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Tartalmi 6sszefoglalo

Chlamydomonas reinhardtii egysejtii zoldalga altal termelt hidrogén egy igéretes
alternativ energiaforras. A természetben, fényszegény koriilmények kozott a zoldalgak gyakran
keriilnek anoxias allapotba, melynek kovetkeztében a hidrogendz enzimiik aktivalédik, majd
megvilagitas hatasara megindul a hidrogéntermelés. Ez a folyamat normal koriilmények k6zott
néhany percig tart, ugyanis fény hatdsara a Calvin-Benson ciklus (széndioxid-fixacio)
aktivalodik, majd oxigén is képzddik, ami gatolja a hidrogendz enzim kifejezddését és
aktivitasat.

A kutatdcsoport altal korabban kidolgozott rendszernek megfeleléen, a hatékony
hidrogéntermelés érdekében az algakultirdkat széndioxid hidnydban és acetatmentes
tapoldatban tartjuk, annak érdekében, hogy a Calvin-Benson ciklus, ami a hidrogenazzal
verseng az elektronokért, inaktiv maradjon. A kultardkat 1égmentesen lezarhato, vizszintesen
elhelyezett fotobioreaktorba (PBR iiveg) helyezziik, amelyben az algakultira vékony rétegben
helyezkedik el, ezaltal a sejtek hatékonyabban tudjak hasznositani a fényt.

E munka keretében sikeriilt kifejleszteniink és a PBR {iveghez csatlakoztatni egy
teljesen automatizalt rendszert, amellyel programozhatova valt a fotobioreaktor l1égterébdl
torténd gazmintavétel és a légtér cseréje. Emellett egy programozhatdé LED fénypanelnek
koszonhetéen lehetdvé valt az algatorzsek valtakozd és allandd fényintenzitassal torténd
megvilagitasa. E rendszerben hasonlitottuk 6ssze a vadtipusu (CC-124) kultardk és az 1.
fotokémiai rendszer ciklikus elektrontranszportjaban érintett pgrd5 mutans hidrogéntermelését.
A ciklikus elektrontranszport a hidrogenaz enzimmel verseng az elektronokért, ezért azt vartuk,
hogy a PGRS fehérje hianyaban a hidrogéntermelés fokozodik.

Valtakozo fényintenzitason kb. 200 %-kal, mig allando fényben 250%-kal tobb
hidrogént termelt a pgr5 mutans, mint a CC-124 torzs, 6t napos iddtartam alatt. Eredményeink
jelentds elorelépést jelenthetnek a zoldalgak hidrogéntermelésének megujuld energiaforrasként

torténo hasznositasaban.

Kulcsszavak: hidrogéntermelés, fotobioreaktor, Chlamydomonas, fotoautotrof, PGR5
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1. Bevezetés
1.1. Hidrogén, mint energiahordozé

A fosszilis tiizel6anyagok, mint példaul a szén, kdolaj, foldgaz a leggyakrabban hasznalt
nem megujuld energiaforrasok kozé tartozik. Keletkezésiik évmilliok alatt ment végbe
elpusztult allati és novényi maradvanyokbdl a Fold mélyebb rétegeiben. Azonban a hatalmas
népességnovekedés kovetkeztében megsokszorozddott energiaigény miatt a fosszilis
energiahordozok hosszu tdvon nem fenntarthatéak, mivel ezek az energiaforrdsok véges
mennyiségben allnak rendelkezésre (Crabtre és mtsai., 2004, Abdalla és mtsai., 2018). Hatranyt
jelent tovabba, hogy ezek a készletek csak a Fold bizonyos részein talalhatoak meg, és csak
bizonyos orszagok rendelkeznek vele (Crabtre és mtsai., 2004; Yilmaz és mtsai., 2012), aminek
eredményeként nagy kihivast jelent biztositani a Fold tobbi orszagdnak a folyamatos és
megbizhato energiaellatasat. A globalis energiahianyon tal a fosszilis tiizeldanyagok elégetése,
kitermelése, feldolgozasa és szallitdsa jelentds széndioxid kibocsatassal jar, ami az
iiveghazhatason keresztiil befolyasolja éghajlatunkat, illetve egészségiinkre is nagy veszélyt
jelentenek (Crabtre és mtsai., 2004). Ezért korunk egyik legfontosabb feladata az alternativ
vagy megujulé energiaforrasok hasznalatdnak megalapozasa.

A hidrogéngaz egy tiszta energiahordozo, amelynek elégetése soran nem keletkezik
széndioxid, csak vizgdz. A dizel lizemanyag €s a benzin helyettesithetd hidrogénnel, de nagy
mennyiségben hasznaljak kdolajfinomitashoz, nitrogén-miitragyak gyartasdhoz, élelmiszerek
¢s kozmetikumok eldallitdsdhoz (telitetlen kotéseket tartalmazd zsirok, olajok és
cukoralkoholok gyartasahoz; élelmiszeripari adalékanyag E949), valamint a gépiparban (pl.
hiitékozegként).

Az emberiség altal felhasznalt hidrogén kb. 99%-at azonban jelenleg fosszilis
tiizeldanyagokbol allitjak eld, amely oriasi széndioxid kibocsatassal jar, ezért sziikség van
megujuld energiaforrasokon alapuld hidrogéntermelési modszerek kidolgozéasara. Ezen a
terlileten az utobbi években jelentds eldrelépések torténtek; az egyik legigéretesebb modszer a
zo6ldalgék fotobioldgiai hidrogéntermelése, melynek elméleti hatékonysaga igen kedvezd, az

algdk nevelése nem igényel termdteriiletet és a megtermelt biomassza is felhasznalhato.



1.2. Chlamydomonas reinhardtii hidrogéntermelése

A kb. 5-10 um nagysagu, talajban és vizben is el6fordul6 Chlamydomonas reinhardtii
egysejtli zoldalga (1. abra) az egyik leggyakrabban hasznalt modellszervezet. Az egyszeri
sejtfelépitése €s viszonylag kis genomja lehetdvé teszi a genetikai modositasat. A zoldalgak
fotoautotrof éldlények, fényenergia felhasznalasaval széndioxidbol és vizbol szerves anyagokat
allitanak el6 a fotoszintézis soran. Sotétben, heterotrof modon is életben tudnak maradni, ha

biztositunk szamukra szerves szénforrast, példaul acetatot (Spreitzer és Mets, 1981).
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1. abra: Chlamydomonas reinhardtii sejt felépitése (Sasso és mtsai. (2018) nyoman). A sejten két
darab csill6 helyezkedik el, amelyek 9+2 mikrotubulus szerkezettel rendelkeznek (Harris, 2001), ami az
cukariotak mozgasat biztositd csillokra jellemzo6 (Dutcher és O'Toole, 2016). A sejt legnagyobb részét
az U alaku kloroplasztisz teszi ki. A sejtmembran és a kloroplasztisz hataran helyezkedik el a szemfolt,
ami a sejtek fototaxisat biztositja. A sejtben még megtalalhatd a sejtmag, mitokondriumok, liiktetd
iiréeske, pirenoid, és a Golgi-testek.



A hidrogenazok fémtartalmu enzimek, melyek a hidrogén reverzibilis oxidaciojat és
redukcidjat katalizaljak (Mulder és mtsai., 2011). Az aktiv centrumukban megtalalhato
fématomok szerint harom csoportot iilonboztetiink meg: [Ni-Fe]-, [FeFe]- és a vas-kén
centrumot nem tartalmazo [Fe]-hidrogenazokat (Happe és Kaminski, 2002).

Bizonyos zoldalgak, mint a C. reinhardtii is, képesek arra, hogy a fényenergia-
hasznositashoz kapcsoltan, azaz fotoszintetikus miikodésiik soran, hidrogéngézt termeljenek a
hidrogenaz enzimiik segitségével. A C. reinhardtii-ban kétféle [FeFe]-tipust hidrogenaz, a
HydAT1 és a HydA2 talalhato meg (Gonzalez-Ballester és mtsai., 2015). A hidrogéntermelés
nagy részéért fényben a HydA1 felelds, mig a HydA2 a hidrogéntermelésnek csak kb. a 25%-
at teszi ki (Meuser ¢és mtsai., 2012).

A C. reinhardtii-ban a hidrogenazok az els6 fotokémiai rendszer (PSI) akceptor oldalan
helyezkednek el (2. abra) és a miikodésiikhez sziikséges elektronokat kozvetleniil a
ferredoxintol kapjak. Az elektronok a hidrogenaz enzimhez harom tutvonalon keresztiil
érkezhetnek:

1. A masodik fotokémiai rendszertdl (PSII)-fiiggd utvonal, ahol az elektronok a
vizbontasbol keletkeznek és a PSII-n a citokrom bef-en és a PSl-en at vezet6 linearis
elektrontranszporton keresztiil jutnak el a hidrogenazhoz.

2. A PSlI-fiiggetlen utvonalon a hidrogendz enzim a keményitObontasbol kapja a
miikodéséhez sziikséges elektronokat, amelyek a plasztokinon-pool-on keresztiil csatlakoznak
a linearis elektrontranszporthoz.

3. A sotétben, anaerob modon torténd fermentéaciods utvonal, ilyenkor a glikolizisben
keletkez6 piruvat a piruvat-oxidoreduktaz segitségével acetil-Ko-A-véa alakul, mikozben
ferredoxin redukalodik, ahonnan az elektronok a hidrogendz enzimre keriilnek.

A két utobbi ttvonal hidrogéntermelése joval kisebb hatékonysagu, mint a PSII-fiiggd

utvonalé.
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2. abra: Fotoszintetikus elektrontranszportlanc (Toth és Yacoby (2019) nyoman). OEC: vizbontd
komplex, PSII: a masodik fotokémiai rendszer, PQ-pool: plasztokinon-pool, cytbsf: citokrom bef, PSI,
PSII: els6, masodik fotokémiai rendszer, pgr5 és Pgrll: proton gradiens regulator fehérjék, Fd:
ferredoxin, HydA: hidrogenaz

A z0ldalgak hidrogéntermelése természetes koriilmeények kozott akkor kovetkezik be,
amikor sotét periodus utan hirtelen fény éri 6ket (Fouchard és mitsai., 2005). Ilyenkor a
hidrogenaz enzim biztonsagi szelepként mikodik, megvédi a fotoszintetikus
elektrontranszport-lancot a talzott redukciétol, azaltal, hogy a Calvin-Benson ciklus
aktivalodasaig az elektronok hidrogéntermelésre forditddnak (Godaux és mtsai., 2015).
Azonban ez a folyamat a természetben csak rovid ideig, minddssze néhany percig tart, mert a
Calvin-Benson ciklus aktivalodasa utan az elektronok széndioxid megkotésére forditodnak,
illetve megindul az oxigéntermelés. A hidrogendz enzim rendkiviil érzékeny az oxigénre,
jelenlétében a hidrogéntermelés gatolt (Fouchard és mtsai., 2005). Ez egy igen jelentds

probléma, ami nagymértékben korlatozza a gazdasagi hasznosits lehetdségét.



1.3. Hidrogéntermelés indukcioja

A fotobioldgiai hidrogéntermelést évtizedek ota vizsgaljak, szamos kutatas koncentral
az oxigénre kevésbé érzékeny hidrogenazok kifejlesztésére. Mig mas kutatasok pedig az oxigén
1€gzés altali, vagy egyéb mddon torténd elimindldsara iranyulnak.

Hosszi ideig a zdldalgdk hidrogéntermelésének indukaldsara a kénmegvonast
hasznaltak (Melis és mtsai., 2000), amelynek kovetkeztében az oxigéntermelésért felelés PSII
nagyrészt inaktivalodik és az igy kialakuld anaerob koriilmények kozott megindul a
hidrogéntermelés. Azonban e modszernek szamos ¢€lettani és gazdasagi hatranya van, pl. a
kénmegvonas jelentds energiaigénye, a kénmegvonds hatdsara a hidrogéntermeléshez
nélkiilozhetetlen fotoszintetikus apparatus gyors leépiilése, valamint ez a rendszer szerves
szénforrasként acetdtot igényel, amely szintén jelentés koltségtényezd. Ezen okokbol
kifolyolag, e modszer ipari hasznositds szempontjabol zsdkutcanak tekinthetd. Mostanaban
azonban két joval hatékonyabb és fenntarthat6 hidrogéntermelési modszert fejlesztettek ki. Az
egyik modszer lényege, hogy rovid fényimpulzusok sorozatat hosszabb sotétszakaszok
szakitjadk meg, ezzel megakaddlyozva, hogy a Calvin-Benson ciklus aktivalédjon €s oxigén
termelddjon (Kosourov és mtsai., 2018). A masik modszer egyedisége abban rejlik, hogy a
hidrogéntermelés széndioxid hianyaban és acetdtmentes tdpoldatban torténik, annak érdekében,
hogy a Calvin-Benson ciklus - ami a hidrogenazzal verseng az elektronokért, inaktiv maradjon.
Ezen modszerrel kivaltott hidrogéntermelés hatékonysaga jelentdsen novelhetd vas-so tipusu
oxigénabszorbens haszndlataval, amely a hidrogenazok aktivitasat és kifejezddését gatlo
oxigént eltavolitja a 1égtérbdl (Nagy €és mtsai., 2018, 2021).

Az Ujonnan Kkifejlesztett modszerek eldénye, hogy a megvilagitast kovetéen az
algakultira hidrogéntermelése azonnal megindul és napokig fenntarthaté. A felhasznalt
redukald er6k nagyrésze a vizbontdsbol szarmazik, ahonnan az elektronok linearis
elektrontranszport révén jutnak el a hidrogendzhoz. A termelt hidrogén mennyisége kb.
kétszeres (Kosourov €s mtsai., 2018) és négyszeres (Nagy €és mtsai., 2018) a kénmegvonashoz
képest. Mivel teljesen fotoautotrof a rendszer, alacsonyabb lesz a bakteridlis fertdzés veszélye
a jovobeli ipari alkalmazas soran, illetve ez koltséghatékonysag szempontjabol is igen kedvezo,
azonban a megtermelt hidrogén mennyisége még joval alatta van az ipar altal elvart szinthez
képest. Az ipari szintll és gazdasdgosan torténd termeléshez maximalizalni kell egyrészt az
algdk hidrogéntermelésének hatékonysagat, illetve sziikség van 1éptékndvelésre is, amit ugy

tudunk elérni, hogy a rendszert automatizaljuk, és a méretét megnoveljik. Az is fontos



szempont, hogy az ujonnan kialakitott rendszernek tiveghézban és szabadf6ldon is miikodnie

kell.



2. Célkitiizés

Munkam soran célul tliztiik ki:

1) Egy olyan automata berendezés megépitését, amely folyamatosan monitorozni tudja
az algatorzsek hidrogén- és oxigéntermelését, szabalyozott koriilmények kozott. Ez egy fontos
kozbiilso 1€pés az ipari szintli hidrogéntermelés megvalositasa felé.

2) Az altalunk kifejlesztett, teljesen automata rendszerben dsszehasonlitani a vad tipusu
(CC-124) és a hidrogéntermelés szempontjabol igéretes ciklikus elektrontranszport mutans
(pgr5) C. reinhardtii térzsek hidrogéntermelését és fotoszintetikus apparatusanak allapotat
allandé (550 pumol foton m2s?) és valtakozd intenzitasu fényben (100-1000 umol foton
m2s?), amellyel a természetben eléforduld napi fényerdsség valtozast szimulaltuk. Az
Osszehasonlitds célja az, hogy megnézzik, hogy a pgr5 mutans valtoz6é fényben is olyan

hatékonyan tud-e miikddni vagy akar hatékonyabban, mint dllandé megvilagitas esetén.



3. Anyagok és médszerek

3.1. Chlamydomonas reinhardtii térzsek nevelése és fenntartasa
Kisérleteinkhez a vad tipusként hasznalt CC-124-es torzset a Minnesota-i Egyetem

Chlamydomonas gytijteményébdl (Chlamydomonas Resource Centre, University of Minnesota,
USA) rendeltiik, mig a pgr5-6s torzset Michael Hippler (Institute of Plant Biology and
Biotechnology, University of Miinster, Németorszag) bocsajtotta rendelkezésiinkre.

Az algatorzseket Tris-acetat-foszfat (TAP) tapoldatban (7,0 pH) és szilard taptalajon
(1,5% agar tartalmu) tartjuk (3. abra). A tapoldat tartalmaz foszfat puffert (7,2 pH) (KH2PO4
(56 mg/l), KoHPO4 (108 mg/l), Milli-Q vizet), Tris-t (20mM), makro (CaCl. -2 H20 (50 mg/l),
(NH4CI (400 mg/l), MgSOs - 7 H.O (100 mg/l), Gorman és Levine, 1965)) és mikro
tapanyagokat (CuSOs ' 5 H20 (1,57 pg/l), FeSO4 - 7 H20 (4,09 pg/l), (NH4)sM07024 - 4 H.0
(1,1 pg/l), CoClz2 - 6 H20 (1,61 pg/l), (EDTA-Naz (50 pg/l), MnClz - 4 H20 (5,06 pg/l), ZnSO4
7 H20 (22 ug/l) (Hutner és mtsai., 1950)), és ecetsavat (0,1% v/v)

3. abra: C. reinhardtii algakultirak (A) szilard taptalajon és (B) tapoldatban.

A kisérletekhez az algasejteket steril koriilmények kozott szilard taptalajrol — (3A. abra)
50 ml TAP tapoldatot tartalmaz6 100 ml-es Erlenmeyer-lombikokba helyezziik, amelyet 85
umoél foton m?2 st fotondram-siiriiségen, folyamatos 130 rpm-es razatassal, 22-24°C

homérsékleten, alganeveld kamraban tartottunk harom napig.



A haromnapos CC-124-es folyadékkultarabol 3-5 ml-t tettiink at 300 ml TAP tapoldatot
tartalmazé 500 ml-es Erlenmeyer-lombikokba (3B. abra), amelyeket visszahelyeztiink az
alganeveldbe a fent leirt koriilmények kdz¢. Majd ujabb harom nap eltelte utdn az algakultrat
lecentrifugaltuk. A centrifugalast Sorvall LYNX6000 centrifugéval hajtottuk végre, 2900 rpm-
en, 20°C-on, 10 percen keresztiil. A feliiliszo6 eltavolitdsa utan Sueoka’s high salt medium (HS)
tapoldatban (6,8 pH) szuszpendaltuk fel a sejteket. Ez a tapoldat elengedhetetlen a szerves szén
forrdst nem tartalmazé kornyezet biztositasahoz. HS medium szamos makro (CaClz - 2 H20
(10 mg/l), KoHPO4 (1,44 g/l), NH4CI (500 mg/l), MgSOa4- 7 H20 (20 mg/l), KH2PO4 (0,72 g/l))
¢s mikroelemet (FeSO4 ' 7 H20 (4,09 pg/l), CoCl2 6 H20 (1,61 pg/l), CuSO4 -5 H20 (1,57
pg/l), (NH4)6Mo7024 -4 H20 (1,1 pg/l), ZnSO4 -7 H20 (22 pg/l), MnClz - 4 H20 (5,06 pg/l),
EDTA-Naz (50 pg/l), (Hutner és mtsai., 1950)) tartalmaz.

A Klorofilltartalmat spektrofotométer segitségével 50 pg klorofill (a+b)/ ml-re allitottuk
be. Az 1 literes Roux-tipusu fotobioreaktor (PBR) tivegekbe 100 ml kultarat tettiink, amelynek
légterébe oxigén abszorbenst helyeztiink (Oxyfree 504B 100 cc loose, Tianhua Tech. CO., Ltd.
Nanjing, Kina, illetve O2Zero-50 cc loose; Global Reach Ltd, London, UK) egy, ennek a
tarolasara alkalmas csébe (4. dbra). Ezt kovetden az livegeket sotétbe helyeztiik és rakapcsoltuk
az altalunk kifejlesztett késziilékre, amely egy program vezérlésével az iiveg légterét
nitrogéngazzal oblitette at. 4 dran at tartd sotét, anaerob inkubaciot kovetéen 16 ora fény/ 8 ora
sOtét periodusnak tettiik ki az algatenyészeteket 5 napon at. A fényperiodus alatt kétérankeént
valtozott a fény intenzitasa (100, 250, 500, 750, 1000, 750, 500, 250 umol foton m2s™); a valtas
elétt az automata mintat vett az liveg légterébdl és beinjektalta a gazkromatografba. Voltak
olyan kisérletek is, amelyekben a 16 dora fényperiodus alatt a fényintenzitas allandéan 550 pmol
foton m2s? volt. Rendszeriinket folyamatosan, tdbb napon at monitorozni tudtuk. A sejteket a
sotétinkubacid és a hidrogéntermelés periddusa alatt 23-25°C-on tartottuk, folyamatos razatas
(130 rpm) mellett. A 16 6rdn at tartd fényperiodus utén, a sotétperiddus kezdetén az iiveg

légterét minden nap nitrogéngézra cseréltiik.



4. abra: Vékony rétegii sejtszuszpenziot tartalmazo fotobioreaktor (PBR). A Roux-iiveg 1 1-
es térfogata, melybe 100 ml algakultura, a 1égtérbe egy erre kialakitott cs6ben 20 g oxigén abszorbens
keriilt elhelyezésre (Nagy és mtsai., 2021).

3.2. Mérési modszerek
3.2.1. Klorofilltartalom meghatarozasa

A Kklorofilltartalom meghatarozasahoz a C. reinhardtii sejtkultirat 50-szeresére
higitottuk ki (800 ul 100%-os aceton + 180 ul Milli-Q viz + 20 ul alga), majd par percig
sotétben inkubaltuk. Centrifugalast (3 perc,13500 rpm) kovetéen megmértik a feliiluszo
abszorbanciajat 646 és 663 nm hullamhosszon, NanoDrop 2000C (Thermo) segitségével. A
klorofillkoncentraciot a Porra és mtsai. (1989, 2002) altal kidolgozott modszer szerint

szamoltuk ki.

3.2.2. Hidrogén ¢és oxigén mennyiségének meghatdrozdsa gazkromatografia

segitségével

Az algatorzsek altal termelt hidrogén és oxigén mennyiségének meghatarozasahoz
gazkromatografias modszert hasznaltunk. Az altalunk kifejlesztett automata késziilék a PBR
1égterébdl 100 ul mintat fecskendezett be egy Hewlett Packard 5890 tipust gazkromatografba.
A komponensek szétvalasztdsdhoz egy HP Molesieve (30m x 0,535 mm x 25) kolonnat
hasznaltunk, a mozgo fazisunk pedig argon gaz volt. Az aramlasi sebesség 34 ml/perc. A
hévezetoképességi detektor (TCD) homérséklete 160°C, mig a kolonna hémérséklete 60°C- ra

volt beallitva.



3.2.3. Statisztikai elemzés

A bemutatott adatok minimum harom fiiggetlen kisérleten alapulnak. Az ismétlések
pontos szama az abrak leirasaban lathatd; atlagokat és standard hibakat (+SE) szamoltunk. A
CC-124 (vadtipus) és pgr5 mutans kozotti atlagok kiilonbségének szignifikanciajat Student t-
probaval vagy a kétiranyu kevert ANOVA és a Tukey post-hoc tesztekkel hataroztuk meg
OriginPro 9.5 szoftver segitségével (p <0,1).

3.2.4. In vitro hidrogenaz aktivitas meghatarozasa

A hidrogenaz aktivitasat in vitro mértiik 3 6ra so6tét anaerob indukcié kovetéen (0 h)
¢s 85 ora valtakozo fényintenzitas utan. A vizsgalatot 37°C-on, s6tétben 16 ml-es barna szérum
tivegekben végeztiik. A reakcioelegy 1.9 ml 100 mM kalium-foszfat pufferb6l (pH 6,8), 560 ul
MiliQ vizbdl, 100 pl 10%-0s Triton X-100-bol, 40 ul 1 M metilviologénbdl, 400 pul 1 M
natrium-ditionitb6l ¢és 400 upl alga kultirdbdl allt. A szérum {iveg légterének

crer

aktivitast umol Hz/mg chl (a+b) h™! adtuk meg.

3.2.5. Klorofill a fluoreszencia mérése

A klorofill a fluoreszencia méréseket Handy-PEA késziilékkel végeztik. A C.
reinhardtii kultarakat koriilbeliil 15 percig sotétadaptaltuk, majd 60 pl kultarat (50 pg Chl
(at+b)/ml) tettiink a levélcsipeszben elhelyezett Whatman szlir6papirra. A mintat 3 masodpercig
vords fénnyel (3500 pumol foton m?2 sec?) vildgitottuk meg. Harom LED biztositotta a

fényforrast, amelyek 5 mm atmér6jii mintafeliiletre voltak fokuszalva.

3.2.6. Western blot analizis

Mintavételek sordn 2 ml mintat vettiink egy 2 ml-es Eppendorf csébe. Ezutan
centrifugaltuk 5 percig 13500 rpm-en, majd eltdvolitottuk a feliiliszot és a mintakat folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk. A mintakat 500 pl fehérje extrakciods pufferrel (50 mM Tris/HCL
[pH 8,3], 0,25% Triton X-100, 1 mM ditiotreitol és 1 cOmplete proteaz gatld mix [Roche])
szolubizaltuk, majd sotétben inkubaltuk 30 percig 4°C-on rdzatas mellett. Ezt kdvetden a
mintdkat 10 percig 20800 g és 4°C-on centrifugéltuk. Az igy keletkezett feliiluszot egy 0j
Eppendorf csébe gylijtottiik dssze és fehérjetartalmat Bradford modszerrel hatdroztuk meg.

Minden minta koriilbeliil 1 millié sejtnek megfeleld sejtextraktumot tartalmazott, amihez 6 x



Laemmli puffert (375 mM Tris/HCL [pH 6,8], 60% [v/v] glicerin, 12,6% [w/v] natrium dodecil-
szulfat, 600 mM ditiotreitol, 0,09 % [w/v] bromfenol kék) adtunk.

Az elektrontranszportban résztvevo fehérjealegységek és a hidrogenaz enzim kimutatdsara az
Agrisera AB kovetkezd specifikus poliklonalis antitestjeit hasznaltuk: PsbA (AS11-1786,
higitas: 1:2000), PSBO (AS06-142-33, higitas: 1:1000), PetB (AS18-4169, higitas: 1:10000);
CP47 (AS04-038, higitas: 1:2500); PsaA (AS06-172, higitas: 1:2000), HydA (AS09-514,
higitas: 1:2000). A fehérjék beazonositdsahoz a Thermo Scientific PageRuler Prestained

fehérjelétrat hasznaltunk.



4. Eredmények
4.1. Gazkromatograthoz kapcsolhat6 automata mintavevo fejlesztése és tesztelése
4.1.1. Automata mintavevd muszaki felépitése és miiszerezettsége

A kutatocsoport, ahol a szakdolgozatomat készitettem, Kifejlesztett egy tébb napon at
hatékonyan fenntarthaté hidrogéntermeld rendszert (Nagy és mtsai, 2018, 2021); jelenleg a
modszer piacképes és gazdasagos hidrogéntermelési technologia irdnydba torténd
tovabbfejlesztése zajlik. Ezen iranyba fontos tovabblépés a mar kifejlesztett rendszer
automatizalasa, ami a BSc munkam egyik feladatat képezte. A CS-Smartlab Devices Kft-vel
egylittmitkddve megépitettiink egy automata mintavevd késziiléket (SA. abra), amely valos
idében, parhuzamosan, harom PBR gazterébdl eldre programozott médon mintat tud venni és
egy gazkromatografba injektalni (5B. abra), valamint biztositani tudja a PBR légterének
nitrogéngazzal valo rendszeres atoblitését, regisztralja a hémérsékletet és a reaktoronként egy-
egy beépitett nyomasméré jeleit. Mindezt a rendszer vezérloprogramja és a megfelelden
kialakitott elektronika teszi lehet6vé.

Miszeriink tervezése soran figyelembe kellett venniink azt is, hogy a hidrogén a
legkisebb molekula, igy tomitetlenség esetén konnyen el tud szokni a bioreaktorbol és az
automata mintavevobdl. A minta PBR-bd] a gdzkromatografba val6 eljuttatdsara rozsdamentes
ac¢lkapillarisokat hasznaltunk, amelyek kellden vastag €s tomor faltiak, illetve a kis belsd
atmérdjiik kis holttérfogatot biztosit. Rdadasul ezek a csovek kellden flexibilisek is, ezaltal

fesziiltségmentes csatlakozast tesznek lehetdveé.



5. abra: Az anaerob indukcioval kivaltott hidrogéntermelés kisérleti elrendezése. (A) Az automata
mintavevo késziilék és a hozza kapcsolt algakulturat tartalmazo PBR iivegek, LED panel alatt. (B) A
gazkromatograf az automata mintavevo injektoraval €s a rendszert vezérld szamitogép.
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6. abra: Automata mintavevé miiszaki felépitése Az inert-gaz 6blitd rendszer nitrogénnel atmossa a
bioreaktor légterét. A tilnyomas megakadalyozasat a lefivatoé teszi lehetévé. A mintavevo szelepsziget
a gaztérbol szarmaz6é mintankat a mintabevezet6 cs6be, majd a hurokba juttatja, ahonnan a mintankat a
6/2 utas mintavevé szelep injektalja a gazkromatografba. A bioreaktorba uralkodd nyomast a
nyomasmérd regisztralja.

Mivel a PBR-bdl a minta passzivan, a gaztérben uralkodé nyomas hatasara keriil a
szelepeken és a mintabevezetd csdveken keresztiil a hurokba, fontos, hogy a PBR-ben kelld
gaznyomas legyen a mintavevd csovek és hurok mintdval vald teljes gazcseréjéhez.
Ugyanakkor a gaz nyomadsa ne legyen olyan magas, hogy negativan befolyasolja az algak
hidrogéntermeld képességét. Mindezek figyelembevételével minden mintavétel elétt 1300

mbar nyomast allitunk be a gaztérben, siiritett nitrogéngéz hozzdadasaval.



4.1.2. Algae Grower Sampler — vezérl6 program

Algae Grower Sampler az automata mintavevohoz tartozd vezérld program, amin
szamos beallitasi lehetdség érhetd el. Emellett online adatokkal is szolgél az operatornak, mint
példaul a PBR-ben uralkodé nyomas, a kérnyezet hémérséklete, valamint, hogy az elére megirt

mérési program melyik fazisnal jar (7. dbra).
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7. abra: A rendszert irdnyité program az altalunk 6sszeallitott utasitisok alapjan. A program
alapjan a berendezés a 16 oras fényperiodus alatt 2 6ranként mintat vesz a PBR légterébdl és beinjektalja
a gazkromatografba. Minden mintavétel el6tt beallitja a nyomast 1300 mbar-ra. A 8 6ras sotétperiodus
kezdetén lecseréli a PBR légterét nitrogéngazra, illetve e periodus végén, nyomas helyreallitast kovetéen
injektalas is torténik.



Az online mintavevé késziilékhez maximum harom PBR csatlakoztathat6 egyidejiileg,
amelyek egymastol fliggetleniil vezérelhetdk. A vezérldprogramokat a kdvetkezd utasitdsokbol
allithatjuk  O0ssze  tetszOlegesen: anaerobizalds  (légtér  Oblitése  nitrogéngazzal),
nyomaskiegyenlités, mintavétel, varakozasi id0, tovabba ezen 1épések ismétlodd ciklusokba

szervezhetOk. Az igy megirt programok kiilon fajlban eltarolhatok (7. abra).

4.2. CC-124 és pgr5 mutans torzs hidrogéntermelésének 0sszehasonlitasa

Az els6 fotokémiai rendszerben a (PSI) ciklikus elektrontranszport (PSI1-CET) egy olyan
mechanizmus, amely az ATP ¢s a NADPH aranyat szabalyozza a kloroplasztiszban. Fontos
szerepet jatszik a fotoszintézis soran a fotoinhibicid elleni védelemben (Nawrocki és mtsai.,
2019a). A PSI-CET hozzajarul a protonmotoros erd kialakitasahoz, ami befolyasolja a
fotoszintetikus elektrontranszportot. A Proton Gradiens Reguldtor 5 (PGR5) fehérje részt vesz
ennek a folyamatnak a szabalyozasaban (Tolleter és mtsai., 2011; Johnson és mtsai., 2014). A
PGR5 a sztromaban talalhatd, C. reinhardtii-ban a PSI fehérje-szuperkomplexnek
alkotorészeként. Ez a szuperkomplex sziikséges a PSI-CET kialakuldsahoz, kiilondsen, ha a
sejtjek oxigénhidnyos kornyezetben vannak (Shikana, 2007; DalCorso és mtsai., 2008; Godaux
¢s mtsai., 2015; Steinbeck és mtsai., 2018).

A pgrb-deficiens mutans nagyfoka fényérzékenységet mutat fotoautotrof, aerob
koriilmények kozott (Johnson és mtsai., 2014), anaerob koriilmények kozott azonban a
fotoinhibicié kockazata csekélyebb. A ciklikus elektrontranszport csokkenti az
elektrontranszport hatékonysagat a hidrogenaz enzim felé, mind a kénmegvonasos (Antal és
mtsai., 2009; Tolleter és mtsai., 2011), mind az anaerobidzis altal indukalt hidrogéntermelés
esetében (Nagy ¢és mtsai., 2018), ezért a PSI-CET mérséklddése a hidrogéntermelés javulasat
eredményezi. Ezen feliil a pgr5 mutans térzs magasabb mitokondrialis 1égzési kapacitassal
rendelkezik, amely alacsonyabb intracellularis oxigénszintet eredményez, igy a sejt hidrogenaz
enzime hosszabb ideg maradhat aktiv (Johnson és mtsai., 2014; Goduax és mtsai., 2015, Ho és
mtsai., 2022, EIman és mtsai., 2022).

A Chlamydomonas reinhardtii CC-124 torzse meglehetésen nagy hatékonysaggal képes
hidrogént termelni, ami miatt eldszeretettel hasznaljadk modellorganizmusként a
hidrogéntermelési kutatasokban. A pgr5 mutans sziil6i vonala a CC-124-es torzs, ezért kontroll

torzsként (vad tipus) hasznaltuk a mérések soran.



A kutatécsoportunk korabbi eredményei azt mutattdk, hogy az anaerob indukcidval
kivaltott hidrogéntermelés soran, vékony folyadékrétegli PBR-ben a pgr5 mutans hat nap alatt
kb. 2,5-szer tobb hidrogént termelt, mint a vad tipusként hasznalt CC-124 torzs (Nagy és mtsai.,
2018). Valamint rendkiviil jol tri a magas fényintenzitast is. Mindezek mellett a pgr5
mutansnak nem csak hogy joval nagyobb volt az in vitro hidrogenaz aktivitasa, mint a CC-124-
¢, de a hatnapos kisérlet végére a hidrogenaz aktivitasanak 44%-at megtartotta (Nagy és mtsai.,
2021). Mindezek alapjan a pgr5 torzs igéretesnek tlinik a hosszabb tavu, ipari méretekben

torténd hidrogéntermelés megvalositdsahoz.
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8. abra: CC-124 és pgr5 mutans C. reinhardtii torzsek hidrogéntermelése 50 ng klorofill (a+b)/ ml
és 550 pmol foton mst allando fényerésség mellett, PBR-ben. (A) A kultarék HS tapoldatban voltak,
€s 4 Ora sotét anaerob indukciot kovetden keriiltek folyamatos megvilagitas ala. A gazok mennyiségének
meghatarozasa lezart kultarak 1égterébdl tortént automata mintavevo segitségével, amely 2 6ranként a
1égtérbdl mintat vett és a gazkromatografba injektalta, tovabba a késziilék a PBR 1égterét 24 oranként
nitrogéngéazra cserélte, amit az A abran a nyilak jelolnek. (B) Az 6ssz. a 120 éra alatt megtermelt
hidrogéngaz 6sszegét mutatja. Az ismertettet adatok ot fliggetlen kisérletbdl szarmaznak. A B abran a *
jeloli a szignifikansan kiilonbozo atlagokat, amelyeket a Student t-probaval hataroztunk meg, p érték <
0,05.

A vadtipust CC-124 és pgr5 mutéans algasejteket a 4.1. fejezetben bemutatott automata
mintavevohdz kapcsolt, vékony folyadékréteghben PBR-ben helyeztik el, amely HS
tapoldatban, 100 ml folyadékkulturat tartalmazott, a klorofillkoncentracié pedig 50 pg klorofill
(a+b)/ ml-re volt beéllitva. Elészor folyamatos, 550 pmol foton m?2s? fényerésség mellett

mértiik és hasonlitottuk Ossze az algatorzsek hidrogéntermelését. Megfigyeltiik, hogy mar az



els6 24 oraban a pgr5 mutans kb. 40%-kal tobb hidrogént termelt, mint a CC-124 torzs (8A.
abra), és az id6 elorehaladtaval ez a kiilonbség egyre fokozodott. Az 6t nap alatt megtermelt
hidrogén 0sszes mennyisége kortilbeliil 2- 2,5- szer nagyobb volt, mint a CC-124 torzsé (8B.
abra). Az automata mintavevo altal mért értékek 0sszhangban vannak a kutatécsoport el6zo,
vékonyrétegli fotobioreaktor alkalmazasaval kapott eredményeivel (Nagy €s mtsai., 2021).

Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy az automata mintavevd megbizhatdéan
miikodik €s alkalmas az algak hidrogéntermelésének folyamatos monitorozasara.

Ezt kdvetOen azt terveztiik megvizsgalni, hogy az algak hidrogéntermelése természetes
fényviszonyok kozott is megvalosithato-e. Ennek érdekében a természetben el6forduld sotét-
¢és fényviszonyokat szimulaltunk: a 4 6ras sotét anaerob inkubaciot kovetéen napokon keresztiil
16 6ra fény/ 8 ora sotét periodusnak tettiik ki az algatenyészeteket. A 9A. abran a fényperiodus
alatt folyamatosan 550 umol foton m2s? volt, mig a 9C. abran kétéranként valtoztattuk a
fényintenzitast (100, 250, 500, 750, 1000, 750, 500, 250 pmol foton m2s?). Ez utobbi értékeket
gy allitottuk be, hogy az 4tlagos fényintenzitas 550 pmol foton m2s? legyen.,

Lathato, hogy mindkét esetben az 6t napon at tarté hidrogéntermelés kozel hasonldan
alakult, a pgr5 mutans kb. 2-2,5-szer t6bb hidrogént termelt, mint a CC-124 (9B-D. abra).
Azonban, valtakozo intenzitasu fényben a CC-124 hidrogéntermelése kb. 40 %-kal, mig a pgr5
10 %-kal novekedett az allandé intenzitasu fény/ sotétperiodusban mérthez képest.
Elképzelhetd, hogy a folyamatos fény nagyobb stresszt jelent az algak szamara, mint a
véltakoz6 fényintenzitds és Ugy tlinik, hogy a pgr5 mutdns jobban ellendll ezeknek a

hatasoknak.
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9. abra: CC-124 és pgr5 mutans C. reinhardtii torzsek hidrogéntermelése 50 pg klorofill (a+b)/ ml
és 16 ora fény/ 8 éra sotét mellett, PBR-ben. A kulturak HS tapoldatban voltak, és 4 6ra s6tét anaerob
indukciot kovetden keriiltek megvilagitas ala. (A) A fényperiodus alatt a fényintenzitas 550 umol foton
m=2s?t volt. (C) A fényperiddus alatt kétoranként véltozott a fényintenzitas (100, 250, 500, 750, 1000,
750, 500, 250 umol foton m2s?). A gazok mennyiségének meghatarozasa lezart kultirak 1égterébol
tortént automata mintavevo segitségével, amely 2 6ranként a 1€gtérbdl mintat vett és a gazkromatogratha
injektalta, tovabba a késziilék a PBR Iégterét 24 oranként nitrogéngazra cserélte, amit az abrakon a
nyilak jeldlnek. (B-D) Az Ossz. a 120 6ra alatt megtermelt hidrogéngaz 5sszmennyiségét abrazolja. A
B és a D abran a * jeloli a szignifikansan kiilonbozo atlagokat, amelyeket a Student t-probaval
hataroztunk meg, p érték < 0,05.



4.3. A valtakozo fényviszonyok hatdsa a fotoszintetikus apparatusra és a HydA enzimre

Megvizsgaltuk, hogy hogyan reagdl a fotoszintetikus apparatus a szimulalt napi
fényviszonyokra a kisérlet soran. A mintagytjtés a kisérlet elején (0 h), a kisérlet végén (85 h)
¢€s 3 ora regeneracid utan tortént.

El6észor gyors klorofill a fluoreszcencia indukciot (OJIP) mértiink a sejteken, amely egy
nagyon ¢érzékeny ¢€s széles korben hasznalt mddszer a fotoszintetikus-elektrontranszport lanc
mitkodésében 1étrejovo valtozasok kimutatasara (lasd 3.2.5. fejezet). Azt kaptuk eredményiil,
hogy a kisérlet elején (0 h) 6sszegyijtott mintakban az egészséges kulturakra jellemzo értékeket
mértiink, ahol a két torzs kozott nem volt jelentds kiilonbség (10A. abra). A 85 oras
hidrogéntermelés utan a klorofill-a fluoreszencia amplitadoja csokkent, és kinetikaja mind a két
torzs esetében megvaltozott. Azonban a maximalis fluoreszencia Fum, (10B. abra) értékének a
csokkenése a pgr5 mutansban kisebb volt, mint a CC-124 vad tipust térzsben. A kultarak Fv/Fm
értéke, amely a fotoszintetikus hatékonysag mutatdja (Garab és mtsai., 2023), a vadtipusban
koriilbeliil 0,77-r61 0,3-ra, a pgr5 mutansban pedig 0,25-re csokkent (10C. abra). Ezutan a
torzseket 3 orara neveld fényre helyeztiik regeneralas céljabol. A regeneralodas kovetkeztében
a klorofill a fluoreszencia kinetikaja részben helyreallt, az Fv/Fm értéke is kortilbeliil 0,55-re
emelkedett mind a két térzsben (10C. abra). Ezen adatok azt mutatjak, hogy a fotoszintetikus
elektrontranszport-lanc talredukalt és lelassul az elektrontranszport (Foyer és mtsai., 2012,
Erickson és mtsai., 2015, Milrad és mtsai., 2023), nem pedig valamilyen visszafordithatatlan
kéarosodas torténik. Megfigyeltiik azt is, hogy a kisérlet végére (85 orara) a CC-124 torzs
klorofill tartalma koriilbeliil 18%-kal csokkent, mig a pgr5 mutansban alig valtozott.

A fotoszintetikus apparatusok egyes alegységeinek mennyiségi meghatarozasara
immunoblot analizist hasznaltunk (11A, B. dbra). A vad tipusu torzsben a PSII alegységek, a
PSBO, PsbA és a CP47 mennyisége jelent6sen csokkent (77, 25 és 43%-kal) a 85 oras
hidrogéntermelési periodus alatt. A PetB mennyisége (amely a cytbef egyik alegysége) a CC-
124-ben enyhén csokkent, mig a PSI reakcidcentrum alegysége, a PsaA koriilbeliil 20%-kal
csokkent a kisérlet végére. Ezzel szemben a PSBO ¢és a CP47 PSII alegységek szintje
valtozatlan maradt a pgr5 mutans torzsben. A PsbA, PetB és a PsaA szintjének csokkenése a
vad tipusu torzséhez hasonld volt, koriilbeliil 20%. A sejtek 3 oras regeneralasa utan a legtobb
fotoszintetikus alegység szintje nem mutatott Iényeges valtozast, ami alatdmasztja azt, hogy a

fotoszintetikus aktivitasnak a helyreallasa (amit mar az Fv/Fm értéke alapjan is



megallapitottunk) nem a fotoszintetikus alegységek ujratermelddésének, hanem a
fotoszintetikus elektrontranszportlanc lelassulasanak volt kdszonhetd.

A HydA szintje 60%-kal csokkent a CC-124 torzsben a 85 oras kisérlet végére (12.
abra). Ezzel szemben a pgr5 mutansban ez a cs6kkenés csak 24%-os volt. Ezutan a HydA enzim
in vitro aktivitasat is megmértiik, redukalt metil-viologén hozzaadasaval, amely a rendszerben
elektron donorként funkcional. S6tét anaerob indukciot kdvetéen az in vitro hidrogenaz
aktivitas koriilbeliil 350 pmol Ho/mg Chl (a+b) h™! volt mind a két torzs esetében. A 85 Oras
hidrogéntermelés utan az eredetei hidrogenaz aktivitasnak a vad tipust torzsben csak a 17%

maradt meg, mig a mutansban a 29%-a (12. abra).
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10. abra. CC-124 és a pgr5 mutans fotoszintetikus apparatusanak jellemzése, sotét anaerob
indukcidval kivaltott hidrogéntermelés soran, valtakozé (nappali fényviszonyokat szimulalo)
fényintenzitiason, acetat mentes tapoldatban (HS). A méréseket 0 id6pontban (kontroll), 85 ora
hidrogéntermelési periddust kovetden, illetve 3 ora regeneracio (aerob koriilmények, nevel6fény) utan
végeztikk. A) Gyors Klorofill-a fluoreszencia (OJIP) tranziens valtozasa, B) Fu értékek; C) Az Fy/Fwm
értékek, amik az OJIP tranzienstdl szarmaznak. D) Klorofill (at+b) tartalom. E) Kultarak a 85 orés
hidrogéntermelés utan (koriilbeliil 100-szorosan higitva) és a 3 napos regeneracio kovetden. Az adatok
harom fiiggetlen kisérletbdl szarmaznak. A kiilonbségek szignifikanciajat az ANOVA és a Tukey
tesztek segitségével hataroztuk meg. Az eltér6 betiikkel jel6lt atlagok jelentésen kiilonboznek egymastol
(P<0,1).
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11. abra. Kiilonb6z6 fotoszintetikus alegységek és a HydA enzim mennyiségének valtozasa a CC-
124 vadtipusu torzsben és a pgrS ciklikus elektrontranszport mutinsban valtakozé
fényintenzitason, acetatmentes kornyezetben, anaerobiézis altal indukalt hidrogéntermelés soran.
A) A PsbA, PSBO, CP47, PetB, PsaA és HydA denzitometrias analizise, amely értékek a B abran 1évo
mintakbol lett meghatarozva. Az adatok négy fiiggetlen mérésbol szarmaznak. Az atlagok
kiilonbségének szignifikanciajat az ANOVA és Tukey tesztekkel hataroztuk meg. A kiilonboz6 betiikkel
jelolt atlagok szignifikans eltérést mutatnak (P < 0,1). B) A PsbA, PSBO, CP47, PetB, PsaA és HydA
reprezentativ immunoblotjai. A 0 6ras mintak (kontroll), amit 4 6ras anaerob indukci6 utan vettiink; a
25%, 50% ¢és a 100% mintak a fehérjék denzitometrids meghatarozasara szolgaltak. A 85 6ras mintakat
a kisérlet végén vettiik. A 85 ora utani mintakat (reg.) 3 6ras nevel6fényen torténd regeneracio elteltével
gylijtottiik.
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12. abra. A CC-124 vadtipusa torzs és a pgr5 ciklikus elektrontranszport mutans in vitro
hidrogenaz aktivitaisanak meghatarozasa valtakozé fényintenzitason, acetatmentes kornyezetben,
anaerobiézis altal indukalt hidrogéntermelés soran. Mintavételezés a 3 oras anaerob indukcid
(kontroll) és a 85 odras hidrogéntermelés kovetden tortént. Az adatok négy fiiggetlen biologiai
ismétlésbdl szarmaznak, az atlagokat a = jeloli (Student t-proba, p < 0,05). A 85 oras hidrogéntermelés
utani maradék enzim aktivitast szazalékban adtuk meg.



5. Kovetkeztetések

A hidrogéngaz egy tiszta energiahordozo, amelynek elégetése nem jar szén-dioxid
kibocsatassal. Az egyik igéretes modszer a zoldalgak (Chlamydomonas reinhardtii)
fotobioldgiai hidrogéntermelése, amelyet hosszu ideje probaljak ipari szinten hasznositani,
ennek a legnagyobb akadalya, hogy a hidrogenaz nagyon érzékeny az oxigénre, jelenlétében a
hidrogenaz expresszidja ¢s aktivitdsa gatolt. E probléma kikiiszobolésére egy lehetséges
megoldas az anaerob indukcio hasznélata, majd az ezt kdvetd folyamatos megvilagitas szén-
dioxid- ¢és acetatmentes koriilmények kozott, oxigénabszorbens jelenlétében. A rendszer
hatékonysaga jelentésen fokozhato vékony rétegii fotobioreaktor hasznalataval (Nagy és mtsai.,
2018, 2021).

Az ipari nagysagrendben vald termeléshez azonban az algdk hidrogéntermelésének
hatékonysagat tovabb kell fokozni, automatizaldsra, valamint Iéptéknovelésre van sziikség.

Munkam soran sikeriilt kifejlesztenlink és megépitenlink egy teljesen automata
rendszert, amellyel programozhatéva valt az altalunk Ujonnan kialakitott fotobioreaktor
1égterébdl torténd gazmintavétel és a 1égtér cseréje. Megvizsgaltuk tovabba a CC-124 és pgr5
algakultardk anaerobiozis altal kivaltott fotoautotr6f hidrogéntermelésének hatékonysagat a
természetben el6forduld nappali fényviszonyok mellett (16 6ra fény, valtakozd és konstans
fényintenzitassal/ 8 ora s6tét), amelyet LED fénypanellel szimulaltunk.

Eredményeink jelentés elérelépést jelenthetnek a zoldalgak hidrogéntermelésének

megujuld energiaforrasként torténd hasznositasahoz.

Publikacio:

Nagy V, Dabosi Z, Kuntam S, Csanké K, Kovacs L, Toth SZ (2024) Photoautotrophic and
sustained H> production by the pgr5 mutant of Chlamydomonas reinhardtii in simulated daily
light conditions. International Journal of Hydrogen Energy 53: 760-769, impakt faktor: 7,2.
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8. Nyilatkozat

A 37.0TDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2.SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Dabosi Zsombor nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyjtott Fenntarthaté
hidrogéntermelés megvaldsitdsa viltakozé fényintenzitison pgrs mutins Chlamydomonas
zoldalgdval cimii pdlyamunkdmban leirtak esetében az aldbbi munkafolyamatok elvégzésében

vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértéke
(dtfokozati skildn jellemezve)

Chlamydomonas reinharditii torzsek nevelése és 5

fenntartisa

Klorofilltartalom meghatérozasa 5

Hidrogén és oxigén mennyiségének meghatérozésa

gazkromatografia segitségével 5

In vitro hidrogendz enzim aktivitdsdsinak meghatdrozasa |4

Az adatok statisztikai elemzése 1
A klorofill a fluoreszencia mérése Handy-PEA késziilék 3
segitségével

Immunoblot analizis 2

Kelt: 202404, AT

@4 bor Gemalipy

Pélyamunkét benyijté hallgaté (Dabosi Zsombor)

aldirdsa

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:

[//M frre a T

Témavezet (D/l./;f:,agy Valéria és Dr. Téth Szilvia
Zita HUN-REN Szegedi biologiai kutatokdzpont,
Novénybiologia Intézet)
aldirdsa

Nvilatkozat magyarazat:

A munkafolyamatokban valo részvétel mértékét Gtfokozati skalan kérjiik értékelni. A skala egyes
értékeinek jelentése:

5 — Felkészités utan a feladat teljes egészét Onalloan végeztem a palyamunkahoz sziikséges
mennyiségben.

4 — Felkészités utan a feladat tobb mint felét Onalléban végeztem a palyamunkahoz sziikséges
mennyiségben.

3 — Felkészités utan a részfeladat felét 6nalloan végeztem a palyamunkahoz sziikséges mennyiségben.
2 — Felkészités utan a részfeladat kevesebb mint felét 6nalldan végeztem a palyamunkahoz sziikséges
mennyiségben.

1 — A részfeladatot folyamatos segitséggel végeztem a palyamunkahoz sziikséges mennyiségben.



