato, fosszilis
energiahordozoktol eltéré energiafajtakat tekintjilk, amelyeket a kimeriilés veszélye nem
fenyeget, illetve egy jellemzd iddciklus alatt képesek ujratermelddni. A megujuld
energiaforrasok k6z¢é soroljuk a kdzvetlen napenergiat — napkollektorokat, fotoelektromos
atalakitokat, naperémiiveket-, valamint a kdzvetett napenergidhoz tartozik a szél-, viz-,
zold(biomassza)-, az arapaly-, a geotermalis energia, az Oceanok hétartalma és
hulldmzasanak energiaja. Masodlagos megujuld energiaforrasként pedig egyre nagyobb
teret kap az energia fejlodésében a metanol, a megjuld energiaforrasokkal eldallitott

elektromos energia, valamint a hidrogén [Lukacs G. 2010, Halasz J. et al 2007].

1.1.1. Hidrogén, mint energiaforras

Napjainkban a hidrogén felhasznalasaval egy olyan energiaforrast fedeztek fel, amely
nagyhatékonysagu és valoban kornyezetbarat. Ezen tulajdonsagainak koszonhetéen az
energia iparban egyre jelentdsebb szerepet tolt be, tigy is mondhatnank, hogy napjainkban

,,hidrogénforradalom” jatszodik le.



A f0ldon o6ridsi mennyiségben eléfordul, bar nagy reakcioképessége miatt a
természetben kotott allapotban, vegyliletként taldlhatdé meg (pl. a vizben és a

szénhidrogénekben) [Halasz J. et al 2007].

1.1.1.1. Felhasznalas

A hidrogént tulajdonsagai alapjan szamos ipari teriilet alkalmazza mar termékei
eloallitdsara - kifejezetten a vegyipar, a gyogyszeripar és a gépipar. Az utdbbi években a
nagyobb vallalatok, mint a gépkocsigyartd, olajkitermeld és —feldolgozo vallalatok dollar
milliokat fektetnek a hidrogénre alapozott technologiak kifejlesztésébe [Lukacs G. 2010].

Hidrogén keletkezhet melléktermékként tobb vegyipari folyamatnal, mashol viszont
pl. kéolaj-finomitoknal nélkiilozhetetlen a folyamatok eredményes véghezviteléhez. A
hidrogén energetikailag tobbféle modon hasznosithatd: hderdmiivekben termikus égetés
soran, felhasznalhato motorhajtéanyagként, halozati vagy onalld elektromos energiaként,
valamint gépjarmiivek tizemanyagaként [Halasz J. et al 2007].

Az egyre szélesebb korti tlizeldanyag-cellas hidrogén felhasznalds eredményei
bebizonyitottdk, hogy ez a leghatékonyabb mddszer az elektromos energia eldallitasara
[Halasz J. et al 2007]. Az iizemanyagcella (fitdéanyagelem) olyan eszkéz, mely
elektrokémiai reakcid soran képes az lizemanyag kémiai energidjat kozvetleniil elektromos
energiava alakitani [Lukacs G. 2010]. Ezen modszer alkalmazasanak elonyei kozé tartozik,
hogy gazdasagos, kornyezetbarat, és folyamatosan alkalmazhat6 a Foldon megtalalhatd

nagy mennyiségii hidrogénkészlet miatt [Halasz J. et al 2007].

1.1.1.2. El6allitas

A hidrogén egyszerli atomi felépitése miatt rendkiviil reakcidképes elem, ezért a
F6ldon szamos kotésben jelen van, tobbek kozott szadmtalan szénhidrogénben, amelyeket a
szerves vilag alappilléreként tartunk szamon. A hidrogént gyakorlatilag minden olyan
kémiai kotésbol ki lehet vonni, amelyben jelen van, igy szdmos technologiai folyamattal el
tudjuk allitani tobb vagy kevesebb energia befektetésével [Boetius H. 2006].

A hidrogén energia befektetés nélkiili eldallitasa fémbdl és savbol, illetve lugbol
torténik, de ez csak laboratoriumi koriilmények kozott, kis mennyiségii gaz kinyerésekor
hasznalatos [Boetius H. 2006].

A hidrogén ipari eléallitdsdhoz méas mddszerek alkalmazasa sziikséges, mint a szén
elgdzositasa, a foldgdz vizgdz6s reformaldsa, vizelektrolizis, fotolizis napenergia

felhasznalasaval [Halasz J. et al 2007].



Mai tudasunk szerint az €16 szervezetek szamos modon képesek —Onmagukban vagy

kombinalva- jelentds mennyiségii, megujulo biohidrogén termelésére [Lukacs G. 2010].

1.2. BIOHIDROGEN

A fotoszintézis olyan bioldgiai rendszer, amely Kifejlesztette az evolucio évmillioi
alatt a nehezen megfoghat6 napenergia kémiai energiava alakitdsanak képességét. A
fotoszintézis kulcsfontossagu energia-raktarozasi €s szervesanyag-felépitési folyamat,
amely lejatszodasa soran a 1égkori szén-dioxid atalakitasaval biomassza keletkezik [Kovacs
K. et al 2010].

A fényenergia kozvetlen hasznositasa szempontjabol a fotoszintézisre képes
mikroszkopikus él61ények — mint az algak és baktériumok — johetnek elsdsorban szamitasba,
mert viszonylag olcson, nagy tomegben és gyorsan tenyészthetok [Kovacs K. et al 2005].

Az algak és egyéb zold novények vizbontasuk soran hasznaljak fel a fényenergiat,
mely végeredményeként oxigén ¢és hidrogéngdz keletkezik. Az oxigén és a hidrogén
egymastol elkiilonitve jol tarolhatd ¢€s szallithatd, a felhaszndlasuk helyén napenergia
szabadul fel, az égés soran pedig viz keletkezik beldlik. Igy a napfényt, - amely
gyakorlatilag kimerithetetlen forrds - egy korfolyamat soran tessziikk energetikailag
hasznosithatova, mely folyaman vizet bontunk 6sszetevoire és felhasznalasakor pedig vizet
allitunk el6 komponenseibdl, a hidrogénbdl és az oxigénbdl [Kovacs K. 2005].

Nagy szamban léteznek alga fajok, amelyek képesek hidrogén termelésre. Az algak
napenergiaval torténd hidrogén termelését tobb évtizede fedezték fel, azdta kiillonbozo
modszerekkel és eszkozokkel probaltak tovabbfejleszteni a folyamatot [Skari S. et al 2013].
A biohidrogén eldallitasara szdmos Gtvonalat ismeriink, melyek a fényt igényld fermentécios
eljarasok (direkt biofotolizis, indirekt biofotolizis, fotofermentacid) és a fényt nem igényld
fermentécios eljarasok (sotét fermentacio).

A direkt biofotolizis folyamata hasonléan miikddik novényekben és algakban
egyarant. A folyamat alatt a napenergia a fotoszintézis soran konvertalodik, szubsztratként
vizet igényel, amely oxigénné és hidrogénné bomlik.

Az indirekt biofotolizis soran problémat jelent a hidrogén termeld eljaras
érzékenysége, az oxigén ¢€s hidrogén fejlesztés térben és/vagy idében teljesen elvalasztott
folyamat. Igy az indirekt biofotolizis sordn a hidrogén és oxigén fejlesztés kiilonbozé

crer

cianobaktériumok egyedien hasznaljak fel a légkorben megtalalhatd szén-dioxidot, mint



szén forrast és a nap energidt, mint energia forrast. A sejtek els6ként sejtalkotok eldallitasara
hasznaljak fel a szén-dioxidot, amit késdbb hidrogén termelésére forditodik. A
cianobaktériumokban torténd indirekt biofotolizis folyamatat a kdvetkezd reakcid mutatja
be:

12H,0 + 6C0, + fényenergia CcH1,04+ 60,

CeH,,04 + 12H,0 + fényenergia 12H,+ 6CO0,
[Rangan B. et al 2008].

A foto-fermentaci6 soran a fotoszintézisre képes mikroorganizmusok nitrogenaz
enzim altal katalizalt molekularis hidrogén eléallitdsara képesek megfeleld nitrogén-hianyos
koriilmények kozott fényenergia és redukalt vegyiiletek jelenlétében [Levin D. B. et al
2004]. Ezek a baktériumok onmagukban nem képesek vizbontésra, anaerob koriilmények
kozott képesek szerves savakat (mint példaul az ecetsav) elektron donorként felhasznalni.
Ezek az elektronok az ATP-bol nyert energiat felhasznalva a ferredoxinon keresztiil a
nitrogenaz enzimig szallitodnak. Amikor a rendszerben nincs jelen nitrogén, a nitrogenaz
enzim képes a protonokat hidrogén gazza redukalni, melyhez ismét ATP-b61 nyert energia
felhasznalasa sziikséges [Rangan B. et al 2008].

A sotét fermentacio soran a hidrogéntermelés anaerob baktériumok altal valosul meg,
melyek ehhez a folyamathoz s6tétben torténd novekedést €és szénhidrat gazdag szubsztratot
igényelnek. A mikrobidlis hidrogén termelés ebben az esetben legtobbszor a piruvat anaerob
metabolizmusan alapul, mely a kiilonb6z6 szubsztratok lebontasa altal valosul meg. A
piruvat lebontasat két enzim katalizalhatja:

1. Piruvat: format lidz (PFL)

piruvat + CoA acetil-CoA + format
2. piruvat: ferredoxin oxido reduktaz (PFOR)

Piruvat+ CoA+ 2Fd(0x) acetil-CoA + CO2+ 2FD(red)
[Rangan B. et al 2008].

Az algadk 4ltal megvalosult sotét fermentdcion alapuld hidrogén termelés sordn a
piruvatrol egy elektron transzport torténik a hidrogenaz enzimekre (HYDAL, HYDAZ2),
mely folyamatot a piruvat-ferredoxin-oxidoreduktaz enzim katalizalja anaerob koriilmények
kozott [Alexandra D. és Maria L.G., 2014].

A hidrogén termelés biologiai fejlédése alapvetden fligg a hidrogén termelésre képes
enzimek jelenlététol. Ezek az enzimek katalizaljak a hidrogén keletkezésekor lejatszodo
kémiai reakciot: 2H* + 2e~ = H,. Az dsszes jelenleg ismert hidrogén termelésre képes

enzim tartalmaz aktiv centrumként egy fém-kotéhelyet, igy metalloenzimeknek is nevezziik
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Oket. Napjainkban ismereteink szerint 3 enzim felelds a folyamatért: a nitrogenaz, a Fe-
hidrogenaz ¢és a NiFe-hidrogenaz.

A biofotolitikus modszereknél a Fe-hidrogendz enzim hasznalatos, mig a foto-
fermentacios folyamatoknal nitrogenaz sziikségeltetik [Rangan B. et al 2008]. [Dong-Hoon
K., Mi-Sun K. 2011]. Mindkét enzim felhasznalasaval megvalosulhat a biotechnologiai iton
torténd hidrogén eldallitas, viszont a nitrogendz olyan sok kémiai energiat igényel a reakcid
katalizaldsahoz, hogy az egész folyamat energetikailag rafizetés a sejt szdmadra, igy a

kutatasok soran a hidrogenaz enzim hasznalata valt elterjedté [Kovacs K. et al 2010].

1.2.1. A hidrogenaz

Az ismert hidrogenazok zome fématomokat tartalmazo enzim [Kovacs K. et al 2010].
Az aktiv centrumukban elhelyezkedd fémtdl fliggden 3 kiilon csoportra bonthatjuk dket: egy
nikkel és egy vas atomot tartalmaz6 [NiFe]-, két vas atomot tartalmaz6 [FeFe]-, és egy vas
atomot tartalmaz6 [Fe]- hidrogenazra [Dong-Hoon K. és Mi-Sun K. 2011].

A [NiFe]-hidrogenazok alkotjak a hidrogenazok legnagyobb csoportjat. Az enzim egy
heterodimer, két alegysége ismert: az o és a 3 alegység. Az o alegység nagyobb méretii és
aktiv centrumaban fémet tartalmaz, mig a kisebb [ alegységben talalhatoak a vas-kén
centrumok, amelyek az aktiv centrum és a fiziologiai elektron akceptorok/donorok kozott
szallitjak az elektronokat. A két fémet tartalmazo aktiv centrumhoz tartozik még négy
Ciszteinbdl szarmazé 4 S atom [Dong-Hoon K. et al 2011]. A vas atomhoz kapcsolodnak a
nem protein-szeri ligandok, egy CO és két CN. A [NiFe] hidrogenazokban jelenlévé [4Fe-
4S] és [3Fe-4S] kockak biztositjak az elektronok aramlasat a funkcionalis partner felé, amely
pl. a citrokrém lehet [Dong-Hoon K. et al 2011, Maréti G. et al 2003].

A hidrogenazok kovetkez6 csoportjat alkotjak a [FeFe] hidrogenazok, amelyek csakis
egy katalitikus alegységgel rendelkeznek, amelynek mérete rendkiviil valtozatos lehet. A
konzervalt méretli domének mellett - ahol az aktiv centrumban jelen levé H-klaszter is
talalhat6 -, gyakran tartalmaznak tovabbi doméneket, melyekben vas-kén csoportok is jelen
vannak. A H-klaszter tartalmaz egy binuklearis [FeFe] kozpontot, amelyhez [4Fe-4S]
csoport kotddik egy athidald ciszteinennel és négy cisztein ligandon keresztiil kapcsolodik a
fehérjéhez. A [FeFe] hidrogendzok megtalalhatok az anaerob kornyezetben €16
prokariotdkban és egyediiliként az eukaridta él6lényekben is fellelhetdk. Mig a [NiFe]

hidrogenazok hajlamosak részt venni a H, felhasznalasban, addig a [FeFe] hidrogenazok



altalaban a hidrogén termelésben jatszanak szerepet, igy eldnydsebb a kutatasok soran ezt az
enzimet alkalmazni a jobb eredmény elérése céljabol [Dong-Hoon K. et al 2011].

A [Fe]-hidrogenaz katalizalja a szén-dioxid metanna torténd redukcidjat hidrogén
jelenlétében [Dong-Hoon K. et al 2011]. A [Fe]-hidrogenaz alapvetden kiilonbozik a masik
két hidrogén termelésre képes enzimtdl a redox partnerek enzimatikus mechanizmusa és az
elektronok aktiv helyig torténé szallitasat tekintve. A [NiFe] és [FeFe] hidrogenazokban az
elektronok fémtartalmu klasztereken keresztiil jutnak el a tavoli aktiv helyig, amelynek az
egeész folyamat alatt valtozatlan marad a strukttrdja. A [Fe]-hidrogendzokban ezzel szemben
kozvetleniil szallitddnak az elektronok egy vas-kofaktoron keresztiil az aktiv helyig, mely
sokkal kdzelebb talalhato, mint a tobbi enzimben [Greening C. et al 2014].

A hidrogenazok mitkddésiik sordn rendkiviil érzékenyek a kdrnyezet oxigén €s szén-
dioxid tartalmara, igy a megfeleld anaerobicitasra kiemelt figyelmet kell forditanunk,
ugyanis az oxigén jelenléte egy bizonyos hatar érték felett reverzibilisen vagy
irreverzibilisen képes meggatolni a hidrogenazok katalitikus miikodését [Dong-Hoon K. et
al 2011].

1.2.2. Alga alapu hidrogén termelés

1.2.2.1. Algak napjainkban
Az algak képviselik az ¢élolények legvaltozatosabb csoportjat, ugyanis képesek
barmilyen koriilményhez alkalmazkodni. Az algdk egyarant megtalalhatok magas vagy

s s

vizzel boritott teriileteken, sivatagokban vagy akar szimbionta életmodot €élve allatokban is
[Skari S. et al 2013].

A kiilonbozd alga fajokat tobb évtizede termelik kereskedelmi hasznositasra (az
egészségligyi alkalmazastol az emberi fogyasztasra szant ¢élelmiszereken, 4llati
takarmanyokon at, egészen a kozmetikai €s szinez8anyagokat alkot6 alapanyagokig). A z6ld
algdk tobb terméket képesek eldallitani bonyolult metabolikus folyamatokon keresztiil,
melyek eredményeként masodlagos anyagceseretermékek keletkeznek, amelyek a
biomasszabol kinyerhetdk és hasznosithatok [Skari S. et al 2013].

A technika folyamatos fejlddése lehetdvé teszi, hogy a gyorsan ndvekvd algak
segitségével a biohidrogénen kiviil mas, hasznos energiaforrasokat is képesek legylink

eléallitani. Ezek az energiaforrasok a biodizel, biogéz, bioetanol és a BTL.



1.2.2.2. Algak hidrogén termelése

A mikro algdk fotobiologiai uton torténd hidrogén fejlesztése egy igéretes,
emissziomentes biolizemanyag termelé folyamat, mely a jovoben a 1égkori szén-dioxid
megkotésére is alkalmassa valhat [Peer M. et al, 2008].

Az alga alapi biohidrogén termelésrél sz616 legtobb tanulmany modell
organizmusként a Chlamydomonas reinhardtii zold algat vette alapul a fotoszintetikus
utvonalak és az aerob-anaerob ciklus vizsgalat céljabol. A biohidrogén termeld folyamat
kecsegtetd a jovOre nézve, ugyanis a napfény altal alakult 4t a viz oxigénné €s hidrogénné
egy két fazisu folyamaton keresztiil:

H,0 2H* + 2e™ + %0,
2H* + 2e~ H,

Az els6 reakcido minden fotoszintetikus él6lényre jellemzd, mig a masodik reakciot
specialis vastartalmu kloroplasztisz-hidrogenaz enzimek kozvetitik, melyek csak az algak
egy elkiilonitett csoportjara jellemzéek. A masodik fazis anaerob koriilmények kozott
jatszodik le, oxigén hianyadban az oxidativ foszforildciobol eredd ATP termelés ¢€s a
NADH/NADPH alak keletkezése gatolodik. Ezen koriilmények kdzott bizonyos mikroalgék,
mint példaul a Chlamydomonas reinhardtii a szénhidratokban tarolt energiat atiranyitjak a
kloroplasztban taldlhaté hidrogenaz enzimekhez, hogy megkonnyitsék a fotofoszforilacion
keresztiil torténd ATP termelést és megakadalyozzak az elektron transzport lanc talzott
mértékii redukalodasat [Peer M. et al 2008]. igy a hidrogendz enzimek kiilonbozd
fermentativ folyamatokkal egyiitt Iényegében proton/elektron felszabaditdo szelepként
miikodnek a kozegbdl felszabaduldé protonok és a redukalt ferredoxinbdl szarmazéd
elektronok Ujraegyesitése soran, mely eredményeként a sejtbdl kivalasztodik a keletkezd
hidrogén gaz. A hidrogén termelés legnagyobb eldnye, hogy a hidrogén nem akkumulalodik
a kulturdban, gyorsan felszabadul gaz formdjaban a sejtbdl, ellentétben a fermentacios
termékekkel, amelyek toxikusak lehetnek a sejt szamara [Peer M. et al 2008].

A Chlamydomonas fotolitikus hidrogén termelése a fotoszintézishez kapcsolodik, ahol
a napenergia kémiai energiava alakul a Z sémat kovetve. A PSlI-ben elnyelddé abszorbealt
fény indukal egy toltés elvalasztott allapotot, tartalmazva a P680" fehérjét és a feofitint,
amelyek kivonjak az elektronokat a vizbdl és felszabaditjak a kloroplaszt lumenbdl az
oxigént, illetve a protonokat. Emellett a PST altal kotott abszorbealt fény general egy erésen
oxidalt P700" fehérjét, amely oxidal egy kozbensG elektron karriert (altalaban a
plasztocianint); az elektron felszabadul a P700" proteinbdl és redukalja az elektron akceptor

ferredoxint. A linearis elektron aramlasban, az elektronok a PSII-b6l szarmaznak, majd a

8



plasztokinonra szallitodnak, ezt kovetden egy elektron szallitd lancon keresztiil redukalja a
plasztocianint. A végsé elektron akceptor (a PSI-ben a ferredoxin) elektronokat szallit a
ferredoxin-NADP oxidoreduktazhoz, ahol a NADP" NADPH"-va redukaldédik, amely
szerepet jatszik a szén-dioxid fixacidjaban. Anaerob koriilmények kozott a ferredoxin képes
redukalni a hidrogenazokat és katalizalni a protonok reverzibilis redukcidjat molekularis
hidrogénné [Alexandra D. és Maria L. G., 2014].

Alternativ modon a hidrogén termelés kivalthatd anaerob kornyezetben torténd soteét
inkubacioval is, mely alatt az tigynevezett sotét fermentaciod jatszodik le. Az alga kultara
sOtétben torténd inkubalasa soran a fotoszintézis €s oxigén termelés gatolodik, a rendszerben
fennmarad6 oxigén respiraciora forditddik. Ha a fényben és sotétben torténd nevelési
intervallumokat valtakoztatjuk, az alga biomassza felépiilhet a fotoszintézis fény
szakaszaban, és elhasznalodhat a fermentativ folyamat sotét szakaszaban [Skari S. et al
2013].

A z0ld algakkal torténd hidrogén termelés gyakran hasznalt utvonala a tapanyag
limitacio, esetiinkben kén megvonas. Ha az algdk szamara jelentds tapanyagot vonunk el
,agynevezett vészreakcid jelentkezik metabolizmusukban, példaul a kornyezetiikbol
fokozott tapanyag felvétel, intracellularis vegyiiletek bontdsa, melyekre mar nincs sziiksége
az organizmusnak, de tartalmazza a hidnyzo tapanyagot. Amikor a fontos tapanyagok
nincsenek jelen a rendszerben az algak nem képesek tovabb szaporodni és a strukturalis
komponensek, mint a proteinek, lipidek €s szénhidratok termelése ledll. A kén megvonas
soran a RuBisCo specifikus degradacioja kovetkezik be, amely nagy mennyiségii ként
tartalmaz a Calvin-ciklusban bet6ltott szerepe miatt. A kén limitaciot alkalmazva par napon
beliil az algdban megemelkedik a cellularis keményitd termelésének szintje, ugyanakkor
tobb tényezd altal fokozatosan inaktivalodik a PSII reakcido centruma. A PSII részleges
inaktivalodasa miatt az oxigén termeld folyamat is részlegesen karosodik. Az oxigén
jelenléte elég alacsony ahhoz, hogy a respiracioval elhasznalédjon a mitokondriumbol és a
rendszer anaerobba valjon. Ebben a helyzetben, amikor a Calvin-ciklus leallt és mar nem
funkcional szén és energia felhasznaloként, a rendszer redukalt helyzetbe keriil és a sejtek a
rendszerbdl felszabadulé elektronoktol fliggenek, annak érdekében, hogy elkeriiljék az
oxidativ kérosodast. Néhany alga, hogy megszabaduljon az anaerob kornyezetben torténd
reduktiv nyomastol képes hidrogenaz enzimeket termelni, melyek katalizaljak a hidrogén
termelést azaltal, hogy a ferredoxinr6l elektronokat von el. Tobbnyire két lehetséges fény

fiiggd folyamat altal valdosulhat meg a hidrogén termelés: az elektronok szarmazhatnak a

crcr
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amelyek a plasztokinonon keresztiil 1épnek be a tilakoid elektron transzportlancba (PSII
fiiggetlen utvonal). Ezéltal megmutatkozik, hogy a kén megvonas altali hidrogén termelés
szorosan kapcsolodik a sejtek keményit6 tartalmaval [Skari S. et al 2013].

A legtobb kutatds soran tiszta alga és baktérium kultirdkat vizsgaltak a
hidrogéntermeld képességiikre fokuszalva, mig ezen dolgozat sordn alga-baktérium
konzorcium hidrogénhozamat mértik a kovetkez6 modszereket alkalmazva: sotét
fermentacio, kén megvonas, fotoszintetikus tutvonal gatlasa DCMU-val ((3-(3,4-
dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea) a jobb eredmény clérése és a folyamat megismerése

céljabol.
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2. CELKITUZES

Kutatdsaim soran alga-baktérium konzorcium hidrogén termelését vizsgaltam a sotét
fermentacio alatt, illetve tapanyag limitaciot (kén megvonas) alkalmazva, valamint a
fotoszintetikus titvonal DCMU-val torténd gatlasa soran. A konzorciumban hidrogendz
enzimmel nem rendelkez6 mutans baktérium fajokat hasznaltam, igy csak az alga altal
termelt hidrogén mennyisége volt mérhetd a rendszerben.

Kutatasaim soran egy jobb, hatékonyabb hidrogén fejlesztési rendszer kialakitasat

tiztem ki célul, mely a kovetkezd 1épések altal valosult meg:

1. Tiszta és kevert (alga és baktérium torzsek) kultarak szaporitasa, fenntartasa

2. Hidrogénhozam és oxigén szint valtozas detektalasa a kiilonb6zé mesterséges
alga-baktérium kultarakban fényen torténd inkubacié soran
Az alga sejtszam valtozasanak megfigyelése

4. Az alga-baktérium konzorcium hidrogénhozamanak vizsgalata kénmegvonast
alkalmazva

5. Az alga-baktérium konzorcium hidrogénhozamanak vizsgalata  sotét
fermentéciot alkalmazva

6. Az alga-baktérium konzorcium hidrogénhozamanak vizsgalata a fotoszintetikus

utvonalat gatlo DCMU alkalmazasaval
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Tiszta és kevert kulturak eloallitasa

3.1.1. Felhasznalt anyagok és tapoldatok

Az algak ndvekedéséhez TAP tapoldatot hasznaltunk, mely elkészitése soran elsdként
az 1., 2., 3. oldatokat a hozzavalokbol - a leirt ardnyoknak megfelelden Osszemérve -
elkészitjik. A 3. oldat elkészitése utan a kapott elegy pH-jat KOH-dal 7-re allitjuk.
Desztillalt vizben 2,42 g Tris Base-t feloldunk, majd az oldatokat hozzdmérve fehér
csapadéekos oldatot kapunk. Ezt kuktdban sterilezziik, majd a TAP tapoldat esetében 1 mL
tomény ecetsavat adunk hozza vagy pH-jat sosavval 7,3-ra allitjuk TP tapoldat készitésekor.

Az agar hozzaadasaval szilarditjuk a taptalajt.

A késObbiekben izolalt baktérium torzsek pedig LB (Luria-Broth) taptalajon

nevelkedtek.

TAP tapoldat elkészitésének leirasa
1000 ml végtérfogati tapoldathoz
Alkoté Mennyiség
1.TAP sooldal — 25 mL
(1 liter desztillalt vizben oldva) NH.Cl 1508
MgSO, x 7H,0 40g
CaCl; x 2H,0 20g
2.Fosztfat oldat — 0,375 mL
(100 mL desztilldlt vizben oldva) KzHPO, 288¢
KH2PO,4 14.4¢g
EDTA
3.Trace elements oldat — 1.0 mL (250 mL desztilllt vizben oldva) 50.0g
ZnS0,4 x 7H,0
(100 mL desztillalt vizben oldva) 22.0¢
HsBO3
(200 mL desztillalt vizben oldva) 1148
MnC;; x 4H,0
e 5.06
(50 mL desztillalt vizben oldva) &
COC'z x 6H,0
e 1.61
(50 mL desztillalt vizben oldva) &
CuSO4 x 5H,0
e 1.57
(50 mL desztillalt vizben oldva) &
(NH4)6M07024 x 4H,0 1.10
(50 mL desztillalt vizben oldva) Ve
FeSO,4 x 7H,0
(50 mL desztillalt vizben oldva) 4998
4.Tris Base 242¢g
5.Ecetsav (glacialis) 1.0mL
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6.HCI (TRIS minimal taptalajhoz) —

7,3 pH bedllitdsdhoz

7.Agar 15g/L
1.tablazat: TAP tapoldat elkészitésének leirasa 1000 ml végtérfogatt tapoldathoz

LB (Luria-Broth) tapoldat elkészitésének leirasa
1000 ml végtérfogati tapoldathoz

Alkoté Mennyiség [g]

Tripton 10

Eleszt6 kivonat (Yeast Extract) 5
NacCl 10

2.tablazat: LB (Luria-Broth) tapoldat elkészitésének leirasa 1000 ml végtérfogata tapoldathoz

3.1.2. A hasznalt alga fajok szarmazasa

Az alga kultirdkat a Mosonmagyarovari Alga Kultira Gylijteménybdl (
Mosonmagyarovar Algal Culture Collection — MACC ) szelektaltak.
3.1.3. Az alga fajok szaporitasa, fenntartasa

A Chlamydomonas sp. 549 t6rzse és a Chlamydomonas reinhardtii cc124 térzse TAP
(TRIS-acetat-foszfat médium) és TP (TRIS-fosztfat-médium) rifampicin tartalmu
taptalajokon novekedtek. A TAP és TP taptalajon ndvesztett algakat 50 pmol/m?s fény
intenzitas mellett, 25°C-on inkubaltuk. El6szor az algakat szélesztettiik agarral Kiegészitett,
szilard TP taptalajra, amit rifampicin antibiotikummal kiegészitettiink, majd athelyeztiik
TAP folyékony tapoldatba. A kén hidnyt ugy értiikk el, hogy a kultirdk atoltasa elott
haromszor szuszpendaltuk és pelletaltuk az algakat TAP-S (ként nem tartalmaz6 TRIS-
acetat-foszfat taptalaj) taptalajon. Az alga szuszpenzidkat egyenletesen eloszlattuk 40 mL-
es Hypo-Vial iivegekbe, igy a végso térfogat 35 mL lett, a végso optikai denzitas (OD750)
pedig 0,7.

3.1.4. A felhasznalt baktérium torzsek izolalasa

A baktérium fajok a Magyar Tudomanyos Akadémia Biologiai Kutatokézpontjanak
Biokémiai Intézetébdl, illetve a Szegedi Tudoméanyegyetem Biotechnologiai Tanszékérdl
szarmaznak. Az izolalt baktériumok (E. coli, Rhodococcus) sététben és 30°C-on LB (Luria-
Bertani taptalaj) taptalajon nevelkedtek. A baktériumokat, melyeket az alga-baktérium
kokultirabol szelektaltunk egy napon keresztiil LB taptalajon ndvesztettiik, majd folyékony
TAP tapoldatba oltottuk at 6ket. Ezeket a bakteridlis torzsoldatokat egyenlden eloszlattuk 40
mL-es Hypo-Vial iivegekbe, igy a végsd térfogat 35 mL, illetve a végsd optikai denzités
(OD600) 0,5 lett. Az alga-baktérium folyékony tenyészeteket tigy hoztuk létre, hogy
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kevertiik a tiszta alga és baktérium kultarakat 40 mL-es Hypo-Vial ivegekbe, melyeknek a
végso térfogata 35 mL lett, a végsd optikai denzitdsa pedig az elézdekkel megegyezd. A
palackokat butil-dugéval és aluminium kupakkal zartuk le. Minden kisérlet soran harom

parhuzamos mintat készitettiink.

Torzs Relevans genotipus vagy fenotipus Referencia
Rhodococcus sp vad tipust [20]
Chlamydomonas reinhardtii cc124 vad tipusu [21]
Chlamydomonas sp. 549 vad tipusu [20]
Escherichia coli MC4100 AHypF [22]

3.tablazat: Felhasznalt torzsek relevans genotipusa vagy fenotipusa.
3.1.5. Alga sejtszam meghatarozas

Az alga kulturak sejtszamlalasahoz mikroszkopot és Biirker-kamrat hasznaltunk.
Minden kisérletet haromszor megismételtiink.
3.1.6. Gazkromatografias analizis

A gézkromatografids analizis soran a Hypo-Vial iivegek légterében 1€vd oxigén és
hidrogén szintjét mértilk. Az Agilent 7890 A tipusu gaz kromatografot hasznaltuk, mely
rendelkezik egy termikus vezetéképességet méré detektorral és egy Agilent-HP Molsieve
oszloppal (hossza: 30 m, atmérdje: 0,320 mm, hartya: 12,0 um). Vivégazként Linde HQ 5.0
argon gazt hasznaltunk a miiszerben. Az injektort, a TCD detektort, illetve az oszlopot
150°C, 160°C és 60°C-os hdmérsékleten tartottuk. Az oszlop nyomasa 47,618 psi volt, az
oszlop aramlési sebessége pedig 12 mL/perc. A mintakat 50 pl térfogatban elemeztiik, a

méréseket haromszor ismételtiilk meg minden mintanknal.

3.1.7. A fotoszintézis gatlasa
A herbicid DCMU-t (3-[3,4-diklor-fenil]-1,1-dimetil-karbamid) - 200 pul
végkoncentracidban - a fotoszintetikus elektron transzportlancban, a QB-koté (masodlagos

kinon akceptor) régioban megvalosulo elektron transzport blokkolasara hasznaltuk.
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4, EREDMENYEK

4.1. Bakterialis partner kivalasztasa

A Chlamydomonas sp. 549 kiilonb6z6 baktérium kulturakkal fertézott volt. Szamos
eltéré szinli baktérium telep vette koriil a TAP tapoldatban novekedd fiatal zold alga
plakkokat. A bakteriadlis szennyezddéseket izolaltuk ¢és kapillaris szekvenalassal
azonositottuk. Az alga-baktérium kevert kulturakbol azokat a baktérium koloniakat
izolaltuk, melyeknek fenotipusa egyértelmiien eltért a tobbitél. Az Escherichia coli és
Rhodococcus torzsek megfelelének bizonyultak a kisérlethez konnyii tenyészthetdségiik
miatt, illetve fert6zésiik soran a hidrogén termelés nagy mértékben megnétt. Kiilonbozo
antibiotikum vizsgalatokat végeztiink el az alga és baktérium kultardkon, melyek koziil a
rifampicin bizonyult a legnagyobb hatékonysaginak minden szennyezd bakterialis torzs
ellen és ezért a tiszta alga kultirdk fenntartdsdhoz kitlinden hasznédlhato. Ezt kovetve
értékeltem a bakterialis partnerek hatasat az alga kulturdk biomassza termelésére. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a bakteridlis partnerek eldsegitették az alga sejtek
novekedését, ezaltal a biomassza hozamot is. Ezt a megfigyelést a mikroszkopos vizsgalatok
is aldtamasztottak. Osszehasonlitva a tiszta alga kulturaval, a biomassza novekedés az alga-

baktérium asszociacioban résztvevo alga sejtek altal nagyobb mértékben valdsult meg.

4.2. Az algak hidrogén fejlesztésének jellemzése fény jelenlétében

A Chlamydomonas sp. 549 torzs hidrogén-fejlesztd képességét vizsgaltuk tiszta
kultaraként és E. coli AHypF hozzaadasaval. A Chlamydomonas reinhardtii cc124 torzset
viszonyitasképpen hasznaltuk a kén megvondssal jard ¢és kén megvonas nélkiili hidrogén
termelés modszerének vizsgalatakor. A hidrogén termelés csak a TAP tapoldatban,
megvilagitas alatt nevelkedett alga-baktérium kultaraknal volt megfigyelhet6 [ a teljes egy
nap alatt felhalmozott hidrogén mennyiségek: 1196.06 + 4.42 pl L™t (Chlamydomonas sp. -
549 E .coli AHypF) és 5800.54 + 65.73 pl L™ (Chlamydomonas reinhardtii cc124 — E .coli
AHypF)]. Ahogy az 1. abra mutatja a kevert kulttrakban a hidrogén termelés egy 2-4 oras
lag fazis utan 16-24 ora elteltéig megvalosult. A megtermelt hidrogén atlagos mennyisége
49.83 4 0.18 pl L (Chlamydomonas sp. 549 — E. coli AHypF) és 241.68 + 2.73 pl L1
(Chlamydomonas reinhardtii cc124 — E. coli AHypF) volt éranként. A hidrogén fejlesztés
24 éra elteltével megszlint, a Chlamydomonas sp 549 torzs és az Escherichia coli AHypF

kevert kulturak, illetve a Chlamydomonas reinhardtii cc124 torzs és az Escherichia coli
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AHypF kevert kultarak esetében is a felgyiilemlett hidrogén szintje lassan csokkenni kezdett.
Erdekes, hogy a Chlamydomonas reinhardtii cc124 és Escherichia coli AHypF kevert

kultaraban a hidrogén termelés jraindult 48 6ra eltelte utan.
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1. abra: Chlamydomonas reinhardtii cc124 + Escherichia coli AHypF (rombusz), Chlamydomonas sp. 549 +
Escherichia coli AHypF (négyzet), tiszta Chlamydomonas sp. 549 (haromszog) és tiszta Escherichia coli

AHypF (kor) torzsek fényben torténd hidrogén termelése az id6 fliggvényében TAP tapoldatban inkubalva.

Ahogy a 2. abra mutatja a tiszta Escherichia coli AHypF és a kevert Chlamydomonas
reinhardtii cc124 + Escherichia coli AHypF kulturak oxigén szintje a kisérlet folyaman
allando alacsony szinten stagnalt, mig a Chlamydomonas sp. 549 tiszta alga kultura és a
kevert kultura esetében 48 ora elteltével hirtelen ndvekedésnek indult. A legnagyobb oxigén
termelési arany a Chlamydomonas sp. 549 és Escherichia coli AHypF kevert kultarara volt
jellemzé. A hidrogén fejlesztd folyamatok oxigén szenzitivitasa rendkiviil nagy a
folyamatban részt vevd hidrogenaz enzimek miatt, igy a magas oxigén szint ezek miitkodését
csokkenti/gatolja. A Chlamydomonas sp. 549 és az Escherichia coli HypF kevert kulturak

hidrogén fejlesztése az oxigén szinttel forditottan aranylik.
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2. abra: Chlamydomonas sp. 549 (kor), Chlamydomonas sp. 549 + Escherichia coli AHypF (négyzet), tiszta
Escherichia coli AHypF (haromszog) és Chlamydomonas reinhardtii cc124 + Echerichia coli AHypF

(rombusz) torzsek fényben torténd oxigén termelése az id6 fliggvényében TAP tapoldatban inkubalva.

4.3. Az algak hidrogén fejlesztésének jellemzése kénmegvonast

alkalmazva

A kénmegvonas altal megvalosult hidrogén termelési mod soran a két alga-baktérium
kokultura kiilonb6z6 mennyiségli hidrogént termelt. Jelentds kiilonbségeket fedeztiink fel a
kén megvonas alatt (7 nap) €s a teljes tapoldatban novekedd (3 nap) kiilonb6z6 kultarak
hidrogén fejlesztési periddusanak hossza kozott (3. abra).

Az Chlamydomonas sp. 549 térzs 2637.47 + 555.42 pl L™ hidrogén termelt 3 nap alatt,
mig a ccl24 torzs 47 241.3 + 4660.69 ul L? hidrogént termelt 7 nap alatt. A két kén
megvonassal ndvekedett alga torzs hidrogén termelése kozott megfigyelhetd kiillonbségeket
fedeztiink fel. A tiszta Chlamydomonas sp 549 t6rzs hidrogén hozama alig volt detektalhatd
(2 nap alatt 193.5 + 66.81 pul L hidrogént termelt) a cc124 tdrzs aktivitasahoz képest (7 nap
alatt 25 028 + 3943.47 ul L™ termelt). Ennek a figyelemre mélté kiilonbségnek az oka lehet,
hogy nagyon eltéré mértékii a D1 protein degradacioja a Chlamydomonas sp. 549 és a
Chlamydomonas reinhardtii cc124 torzsekben. A D1 fehérje a PSII reakcio kdzpontjaban
talalhatd, mely sokkal gyorsabban alakul at fény-fiiggé modon, mint barmelyik
kloroplasztiszban fellelhetd protein, illetve ez a fehérje az elsddleges célpontja a
fotoinhibicios karosodasnak. A Chlamydomonas reinhardtii cc124 torzsben a PSII

fotokémiai hatékonysadga csokken mialatt a hidrogén termelés mértéke novekszik. A

17



Chlamydomonas sp. 549 torzs sokkal lassabban bontja el a D1 fehérjét, igy az oxigén
termelés mértéke lassabban csokken, mint @ Chlamydomonas reinhardtii cc124 esetében.

Megfigyeltiik, hogy a kén megvonas alatt n6vekedd tiszta Chlamydomonas reinhardtii
ccl24 torzs és a kevert Chlamydomonas reinhardtii cc124 alga-baktérium kulturak feltinden
eltérd aranyban termelnek hidrogént. A felhalmozott hidrogén mennyisége 25028.1 +
3943.47 ul L volt tiszta Chlamydomonas reinhardtii cc124 alga kulttira esetében, mig az
Chlamydomonas reinhardtii cc124 alga-baktérium kultira légterében majdnem kétszeres
mennyiségli hidrogént detektaltunk (47241.3 + 4660.69 ul L),
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3. abra: Kénmegvonas alatt termelt hidrogén mennyiségek Chlamydomonas reinhardtii
ccl24 + Escherichia coli AHypF (rombusz), Chlamydomonas reinhardtii ccl124
(haromszog), Chlamydomonas sp. 549 + Escherichia coli AHypF (négyzet) és
Chlamydomonas sp. 549 (kor) tiszta és kevert kultarak esetében TAP-S tapoldatban

novekedve.

A kevert kultardkban a hidrogén fejlesztés kezdeti 1épése a l1égtérben jelenlévd oxigén
koncentracid 4-5%-ra csokkenése a 1égkori 21%-0s oxigén szintjéhez képest. Az oxigén
szintje allando maradt a Chlamydomonas sp 549 torzsben a masodik nap végéig (48 ora
elteltével). Ezt az iddszakot kovetden az oxigén szintje gyorsan megemelkedett és egy
viszonylag alland6 58%-60%-os szintet ért el. A Chlamydomonas reinhardtii cc124 +
Escherichia coli AHypF kevert kulttra Iégterében 1évé oxigén koncentracio az egész kisérlet

alatt alacsony szinten (2%) maradt. A tiszta Chlamydomonas reinhardtii cc124 kultarak
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légterében jelenlévod oxigén koncentracio az elsé 48 ora alatt allandd 18%-20%-0s szinten
stagnalt.

Az els6 nap alatt a kénhianyos koriilmények kozott novekedett tiszta Chlamydomonas
sp 549 és tiszta Chlamydomonas reinhardtii cc124 torzsek légterében a relativ oxigén szint
21%-161 15%-16%-ra csokkent (4. abra). Azonban a masodik nap kezdetén a tiszta alga
kultarak oxigén koncentracioja jelentésen megvaltozott. A Chlamydomonas sp. 549 torzs
esetében a légtérben jelenlévé oxigén tartalom 45%-ra ndvekedett, mig a Chlamydomonas
reinhardtii cc124 esetében 1%-2%-ra csokkent. A kokultara Iétrehozasat kovetd par 6raban
a kénhianyos koriilmények kozott nevelkedett kevert kultirak (mindkét alga torzs esetében)
légterében mérheté oxigén szint alacsony (4%-5%) szintet ér el. A Chlamydomonas
reinhardtii ccl24 esetében ez az alacsony oxigén arany allandd maradt, mig a
Chlamydomonas sp 549-et tekintve az oxigén szint gyorsan 20%-ra emelkedett a kisérlet

negyedik napjan. Ez csak dtmeneti jelenség, mivel a hetedik napon az oxigén szint visszatért

3%-ra és stabil maradt.

Relativ O, mennyiség (%)

o O

B A A s N
T i == _‘l‘_
8 12162024 48 96 144 192 240

Id6 (6ra)

O -
D -

4. abra: Kénmegvonas alatt termelt oxigén mennyiségek Chlamydomonas sp. 549 (kor),
Chlamydomonas reinhardtii cc124 (haromszog), Chlamydomonas sp. 549 + Escherichia
coli AHypF (négyzet) és Chlamydomonas reinhardtii cc124 + Escherichia coli AHypF

(rombusz) tiszta és kevert kulturak esetében TAP-S tapoldatban novekedve.
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4.4. Az algdk hidrogén fejlesztésének vizsgalata sotét fermentacio

soran

A fény hianyaban torténd hidrogénfejlesztés detektalhatod volt mind a tiszta alga, mind
a kevert alga-baktérium kultarak esetében. A megvilagitott kevert kultirakhoz hasonldan a
hidrogén termelés tobb fazisa volt megfigyelhetd. Az 5. abran lathatdé adatok alapjan a
hidrogén fejlesztés a leoltast kovetd rovid lag (2-4 ora) fazissal kezdodott. Mindkét esetben
3 napig tartott a hidrogén termelés. A tiszta alga kulttrak (6114 + 396 pl L™?) és a kevert
kultrak (5621 + 645 ul L) hidrogén termelése kozott nem figyeltiink meg jelentés
kiilonbséget. Sotét fermentaciod soran a tiszta alga vagy a kevert alga-baktérium kokultarak
4ltal végbemend hidrogén termelés mértéke 60.5 + 2.5 ul L™ h? volt. Ahogy vartuk, a

hidrogén fejlesztés a tiszta baktérium kulturdkban nem volt kimutathato.

o2}
o
o
o

6000{

Felhalmozédott H, (pL L kultara)
8
(=]
<

2000-
0- i
0 4 8 12162024 48 72 96 120144168
Ido (6ra)

5. abra: Chlamydomonas sp. 549 (koér), Chlamydomonas sp. 549 + Rhodococcus sp.
(négyzet) és a tiszta Rhodococcus sp. (haromszog) hidrogén hozama a sotét fermentacio

soran TAP tapoldatban nevelkedve.

A sotét fermentdciot alkalmazva a folyadék kulturdk légterében jelenlévd oxigén
értékek végig alacsony szinten maradtak. Ahogy az a 6. abran lathato, a kevert és a tiszta
baktérium kultarak a beoltdst kovetd negyedik oOrdban elérték a minimalis oxigén
koncentraciot (3%-5%), mig a tiszta alga tenyészetek ugyanezt az értéket 8 ora alatt érték el.

A kisérlet soran a rendszerben végig fenn maradt ez a mikroaerob allapot. A hidrogén
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termelés soran a folyadék fazis oxigén szintje megegyezett a megvilagitott tenyészetekben

mértekkel (1-2 umol L),

Relativ O, mennyiség (%)

5 _;qﬂﬁ

I I | 1 I ] | i | | I | ) I

0 4 8 12162024 48 72 96 120144168
Id6 (6ra)

6. abra: Tiszta Rhodococcus sp. (haromszog), tiszta Chlamydomonas sp. 549 (kor) és

Chlamydomonas sp. 549 + Rhodococcus sp. (négyzet) kultarak Iégterének oxigén szintje

sOtét fermentacio soran.

4.5. A szimpla Chlamydomonas sp. 549 torzs és a tervezett

kokultura novekedésének tulajdonsagai sotét fermentacio soran

A természetes bakterialis partnerek koziil egyet (Rhodococcus sp.). tarsitottunk a tiszta
Chlamydomonas sp. 549 kulturaval a kevert kulttra tesztelése céljabol. A sotét fermentacio

soran, ahogy az varhat6 volt a fény energiaja nélkiil a tiszta és kevert kulturakban az alga

sejtek nem osztodtak, igy szamuk konstans maradt (7. abra).
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7. abra: TAP tapoldatban névekedé Chlamydomonas sp. 549 (kék kor) és Chlamydomonas sp. 549
+ Rhodococcus sp. (z6ld négyzet) kultardk alga sejtszam valtozasa az idé fiiggvényében sotét

fermentaciot alkalmazva.

4.6. A termelt hidrogén forrasanak vizsgalata DCMU-val

Az algdk hidrogén termelésének mélyebb megismeréséhez a fotoszintézist gatlo
DCMU-t hasznaltuk. A DCMU molekula gatolja a PSII plasztokinon (PQ) kot6 helyét, és
gatolja a PSII-tdl torténd elektron aramlast a Fe-hidrogenaz felé. Az ily médon torténd
fotoszintetikus gatlas a DCMU hozzdadasatol szamitott 24 oOra elteltével jol lathatoan
csokkentette az alga hidrogén termeld képességét (Chlamydomonas sp 549 — Escherichia
coli AHypF kevert kultira kiegészitve 2% etanollal 3194.84 + 159.23 uL L™ DCMU kezelt
Chlamydomonas sp 549 — Escherichia coli AHypF kevert kultura 778.34 + 115.71 uL LY,
jelezve hogy a teljes termelt hidrogén egy jelentds része fotolitikus forrasbol szdrmazik (8.
abra).

Egyértelmiien latszik, hogy DCMU-val torténd kezelés utan csokkent a hidrogén
fejlesztés a rendszerben. Az oldott szén tartalmit komponensek felhasznalasa mellett, a fény
is jelentds szerepet jatszik a hidrogén termelésben. Mar 200 pl DCMU oldat hozzaadasa is

nagymértékben gatolja a fotoszintézist.
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8. abra: Hidrogén valtozas detektalasa az idé fiiggvényében. Kontrollként alkalmazott
Chlamydomonas sp. 549 + Escherichia coli AHypF (piros) kevert kulttra, alkohol
hozzaadasaval inkubalt Chlamydomonas sp. 549 + Escherichia coli AHypF (z6ld) kevert
kultara és Chlamydomonas sp. 549 + Escherichia coli AHypF (narancssarga) DCMU

hozzaadasaval torténd hidrogén fejlesztésének dsszehasonlitasa.
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6. MELLEKLETEK JEGYZEKE

1. szamu melléklet: A fényen nevelt tiszta alga és kevert alga-baktérium kultarak hidrogén
fejlesztésének (uL L) vizsgalatanak mérési eredményeit dsszefoglalo tablazat

(A tablazatban szerepld szamadatok a 3 parhuzamos mérésbdl szarmazé eredmények
atlagolt értékei.)

Chlamydomonas | Chlamydomonas
1d6 (6ra) Chlamydomonas E. coli AHypF | sp. 549 + E. coli | reinhardtii cc124
0. 549 AHypF + E. coli AHypF
0 0 0 0 0
2 0 0 16,13 48,42
4 0 0 314,89 754,24
8 0 0 593,83 3107,82
12 0 0 836,92 4580,54
16 0 0 920,81 4414,73
20 0 0 1004,7 4248,92
24 0 0 1196,06 5800,54
36 0 0
48 0 0 795,06 1922,75
60 0 0
72 0 0 315,49 2129,35
84 0 0
96 0 0 224,13 2114,82
108 0 0
120 0 0 233,65 2540,43
132 0 0
144 0 0 240,18 3639,68
156 0 0
168 0 0 228,59 4367,11
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2. szamu melléklet: A fényen nevelt tiszta alga és kevert alga-baktérium kultarak légterében
jelenlévo oxigén szint (%) mérési eredményeit 6sszefoglalod tablazat

(A tablazatban szerepld szdmadatok a 3 parhuzamos mérésbdl szarmazd eredmények

atlagolt értékei.)

Chlamydomonas Chlar-nydomc-J-nas
1d§ (6ra) Chlamydomonas E. coli AHypF | sp. 549 + E. coli reinhardti _
sp. 549 ccl24 + E. coli
AHypF AHypF
0 21 21 21 21
2 21,01 10,69 11,69 3,85
4 17,45 5,35 571 3,41
8 17,99 3,81 4,17 3,05
12 18,90 4,14 4,31 2,89
16 20,55 4,26 4,28 2,62
20 22,19 4,39 4,26 2,33
24 20,56 4,83 4,97 2,64
36
48 15,01 5,52 5,32 2,31
60
72 58,22 4,74 39,00 2,09
84
96 58,56 5,56 59,24 1,74
108
120 60,49 5,96 61,87 1,94
132
144 59,33 5,99 62,61 2,09
156
168 55,57 6,16 57,74 2,01
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3. szamu melléklet: A kén-megvonds alatt nevelkedett tiszta alga és kevert alga-baktérium
kulttrak hidrogén fejlesztésének (uL L™) vizsgilatanak mérési eredményeit dsszefoglald
tablazat

(A tablazatban szerepld szdmadatok a 3 parhuzamos mérésbdl szarmazé eredmények
atlagolt értékei.)

Chlamydomonas | Chlamydomonas | Chlamydomonas
1d6 (ora) Chlamydomonas reinhardtii sp. 549 + E. coli | reinhardtii cc124
.49 ccl24 AHypF + E. coli AHypF
0 0 0 0 0
4 0 0 194,54 34,97
8 27,79 0 653,64 862,45
12 65,91 0 802,87 1888,26
16 76,92 0 884,15 3281,06
20 87,93 0 965,44 4673,85
24 103,62 0 1461,33 6863,35
48 193,51 0 1550,74 21177,26
72 163,36 10142,13 2637,48 34613,19
96 141,78 19520,43 2639,95 41212,02
120 138,47 20741,86 938,07 44212,00
144 111,03 24407,26 856,51 46732,83
168 139,86 25028,09 1000,84 47241,31
192 116,68 21089,17 804,54 42973,60
216 152,53 25627,86 888,53 39821,11
240 139,43 20900,52 725,21 40360,93
264 141,98 23744,10 668,34 43886,42
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4. szamu melléklet: A kén-megvonas alatt nevelkedett tiszta alga és kevert alga-baktérium
kultardk légterében jelenlévd oxigén szint (%) mérési eredményeit dsszefoglald tablazat

(A tablazatban szerepld szdmadatok a 3 parhuzamos mérésbdl szarmazé eredmények

atlagolt értékei.)

Chlamydomonas
Chlamydomonas | Chlamydomonas ) Ny
Chlamydomonas _ . _ reinhardtii
1d6 (ora) reinhardtii sp. 549 + E. coli )
sp. 549 ccl24 + E. coli
ccl24 AHypF
AHypF
0 21 21 21 21

4 14,86 18,75 3,54 4,57
8 14,77 18,36 3,44 3,68
12 14,32 15,79 2,88 3,35
16 14,37 15,79 2,45 3,09
20 14,43 15,78 2,02 2,84
24 11,78 17,23 2,10 2,28
48 18,17 8,81 1,65 0,96
72 40,16 3,84 1,93 0,73
96 46,99 1,66 1,89 0,79
120 46,79 1,33 11,74 0,71
144 40,63 1,08 21,93 0,82
168 45,79 1,14 20,45 0,41
192 41,77 0,81 8,47 0,27
216 49,73 1,21 2,97 0,54
240 41,70 1,02 2,53 0,79
264 37,92 1,39 2,04 1,34
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5. szami melléklet: A sotétben nevelt tiszta alga és kevert alga-baktérium kulturdk hidrogén

fejlesztésének (uL L™) vizsgalatanak mérési eredményeit 6sszefoglalé tablazat

(A tablazatban szerepld szdmadatok a 3 parhuzamos mérésbdl szarmazéd eredmények

atlagolt értékei.)

Chlamydomonas
146 (6ra) Chlamydomonas sp. 549 + RhO(-jOC(-)-CCUS
sp. 549 Rhodococcus jostii
jostii
0 0 0 0
2 0 55,15 0
4 32,38 394,51 0
8 820,15 1538,67 0
12 1810,48 2108,13 0
16 2296,08 2485,41 0
20 2781,69 2862,69 0
24 3528,41 3308,09 0
48 4851,31 4315,23 0
72 5644,23 4800,26 0
96 6114,76 5620,89 0
120 4949,52 4822,92 0
144 5315,27 5286,08 0
168 5439,49 4747,85 0
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6. szami melléklet: A sotétben nevelt tiszta alga és kevert alga-baktérium kultarak

légterében jelenlévo oxigén szint (%) mérési eredményeit dsszefoglald tablazat

(A tablazatban szerepld szdmadatok a 3 parhuzamos mérésbdl szarmazd eredmények

atlagolt értékei.)

Chlamydomonas
146 (6ra) Chlamydomonas sp. 549 + RhO(-iiOC(-)-Ccus
sp. 549 Rhodococcus jostii
jostii

0 21 21 21
2 8,29 4,69 5,92
4 5,78 4,21 4,15
8 3,83 3,96 4,27
12 3,95 4,48 4,38
16 3,83 4,32 4,39
20 3,16 4,16 4,41
24 4,38 4,75 479
48 4,48 4,67 4,53
72 4,32 4,35 5,03
96 5,16 4,98 529
120 4,68 4,27 5,76
144 4,88 4,73 5,76
168 5,08 4,31 5,73

31




7. szamu melléklet: A sotét fermentacid soran torténd tiszta alga és alga-baktérium kevert
kultira sejtszam (x10%) valtozasanak mérési eredményeit sszefoglalod tablazat

(A tablazatban szerepld szdmadatok a 3 parhuzamos mérésbdl szarmazd eredmények
atlagolt értékei.)

Chlamydomonas
146 (6ra) Chlamydomonas sp. 549 +
sp. 549 Rhodococcus

jostii
0 234 227
1 251 234
2 245 256
3 243 254
4 192 239
5) 251 209
6 213 208
7 218 235
14 228 244
21 227 230
28 248 236
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8. szami melléklet: A DCMU hasznalataval termelt hidrogén mennyiségek (uL L) mérési

eredményeit 0sszefoglalo tablazatok

(A tablazatban szerepld szdmadatok a 3 parhuzamos mérésbdl szarmazd eredmények

atlagolt értékei.)

Chlamydomonas | Chlamydomonas | Chlamydomonas
sp. 549 + E. coli | sp. 549 + E. coli | sp. 549 + E. coli
1d6 (6ra)
AHypF AHypF AHypF
(kontroll) (+alkohol) (+DCMU)
0 341,10 217,17 316,33
2 737,32 1140,55 984,39
6 858,35 1891,01 956,83
24 1309,16 3194,83 778,34
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7. TETELES SZAKMAI HOZZAJARULAS

Alulirott, Laszli Adrienn a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:
- Alga és baktérium vonalak fenntartasat

- Gaz kromatografias analizist

- Bakterialis CFU-t

- Alga-sejtszamlalast Biirker-kamraval

végeztem el.

alairas

Szeged, 2014. november 12.
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