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Bevezetés

A XVIIL szazadban elkezd6dott ipari forradalom 6ta a fosszilis tiizeldanyagok szén,
olaj és foldgaz forméjaban mikddtetik a tarsadalmunkat mozgatd technoldgiai és szallitasi
halozatokat. Am a vilag véges geologiai készletekkel rendelkezd fosszilis tiizeldanyagokbol
torténd ellatdsa veszélyezteti a hossza tavl energiaellatdsunkat és egyben hatalmas
megterhelést jelent a kdrnyezet szamara is. Mindezekhez hozzaadodik, hogy az energiaigény
vilagszerte megndtt a népesség novekedésnek kdszonhetden. Az energiaellatas biztositasanak
problémajan tal a fosszilis lizemanyagok hasznalata a sajat egészséglinket is veszélyezteti a
velik jar6 kémiai- és részecskeszennyezés révén. De nem csak az egészségilinkre nézve
veszélyesek, ugyanis a szén-dioxid és mas liveghdzhatdsi gazok kibocsatdsa szorosan
Osszekapcsolodik a globalis felmelegedéssel, mely veszélyezteti a Fold hossza tava éghajlati
stabilitasat. Ezért a figyelem a megajulod energiaforrasok felé fordult.

Azon természeti forrasokat, melyekbdl az energia jelentdsebb emberi beavatkozas
nélkiil kinyerhetd és néhany éven beliil ujratermelddik, meghjuld energiaforrasnak nevezziik.
Jelentdségiik abbol fakad, hogy nem okoznak kérnyezetszennyezést és dsszhangban vannak a
fenntarthat6 fejlédés alapelveivel. Ilyen alternativ energiafajtak kozé tartozik a szélenergia, a
geotermikus energia, a viz-, biomassza-, és a napenergia. A megujul6é energia-technologiak
alkalmazasa kivalo lehetdséget nyujt az liveghdzhatast okozd gazok kibocsatasanak
csOkkentésére ¢és a globalis felmelegedés folyamatanak lassitdsaira a hagyomanyos
energiaforrdsok helyettesitésével.

A kutatdsok egy része a H, minél szélesebb korii felhasznalasara fokuszal. A H, gaz
egy tiszta energiahordozd, amelynek elégetése soran nem keletkezik szén-dioxid, csak viz. A
H, kb. 99%-at azonban jelenleg fosszilis tiizeldanyagokbol allitjak eld, amely oOriasi
légszennyezéssel jar; ezért sziikség van megujuld energiaforrasokon alapuld Ha-termelési
modszerek kidolgozasara. Ennek egyik igéretes modja a zdldalgak hasznositasa, melyek
fotoszintézisiikh6z kapcsoltan igen nagy hatékonysaggal képesek Ho-t eldallitani.

Célkituzések

A természetben megfigyelhetd, hogy a hosszabb idére sotétbe keriilt algadknal
megvilagitas hatasara par percig tartd Ho-termelés kovetkezik be. Ennek a révid periddusnak a
hossza és hatékonysaga laboratoriumi koriilmények kozott kénmegvonas segitségével
megndvelhetd, amely azonban szamos negativ hatassal jar egyiitt, melyek az algak
H,-termelésének az ipari alkalmazasat akadalyozzak.

Munkam soran egy hatékonyabb és az algasejtekre nézve kevésbé karos, az anaerob
indukcion alapul6 technika kifejlesztését €s optimalizalast tliztem ki célul, amelynek elemei:

1. A folyamatos Hj-termelés fenntartasahoz sziikséges kulcslépések felderitése

2. Ezek ismeretében egy Uj Ho-termeltetési modszer kifejlesztése, optimalizalasa

3. A rendszer fenntarthatosagéanak tesztelése

4. H,-termeltetés hatékonysaganak fokozasa egy 10;j tipusu fotobioreaktor kialakitasaval



5. Fotoszintézisben érintett, fokozott Ho-termeléssel rendelkezd mutans térzsek azonositasa,
jellemzése.

Alkalmazott modszerek

1. Chlamydomonas reinhardtii torzsek fenntartasa és nevelése

A kisérleteink soran 5 kiilonb6z6 Chlamydomonas reinhardtii térzs, nevezetesen a
CC-124, a CC-409, az L159I-N230Y, a pgrll és a pgr5 Hi-termelését vizsgaltuk és
hasonlitottuk ssze. Az algasejteket Tris-acetat-foszfat (TAP) tartalmu szilard taptalajon vagy
tapoldatban, alganevelé kamraban neveltiik. A 3 napos nevelést kdvetéen a kulturakat
lecentrifugaltuk és Sueoka’s high salt medium (HS) tapoldatba helyeztiik. A 100 ml-es
szérumiivegekben folytatott kisérletekben a klorofilltartalmat 50 pg/ml chl (a+b)-re allitottuk
be és 30 ml kultarat helyeztiink el benniik. A Roux-tipust fotobioreaktor (PBR) iivegekben
tortént kisérletekhez a klorofilltartalmat 50 vagy 150 pug/ml chl (a+b)-re allitottuk be, és 100
ml kultarat helyeztiink el az livegekben. Az iivegek légterébe a lezarasukat megel6zdéen O,
abszorbenst helyeztiink el specialis tartokban. A kultirakat 4 oOrara sotétbe helyeztiik, és a
gazterlikbol az O,-t €s CO,-ot 20 perces Np-fuvatassal eltavolitottuk.

A 4 6ras sotét, anaerob indukciot kovetéen a kultirak 350 vagy 1000 pmol/m?/s
fotonaram-siirtiségre, 23-25°C hémérsékletre keriiltek €s 130 rpm sebességgel razattuk oket.

2. Kémiai kezelések
Egyes vizsgalatokban 3 6raval a kultarak fényre keriilését kovetden, kiillonbozo kémiai
kezeléseket alkalmaztunk.

3. O, abszorbensek

A Kkisérleteink soran a légtérbdl torténd O, eltavolitasahoz hasznalt abszorbensek
natrium-klorid és vas keverékek. Az 504B 100CC Loose (Oxyfree, Tianhua Tech. CO., Ltd.
Nanjing, Kina) keveréket a szérumiivegben végzett kisérletek soran alkalmaztunk. Az 50CC
Loose (OyZero, Global Reach Ltd, London, UK) abszorbenst a Thin-Cell-Layer
Photobioreactor (TCL-PBR) {iivegekben végzett kisérletek folyaman hasznaltunk fel. A
szérumiivegekbe 1,3 g O, abszorbenst tettiink, mig a TCL-PBR iivegekben 20 g O;
abszorbenst helyeztiink el.

Mérési modszerek:

A klorofilltartalom meghatarozésa spektrofotométerrel

0O, és H, mennyiségének meghatarozasa gazkromatografiaval
Gyors klorofill-a fluoreszcencia (OJIP) mérés

Western blot analizis

Sejtszam meghatarozasa

In vitro hidrogenaz aktivitas mérések



Eredmények

1. A folyamatos H; termelés fenntartasahoz sziikséges kulcslépések felderitése

A hidrogenaz expresszidjanak indukalasahoz egy ugynevezett sotét anaerob indukcids
kezelést alkalmaztunk. Modellorganizmusként a Chlamydomonas reinhardtii CC-124-es
torzset valasztottuk. Errdl a torzsrdl mar ismert volt kordbbi adatok alapjan, hogy hatékony
Ho-termel6 és eltéré kisérleti koriilmények kozott is képes a Ha.termelésre. A zoldalgak
H,-termelése redukald erdket ¢és anoxikus koriilményeket igényel. A redukald erdk
szarmazhatnak a fotoszintetikus elektrontranszportbol, keményitd lebontasabol és az azt
kovetd glikolizisb6l. A Ho-termelésnek azonban osztoznia kell a redukdloszer készleten a
kompetitiv reakciokkal. A legfébb kompetitor az elektronokért folytatott versengésben a
CO;-asszimilacid. Az anaerobidzis biztositdsdhoz hasznalt N, atmoszféra eltavolitja a
Calvin-Benson-Bassham (CBB) ciklus szubsztratjat jelenté CO,-ot is, ezaltal gatolva annak
elektronfelvételét, igy pedig fokozottabb elektronaramlast tesz lehet6vé a HydA felé.

A keményité felhalmozodasahoz sziikséges az acetat jelenléte, am anyagcseréje
CO,-képzddéshez vezet, ami részlegesen képes helyreallitani a CBB ciklus aktivitasat. Ennek
elkeriilése érdekében a kisérletek soran az acetatot kihagytuk a tapoldatokbol. Igy acetat és
megfeleld mennyiségli keményit hianyaban a PSII-fliggd fotoszintetikus elektrontranszport
szolgalhat elektronforrasként a Hp-termelés szdmara. A vizbontason alapuld linearis
elektrontranszport hatékonyabb elektronforrds, mint a keményité bontasa, azonban O
fejlédés kiséri, mely akadadlyozza az anoxias korlilmények kialakuldsat. Ezért a linearis
elektrontranszport fenntarthaté elektronforrasként vald kihasznéldsa érdekében a felszabadulod
O, gyors ¢és hatékony eltavolitdsa mellett dontottiink, ahelyett, hogy a PSII-t kénmegvonassal
inaktivaltuk volna. Erre a célra vas-s6 alapu O, abszorbenst alkalmaztunk, amely 0,1% ala
csokkentette az O, koncentraciot a kultarak 1égterében.

2. Uj H, termeltetési modszer kifejlesztése, optimalizalasa

Az altalunk kialakitott modszer alapvetd eldnyokkel rendelkezik a kordbbi
modszerekhez képest, mégpedig: néhany oOra anaerob sotét inkubaciot kovetd megvilagitas
hatasara a Hp-termelés azonnal megkezdddik. A kénmegvondssal szemben nem igényli a
tapoldat cseréjét. Nem fiigg a keményit6 lebomlasatol és nem igényel acetatot. Mivel nincs
szlikség szerves szénforrasra, a bakteridlis szennyez6dés kockazata is joval alacsonyabb. A
kultarak fotoszintetikusan aktivak maradnak a Hy.termelés alatt és utdna koénnyen
regeneraltathatok. Linearis elektrontranszporton alapul, az elektronok elsésorban a PSII
vizbontd aktivitdsabol szarmaznak, ¢€s viszonylag magas fény-H; energiaatalakitasi
hatékonysaggal rendelkezik. A ndvekedési fazisban a CO,, ami egy ipari melléktermék,
felhasznalhatd. Viszonylag nagy fényerdsség hasznalhatdo a Hy-termelés soran
(320 umol foton/m?/s).

3. A rendszer fenntarthatosagéanak tesztelése

Az éltalunk felallitott rendszer fenntarthatésagat a fotoszintetikus apparatus
allapotaval jellemeztik a 96 oras kisérlet folyamadn. Azt tapasztaltuk, hogy a chl (a+b)
tartalom csak 10%-ot csokkent a kisérlet soran. Az F,/Fp értéke — mely a PSII
hatékonysaganak mérdje — lassi csokkenést mutatott a 96 6rds idétartam alatt, de viszonylag
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magas értéken maradt (0,4 felett) mind a kontroll, mind az O, abszorbenst tartalmazd mintak
esetében. A PsbA (a PSII reakciocentrum egyik f6 fehérjéje), a PetP (a cytbg/f komplex egyik
alegysége) ¢és a PsaA (a PSI reakciocentrum egyik fehérjéje) mennyisége nagyrészt
valtozatlan maradt a kisérlet teljes id6tartama alatt, mind a kontroll, mind az O, abszorbenst
tartalmazé mintak esetében. Mivel a kisérletiink soran a sejtek fotoszintetikusan aktivak
maradtak, a Hp-termeltetési idészak utan megprobaltuk Oket regeneralni és egy 0j kisérlet
soran ismét felhasznalni. Amikor ezeket a regeneralt sejteket egy masodik, s6tét anaerob
indukcios periddusnak vetettiik ala HS tapoldatban, a Ho-termelés hozama az elsd ciklusban
mértekhez hasonl6 volt.

4. H; termeltetés hatékonysaganak fokozasa egy 1j tipust fotobioreaktor kialakitasaval

Ugy gondoltuk, hogy a Hp-termelés hozama, melyet anaerob indukcioval HS
tapoldatban elértiink, tovabb fokozhatd. Ennek eléréséhez fotobioreaktort hasznaltunk,
amelyben optimalizalni kivantuk a gaz-folyadék, valamint a kulttra térfogat-feliilet aranyat, a
megvilagitds és az alga kevertetésének koriilményeit, valamint az eldallitott gdzok hatékony
eltavolitasanak modjat. A vékony folyadékrétegli fotobioreaktorok (Thin-Cell-Layer
Photobioreactor, TCL-PBR) olyan nevelésre alkalmas rendszerek, melyeket 10 mm-nél
rovidebb fényut és nagy feliilet/térfogat arany jellemez. Ezek a tulajdonsagok lehetdvé teszik,
hogy a TCL-PBR akar nagyon magas sejtstiriiséggel is miikodjon (1000 ug chl (a+b)/ml
kultara), és javuljon a besugarzott teriilet egységnyi feliiletére jutd fotoszintetikus
hatékonysag.

Munkank sordn vékony folyadékrétegli, vizszintesen elhelyezett, 1 literes Roux
ivegekkel (TCL-PBR) dolgoztunk. A sejtszuszpenzid vastagsaga koriilbeliil 5 mm volt az
iivegekben. A feliilet/térfogat ardnyt négyszeresére (0,059 em -8l 0,24 cm™-re) noveltitk
meg, mig a gaz/folyadék térfogat aranyt a haromszorosara noveltik (3-rol 9-re) a
szérumiivegekhez képest.

5. Fotoszintézisben érintett, fokozott H, termeléssel rendelkez6 mutansok azonositasa,
jellemzése

Nagy potencidl rejlik a kiilonb6z6 fotoszintetikus mutansok esetében az altalunk
fejlesztett protokollnak az alkalmazéaséaban.

A fotobioreaktor optimalizalasat kdvetden harom fotoszintetikus mutanst teszteltiink,
amelyek a PSlI-ben (L1591-N230Y) és a PSI ciklikus elektrontranszportban (pgr5 és pgrll)
érintettek. Kisérleteinkben napfény intenzitdst (1000 pmol foton/rnz/s) €s magas
klorofilltartalmat (150 pg/ml) hasznaltunk.

Mindhérom torzs Hj-termelése az els6 24 oraban nagyon hasonld volt, &m ezt
kovetden a vad tipusi CC-124 és a CC-409-es torzs Hp-termelése folyamatos csokkenést
mutatott, mig az L1591-N230Y mutansé meglehetdsen stabil maradt, csak a hatodik napra
csokkent. Az L1591-N230Y torzs 30%-al tobb H,-t termelt, mint a CC-409, annak ellenére,
hogy a fotoszintetikus apparatusuk allapota €s a teljesitménye hasonlé volt.

Ezt kdvetden pgr5 és pgrll mutans torzseket vizsgaltuk meg az altalunk kifejlesztett
protokoll sordn. A pgr5 mutins esetében a Hj-termelés tobbszords volt a vad tipusu
CC-124-es torzshoz képest. A pgrS mutans fotoszintetikus apparatusa nem karosodott



jelentésen még a napfény intenzitasan sem, valamint a hidrogenaz enzim mennyisége is
megOrzodott.

Osszesitve tehat az eredményeinket megéllapithatjuk, hogy sikeriilt egy 1j, anaerob
indukcion alapul6 eljarast kidolgozni, mely szdmos eldnnyel rendelkezik a korabban hasznalt
kénmegvonashoz képest. Ezzel az eljarassal illetve a késobbi kisérleteink soran hasznalt
fotobioreaktornak kdszonhetden sikeresen megndveltiikk a Ho-termelés mennyiségét azaltal,
hogy optimalizaltuk a gaz-folyadék aranyt, a sejtréteg vastagsagat €s az eldallitott gazok
hatékony eltavolitasanak modjat.

A kiilonboz6é Chlamydomonas reinhardtii fotoszintetikus mutans torzsek tesztelése
soran megallapitottuk, hogy az Aaltalunk kialakitott koriilmények kozott a pgrS mutdns
bizonyult a leghatékonyabb Hj-termeldnek.

Napjaink egyre égetobb probléméja a fosszilis tlizeldanyagok helyettesitése oly
moédon, amely biztositja a fenntarthatésagot és nem jar kornyezet-illetve egészségkarosito
hatassal. Ezeknek az ismereteknek a révén hosszabb tadvon, ipari méretekben is lehetdség
nyilhat a zoldalgak altali Hp-termelésének felhasznéldséra.
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