Bakterialis partnerek altal elosegitett foto-
fermentativ hidrogéntermelés Chlamydomonas

algaban

Ph.D. értekezés

Lakatos Gergely

Témavezetd: Dr. Maroti Gergely

Bioldgia Doktori Iskola

MTA SZBK Biokémia Intézet

SZTETTIK

2015.

Szeged



Tartalom

ROVIAItESEK JEGYZEKE .........ooieiiiiiiii e 3
BLBSZO ... et ne e 5
Lo BEVEZELES ... 8
1.1. A hidro@én Jelene €S JOVOJE ..ccouuiiiuuiiiiiiiiiie ettt st nnes 8
1.2. Biohidrogéntermeld alZak ..........ccoviiiiiiiiiiiiiiii i 10
1.3. A bioldgiai hidrogéntermel€s [ehetOSEZEI .......vvvvvviiiiiiiiiiiie i 11
1.3.1. A biohidrogéntermelés altalanos jellemzeése..........coovvvriiiiiiiiiiiiiiie e, 11

1.3.2. A hidrogenazok csoportjai és tulajdonsagai .........cccveevvvieiiiiniiiie e 12

1.3.3. A fotoszintetikus hidro@éntermeles ..............ccoiieiiiiiiiiiiiiiee e 14
1.3.3.1. Direkt fOtOlIZIS. . euviiiieiieiiie e 15

1.3.3.2. Indirekt fOtOlIZIS . .oouvieiiiiiieiie e 16

1.3.4. Sotét fermentacid Chlamydomonas torzsekben.........cvovvveiereieieic e 18

1.3.5. Hidrogéntermelés alga-baktérium konzorciumokkal ...........cccccooiiieiiiniiiiiiens 20

20 CEIKILUZESEK ... s 22
3. Anyagok €s MOASZEIekK............ccoooiiiiiiiiiiii s 23
3.1. Felhasznalt anyagok ..........cccceiiiiiiiiiiieii e 23
3.2. Alga kultirak biomassza novekedésének vizsgalata...........cccoovvriiiiieniiiiiciiciicns 26
3.3. Tiszta és kevert Kultirak NOVESZIESE ........ceevveereiiiieiiceeesee e 27
3.4. A természetes bakterialis partnerek meghatdrozasa ............ccoocvevviiieiiiiiniesecii e 28
3.5. Az alga és baktérium sejtszamok meghatarozasa...........coceevvvveriiieiniiieniiie e 28
3.6. Hidrogén €s oxigén analitikal METESE.........cocviirviiiiiiieiiie e 29
3.7. Az oldott oxigén koncentracidjdnak meghatarozasa ...........cccoovvriviiieniiiiicnic e 29
3.8. A fOtOSZINtEZIS GALIASA .....oviveieeiiiieiec e 30
3.9. Klorofill fluoreszcencia MEréSsek..........oovvviiiiiiiiiiiiiiiiiii 30
3.10. Ecetsav analitikal METESE..........couiviiiiiiiiiiiieiiii e 31

4. Eredmeények ...........ccoooiiiiiiiiii 32
4.1. Alga és baktérium biomassza VizsgalatoK ...........cccvviiiiiiiiiiiiiiic e 32
4.1.1. Chlamydomonas torzsek biomassza hozamanak vizsgalata .............cc.cccevvvenennen, 32
4.1.2. A Chlamydomonas sp. 549 természetes bakterialis fertzéseinek vizsgalata ...... 33
4.1.3. Természetes bakterialis partnerek hatdsa az alga biomassza ndvekedésére ......... 37

4.2. Biohidrogéntermel€s vizsgalatok ...........cccociiiiiiiiiiiiiic 39
4.2.1. Természetes bakterialis partnerek hatdsa az alga hidrogéntermelésére................ 39

1



o @ N SN W

4.2.2. Az alga-baktérium aranyok valtoztatasanak hatasa a hidrogéntermelésre ........... 40

4.2.3. Hidrogéntermeld partner meghatarozasa vad tipusu és hidrogenaz deficiens
bakterium tOTZSEKKEl .........cooeiiiiiiiieee e 44

4.2.4. Mutans és vad tipusu bakteridlis partnerek hatasanak vizsgalata a vegyes ¢és tiszta
kultirdk oxigénszint VAILOZASATA .......c.ceevviiiiiiiiiiie i 47

4.2.5. Hidrogéntermelés Chlamydomonas sp. 549 és Ch. reinhardtii cc124 kevert alga-

bakterium tOTZSEKKEl .........ooiiiiiiiii i 48

4.2.6. Oxigénszint valtozas a vegyes ¢€s tiszta alga ¢s baktérium kulturakban................ 49
4.2.7. Az oldott oxigénszint valtozasa kevert €s tiszta kultarakban ..............cccevvvveennn. 50
4.3. A kultarak folyadékfazisanak analitikai vizsgalata..........ccccovcvvriiiieeiiiiieiiiie e, 52
4.3.1. Ecetsavfogyas tiszta alga és kevert alga-baktérium kultardkban................coe..., 52
4.3.2. Tiszta alga és baktérium, illetve kevert kulturdk pH valtozasai .............cccccoeeenne. 53
4.4. Sejtszam VAItoZASOK VIZSZAIALAL........eiviiiiiiiiiiie e 54
4.4.1. Fényen ¢és sotétben inkubalt mintak optikai denzitdsdnak valtozésai ................... 54
4.4.2. Alga sejtszam valtozas fényen és sotétben, TAP és TP tapban .........cccceevevieennen, 55
4.4.3. Bakterialis sejtszam valtozas fényen €s sOtetben...........covvvvvieiiiciiniiicicee, 57

4.5. Az alga-baktérium konzorcialis hidrogéntermelés kombinalasa fermentativ és

kénmegvonason alapul6 hidrogéntermeld megkozelitésekkel ...........covviiiiiniinnnne. 58
4.5.1. Fermentativ hidrogéntermel€s SOtEtDEN ..........cccvcveiiiriiiiiiie e 58

4.5.2. Hidrogéntermelés kénmegvonas Utjan tiszta és bakterialis partnert tartalmazo

Chlamydomonas KultirakKal ............c.cceeiiiiiiiiiiieiee s 60

4.6. A fotoszintetikus rendszer vizsgalata a hidrogéntermel€s soran.............cccocvvvvernnnnn. 63
4.6.1. PSII miikodésének vizsgalata klorofill fluoreszcencias mérésekkel .................... 63
4.6.2. Az alga fotoszintetikus aktivitasanak vizsgalata............ccoovvvvrineneienininieiee, 64
4.6.3. A hidrogéntermelés kettds mechanizmusa ..........ccoccevvieiiiiiiniiee e 67

. Az eredmeények tArgyalasa..............ccoooiiiiiiiii 69
cOSSZEIOZIALAS .........c..cvoeceece et 77
C SUIMIMATY .o b bbbttt h bbbt bt et b e bt e b e s e bt e e e s e nne e 82
< KOSzZOnetnyilVANILAS ..o 87
Arodalomjegyzeék ......... ..o 88



Roviditések jegyzéke

acetil-CoA: acetil-koenzim A

ACK: acetat-kinaz

ADH: alkohol-/aldehid-dehidrogenaz

ADHE: alkohol-dehidrogenaz, aldehid-dehidrogenaz aktivitas nélkiil
ATP: adenozin-5'-trifoszfat

Chl: klorofill

CN': cianid

DCMU: 3-[3,4-dichlorophenyl]-1,1-dimethylurea
GC: gazkormatograf

GTP: guanozin-trifoszfat

HPLC: nagy teljesitményli folyadékkromatografia
kDa: kilodalton

LB: Luria Broth tapoldat

MACC: Mosonmagyarovari Alga Kultira Gyiijtemény
OD: optikai denzitas

OJIP: gyors klorofill a fluoreszcencia indukciod
PAT: foszfo-transzacetilaz

PCR: polimeraz-lancreakcio

PDC: piruvat-dekarboxilaz

PFL: piruvat-format liaz

PFR: piruvat-ferredoxin oxidoreduktaz

ppmv: a térfogat milliomod része

PQ: plasztokinon

psi: font per négyzethiivelyk

PSI: 1. fotokémiai rendszer

PSII: II. fotokémiai rendszer



Qaés Qg: PSII elsddleges és masodlagos kinon akceptora
RT-PCR: reverz transzkripcio kapcsolt polimeraz-lancreakciod
TAP: Tris — Acetat — Foszfat

TP: Tris — Foszfat



El6szo

Az ipari forradalom kezdete ota, az iparosodd vilagunk egyre nagyobb mértékii
energiaigénye miatt a fosszilis energiahordozok felhasznélasa egyre intenzivebben novekszik.
Egy atlagos emberi test nyugalmi allapotban 0.1 kW, mig munka kozben 0.4 kW energiat
fogyaszt naponta. Az ilyen alacsony szintli energiafogyasztdsnak semmilyen kéros hatdsa
nincs az atmoszférara, mert a 1égzéslink soran felszabadult tobblet széndioxidot a novények
képesek ujrahasznositani a fotoszintézisiik soran. Ha visszatekintiink az ipari forradalom el6tti
id6északra, akkor lathatjuk, hogy az emberek altal hasznalt korai technoldgidk a rendelkezésre
allo viz- és szélenergidk felhasznalasaval, kornyezetszennyezés nélkiil is képesek voltak a

hatékony miikodésre.

A gbzgép 1712-es felfedezésével az ember megalkotta az elsd olyan eszkdzt, amely
képes volt a szénben rejld energiat mechanikus munkava alakitani (Encyclopaedia Britannica
2001). A gbzgép felfedezésével elindult az iparosodas megallithatatlan folyamata, amely
alapjaiban  valtoztatta meg a tarsadalom igényét az egyre nagyobb mértéki
energiafelhasznalas irant. Kezdetben a gézgép miikodéséhez a szénben rejld fosszilis energiat
hasznaltak fel. Késobb, az ijabb energiahordozok felfedezésével, a szén mellett a folyékony
nyersolaj és a foldgaz is egyre nagyobb szerepet kapott. Az ujabb energiahordozok
elterjedésével a felhasznalt energiahordozokban az egy szénatomra jutd hidrogén atomok
szama is folyamatosan emelkedett. A gazdasagi és ipari fejlédés hatasara az elmult két és fél
évszazad soran a vilag energiafelhasznéldsa drasztikus mértékben novekedett. Jelenleg az
emberiség altal felhasznalt energia 80%-a fosszilis energiahordozok elégetésén alapszik.
Napjainkban, évente megkozelitdleg 1.2 x 10*kWh energiat hasznalunk (Martin-Amouroux,
2003). Ez azt jelenti, hogy évente egy ember atlagosan 2 kW energidt haszndl fel. De fontos
figyelembe venni azt a tényt is, hogy ekozben jelenleg 2 millidrd ember egyaltalan nem
hasznal fosszilis energiahordozokat. A  fejlett orszagokban az egy fére jutd
energiafelhasznalas joval magasabb, az USA-ban 10 kW, mig Eurdpaban 5 kW évente
(International Energy Agency 2002). A jelenleg meglévd és az eldre felbecsiilt tartalékok
fokozatos csokkenése, illetve a fejlodo orszagok folyamatosan novekvo energiaigénye miatt a
piaci igényeket egyre nehezebben lehet kielégiteni. Mindez az egyes energiahordozokra nézve
eltéré mértékii. A kitermelhetd nyersolaj mennyisége példaul jelentdsen révidebb ideig lesz

elegendé a jelenlegi felhasznalas iiteme mellett, mint a széné (Brazilian Political Science



Review 2008). Viszont a legnagyobb probléma az, hogy barmeddig is tartanak ki ezek a

forrasok, a mennyiségiik véges.

A fosszilis energiahordozok utdni igénynek szintén jelent0s hatdsa van az egyes
orszagok kozotti szocialis, politikai és gazdasagi kapcsolatokra. Példanak okaért a nyersolaj
kétharmad része a kozel keleti régioban talalhato, de az ebbdl gyartott iizemanyag jelentds
részét a fejlett nyugati allamok hasznaljak fel. A vizi és szarazfoldi Gton nagy tavolsagokra
torténd nyersanyagszallitdsnak a kornyezetre nézve szintén hatalmas kockazatai vannak (Hall
¢s mtsai. 2003). Az er6forrasok ilyen formaju egyenlbtlen eloszlasa az egyik legfébb
hajtoereje a nemzetk6zi politika instabilitasanak, melynek eredménye a régiok kozti gyakori

haboruskodas €s az egyre fenyegetobb méreteket 61t6 terrorizmus.

A fosszilis energiahordozok elégetésével fokozatosan emelkedik a 1égtér széndioxid
tartalma. Evente koriilbeliil 6 gigatonna gaz keriil a kornyezetiinkbe. Az intenziv erdéirtasok
hatasara egyre zsugorodé erdds régiok miatt a foldet boritd névények egyre kevésbé képesek
a fotoszintézisiikk sordn abszorbedlni ezt a novekvO mennyiségli iliveghazhatidsu gazt
(Intergovernmental Panel on Climate Change 2006). A novények a fotoszintézisiikk soran
évente megkozelitdleg 2 x 10* kg szenet képesek megkotni. Az dcednok éldvilaga szintén
egy kortilbeliil ehhez hasonld mennyiséget képes évente felhasznalni. Ezt figyelembe véve az
emberi aktivitds hatdsara a széndioxid ndvekedése az atmoszféraban évente koriilbelil 3 X
10" kg. Ez végsé soron évenkénti 0.4 %-os novekedést jelent. Ennek a folyamatnak az
eredményeként mara a légkoriink széndioxid koncentracidja atlépte a 350 ppm-es
(egymilliora juto részecske) hatart. A koncentracid fokozatos emelkedésének a f6 problémaja
az, hogy a széndioxid az liveghatasu gazok koze tartozik €s a mennyiségének novekedésével
parhuzamosan fokozatosan novekszik Foldiink atlaghdmérséklete is. A Fold légkorének
atlaghOmeérséklete sajnos azzal egyiitt emelkedik, hogy kdzben a naptevékenység intenzitasa
fokozatosan gyengiil., pedig ebben az esetben az atlaghomérsékletnek inkabb csokkennie
kellene.

A fosszilis energiahordozok negativ hatasai mellett a pozitiv tulajdonsagai kozé
tartozik, hogy jotékony hatdssal vannak az orszdgok gazdasagi fejlédésére és ezzel egyiitt a
lakossdg  életszinvonalanak  novekedésére. Az  orszdgok  atlagosan  felhasznalt
energiamennyisége szoros Osszefliggésben all az altaluk termelt nemzeti Ossztermék
értékével. Az olyan orszagokban ahol alacsony az energiafelhasznalas, altalaban a nemzeti

Ossztermékek 1is alacsony értékeket mutatnak. Viszont minél magasabb egy orszag



energiafogyasztasa, annal magasabb a nemzeti Ossztermékének értéke. Ezért a vilag
iparosodott orszagainak egyik legfobb gazdasagi célja, hogy minél nagyobb részt szerezzenek

meg a F6ldon rendelkezésre 4llo fosszilis energiaforrasokbol.

Mindezek a problémak egyre inkabb arra sarkalljak az emberiséget, hogy olyan 1j,
tiszta és megujuld alternativ energiaforrasok és energiahordozok utan kutassanak, amelyek
képesek kielégiteni a jovo nemzedékeinek novekvd energiasziikségleteit. Az elérhetd
alternativ és kornyezetbarat energiahordozok felfuttatasa mellett egy masik fontos cél, hogy
az energiaforrasok eldallitdsi helyei is diverzifikdlédjanak. Az energiatermelés
delokalizalasanak utjan lehetévé valhat az orszagok energiabiztonsaganak javulasa, a régiok
kozti ellentétek csokkentése és az energiafelhasznalds hatékonysaganak novekedése (Nouni

2012).



1. Bevezetés

1.1. A hidrogén jelene és jovije

Habér a hidrogén az egyik legkdzonségesebb elem a Foldon, elemi formaban nagy
mennyiségben nem fordul el6. A hidrogén egy olyan tiszta ¢s alternativ energiahordozo,
amely a jovoben a fosszilis energiahordozok helyettesitése nyoman kiemelkedd szerepet
jatszhat az liveghazhatdsu gazok kibocsatasanak csokkentésében (Christopher és Dimitrios
2012). A hidrogén elégése soran csupan viz keletkezik, ami messzemenden eleget tesz a tiszta
¢s szénmentes energiahordozokkal szemben allitott kovetelményeknek. A benne taldlhato
kémiai energia mennyisége alapjan is kivald energiahordozonak tekinthetd, mivel 122 kJ / g
energiat képes tarolni, amely a szénhidrogén alapu iizemanyagokéhoz hasonlitva 2.75-szor
nagyobb. Mindezek alapjan a hidrogén a jovo egy igéretes energiahordozd jeldltje lehet,
mivel nem csak jo hatasfokkal szabadithato fel a benne tarolt energia, hanem egyben alacsony
a karos anyag kibocsatasa és magas az energiasiirlisége is.

John Bockris mar 1970-ben felvetette egy a hidrogénre épiilé gazdasagi modell dtletét,
amelyben egy olyan halézati rendszert vazolt fel, ahol az energiaellatas alapjat a hidrogén
képezi (Bockris 1975). A halozatos rendszer kiépitésének egy 1ényeges eleme, hogy eldsegitse
a hidrogén széleskorii felhasznalasanak az elterjedését, ezéltal hozzdjarulva a szénhidrogének
alkalmazasabol ad6doé problémak negativ hatasainak csokkentéséhez. Osszehasonlitva a
kiilonboz6é energiarendszereket, a hidrogén mutatkozik az egyik legjobbnak az ismert
energiahordozok koziil. A hasznosithatosaga szempontjabdl sokkal inkébb hasonlit az
elektromossaghoz, mint a fosszilis izemanyagokhoz (Lipman 2011). Nem csak a szallitasi
célokra valo felhasznalasa miatt tartozik a legigéretesebb tiizeldanyagok ko6zé, hanem a
lokalis célu felhasznélads szemszogébdl is. A magas elektrokémiai reakcioképessége miatt a
belsd égésli motorok mellett jol alkalmazhaté az iizemanyag celldkban is a megfeleld
katalizator hasznalata mellett.

Felhasznalasat tekintve a gazdasagban jelenleg olajfinomitasra, ¢élelmiszerek
eldallitasara, fémek megmunkaldsira és mitragya eldallitasara hasznaljak (Lipman 2011).
Felhasznalasa a kémiai folyamatok katalizalasaban, a kdolaj kinyerésében és finomitasaban,
fémek kinyerésében ¢és kialakitasaban, az {rtechnologidban ¢és az {lizemanyag celldk
hasznéalatdban a leginkabb megalapozott. Ezek mellett még felhaszndlhaté redukalo
agensként, védogazként, ¢€lelmiszer adalékanyagként és rotor hiitdanyagként. Jelenleg a

legnagyobb igény a hidrogénre az olajfinomitasban és az ammoniagyartasban jelentkezik
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(Markets and Markets 2011). Komoly potencialja lehet a jovében szallitojarmiivek
lizemanyagként, valamint az erémiivekhez miikodéséhez sziikséges energiahordozoként. A
globalis hidrogéntermelés piacanak méretét 2010-ben 53 millié metrikus tonnéra becsiilték,
mig a piacai értékét 82,6 milliard dollarra tartottdk (Markets and Markets 2011). A globalis
hidrogéntermelés novekedésének mértékét Ugy becsiilik, hogy az iizemanyagok
kéntartalmanak csokkentése, a csokkend nyersolaj mindsége és a ndvekvd szamu
lizemanyagcellak hidrogén igénye miatt, 2011 és 2016 kozott évente atlagosan 5,6 %-kal fog
noni. Jelenleg a 39 %-os globdlis termelésiikkel és a 21 milli6 metrikus tonna éves eldallitasi
mennyiségiikkel az 4zsiai és 6cedniai régiok tekinthetok a legnagyobb piacoknak (Markets
and Markets 2011).

A hidrogén ipari eldallitasanak legfobb forrasai a fosszilis tiizeldanyagok, példaul a
foldgdz vagy a metan, amelyekbdl gbézreformélassal allithaté el a hidrogén. A
szénhidrogének felhasznaldsaval helyettesithetd a magas energiasziikségletli hidrolizisen
alapuld vizbontas. Mindezek mellett még jelentds mennyiség szarmazik az ipari folyamatok
soran melléktermékként visszamaradt hidrogénbdl. Az globalis hidrogéneldallitas jelenleg
tullépi a napi 1 milliard kobméter mennyiséget, amelynek 48 %-at f6ldgazbol, 30 %-at
nyersolajbol, 18 %-at szénbdl és a fennmaradd 4 %-ot viz elektrolizisével termelik. A
gozreformalas mellett nagy tisztasdgu hidrogén allithatd elé a viz-gaz eltolds mddszerével,
amelynek fontos szerepe az ipari ammoniaszintézis folyamatdban van. Az ipari eldallitas
madszereit tekintve a foldgaz gézreformalasa utan a méasodik helyen a szén, a nehéz olajok és
mas alacsony értékii finomitott termékek részleges oxidacigja all (Lipman 2011; Markets and
Markets 2011). Végiil harmadik legelterjedtebb elballitasi technologia pedig a szén
elgazositdsanak mddszere. A termokémiai uton hidrogén eldallitasara alkalmas technologiak
még az autoterm reformalds, a katalitikus parcialis oxidacid, a termalis lebontas, a gazositas
¢s a pirolizis (Chen és Syu 2010). A fosszilis energiahordozdok felhaszndldsan alapulo
hidrogéntermelés velejaroja az iiveghdzhatasu gdzok kibocsatasa, amely a hidrogén szamos
eldnye mellett komoly terhet jelent kornyezetiink szdmdra. Emiatt napjainkban a modszer
megujuld természetének koszonhetden egyre ndvekvd figyelmet kap a biomasszabdl és
hulladékbol biologiai titon eldallithatd biohidrogén.

Az energiakrizis lehetdsége, a klimavaltozas probléméja, a magas olajarak és az egyre
csokkend fosszilis energiaforrdsok komoly globalis figyelmet biztositanak az alternativ,
megujulo, széndioxid-kibocsatas mentes €s kornyezetbarat bioldgiai eredetli lizemanyagok
eloallitasanak. A bioenergia alkalmazasa izgalmas és megujulo alternativat nyujt a fosszilis

tiizeldanyagok kivaltasara. A bioenergia elterjedése lehetdvé teheti szdmunkra az
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energiaforrdsok diverzifikaladsat és az energiaellatas kockdzatainak csokkentését. Emellett
lehetéséget adhat még a vidéki csaladi gazdasagok fejlédésére és megerdsodésére
(International Energy Agency 2008). A fotoszintetikus baktériumok, a cianobaktériumok ¢és a
z0ldalgdk olyan rugalmas ¢és valtozatos metabolikus ttvonalakkal rendelkez6
mikroorganizmusok, amelyek képesek atalakitani kiilonb6z6 szerves anyagokat bioenergiava
(Pandey ¢és mtsai. 2013, Xuefeng 2014). Az eddigi igéretes eredmények alapjan jelenleg
szerte a vilagban széleskorli és mélyrehatod kutatasok folynak a megujuld energiaforrasokbol
valo bioenergia eldallitasara. A hidrogéngazdasag altal nyujtott inspirdld jovokép alapjan
feltételezziik, hogy a mikroorganizmusok altal eldallitott bioenergia a szamos pozitiv

tulajdonsaga miatt egyre nagyobb szerephez fog jutni a jovoben.

1.2. Biohidrogéntermelo algak

Az algdk nem alkotnak 6ndll6 rendszertani egységet, prokaridta és eukaridta diviziodi is
vannak. Felépitésiik rendkiviil véltozatos. A kék-algak vagy kék-zold algdk képviselik a
prokariota diviziot, helyes rendszertani elnevezésiik a cianobaktériumok. Az eukariota algak
legdsszetettebb morfologiaval rendelkezd tipusai a hinarokhoz hasonldéak. Az algék tobbsége
fotoszintetizal és oxigént termel, ezaltal jelents szerepet jatszanak a globalis széndioxid
felhasznalasdban és oxigéntermelésben. Elterjedésiiket tekintve is rendkiviil valtozatosak,
¢des ¢és sos vizekben, jégfeliileten, hoforrasokban, sziklak legfelsd rétegében és a talajban is
megtalalhatoak. Metabolikus kapacitasuk is rendkiviil valtozatos, ez teszi lehetdvé , hogy tobb
kiillonb6z6 energiahordozd alapanyaganak eldallitasara is alkalmasak, tobbek kozott
hidrogenazaikkal biohidrogént is képesek eldallitani (Razeghifard 2013). Két nagyobb alga
csoport, az eukariota zoldalgak és a prokaridta cianobaktériumok bizonyos tagjai képesek
hidrogén elballitasra (Ghirardi 2007).

A cianobaktériumok a Fold legdsibb szervezetei koz¢ tartoznak. Sejtjeik felépitése
megegyezik a baktériumokéval, de ostoros formaik nem ismertek. Plazmajuk az 6rokitd
anyagot tartalmazé belsd, szintelen centroplazmara és a fotoszintetikus pigmenteket tarolo
kiilsé kromatoplazmara tagolodik. A kromatoplazmaban a sejt felszinével parhuzamosan a
tilakoid membranok huzoédnak, amelyekben klorofill-a, karotinoidok, valamint a felsziniikon
talalhatd fikobiliszomékban fikobilin festékek kotik meg a napfény energidjat. A fikobilinek
koziil a kék fikociant minden faj tartalmazza, a vords fikoeritrin gyakran hidnyzik. A

cianobaktériumok hidrogenazai minden esetben NiFe hidrogenazok, egyik tipusuk kizarolag a
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hidrogén felvételére (Hup-tipusu, Hydrogen uptake enzimek), mig a masik
cianobaktériumokban el6forduld tipus a hidrogén felvételére és kibocsajtasara is képes
(kétiranyt, Hox-tipusu enzimek) (Ghirardi 2007).

A Chlorophyta a valodi eukariota zoldalgak divizidja. Altalanosan jellemzd rajuk,
hogy klorofill a-t és klorofill b-t tartalmaznak. Tartalék tapanyagként keményitét halmoznak
fel a plasztidjaikban. Egysejtli €s tobbsejtii formaik is vannak. A legtobb faj édesvizben vagy
tengerekben ¢€l, megtalalhatoak a legkiilonbozébb szarazfoldi, de akar szélsdséges
¢léhelyeken is. Az ide tartozd fajokra (pl. Chlorella fusca (Winkler és mtsai. 2002),
Scenedesmus obliquus (Florin és mtsai. 2001) és Chlamydomonas reinhardtii (Ch.
reinhardtii) (Happe és Kaminski 2002)) jellemzd, hogy FeFe hidrogenazokat tartalmaznak és
megfeleld kornyezeti adottsagok mellett mind biohidrogén eldallitasara, mind a megtermelt

hidrogén felhasznélédsara is képesek.

1.3. A biolégiai hidrogéntermelés lehetoségei

1.3.1. A biohidrogéntermelés altalanos jellemzése

1939-ben Hans Gaffron megfigyelte, hogy egy tipikus zoldalga (Ch. reinhardtii),
amely normalis koriilmények kozott tavakban él, alkalmanként képes az oxigéntermelésrol
hidrogéntermelésre valtani, amelynek termékét ma biohidrogénnek nevezziik. A biohidrogén
egy természetes és atmeneti mellékterméke a kiilonbdzé mikroorganizmusok biokémiai
reakcidinak. A biologial Gton torténd hidrogéntermelés nagyrészt kornyezeti hdmérsékleten és
nyomason megy végbe, ezért a kémiai €s elektrokémiai modszerekhez viszonyitva kevésbé
energiaigényes folyamat. A természetben el6forduld hidrogén metabolizmus elsédlegesen az
archedkra, baktériumokra és a mikroalgakra jellemzd. A taxondmiailag elkiiloniilé csoportok
szdmos kiilonbozé biohidrogéntermelésre képes fajt foglalnak magukba. Emellett a
mikroorganizmusokat a benniik talalhatdo hidrogéntermeléshez kothetd kiilonbozd enzimek,
valamint eltéré metabolikus Utvonalak alapjan szintén csoportokra oszthatjuk. (Vignais és
mtsai. 2001; Weaver és mtsai. 1980). A biologiai hidrogéntermeld folyamatok fehérjéi a
hidrogenaz és nitrogenaz enzimek. Ezek az enzimek jatsszak a kulcsszerepet a prokariotak és
néhany eukariota organizmus hidrogén-metabolizmusaban. Az algakhoz kothet6 jelenlegi
hidrogéntermelési  fejlesztések leginkabb a  biofotolizisre ¢és a  fotoszintetikus

hidrogéntermelésre iranyulnak. A fotoszintetikus mikroorganizmusok hidrogéntermeléséhez a
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napfény elengedhetetlentil sziikséges. A fotoautrotréf zold mikroalgdk és cianobaktériumok a
széndioxidot és a napfényt képesek egyediili szén ¢és energiaforrasként felhasznalni. A viz
oxidaciojahoz sziikséges fotoszintetikus és biofotolitikus redukalé erék a megvilagitasbol
szarmaznak (Ghirardi és mtsai. 2000; Schiitz ¢s mtsai. 2004). A biologiai hidrogéntermelést
fényfiiggése alapjan a fényfiiggetlen sotét fermentacidos és a fényfiiggd fotoszintetikus
folyamatokra oszthatjuk. A szénforras €s az alkalmazott biokatalitikus folyamatok alapjan a
biohidrogéntermelést szintén fotoszintetikus ¢és fermentativ folyamatokra oszthatjuk. A
cianobaktériumok direkt vagy indirekt fotolizissel, mig a zoldalgak a direkt és indirekt
fotolizis mellett s6tét fermentacidval is képesek a hidrogéntermelésre (Kovacs és mtsai. 2006;

Sen és mtsai. 2008).

1.3.2. A hidrogenazok csoportjai és tulajdonsagai

A hidrogenazok olyan enzimek, amelyek képesek katalizalni a molekularis hidrogén
oxidacidjat a kdvetkezd egyenletek alapjan: Hy + Agx — 2H' + Areg és 2H' + Dyeg — Hy + Doy
A hidrogén felvételekor az elektron akceptorok redukalodnak. Ennek soran elektron
akceptorként szolgalhat az oxigén, a nitrat, a szulfat, a széndioxid és a fumarat. A
hidrogéntermelés soran a protonok ugy redukaldodnak, hogy elektron donorokat, példaul
ferredoxint (FNR), citokrom c3-at és c6-0t oxidalnak.

A hidrogenazok az aktiv centrumuk fématom tartalma alapjan harom kiilonb6zd
csoportra oszthatdak: NiFe (nikkel-vas), FeFe (vas-vas) hidrogenazok, amelyek vas-kén
klasztert (FeS klaszter) tartalmaznak és a FeS klasztert nem tartalmazd, hidrogéntermeld
metilén-tetrahidrometanopterin dehidrogenaz (Hmd) enzimek. Ez a harom, filogenetikailag is
kiilonboz6 csoport kozds tulajdonsaga, hogy rendelkeznek egy funkcionalis alapegységgel,
mely az adott csoportban konzervalt. Ez az alapegység az egyes fehérje alegységeket vagy
doméneket jelenti, melyek az aktiv centrumot tartalmazzak, €s az enzimek ezen alapegysége
nélkiilozhetetlen a miikodéséhez (Vignais és mtsai., 2001, Vignais és mtsai., 2007). Az aktiv
centrumok fématomjaihoz szénmonoxid (CO) és cianid (CN’) ligandok kapcsolédnak
(Fontecilla-Camps és mtsai. 2007).

Hmd hidrogenazokat elészor a Methanothermobacter marburgenis-ben irtak le
(Zirngibl és mtsai. 1992, Thauer és mtsai. 1996). Jellemez6 rajuk, hogy nem tartalmaznak
sem nikkelt, sem FeS klasztert. Az enzim alacsony nikkel tartalmt tapon nevelt sejtekben

indukalodik (Afting és mtsai. 1998). Az enzim homodimer formaji, két 38 kDa-0S
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alegységbdl all és egy Fe tartalmu specifikus kofaktort kot. A NiFe és FeFe hidrogenazokkal
ellentétben a Hmd hidrogenazok nem katalizaljak a Hp«>2H'+2e" reakciot. Viszont részt
vesznek a sejt metanogenezisében, ahol az N5,N10-metenil-tetrahidrometanopterin Hj-nel
valo reverzibilis reakcidjat katalizaljak, mikdzben N5,N10-metilén-tetrahidrometanopterin és
H* keletkezik (Hartmann és mtsai. 1996).

A NiFe hidrogenazok katalitikusan fontos magja alapvetéen egy a ¢és egy PB
alegységbdl allo heterodimer. A kb. 60 kDa-os nagy alegységben (az a-alegység) talalhato a
két fématomot tartalmazo aktiv centrum, mig a kis alegység (B alegység) nagyjabol 30 kDa
nagysagu, mely az enzim aktiv centruma ¢és a megfeleld elektrondonor/akceptor kozotti
elektrontranszferért felelés FeS kockakat tartalmazza. El6fordulhatnak a periplazmaban, a
citoplazmaban ¢és kotédhetnek a citoplazma membranjahoz egyarant. A hidrogéneldallitast és
a felvételt is képesek katalizalni a citokromok oxidalt allapotatol fliggéen (Vignais és mtsai.
2007). A nagy alegység belsejében Ni és Fe ionok talalhatoak, amelyek négy cisztein révén
kapcsolodnak a fehérjéhez. A Fe ionhoz nem fehérjetermészetli ligandumok, példaul CO ¢és
CN' ligandumok is kapcsolddnak (Happe és mtsai. 1997, Pierik és mtsai. 1999, Volbeda és
mtsai. 2002). A kis és nagy alegység szekvenciaanalizise alapjan a NiFe hidrogenazokat négy
csoportba soroljak, melyek 6sszhangban allnak az enzimek fiziologias funkcidival (Vignais és
mtsai. 2001):

e hidrogénfelvevd NiFe hidrogenazok

e citoplazmatikus H, szenzor és cianobakterialis tipusi hidrogénfelvevé NiFe

hidrogenazok

e kétiranyu, heteromultimer, citoplazmatikus NiFe hidrogenazok

e tObb alegységes, hidrogéntermeld, energiakonzervald, membrankstott hidrogendzok
A NiFe hidrogendzok éréséhez Osszeszereld fehérjék sziikségesek. A NiFe hidrogendzok
bioszintézis vizsgalatainak egyik leginkabb tanulmanyozott modellje az E. coli 3-as
hidrogenéza. A folyamatban résztvevd legfontosabb fehérjék a hidrogenaz pleiotrép, azaz
Hyp fehérjék (HypA, HypB, HypC, HypD, HypE, HypF) és az adott enzimre specifikus
endopeptiddzok. A hidrogendzok érési folyamatdnak a végén a kis és nagy alegységek
oligomerizalodnak.

FeFe hidrogenazokat elsésorban anaerob prokariotakban és néhany aerob eukaridtdban
talalhatunk (Boichenko és mtsai. 2004, Vignais és mtsai. 2001). A FeFe hidrogenazok
tartalmaznak egy 2 fématombol allé centrumot, amelyhez ditiolat kofaktor kapcsolodik

(Berggren és mtsai. 2013). A NiFe hidrogenazokhoz viszonyitva, a FeFe hidrogenazok
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szignifikdnsan nagyobb hatékonysaggal képesek hidrogéntermelésre, viszont az oxigén
jelenlétére is érzékenyebbek. Szerkezetiik alapjan lehetnek mono-, di-, tri-, vagy tetramerek
(Vignais és mtsai. 2001). A kb. 350 aminosavbol allé konzervalt domén (mas néven H-
klaszter) tartalmazza az aktiv centrumot, mely a fémionok koziil csak Fe ionokat tartalmaz,
valamint [4Fe4S] klasztert, amely cisztein aminosavakon keresztiil kapcsolodik a
fémcentrumhoz és a fehérjematrixhoz. Az aktiv centrum Fe ionjaihoz nem fehérjetermészeti,
CN’, és CO ligandok is kapcsolodnak (Peters és mtsai. 1998, Nicolet és mtsai. 1999, Peters
1999). Ezekben a hidrogenazokban az elektronok a ferredoxin molekulakon keresztiil
kozvetleniil a H-klaszterre szallitddnak.

Az elsé Fe hidrogenazt a Scenedesmus obliquus-ban (Florin és mtsai. 2001) irtak le.
Mara részletesen karakterizaltak a Ch. reinhardtii HydA1 (Happe és Kaminski 2002) és
HydA2 (Forestier és mtsai. 2003), a Chlorella fusca (Winkler és mtsai. 2002) és a
Chlamydomonas moewusii (Winkler és mtsai. 2004) FeFe hidrogenazait is. A hidrogenazok
mikodéséhez Osszeszereld fehérjék sziikségesek, a FeFe hidrogendzok is érési folyamaton
mennek keresztiil. Ezeket el6szor Ch. reinhardtii-ban fedezték fel (Posewitz és mtsai. 2004).
Két fehérje vesz részt az algak Fe hidrogenazainak bioszintézisében, a HydEF és a HydG
Osszeszerel6 fehérjék. A HydEF egy dimer fehérje, amelynek S-adenozilmetionin hasito és
GTP hidrolizalé aktivitasa van. A HydG fehérje kizarolag S-adenozilmetionin hasitd
aktivitassal bir (Rubach és mtsai. 2005).

1.3.3. A fotoszintetikus hidrogéntermelés

A hidrogén eldallitasa sordn a fotoszintetikus apparatus segitségével a fényenergia
biokémiai energiava alakithaté (Jordan és mtsai. 2001). Ebben a modszerben jelentOs
potencial rejlik a megajuld energidk jovobeni eldallitasa szempontjabol. A hidrogéntermelés
fotoszintetikus mechanizmusat mar a korai 1940-es évektol ismerik (Gaffron és Rubin 1942).
fontos szerepet jatszottak (Burow és mtsai. 2011). A hidrogéntermeld mikroorganizmusokat
taxondmidjuk alapjan harom f6 fizioldgiailag kiilonbozé csoportra oszthatjuk. Ide tartoznak a
kiilonbozd egysejtii  zoldalgdk (Gaffron és Rubin 1942), a cianobaktériumok és a
fotoszintetikus baktériumok (Gest és Kamen 1949). A hidrogéntermeld fotoszintetikus
mechanizmus aerob és anaerob kornyezetben egyarant miikodhet, de a hidrogén eldallitdsanak

modja alapjaiban kiilonbozik a két folyamatnal (Beer és mtsai. 2009; Kruse ¢s Hankamer
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2010; Kruse és mtsai. 2005). Zoldalgakban €s cianobaktériumokban a fény a Il. fotokémiai
rendszernek (PSIl) meghajtoé forrasaként szolgal az oxidald agensek eldallitasahoz. A fény
energidja képes oxidalni a vizet elektronra, protonra és oxigénre a direkt fotolizis utjan
(Allakhverdiev és mtsai. 2010; Doebbe ¢és mtsai. 2010; Krassen €s mtsai. 2009). Mindkét
esetben a FeFe hidrogenaz szamara a redukalt ferredoxin szolgaltat elektron donorokat. A
redukalo erdk az egyes tipusu fotoszintetikus rendszer klorofill-aa dimerjére szallitodnak. A
P700-at a fény abszorbcidja gerjeszti, melynek hatasara az elektronpotencial -1.32 V-ra
emelkedik (Krabben és mtsai. 2000). Végiil az elektronok a I. fotokémiai rendszer akceptor
oldalan talalhato FeS csoportokhoz aramlanak a belsé elektrontranszportlancon keresztiil és -
0.45 V-ra valtoztatjdk annak elektromos potencialjat (Jordan és mtsai. 1998). A hidrogenazok
aktivitasa a redukaldé agensek mennyiségén alapszik, amelyek szarmazhatnak direkt Gton a
kozvetlen fotoszintetikus vizbontasbdl vagy indirekt modon a szerves molekulak

lebontasabol.

1.3.3.1. Direkt fotolizis

A direkt fotolizis soran a mikroalgdk és a cianobaktériumok arra hasznaljak fel a
fotoszintetikus képességiiket, hogy a vizet kozvetleniil oxigénre €s hidrogénre bontsak. A
cianobaktériumok, mas néven kék-zold algdk, azon baktériumok torzsébe tartoznak, amelyek
a fotoszintézisen keresztil nyerik az energidt. A mikroalgdk rendelkeznek azzal a
képességgel, hogy a fény energiajaval a vizet vizbontas utjan protonokra és elektronokra
tudjak bontani. A biohidrogén termelés a fény direkt abszorpcidjan és az elektronok
hidrogenazok és nitrogenazok felé torténd szallitasan keresztiill megy végbe (Manish és
Banerjee 2008). Anaerob koriilmények kozott, vagy amikor az erés fénysugarzas hatasara a
fotoszintetikus rendszer erésen redukalt allapotba keriil, néhany mikroorganizmus a
folosleges elektronokat hidrogenaz enzimekkel tavolitja el, gy hogy a hidrogén ionokbdl
hidrogén gazt fejleszt (Sorensen 2005; Turner és mtsai. 2008). A vizsgélatok szerint a
hidrogenazok altal a protonokbol ¢és elektronokbdl eldallitott hidrogén gaz tisztasaga
megfeleld koriilmények mellett elérheti akar a 98 %-ot is (Hankamer és mtsai. 2007).

Az elektronok az algdk és a cianobaktériumok tilakoid membranjaban talalhato 1.
fotokémiai rendszerének vizbontasdbdl szarmaznak. A Il. fotokémiai rendszer a napbdl
szarmazo6 fotonokat hasznalja fel az elektronok aktivalasahoz, hogy azok atjussanak a tilakoid

membran elektrontranszport lancan, az |. fotokémiai (PSI) rendszeren és a ferredoxinon
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keresztiil egészen a hidrogenazig (Florin és mtsai. 2001). A plasztokinon molekulat az
elektron plasztokinollé alakitja, amely vagy a NADP+ -t NADPH-va redukalja vagy ciklikus
elektrontranszportban hasznalodik fel. Az elektronok helyébe ismét viz 1ép, hogy a Il
fotokémiai rendszer vizbontd centruma hidrogénionokat és molekularis oxigént hozzon 1étre,
ezaltal szolgaltatva ionokat a fotoszintézis szamara. A viz oxidacidja soran keletkezd
protonok létrehoznak egy proton gradienst, amelyet az ATP szintdz ATP termeléshez hasznal
fel. A ferredoxin-NADP” reduktaz a fotoszintetikusan eldallitott elektronokat és a sztromaba
juttot protonokat felhasznalva NADP*-bol NADPH-t allit eld. A folyamat a hidrogén és az

oxigén parhuzamos termelését eredményezi (Spruit 1958; Greenbaum ¢és mtsai. 1983).

1.3.3.2. Indirekt fotolizis

A direkt fotolizisen kiviil fotoszintetikus uton hidrogén allithat6 el6 zoldalgakkal ugy,
hogy a folyamat soran kénmegvonast alkalmazunk (Melis és mtsai. 2000, Manish és Banerjee
2008). A kénmegvonas a biohidrogéntermelés egy olyan modszere, amellyel kikiiszobolhetd
az alga hidrogenazainak oxigénérzékenysége ¢s megvaldsithatod az akar négy-6t napon 4t tartd
folyamatos hidrogéntermelés (Melis és mtsai. 2000). Ez a megkozelités lehetdséget ad arra,
hogy az algaval jelentés mennyiségii hidrogént tudjunk megtermelni (Happe és mtsai. 2002;
Melis és mtsai. 2004, 2007; Ghirardi 2006; Seibert 2008). A kénmegvonds az algakulturdk
oxigéntermelésének részleges €s visszafordithatd géatlasat eredményezi. Kén hianyaban a
csokkent metabolikus aktivitds mellett az alga csak olyan fehérjéket szintetizal, amelyek
elengedhetetlentiil sziikségesek a sejtek életben maradasdhoz (Wykoff és mtsai. 1998). A
moddszer eredményeként a II. fotokémiai rendszer D1 fehérjéje a lebomlasa utan nem tud
gyorsan felépiilni, emiatt fokozatosan csokken az oxigéntermelése. Ezzel parhuzamosan a
tapanyaghiany altal okozott stresszre valaszként az alga 8 — 20-szor tobb keményitét halmoz
fel, mint normal koriilmények kozott (Tsygankov és mtsai. 2002; Zhang és mtsai. 2002). Az
oxigéntermelés csokkenése és a sejtlégzés valtozatlan aktivitisa miatt az oxigén szintje
fokozatosan redukalddik, a zart kultira egy 1d6 utdn anaerobbé valik (Antal és mtsai. 2003).
Az anaerob koriilmények kialakulasa a kultiraban szamos kiilonb6z6 folyamatot indit be
(Melis és Happe 2001). A HydAl és HydA2 gének aktivalodnak, majd 3-4 ora elteltével a
hozzajuk tartoz6 funkcionalis fehérjék detektalhatéva véalnak (Forestier és mtsai. 2003). A
hidrogén koriilbeliil 5 ora elteltével valik mérhetévé (Antal és mtsai. 2003). A kezdeti

keményitd felhalmozas abbamarad és megindul a lebontési folyamat, melynek eredményeként
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a hidrogéntermeléshez sziikséges redukaldé agensek felhalmozodnak. A felhalmozott
keményitd eldszor piruvattd bomlik, amelybdl késébb acetat, format vagy néhany esetben
etanol képzddik (Tsygankov és mtsai. 2002; Zhang és mtsai. 2002; Happe és mtsai. 2002;
Kosourov ¢és mtsai. 2003; Winkler és mtsai. 2002b). A keményitd kiemelkedd szerepét a
kénmegvonassal stresszelt, Rubisco nélkiili mutans térzs csokkent hidrogéntermelése is
bizonyitja (White és Melis 2006). Az anaerob koriilmények ellenére a széndioxid fixalas nem
miikodik, mivel a Rubisco aktivitdsanak csokkenése mar a kénmegvonas elején megindul
(Melis és mtsai. 2000; Zhang ¢és mtsai. 2002).

A kénmegvonas utjan torténd hidrogéntermelést megeldzi egy a levegén, TAP (tris-
acetat-foszfat) tapoldaton, fotoheterotréf moédon zajlo biomassza ndvesztés, majd ezt koveti
egy tapoldat csere utan a kénmentes TAP tipoldatban végbemend hidrogéntermelés. A
multban szadmos sikertelen kisérletet végeztek fotoautrotrof koriilmények kozott
hidrogéntermelés céljabol. Anaerob koriilményeket és hidrogéntermelést csak a II. fotokémiai
rendszer aktivitasat gatld DCMU-val sikeriilt elérni fotoautrotrof koriilmények kozott
(Fouchard ¢és mtsai. 2005). A =zart tlvegben, kénmentes tapoldatban, fotoautrotrof
koriilmények kozott inkubalt Platymonas subcordiformis csak kis mértékben termelt
hidrogént, majd szénforras hozzaadasa utan a termelés intenzitasa 40%-kal megnovekedett. A
fotoautrotrof koriilmények kozott tartott Chlamydomonas kultira ecetsav helyett széndioxid
hozzaadéasa mellett a kénmegvonas kezdeti fazisaban képes volt hidrogéntermelésre. Viszont a
hidrogéntermelés mértéke és a teljes felhalmozddott hidrogén mennyisége még igy is
elmaradt azoktol a korabban leirt adatoktol, ahol acetatot is alkalmaztak (Tsygankov és mtsai.
2006).

A hidrogéntermelés a kénmegvonas negyedik-6todik napja utan abbamarad,
valosziniileg a kénmegvonds metabolizmusra gyakorolt altalanos negativ hatdsa miatt. A
hidrogéntermelés ideje ugyanakkor megndvelhetd, ha megfeleld id6kozonként valtoztatjuk a
kén elvételét és hozzaadasat (Ghirardi és mtsai. 2000), vagy idében elvalasztjuk az oxigént a
hidrogéntermeld fazistol (Fedorov és mtsai. 2005). Az el6z6 megoldas egy olyan kettds
fotobioreaktor rendszeren alapszik, ahol a kultira elszor limitalt mennyiségli szulfat mellett
fotoszintetikus iton nd fel, majd a ndvesztés utdn a masodik fotobioreaktorban kezdi meg a
hidrogéntermelést. Ebben az esetben a masodik fotobioreaktorban a sejteket rendszeresen
potolni kell az elsd fotobioreaktorbdl frissekkel. A rendszer kortilbeliil 6 honapon keresztiil
képes igy milkddni, igaz az alacsony sejtkoncentracio miatt csak limitalt szintll

hidrogéntermelés mellett.
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A zo6ldalgdk maximalis elméleti fényatalakitas hatékonysaga 10-13 % koriilire becsiilt
(Ghirardi 2006). Mivel ez a Napbol szarmazo erds megvilagitds soran a fotoszintézis
elektrontranszfer reakcidja altal korlatozott, ezért a 10-13 %-os szint csak kisméretli antenna
fehérjéket tartalmazo mutans torzsekkel érhetd el (Melis €s mtsai. 1998). A kénmegvonas
alatt allo kultrakban a fényatalakitds hatékonysaga limitalt fényerdsség mellett feltehetéen
kortlbeliil 1%-ra csokken, mivel a ként tartalmazoé kultirdk fotoszintetikus kapacitdsa csak
10% koriil mozog (Melis és mtsai. 2000). A kereskedelmi hasznositashoz sziikséges
hatékonysagrol a vélemények megoszlanak. Az elérni kivant hatékonysagi szintet nagyban
befolyasolja a hidrogén eldallitasi koltsége. A vad tipust kultirak maximalis hatékonysagat
0.24 %-ra becsiilik, az alacsony sejtstiriségli kultarak miatt (Ghirardi 2006). A sejtkultirak
inert matrixon, példaul iivegszalon valdo immobilizalasaval sikeriilt elérni a kultardk
denzitdsanak novekedését kénmentes korilmények kozott, ezaltal egyszerlisitve a ként
tartalmazd és kénmentes tdpoldatok cseréjét €s emelve alacsony fényintenzitds mellett a

konverzios hatékonysagot 0.36 %-ra (Laurinavichene és mtsai. 2006; Ghirardi 2006).

1.3.4. Sotét fermentacio Chlamydomonas torzsekben

A hidrogenaz aktivitds mind sotétben mind fényen a Chlamydomonas fermentativ
metabolizmusédnak egy komponense. A rendelkezésiinkre 4ll6 genomszekvencidk ¢és
publikaciok alapjan vilagosan latszik, hogy a Chlamydomonas szamos olyan fehérjét kodol,
amelyekhez kiilonféle anoxikus utvonalak kapcsolodnak. (Hemschemeier és Happe 2005;
Atteai és mtsai. 2006, Mus és mtsai. 2007). Amikor a Chlamydomonas torzs alacsony
fényerGsségli vagy sotét és limitalt leveg6zésii kdrnyezetben van, akkor a sejtlégzés soran
elhasznélt oxigén mennyisége tallépheti a fotoszintézis sordn termelt oxigén mennyiséget,
amely végeredményben hipoxiahoz vezet (Moseley €s mtsai. 2000; Quinn és mtsai. 2002). A
glikolizis kozponti metabolitja a piruvat. A Chlamydomonas genom az anaerob piruvat
metabolizmushoz sziikséges legtobb ttvonal minden egyes enzimét kodolja. Ez a metabolikus
véltozatossag ritka egyetlen organizmusban, és a metabolizmusa szempontjabdl kivalo
alkalmazkodd képességekkel ruhdzza fel az algat a kiilonb6zd és dinamikusan valtozo
kornyezeti feltételekhez, beleértve a hipoxiat is.

A Chlamydomonas a piruvatot feltételezhetéen fermentativ koriilmények kozott
alakitja at a piruvat-format liaz (PFL) utvonalon acetil-CoA-va és formatta, a ferredoxin

redukalasaval a piruvat-ferredoxin oxidoreduktaz 1 (PFR1) tutvonalon acetil-CoA-va és
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széndioxidda; a putativ dekarboxildz Gtvonalon acetaldehiddé és széndioxidda, vagy a laktat
dehidrogenazon keresztiil a NADH oxidacidjaval laktattd. A piruvat-ferredoxin oxidoreduktaz
altal redukalt ferredoxin ezutan kiillonb6z6 redox fehérjék altal képes oxidalddni, beleértve a
FeFe hidrogenazt, igy termelhet a keményit6 lebontasa soran hidrogént. A piruvat-ferredoxin
oxidoreduktaz és a piruvat-format liaz utvonalak egyiittes jelenléte egyediilalld jelenség az
eukariotak korében, ami jol mutatja a Chlamydomonas metabolikus diverzitasat. A piruvat-
format liaz fehérjét sikeriilt kimutatni a kloroplasztban és a mitokondriumban egyarant (Atteia
¢s mtsai. 2006).

Az acetil-CoA a piruvat-format liaz és a piruvat-ferredoxin oxidoreduktaz utvonalak
terméke, amely a foszfo-transzacetilaz és acetat-kinaz itvonalakon keresztiil acetattd alakul,
ATP végterméket eredményezve. A Chlamydomonas-nak két génje van, amely mindezen
fehérjéket kodolja. A foszfo-transzacetilaz 1 (PAT1) és az acetdt-kindz 2 (ACK2) fehérjék a
mitokondriumban taldlhatoak, mig a foszfo-transzacetildz 2 (PAT2) és az acetat-kindz 1
(ACK1), amelyek génjei a HydA2 kodold szekvencidival hatdrosak a kloroplasztban
talalhatéak (Atteia és mtsai. 2006). Az acetat termelés szubsztrat szinten az ATP képzodését
eredményezi, mindemellett a NADH oxidacidja sziikséges a glikolizis fenntartisdhoz. Az
acetil-CoA etanolla valo atalakitidsa az acetaldehiden keresztiil két NADH molekulat oxidal,
valamint aldehid és alkohol dehidrogenaz aktivitast igényel. Mindkét aktivitas valosziniileg az
alkohol/aldehid dehidrogenaz homoldgok altal katalizalt (Hemschemeier és Happe 2005;
Atteia és mtsai. 2006; Mus és mtsai. 2007). A Chlamydomonas alkohol-dehidrogenaz 1
(ADH1) gén homologiat mutat mas kettdés funkcioju dehidrogenazokkal, amelyeket
rendszerint ADHE-nek hivnak, azért hogy megkiilonboztessék a fehérjéket azoktol az
alkohol-dehidrogenazoktol, amelyek nem rendelkeznek aldehid-dehidrogenaz aktivitassal. Az
etanol acetaldehidb6l is keletkezhet a piruvat-dekarboxilaz 3 (PDC3) utvonalon, amely
kozben egy NADH-t is oxidal. A Chlamydomonas ritka az eukariotak kozott abbol a
szempontbol, hogy mindkét etanol termeld utvonalat tartalmazza. Format, acetat, etanol a
termelddik még H, és CO; (Gfeller és Gibbs 1984; Kreuzberg, 1984; Ohta ¢és mtsai. 1987).
Bizonyos koriilmények kozott glicerolt és laktatot is talaltak a kultirdkban (Kreuzberg 1984).
Az etanol és format felhalmozddas, valamint a sejtek kornyezetének szerves savak okozta
savasodasa toxikus lehet a sejtek szamara. Emellett megjelenik az a sejtvédé mechanizmus,
amely egyensulyt teremt az ATP termelés, a NADH oxidaci6 és a potencidlis toxikus
fermentativ termékek felhalmozdodasa kozott. A format: acetat: etanol termelddés jellemzo

aranyai 2:1:1 (Gfeller és Gibbs 1984; Kreuzberg 1984), és 2:2:1 (Ohta és mtsai. 1987; Mus és
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mtsai. 2007). A termelési aranyokat egyarant befolyasoljak a kultarak és az indukcio
koriilményeinek valtozasai és a kiillonbozo torzsek hasznalata is. Tovabba az acetat gyakran
elo6fordul a tdpoldatban, és ez a szerves sav az oldat anaerobbd valasa sorén is szekretdlodhat a
keményité lebontasa nélkiil. Ha kizardlag a piruvat-format liaz 1 (PFL1) felel6s a piruvat
acetil-CoA-va alakitasaért, akkor a 2:1:1 arany varhat6 a keményit6 lebontasabol. Kvantitativ
RT-PCR alkalmazéasaval kimutattdk, hogy a PFR1 expresszios szintje az anaerobizacid soran
jelentésen megnovekedett, a HydAl, HydA2, HydEF és HydG transzkriptumaival egylitt
(Mus és mtsai. 2007). A génexpresszids és metabolikus adatok azt mutatjak, hogy anaerob
korilmények kozott a PFR1 utvonal felelés a PFL1 aktivitdssal egyiitt a jelentds piruvat
katabolizmusért. A sotétben végbemend fermentativ hidrogéntermelés mértékének erdsodése
ezaltal a PFR1 utvonal megszakitasat eredményezheti, igy ndvelve a hidrogéntermeléshez

szlikséges redukalt ferredoxinok szintjét.

1.3.5. Hidrogéntermelés alga-baktérium konzorciumokkal

Az elézbéekben ismertetett hidrogéntermelési lehetdségek soran azt mutattuk be, hogy
egy-egy tiszta monokultura (akér prokariota, akar eukaridta) hogyan képes hidrogént termelni.
Jelenleg szamos olyan modszer all fejlesztés alatt, amely egy alga torzs és valamely mas
mikroorganizmus egyiittes alkalmazasan alapulva biohidrogént képes elGallitani. Az egyik
legkézenfekvObb modszer az alga biomassza szubsztratként vald hasznositasa. Ennek soran az
alga 4ltal felhalmozott tartalék tapanyagot, a biomassza el6kezelése utan egy vagy tobb
hidrogéntermelésre képes baktérium torzs lebontja alacsonyabb energidju Osszetevokre és
széndioxidra, mikozben biohidrogén keletkezik. Kivald példa erre a fotoszintetizalo
Rhodobium marinum A-501 és a tejsavbaktérium Lactobacillus amylovorus egyiittmiikodése,
melynek soran szerves forrasként Dunaliella tertiolecta-t és Ch. reinhardtii-t hasznaltak fel.
Az L. amylovorus amilaz aktivitasa révén a keményitd lebontasa soran tejsavat allit el6. A R.
marinum A-501 a tejsav elektrondonorként vald felhasznalasa soran pedig megvilagitas
mellett biohidrogént termel (Kawaguchi €s mtsai. 2001).

Tovabbi figyelemre mélto biohidrogén termeld kdzosséget alkot a Ch. reinhardtii-bol,
Rhodospirillum rubrum-bol és Clostridium pasteurianum-bol allo osszetett rendszer. Ebben
az esetben a hidrogéntermelést 3 fazisra osztottdk a termelésre képes torzsek alapjan. Az elsd
fazis soran a vas-hidrogenazt tartalmazd zdldalga fotoszintézis tjan biomasszat allit eld és

biohidrogént termel. A masodik 1épésben az anaerob kornyezetben miikddd fotoszintetikus
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baktérium a fény energidjanak felhasznéaldsaval szintén biomasszat allit eld, mikdzben a
nitrogenaz enzimének segitségével biohidrogént termel. A harmadik 1épésben a zodldalga és
fotoszintetikus baktérium altal termelt biomasszat bontja le a fermentativ baktérium, ezaltal
tovabb novelve a teljes megtermelt hidrogén mennyiségét (Melis és mtsai. 2006).

Egy harmadik, tobblépéses folyamat soran az alga el6szor (Ch. reinhardtii UTEX 90)
széndioxid fixalasaval fotoszintézis utjan keményitdt €s nagy molekulasulyu sejtdsszetevoket
halmoz fel. Masodik 1épésként a sotét fermentacid soran az alga biomasszat a Clostridium
butyricum lebontja, amelybdl szerves savakat és hidrogéngazt allit el6. Végil a sotét
fermentacio soran megtermelt szerves savakat a Rhodobacter sphaeroides KD131
fotoszintetikus baktérium hasznositja, ezaltal biomasszat és hidrogént termel (Kim €s mtsai.
2006).

A biohidrogéntermeléshez a baktérium kultirdkat nem csak az eléz6ekben ismertetett
modon lehet hasznositani. A Ch. reinhardtii cc849-es egy olyan mutans torzs, amelynek
kloroplasztiszaban — expresszaltdk a szdja leghemoglobin apoproteinjét  (lbs). A
Bradyrhizobium japonicum Ch. reinhardtii cc849 kultirahoz torténd hozzaadasa egyarant
jotékonyan befolyasolta az alga biomassza ndvekedését és az alga hidrogéntermelését is. A
leghemoglobin fontos szerepet jatszik a pillangdsviragh novények giiméjében az oxigén
megkdtésében, ezaltal eldsegitve az anaerob kornyezet kialakitasat és az oxigénre érzékeny
nitrogenazok miikodését (Appleby 1984; Kundu és mtsai. 2003). Osszességében a kevert
alga-baktérium kultaraban, a kénmegvonas soran az oxigén szintje gyorsabban csokkent és
50%-kal tobb hidrogén termelddott, mint a tiszta alga kultirakban (Wu és mtsai. 2012).

A Ch. reinhardtii cc849 vad tipust torzs hidrogéntermelését kénmegvonas soran a
mellette azonositott harom bakteridlis partner egyenkénti hozzaadasaval is megvizsgaltak. A
harom azonositott bakterialis torzs a Stenotrophomonas, Microbacteria és Pseudomonas
nemzetségekbe tartoztak. A biomassza ndvekedését a tiszta alga biomassza ndvekedéséhez
képest egyik torzs sem indukalta szignifikdns mértékben, viszont a hidrogéntermelésben
jelentds novekedést figyeltek meg. A kevert kulturdk hidrogéntermelés szempontjabol
legnagyobb eldnyének a megnovekedett respiracios aktivitds és az ebbdl kovetkezd gyors és

hatékony oxigénszint csokkenés bizonyult (Li 2013).
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2. Célkitiazések

Szamos energiaforras €s energiahordoz6 kozott jelentds potenciallal bir a hidrogén,
mint energiahordoz6. Ennek egy specidlis szegmensét képezi a biologiai uton eldallithato
Jelen dolgozat az alga-baktérium kevert kultirak hidrogéntermelésének tulajdonsagaira és a

mikrobialis partnerek kapcsolatara fokuszal.
Specifikus célok:

1. A Mosonmagyarovari Alga Kultira Gylijteményb6l a 4 leghatékonyabb
biomassza termelésre képes hidrogéntermelé Chlamydomonas torzs koziil az alga-
baktérium kevert kultara hidrogéntermelésének vizsgalatara legalkalmasabb

algatorzs kivalasztasa.

2. A Chlamydomonas sp. 549—es torzs bakterialis partnereinek azonositasa, és a
hidrogéntermelést, valamint az alga biomassza hozamot leginkabb el6segitd

bakterialis partnerek meghatarozasa.

3. A Chlamydomonas sp. 549 kulturahoz hozzdadott természetes (a
Mosonmagyarévari Alga Kultura Gylijteményben az alga kulturak hossza tava
fenntartasa soran az alga mellett fennmaradt bakterialis partnerek) és mesterséges
bakterialis partnerek hatdsanak vizsgalata a hidrogéntermelésre, az oxigénszint
valtozasra, az algakultura sejtszam valtozasaira és a tapoldat Osszetételbeli

valtozasaira.

4. A kevert és tiszta algakultirak hidrogéntermelésének tanulmanyozasa sotétben,
valamint fényen kénmegvonas mellett, a kiilonb6zd hidrogéntermelési modszerek

kombinacidban torténo alkalmazasa.

5. A Chlamydomonas sp. 549 fotoszintetikus rendszerének vizsgalata fluoreszcencia

mérésekkel, a modell alga hidrogéntermelési Gitvonalainak azonositésa.
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3. Anyagok és modszerek

Torzsek Kapcsolédo genotipusok Forras

és fenotipusok
Rhodococcus sp. vad tipus Jelenlegi munka
Leifsonia sp. vad tipus Jelenlegi munka
Brevundimonas sp. vad tipus Jelenlegi munka
Chlamydomonas reinhardtii cc124 | vad tipus Harris 1989
Chlamydomonas sp. 549 vad tipus MACC
Escherichia coli MC4100 AhypF Maier és mtsai. 1996
Escherichia coli K-12 vad tipus Cohen 1949
Ralstonia eutropha HF441 SH™, MBH", AhypF1F2 Wolf és mtsai. 1998
Ralstonia eutropha H16 vad tipus Holzenburg és mtsai. 1987

1. tablazat: A felhasznalt alga és baktérium torzsek listaja.

3.1. Felhasznalt anyagok

TAP tapoldat (Gorman és Levine 1965) (1 L oldathoz)

1. TAP so (1 liter desztillalt vizben oldva): 25 mL

NH,CI 150¢
MgSO, * 7H,0 409
CaC|2 * 2H,0 2.0 g

2. Foszfat oldat (100 mL desztillalt vizben oldva): 0.375 mL

K,HPO, 28.8¢
KH,PO, 14.4 g

3. Hutner nyomelemek oldata (Hutner és mtsai. 1950) 10 mL

EDTA dinatrium séja (250 mL desztillalt vizben oldva) 509

ZnSQO4 * 7 H,0 (100 mL desztillalt vizben oldva) 229

H3BO3 (200 mL desztillalt vizben oldva) 114¢g
MnCl, * 4 H,0 (50 mL desztillalt vizben oldva) 5.06¢
CoCl,. * 6 H20 (50 mL desztillalt vizben oldva) 1619
CuSO4 * 5 HO (50 mL desztillalt vizben oldva) 1579
(NH4)sM07024 * 4 H,0 (50 mL desztillalt vizben oldva) 1.10g¢g
FeSO, * 7 H,0 (50 mL desztillalt vizben oldva) 4.99¢
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4.7Tris: 2.42 ¢
5. Jégecet: 1.0 mL
6. HCI (Tris minimal tapoldathoz)

7. Agar (szilard taptalaj készitéséhez): 15 g L™

Bristol tapoldat Bold altal médositva (Bold 1949) (1 L oldathoz)

1. Torzsoldat (250 mL desztillalt vizben feloldva): 10 mL

NaNO; 6,25

CaCl, * 2H,0 0,625 g
MgSO,* 7H,0 1,875
K,HPO, 1,875
KH,PO, 4,375 g
NaCl 0,625 g

2. Torzsoldat (100 mL desztillalt vizben feloldva): 1 mL

Na,-EDTA 5¢
KOH 319

3. Torzsoldat (100 mL desztillalt vizben feloldva): 1 mL

FeSO, * 7H,0 0,498 g
HzSO4 O,l mL

4. Torzsoldat (100 mL desztillalt vizben feloldva): 1 mL
H3BO; 1,142 g

5. Torzsoldat (100 mL desztillalt vizben feloldva): 1 mL

ZnSO, * 7H,0 0,882 ¢
MNCl, * 4H,0 0,144 g
Na,MoOj4 * 2H,0 0,242 g
CuSO4 * 5 H,0 0,157 g
Co(NO3), * 6H,0 0,049 g

Zehnder Z 8 tapoldat (Kotai 1972) (1 L oldathoz)

1. Torzsoldat (300 mL desztillalt vizben feloldva): 3 mL
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NaNOj3 46,79
Ca(NOs). 599
MgSO4* 7H,0O 2,5 g
2. Torzsoldat (300 mL desztillalt vizben feloldva): 1 mL

K2HPO, 9,3¢g
Na,COs3 6,3 g

3. Torzsoldat (500 mL desztillalt vizben feloldva): 10 mL
FeCl; * 6H,0 + HCI (150 mL desztillalt vizben feloldva) 5 mL

1,3515 gés 1,5 mL

Nao-EDTA (150 mL desztillalt vizben feloldva) 5 mL 2,1915¢
4. Torzsoldat (500 mL desztillalt vizben feloldva): 0,08 mL
Na,SiO3z * 9H,0 25,0 mg
H3BO3 1550,0 mg
MnCl,* 4H,0 1115,0 mg
(NH4)5MO7024 * 4H20 44,0 mg
KBr 59,5 mg
Kl 41,5 mg
ZnSQO4 * TH,0 143,5 mg
CO(NOg)g * 6H,0 73,0 mg
CuSO4 * 5 H,0 62,5 mg
Aly(SO4); * 18H,0 237,0 mg
LiCl * H,0O 25,0 mg
Sueoka tapoldat (Sueoka 1960) (1 L oldathoz)
1. Séoldat (1 L desztillalt vizben feloldva): 5 mL
NH,CI 100.0g
MgSQO, . 7H,0 409
CaCl, . 2H,0 209
2. Foszfat oldat (1 L desztillalt vizben feloldva): 5 mL
K2HPO, 288.0g
KH,PO, 144049

3. Hutner nyomelemek oldata (1 L desztillalt vizben feloldva): 1 mL

Kuhl tapoldat (Kuhl 1962)

1. Torzsoldat (300 mL desztillalt vizben feloldva): 10 mL
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KNOs 30,333 g

NaH,PO,4* 1H,0 18,63 g
NazHPO4* 2H20 2,67 g
MgSO4* 7H,0 7,395 g
CaC|2 * 2H,0 0,441 g

2. Fe-oldat (1 L desztillalt vizben feloldva): 1 mL

FeSO4* 7H,0 0,69 g
Na,-EDTA 093¢

3. Nyomelem oldat

1 L desztillalt vizben feloldva: 1 mL

HsBOs 61 mg
MnSO,4 * H,0 169 mg
ZnSO4 * 7TH,0 287 mg

100-100 mL desztillalt vizben feloldva: 1 mL

CuSO4 *5 H,0 249 mg
(NH4)5M07024 * 4H,0 123,5 mg

LB (Luria Broth) tapoldat (Sambrook és Russel 2001) (1 L tapoldathoz):

Tripton: 109
Eleszt6 kivonat: 5 g
NaCl: 10 g

DCMU (3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea) (10 mL t6érzsoldathoz): 0.025 g

3.2. Alga kultirak biomassza novekedésének vizsgalata

A mosonmagyarévari torzsgylijteményben 100 mL-es Erlenmeyer-lombikokban
agarral szilarditott tapoldatban, alacsony hdémérsékleten (15 + 1 °C) fenntartott
Chlamydomonas torzseket 250 mL Bristol tapoldatot tartalmazé 500 mL-es Erlenmeyer-
lombikokba oltottuk. E tenyészeteket 25 + 2 °C homérsékleti alga tenyésztd-teszteld
laboratoriumban 14 6ras megvilagitas és 130 pmol m? s fényintenzitis mellett 7 napig
tenyésztettiik. A tenyészeteken Oranként 20 liter 1,5% CO,-ot tartalmazd levegdt

aramoltattunk at. Hét nap elteltével mértiik a tenyészetek szarazanyagtartalmat, majd azokat
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10 mg L™ indulé szérazanyag-tartalommal 250 mL Zehnder-8, Bristol, Kuhl és Sueoka
tapoldatokba oltottuk tovabb. Az elért biomassza alapjan, a 4 tapoldatbdl kivalasztottuk az
adott torzs szamara legmegfelelébbet és 10 mg L™ induld szarazanyag-tartalommal szintén
250 mL tépoldatot tartalmazdé lombikokba oltottuk tovabb. Tenyészeteinket azonos
koriilmények mellett, az alga tenyészto-teszteld szobakban 12 napig inkubaltuk, melyekbdl 2
naponta a szarazanyag meghatdrozasara 3 ismétlésben mintakat vettiink. Az eredményekbol

atlagot €s szorast szamoltunk.

3.3. Tiszta és kevert kulturak novesztése

A felhasznalt algatdrzsek a Mosonmagyardvari Alga Kultira Gytlijteménybdl
szarmaznak (MACC). A MACC-t 1992-ben alapitotta a Nyugat Magyarorszagi Egyetem
Novénybiologiai Intézete. A MACC Eurdpa harmadik legnagyobb talajlaké alga kultara
gylijteménye, amely 588 javarészt Braziliabol szarmazé szarazfoldi és 382 vizi mikroalgat
tartalmaz, beleértve 70 Chlamydomonas torzset.

A Chlamydomonas sp. 549 és a Ch. reinhardtii cc124 torzseket a bakterialis fertézések
kikiiszobolésére rifampicinnel kiegészitett, ecetsavat nem tartalmazd TP (Tris-foszfat
tapoldat) tapoldaton tartottuk fenn. A TP tapoldat egy olyan modositott TAP tapoldat, ahol az
ecetsav sosavval van helyettesitve. A TP lemezeket 25 °C-on 50 pmol m? perc™ erdsségii
fény alatt inkubaltuk. A hidrogéntermelési kisérletekhez hasznalt algakat frissen,
rifampicinnel kiegészitett és agarral szilarditott TP lemezeken ndvesztettiik, majd folyékony
TAP (Tris-acetat-foszfat tapoldat) tapoldatba oltottuk le (Gorman és Levine 1965). A
kénmegvonas soran az algakat az eléz6ekben leirtak alapjan novesztettiik fel, majd miel6tt
leoltottuk volna Oket a kénmentes TAP tapoldatban (TAP-S) tapoldatba, haromszor
feloldottuk és lecentrifugaltuk a TAP-S tapoldatban. Az alga torzsoldatokat Gigy osztottuk el
egyenlden a 40 mL-es szérum iivegekben, hogy a végtérfogatuk 35 mL, a végso optikai
denzitasuk pedig 750 nm-en mérve 0.7 lett. Az alga-baktérium kevert kultirakbol kiilonbozo,
jol elkiilonithetd fenotipussal rendelkezé bakterialis kolonidkat izolaltunk. A vad tipusu és
hidrogenaz deficiens Escherichia coli és Ralstonia eutropha bakterialis torzseket a Magyar
Tudomanyos Akadémia Szegedi Biologiai Kutatointézetének a Biokémiai Intézetébdl,
valamint a Szegedi Tudomanyegyetem Biotechnoldgia Tanszékérdl szereztiikk be. Az izolalt
baktériumokat (az E. coli-t és a R. eutropha-t) sététben, 30 °C-on LB (Luria-Bertani tapoldat)

lemezen novesztettik ¢€s tartottuk fenn. A Chlamydomonas sp. 549 melldl izolalt
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Rhodococcus sp. két nap, mig a Brevundimonas sp. és a Leifsonia sp. harom nap utan nétt fel
¢és képzett jol lathatd telepeket. A kevert alga-baktérium kultirakhoz hasznalt baktérium
torzseket agarral szilarditott lemezen ndvesztettiik, majd innen folyékony TAP tapoldatba
helyeztiik. A bakterialis torzsoldatot egyenlden elosztottuk a 40 mL-es szérum iivegekbe, gy
hogy a végs6 térfogatuk 35 mL, az optikai denzitasuk pedig 600 nm-en 0.5 legyen. Az alga-
baktérium kevert kulturakat gy hoztuk 1étre, hogy Osszekevertiikk az alga és a baktérium
torzsoldatokat a 40 mL-es szérum iivegekben ugy, hogy 35 mL legyen a végtérfogatuk az
eléozoekben megadott optikai denzitas értékek mellett. Az iivegeket butilgumi ¢és
aluminiumkupak hasznalataval zartuk le Iégmentesen. Minden kisérlethez harom parhuzamos

mintat hasznaltunk.

3.4. A természetes bakterialis partnerek meghatarozasa

Az egyes tiszta baktérium kultardkbol a genomi DNS-t hagyoméanyos DNS izolaléassal
nyertiikk ki, majd az igy kapott tisztitott DNS-t a 16S rDNS szekvencidk amplifikalasan
alapuld polimeraz lancreakcié (PCR) felhasznalasaval hataroztuk meg (Green és Sambrook
2012). Az amplifikacidhoz univerzalis 16S rDNS oligonukleotidokat hasznaltunk (27 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' és r1492 5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3). A
koriilbeliil 1500 kbp hosszt PCR termékeket agardz gélbdl izolaltuk, majd kapillaris Sanger
szekvenalassal, mindkét végtol szamitott kb. 750 bp hosszisagu szakasz alapjan hataroztuk
meg a polimerdz reakcid termékének pontos szekvencidjat. A 16S rDNS szekvencidk
eredetének  meghatdrozasdhoz a  BLAST  (http://blast.ncbi.nlm.nith.gov/) homolog

szekvenciakeres6jét alkalmaztuk.

3.5. Az alga és baktérium sejtszamok meghatarozasa

Az alga kulturdk optikai denzitasdt 750 nm-en, a baktérium kulturakét 600 nm-en
mértiik. Az alga sejtszamot Biirker-kamra hasznalataval szamoltuk meg. A Biirker-kamrara
10 pL-nyi mintat pipettaztunk és mikroszkép alatt szamoltuk meg a sejteket. Az €16
baktérium sejtszamot Uigy hataroztuk meg, hogy a tizezerszeresére kihigitott kulttirabol 50 pL-

t LB lemezre szélesztettiink.
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3.6. Hidrogén és oxigén analitikai mérése

A szérum iivegek légterének hidrogén és oxigén szintjét gazkromatograf (GC)
segitségével mértiik meg. A méréseinkhez egy hdvezetdképességi detektorral és Agilent HP-
Molsieve oszloppal (hossz 30 m, atméré 0.32 mm, film réteg 12.0 um) felszerelt Agilent
7890A tipust gazkromatografot hasznaltunk. Vivo és referencia gazként Linde HQ 5.0-as
tisztasag argon gazt alkalmaztunk. Az injektor, a hovezetoképességi detektor és az oszlop
hémérséklete 150 °C, 160 °C ¢és 60 °C voltak. Az oszlop nyomésa 47,618 psi-re lett allitva.
Az oszlop aramlési sebessége 12 mL perc'l volt. Minden méréshez 50 pl gazmintat
fecskendeztiink az injektorba. Minden méréshez harom parhuzamos mintat hasznaltunk.

A pontos gazmennyiségek meghatarozdsdhoz hidrogén kalibracidos egyenest
hasznaltunk. A hidrogén kalibracios egyenes létrehozasahoz higitasi sort hoztunk létre eltérd
mennyiségll tiszta hidrogén 25 mL-es szérum iivegekbe fecskendezésével. Ezekbdl azonos
mennyiséget fecskendeztiink a gazkromatografba haromszori ismétléssel, majd az igy kapott
eredményekbdl allitottuk fel a kalibracidos egyenest. A GC egységek atalakitdsdhoz a
kovetkezd egyenletet hasznaltuk: x =y /239.13 (x: a tiszta hidrogén térfogata pl-ben, y: mért
GC egység). A mért hidrogén mennyiségeket, az adatok grafikonon val6 abrazolasdhoz 1 L
alga kultirara normalizaltuk: x =y /239.13 * 2857.

Az oxigén mennyiségeket a kornyezeti oxigénkoncentraciohoz viszonyitottuk. A mert
oxigén mennyiségeket elosztottuk az atlagos kornyezeti oxigén GC mennyiségével, majd
megszoroztuk a kornyezeti oxigén mennyiséggel: x =y / 438.57 * 21 (x: oxigén szint

szazalékban, y: mért GC egység).

s re s

Az oldott oxigénkoncentracio értékeit folyamatosan mértiik 25 °C-on a kultara
folyadékfazisaban egy szaloptikds oxigénmérd berendezés segitségével (Precision Sensing
GmbH, Fibox 3 Minisensor oxigénmérd, Németorszag). A kalibralast hdmérsékletérzékeld

nélkil végeztiik oxigénmentes (1g Na,SO3; 100mL vizben oldva) illetve oxigénnel telitett viz

crer
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3.8. A fotoszintézis gatlasa

A fotoszintetikus elektrontranszportlanc Qg kotohelyének blokkolasahoz a herbicid
DCMU-t (3-[3,4-dichlorophenyl]-1,1-dimethylurea) (Metz és mtsai. 1986) hasznaltuk 200
uM végs6 koncentracioban (Velthuys 1981, Wraight 1981, Volgusheva és mtsai. 2013).

3.9. Klorofill fluoreszcencia mérések

A Kklorofill (Chl) fluoreszcencia valtozasainak a detektalasa kell6en érzékeny modszert
nyujt a Il. fotokémiai rendszer (PSII) aktivitasanak vizsgalatahoz (Papageorgiou 2004). A
sotétadaptalt fotoszintetikus mintak folyamatos aktinikus fénnyel torténé megvilagitasa soran
a fluoreszcencia az alacsony F, ( O-origo 10 ps-nal mérve) értékr6l a maximalis Fr, (P-cstcs
~200 ms-nal) értékre emelkedik a jellemz6 haromfazisu kinetikat (koztes 1épések: J ~3 ms-
nal, | ~20 ms-nal) kovetve (Strasser és Srivastava 1995, Papageorgiou és mtsai. 2007). A
klorofill fluoreszcencia fényfiiggd valtozasai 1ényegében a PSII els6dleges kinon elektron
akceptora, a Qa redox allapota altal meghatarozottak, de egyben képet adnak a fotoszintetikus
elektrontranszportlanc redukaltsagi allapotardl is (Schansker és mtsai. 2005). Az OJIP (gyors
Chl a fluoreszcencia indukcio) tranziens fotokémiai része az OJ fazis, melynek a relativ
amplitidoja a PQ-pool redox allapotat mutatja oly modon, hogy minél magasabb a PQH,/PQ
aranya a sotétben, annal magasabb a J értéke (To6th és mtsai. 2007).

A fényimpulzus-indukalt fluoreszcencia ndovekedés és az azt kovetd lecsengeés,
valamint a folytonos megvilagitas melletti gyors fluoreszcens indukcié méréséhez a mintakat
eldszor 3 percig sotétadaptaltuk, majd a kettés modulaciora képes FL3000 fluorométerrel
(Photon System Instruments, Csehorszag) detektaltuk a fluoreszcenciat. A fényimpulzus-
indukalt fluoreszcencia valtozasok mérésekor a mintait 30 ps-os telitési intenzitasu
fényimpulzussal vilagitottuk meg, majd a fluoreszcencia jelet a 150 ps - 100 s
idéintervallumban, logaritmikus idéskalan jelenitettiikk meg (Trtilek és mtsai. 1997). A gyors
fluoreszcencia novekedést 1000 umol m? s aktinikus fénnyel indukéltuk, majd az OJIP
tranzienst 10 us - 2 s idéskalan mértiik. A kevert mintakat a kisérletek és a mérések alatt
légmentesen zart kiivettdkban tartottuk.

A fényimpulzus-indukalt fluoreszcencia hatasfok lecsengési kinetikajat egy masik

tanulmany leirasa alapjan vizsgéltuk (Vass és mtsai. 1999). A monoton csokkend gorbék az
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alabbi, két exponencidlis (gyors és kozépsO fazis) és egy hiperbolikus komponenst (lassu
fazis) tartalmaz6 fiiggvénnyel illeszthetdk:

Fv.cor = A1 exp(-t/T1) + Az exp(-t/To) + As/(1 + t/T3) + Ag
Az F, = F(t) - Fo, ahol F(t) mutatja a fluoreszcencia értéket a t id6pontban, az F, a
fényindukci6 elétti alap fluoreszcencia értéket, az Aj-As az amplitidot, valamint a T1-Tz az id6
allandokat. A mérések idOtartama alatt nem lecsengd fluoreszcencia Osszetevot az Ag allando
jeloli. Az Fy corra valtozo fluoreszcencia érték nemlinearis korrekcidja a Joliot (Joliot és Joliot
1964) modell alapjan.

A Fy/Fy fluoreszcencia paramétert, F/Fn, = (Fn — Fo)/Frm, a Dual-PAM-100 (Walz,
Németorszag) fluorométerrel hatdroztuk meg (Schreiber és mtsai. 1986, Perreault és mtsai.
2009). A minimum és maximum Kklorofill fluoreszcencia értéket, F, és Fn, 10 percnyi
sOtétadaptalas utdn hatdroztuk meg. A maximum értéket a légmentesen zart szérum

2

iivegekben 1évé kultirak 600 ms hosszlsagi 10000 pmol m? st erdsségli telitési

fényimpulzussal torténd megvilagitasaval értiik el.

3.10. Ecetsav analitikai mérése

Az ecetsav szintet HPLC-vel mértiik. A késziilék Gynkotek M 480-as pumpaval, egy
TOSOH 6040 UV detektorral (210 nm), egy 20 mL-es hurkot tartalmazé Rheodyne 8125
injektorral és egy Aminex HPX-87H oszloppal (300 x 7.8 mm; 5 mm) (BioRad Co., USA)
volt felszerelve. Mobil fazisként 0.005 M H,SOy-et hasznaltunk 600 pL perc'1 aramlasi
sebességgel a 60 °C-ra felfitott homérsékletii oszlopon. A mérésekhez 20 pl mintat
fecskendeztiink be. Az ecetsav mennyiségi analiziséhez Otpontos kalibraciot hasznaltunk

(Sigma-Aldrich Co., USA). Minden méréshez harom parhuzamos mintat hasznaltunk.
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4. Eredmények

4.1. Alga és baktérium biomassza vizsgalatok

4.1.1. Chlamydomonas torzsek biomassza hozamanak vizsgalata

A mosonmagyardvari alga-torzsgytijtemény (MACC) 70 Chlamydomonas torzsébdl
25 hidrogéntermelésre alkalmas torzset valasztottunk ki a szaporodasi paramétereik
vizsgalatanak céljabol. A biomassza novekedésének vizsgalatdhoz négy kiilonbozo tipust
tapoldatot hasznaltunk. A torzsgylijteményben tarolt, eldndvesztett kultirdkat Zehnder Z8,
Bristol, Kuhl és Sueoka (Kotai 1972, ,Bold 1949, Kuhl 1962, Sueoka 1960) tapoldatokba
oltottuk le. 12 napig novesztettiik és mértiik az egyes kulturak biomassza hozamat napi 14
oras megvilagitas és 1,5% széndioxidot tartalmazo levegd dramoltatasa mellett, a sejtosztodas
szempontjabol legelénydsebb 25 °C-os hémérsékleten. A 12. napi eredmények alapjan
valasztottuk ki a tovabbi kisérletekhez hasznalt algat (1. tablazat). Valasztdsunk a

Chlamydomonas sp. 549-es algara esett.

Algatorzs Tipoldat 12. napon mért izérazanyag
Szama Neve (mg L")

1. |MACC-549 | Chlamydomonas sp. Kuhl 3346,67 + 560,47
2. |MACC-810 |Chlamydomonas sp. Kuhl 3083,33 + 197,57
3. |MACC-772 | Ch. reinhardtii Kuhl 2860,00 + 121,65
4. |MACC-530 |Chlamydomonas sp. Kuhl 2793,33+ 515,49
5. | MACC-783 | Chlamydomonas sp. Zehnder-8 2786,67 + 172,43
6. | MACC-53 |Chlamydomonas debaryana |Kuhl 2540,00 + 330,45
7. |MACC-601 |Chlamydomonas sp. Bristol 2500,00 + 140

8. |MACC-460 |Chlamydomonas sp. Kuhl 2460,00 + 87,18
9. |MACC-406 |Chlamydomonas sp. Kuhl 2413,33 + 397,16
10. | MACC-688 | Chlamydomonas sp. Bristol 2286,67 + 300,89
11.| MACC-693 | Chlamydomonas sp. Sueoka 2270 + 389,36

12.| MACC-482 | Chlamydomonas sp. Zehnder-8 2146,67 + 283,78
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13.|MACC-382 | Chlamydomonas sp. Kuhl 2086,67+ 266,33
14.| MACC-216 | Ch. reinhardtii Bristol 2060,00 = 60
15.| MACC-335 | Chlamydomonas sp. Zehnder-8 2013,33+ 362,95
16.| MACC-531 | Chlamydomonas sp. Sueoka 2006,67 + 494
17.| MACC-487 | Chlamydomonas sp. Kuhl 1993,33+ 376,47
18.| MACC-788 |Ch. reinhardtii Kuhl 1946,67 + 266,33
19.| MACC-821 | Chlamydomonas sp. Bristol 1893,33 + 25,17
20. | MACC-395 | Chlamydomonas sp. Zehnder-8 1816,67 + 187,17
21.| MACC-388 | Chlamydomonas sp. Bristol 1500,00 + 202,98
22.| MACC-285 | Chlamydomonas sp. Bristol 1453,33 272,27
23.| MACC-786 | Chlamydomonas sp. Kuhl 1306,67 + 320,21
24.| MACC-816 | Chlamydomonas sp. Bristol 863,33 +£ 92,91
25.| MACC-819 | Chlamydomonas sp. Zehnder-8 476,67 +217,79

2. tablazat: A vizsgalt torzsek biomassza-termelése a 12. napon mért szarazanyag értékek
atlaga alapjan. Harom parhuzamos bioldgiai mintdn, mintdnként hdrom technikai mérést
végeztiink, majd a kapott eredményekbdl atlagot és szorast szamoltunk.

4.1.2. A Chlamydomonas sp. 549 természetes bakterialis fertozéseinek vizsgalata

A hosszas tarolds €s a rendszeres atoltasok soran, a kultura gylijteményben a
Chlamydomonas sp. 549 kiilonb6z6 bakterialis fajokkal fert6z6dott meg. A fertézésnek jol
lathato jele volt a TAP folyadékkultara iivegének falan képz6dd baktériumokbol allo
biofilmréteg és az agarral szilarditott TAP lemezen felndvesztett alga kultarak kolonidinak
peremén lathaté eltérd szinii karimak megjelenése. A természetes bakterialis partnercket LB
lemezekre leoltva, 30 °C-on inkubalva, tobbszords atoltas utan fizikailag elvalasztottuk
alapulo kapillaris DNS szekvenalast alkalmaztunk. A fenotipikusan jol -elkiilonithetd
baktérium nemzetségek a kovetkezok voltak: Brevundimonas, Rhodococcus és Leifsonia. Az

igy kapott torzseket a késObbi vizsgalatokhoz LB lemezen tartottuk fenn, illetve hosszu tava
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fenntartasuk és megdOrzésiik céljabol LB és glicerin keverékébe agyazva -80 °C-on a labor

torzsgylijteményében helyeztiik el.

A tiszta algakultara létrehozasahoz tobbszords atoltast végeztink, melyhez TP
(ecetsav-mentes) minimal tapoldatot hasznaltunk. A tisztitds hatékonysaganak fokozasa
érdekében a minimal taptalajhoz szelektiv antibiotikumokat adtunk. A megfeleld, mindharom
baktérium térzs novekedését kielégitéen gatld antibiotikum kivalasztasahoz, 10 kiilonb6z6
tipusu antibiotikumot teszteltiink mind a baktériumokon, mind az algan: ampicillin 200 mg /
mL, gentamicin 20 mg / mL, kanamicin 50 mg / mL, sztreptomicin 100 mg / mL, rifampicin
50 mg / mL, tetraciklin 10 mg / mL, nalidixsav 10 mg / mL, szpektinomicin 100 mg / mL,
neomicin 100 mg / mL, klaritromicin 25 mg / mL. Az algat és a baktériumokat tartalmazo
lemezeken korong diffuzids tesztet hasznaltunk, melynek soran 30 pL ezerszeresére higitott
antibiotikum torzsoldatokat cseppentettiink a papirkorongokra, majd megtigyeltiik, hogy hol

alakul ki a korongok kortil feltisztulasi zéna.

- gentamicin
klaritromicin nalidixsav

sztreptomicin

e rifampicin )
ampicillin -
tetraciklin

.. - kanamicin
neomicin

1. abra: Antibiotikum teszt Brevundimonas-szal.
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klaritromicin

tetraciklin

neomicin ——
ampicillin

gentamicin

2. abra: Antibiotikum teszt Leifsonia-val.

tetraciklin
gentamicin

neomicin

£
i

kanamicin

3. abra: Antibiotikum teszt Rhodococcus-szal.

nalidixsav
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kanamicin
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- . szpektinomicin
Jentamicin eomicin

kanamicin

sztreptomicin nalidixsav
tetraciklin

. . klaritromicin
rifampicin

4. abra: Antibiotikum teszt TAP lemezen novesztett Chlamydomonas sp. 549-el.

klaritromicin
szpektinomicin nalidixsav

ampicillin

kanamicin

tetraciklin

neomicin

gentamicin

5. abra: Antibiotikum teszt TP lemezen novesztett Chlamydomonas sp. 549-el.

A 10 antibiotikum koziil csak a rifampicin bizonyult megfeleldnek az alga hossza tava
monokulturaként torténd fenntartasahoz. Kizarolag a rifampicin volt képes gatolni mindharom
baktérium torzs novekedését és ezzel egyiitt lehetdvé tenni az algasejtek osztodasat TAP és
TP lemezeken egyarant. A kisérletekhez sziikséges alga biomasszat ezutan rifampicinnel (50

ug / mL) kiegészitett 120 x 120 mm-es TP lemezeken novesztve allitottuk eld.
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4.1.3. Természetes bakterialis partnerek hatasa az alga biomassza novekedésére

Az eredeti kevert kultara természetes partnercinek szétvalasztasa utan lehetévé valt az
egyedi baktérium torzsek jelenlétének vizsgalata az alga hidrogéntermelésére nézve. Minden
egyes baktérium torzset LB lemezen ndvesztettiink fel, majd torzsoldatokat 1étrehozva TAP
tapoldatba oltottuk 6ket, amelyekbél a mért OD értékek alapjan olyan higitott baktérium
kultarakat készitettiink a 40 mL-es szérumiivegekben, amelyeknek a 600 nm-en mért optikai
denzitasa 0.5 volt. Az altalunk preferalt 0.5-6s optikai denzitast eldzetes kisérleteink
eredményei alapjan vélasztottuk. Az alga kultura esetében hasonloan jartunk el. Itt az
el6zéekben leirt rifampicint tartalmazé TP lemezeken felndvesztett, axénikus algabol
készitettiink TAP tapoldatba leoltva alga térzsoldatot. Ebbdl a tomény kulturabol higitottunk a
kisérletek elvégzéséhez olyan toménységli alga kultarakat, amelyek 750 nm-en mért optikai
denzitasa 0.7 volt. A vegyes alga-baktérium kultirak mellett, kontrollként tiszta alga kultarat
is hasznaltunk, és ennek sejtszamahoz viszonyitottuk a vegyes kultarak alga sejtszamat. A
méréshez minden nap 50 pL mintat vettiink, amelybol 10 pL-t vittiink fel a Biirker-kamrara.
Mindegyik kultiraban 4 napon keresztiil folyamatos volt a sejtosztodas, majd a negyedik nap
utan az alga sejtszamndvekedés megallt és  stagnalast mutatott. Az értékek
Osszehasonlitasahoz a negyedik napon regisztralt sejtszam adatokat hasznaltuk fel:
Chlamydomonas sp. 549: 414*10* sejt / uL, Chlamydomonas sp. 549 — Rhodococcus sp.:
498*10* sejt / pL, Chlamydomonas sp. 549 — Brevundimonas sp.: 432*10* sejt / pL,
Chlamydomonas sp. 549 — Leifsonia sp.: 376*10" sejt / pL.
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6. abra: Relativ alga sejtszamok a negyedik napon a tiszta Chlamydomonas sp. 549 és a
kevert alga-baktérium kulturakban. A kisérlethez kultaranként harom parhuzamos bioldgiai
mintat hasznaltunk és mindegyiken harom sejtszamlalast végeztiink. A kapott adatokbodl
atlagot €s szorast szamoltunk.

A kapott értékek Osszehasonlitasahoz a kiilonb6z6 sejtszamokat szazalékosan adtuk
meg (6. abra). Ehhez a tiszta Chlamydomonas sp. 549 kultara sejtszamat vettiik alapul, amit
100%-ként tiintettiink fel a 6. abran. A Chlamydomonas sp. 549 — Rhodococcus sp. és a
Chlamydomonas sp. 549 — Brevundimonas sp. kevert kultirakban az alga partner sejtszama
gyorsabb novekedést, mig a Chlamydomonas sp. 549 — Leifsonia sp. kevert kultira alga
sejtszdma lassabb ndvekedést mutatott a tiszta alga kultura sejtszamahoz viszonyitva. A
Rhodococcus sp. hozzaadasaval 46%-kal, mig a Brevundimonas sp. mellett 26%-kal nagyobb
volt az alga sejtszama. A Leifsonia mellett viszont 27%-kal alacsonyabb volt az alga sejtszam,
mint a tiszta alga kulturaban. Az eredmények alapjan az alga sejtszam novekedést leginkabb a

Rhodococcus sp. segitette el6.
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4.2. Biohidrogéntermelés vizsgalatok

4.2.1. Természetes bakterialis partnerek hatiasa az alga hidrogéntermelésére

Az alga mellett azonositott hdrom bakterialis partner koziil a hidrogéntermelés
vizsgalatara legalkalmasabb kivalasztdsahoz, megvizsgaltuk a harom bakterialis torzs hatasat
az alga hidrogéntermelésére nézve. Ezekhez a mérésekhez, valamint a késobbi
hidrogénmérések soran is TAP tapoldatot és 40 mL-es 1égmentesen zarhatd szérum iivegeket
hasznaltunk. Ezekben raktuk 0Ossze a 35 mL végtérfogatd kevert alga-baktérium
folyadékkulturdkat. A fényen torténd inkubacid soran termel6dott hidrogén az 5 mlL-es
légtérben gytlilt Ossze. A 1égtérben felhalmozodott gazok méréséhez légzard fecskendot

hasznaltunk. 50 pL gdzmintat hasznaltunk a gdzkromatografids mérésekhez.
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7. abra: A hdrom Dbakteridlis partner hidrogéntermelésre gyakorolt hatdsanak
Osszehasonlitasa. A tiszta Chlamydomonas sp. 549 (z6ld forditott haromszog) kultira nem
termelt hidrogént. Ezzel szemben a kevert, Rhodococcus-t (piros kor), Brevundimonas-t (kék
négyzet) ¢és Leifsonia-t (lila haromszog) egyenként tartalmazo algakulturak kozil a
Brevundimonas-t és Rhodococcus-t tartalmazo kultarak termelték a legtobb hidrogént

egységnyi 1d6 alatt. A kisérlethez kultirdnként harom parhuzamos bioldgiai mintat
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hasznaltunk és mindegyiken harom mérést végeztiink. A kapott adatokbdl atlagot és szorast

szamoltunk.

Az eredményekbdl jol latszik, hogy a tiszta baktérium és a tiszta Chlamydomonas sp.
549 kulturak 6nmagukban nem termeltek hidrogént TAP tapoldatban (7. abra). Ezzel szemben
mindegyik kevert alga-baktérium kultara képes volt hidrogént eldallitani. Altalanosan
elmondhat6, hogy a hidrogéntermelés egy adott 1égtérbeli hidrogén koncentracid eléréséig
miikodott, majd az elsé nap folyaman a gatlo hatast koncentracio elérése utan abbamaradt. A
kiilonb6z6 természetes bakteridlis partnerek hatasara az alga altal termelt 0sszes hidrogén
mennyiségek kozott az eltérés minimalis volt, kiilonbségeket leginkabb a hidrogéntermelés
sebességében figyeltiink meg a kiilonboz6 konzorciumok kozott. A termelés leallasa utan,
feltételezéseink szerint, mindkét konzorciumot alkotd partner (alga és baktérium) hidrogént
ujrahasznositd mikodésének kdszonhetden a légtérben felgyiilemlett hidrogén mennyisége a

harmadik napig fokozatosan csokkent, majd innent6l kezdve nem valtozott.

4.2.2. Az alga-baktérium aranyok valtoztatasanak hatasa a hidrogéntermelésre

A hidrogéntermelés szempontjabol kiemelkedéen fontos meghatarozni a
hidrogéntermel6 kultira biomasszdjanak alga és baktérium aranyat. A legmegfelelobb arany
kivalasztasaval minimalizalni lehet a sziikséges biomassza mennyiségeket és maximalizalni
az alga altal megtermelt hidrogén mennyiségét. A 600 nm-en fixen 0.5-re beallitott optikai
denzitasu Rhodococcus kultara mellett csokkentettiik a Chlamydomonas sp. 549 kultura 750
nm-en 0.7-re bedllitott optikai denzitdsdhoz tartozd biomassza mennyiségét 20 — 20
szazalékponttal a kezdeti 100 %-hoz képest egészen 20 %-ig. Ugyanezt végrehajtottuk a
konzorcium baktérium tagjaval is (Rhodococcus sp.-vel), fix értéken tartva a Chlamydomonas

Sp. 549 mennyiségét.

A csokkend alga biomassza mellett a megtermelt hidrogén mennyisége allando
maradt, viszont a termelés végpontja a biomassza csokkenésével aranyosan idében
fokozatosan eltolodott (8. abra). Ezzel egybevagoan szintén eltolodast figyeltiink meg a
kultarak 1égterének oxigénszint valtozasa soran (9. abra). A kisérletet megismételtiik az alga
biomassza novelésével. Ebben az esetben sem kaptunk magasabb hidrogén mennyiségeket.
Minél tobb algat tartalmazott a minta, anndl hamarabb érte el a maximalisan megtermelt

hidrogén mennyiséget. A gyorsabb maximalis érték elérése utan a hidrogén felhasznalasa is
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elébb indult el. Az oxigénszint valtozasban is gyorsulast figyeltink meg, a kultarak
légterében a biomassza mennyiségével ardnyosan az oxigénszint intenziv novekedése mar a

masodik nap el6tt megindult.
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8. abra: Vegyes kulturak hidrogéntermelésének valtozasa csokkené Chlamydomonas sp. 549
biomassza mennyiségek mellett. A Rhodococcus mennyisége 100%-on maradt, mig az alga
mennyiségét 100%-rol (sarga kor) 80%-ra (narancssarga négyzet), 60%-ra (piros haromszog),
40%-ra (zold forditott haromszog) ¢és 20%-ra (kék rombusz) csokkentettiik. A kisérlethez
kultaranként harom parhuzamos bioldgiai mintat hasznaltunk és mindegyiken harom mérést

végeztiink. A kapott adatokbol atlagot és szorast szamoltunk.
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9. abra: Vegyes kultarak oxigénszintjének valtozasa csokkené Chlamydomonas sp. 549
biomassza mennyiségek mellett. A Rhodococcus mennyisége 100%-0n maradt, mig az alga
mennyiségét 100%-rol (sarga kor) 80%-ra (narancssarga négyzet), 60%-ra (piros haromszog),
40%-ra (zold forditott haromszog) és 20%-ra (kék rombusz) csokkentettiik. A kisérlethez
kultaranként harom parhuzamos bioldgiai mintat hasznaltunk és mindegyiken harom mérést

végeztiink. A kapott adatokbol atlagot és szorast szamoltunk.

A Dbakterialis partner biomassza mennyiségének csokkenése az alga biomassza
csokkenésének hatasaval ellentétben jelentdsen befolyasolta a maximalis felgyiilemlett
hidrogén mennyiségét a kultara légterében. A bakterialis biomassza csokkenésével
parhuzamosan fokozatosan redukéalodott a megtermelt hidrogén mennyiség (10. &abra),
valamint lassult a 1égtér oxigénszintjének csokkenése (11. abra). A lassabb anaerobizalddas
idoben késObbre tolta a hidrogéntermelés kezdeti id6pontjat (11. abra), valamint a

maximalisan megtermelt hidrogén cstucspontjat (10. dbra).
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10. abra: Vegyes kulturak hidrogéntermelésének valtozasa csokkend Rhodococcus sp.
biomassza mennyiségek mellett. A Chlamydomonas sp. 549 mennyisége 100%-0n maradt,
mig a Rhodococcus mennyiségét 100%-rol (sarga kor) 80%-ra (narancssarga négyzet), 60%-
ra (piros haromszog), 40%-ra (z6ld forditott haromszog) és 20%-ra (kék rombusz)
csOkkentettiik. A kisérlethez kultiranként harom parhuzamos biologiai mintat hasznaltunk és

mindegyiken harom mérést végeztiink. A kapott adatokbol atlagot és szorast szamoltunk.
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11. abra: Vegyes kulturak oxigénszintjének valtozasa csokkené Rhodococcus sp. biomassza
mennyiségek mellett. A Chlamydomonas sp. 549 mennyisége 100%-on maradt, mig a
Rhodococcus mennyiségét 100%-rol (sarga kor) 80%-ra (narancssarga négyzet), 60%-ra
(piros haromszdg), 40%-ra (zo6ld forditott haromszog) ¢és 20%-ra (kék rombusz)
csOkkentettiik. A kisérlethez kultiranként harom parhuzamos biologiai mintat hasznaltunk és

mindegyiken harom mérést végeztiink. A kapott adatokbol atlagot €s szorast szamoltunk.

4.2.3. Hidrogéntermel6 partner meghatarozasa vad tipusu és hidrogenaz deficiens
baktérium torzsekkel

Az alga-baktérium vegyes kultirak hidrogéntermelése kapcsan felmeriilt a kérdés,
hogy a konzorcium mely partnere képes kozvetleniil a hidrogén eldallitdsara. A kérdés
megvalaszolasahoz egy olyan kisérletet terveztiink, amelyben két, a természetes bakterialis
partnerektdl fiiggetleniil, mesterségesen az algakultirahoz hozzaadott baktérium torzsek vad
(Escherichia coli K12 és Ralstonia eutropha H16) és hidrogenaz deficiens (Escherichia coli
AhypF és Ralstonia eutropha HF441) tipusait alkalmaztuk. Elméletileg mind az alga, mind
pedig a bakteridlis partner képes megfeleld koriilmények kozott a hidrogéntermelésre. A

természetes konzorciumi partnerekként azonositott baktériumok mindegyike tartalmazott
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hidrogenaz enzimeket. A bakteridlis partnerek mindegyikében megtalalhato volt legalabb egy
NiFe hidrogenaz. A mutans R. eutropha HF441 és E. coli AhypF torzsekb6l hianyzik a NiFe
hidrogenazok miikodéséhez esszencialis HypF fehérje, melynek hianya blokkolja a NiFe
hidrogenazok bioszintézisét (Maier és mtsai. 1996). A AhypF mutans torzsek alkalmazasaval
lehetdséglink nyilt nem csak a termeld partner/ek azonositdsara, hanem a természetes
partnerektdl eltérd, mesterségesen hozzaadott baktérium torzsek alga hidrogéntermelésre
gyakorolt hatasanak elemzésére is. Feltételezéseink szerint, ha a bakterialis partnerek is részt
vesznek a hidrogéntermelésben vagy a termelt hidrogén visszavételében, akkor a vad tipusu
baktérium torzseket tartalmazo vegyes kultarak vagy tobb vagy kevesebb hidrogént allitanak
eld, mint a AhypF mutans baktériumokat tartalmazé konzorciumok. A kapott eredmények
alapjan jol latszik, hogy a vad tipusu baktérium torzseket tartalmazo kevert kultarak nem
termeltek tobbet a mutans torzseket tartalmazo kulturdknal (12. abra). A hidrogendz deficiens
E. coli AhypF-t tartalmazo6 vegyes kultirak légterében szignifikansan tobb hidrogént tudtunk
detektalni, mint a vad tipusu baktériumokat tartalmazé kevert kultarak 1égterében. Mindegyik
vegyes kultira esetében a maximalis akkumulaldédott hidrogén idépontja megegyezett. A
vegyes kultaraktol eltéréen a tiszta baktérium kulturak nem termeltek hidrogént (12. abra). Ez

alapjan allithato, hogy a hidrogéntermelés folyamata kizarolag az alga partnerhez kotheto.

Megfigyeltiik ugyanakkor azt is, hogy a vegyes kulturak légterében felhalmozodott
hidrogén mennyiségébdl a termelési fazist kovetd idészakban a hidrogenaz deficiens E. coli
AhypF és R. eutropha HF441 torzseket tartalmazo kultirakban szamottevéen tobb maradt,
mint a vad tipust E. coli K12 és R. eutropha H16 torzseket tartalmaz6 kultarakban (12. abra).
Ez alapjan feltételezziik, hogy a NiFe hidrogendzokat tartalmaz6 bakteridlis torzsek a
megtermelt hidrogén egy részét felhasznaltak. Megfigyeltiik ezzel egyiitt azt is, hogy az aktiv
hidrogenazokkal nem rendelkezé E. coli AhypF és R. eutropha H16 bakterialis partnert
tartalmazo kultardk Osszes hidrogén mennyisége is csOkkent a termeld fazis vége utan.
Mindez alapjan ugy gondoljuk, hogy nem csak a vad tipust E. coli K12 és R. eutropha H16
bakterialis partnerek képesek felhasznalni a megtermelt hidrogént, hanem az Chlamydomonas

sp. 549 alga partner is.

A legmagasabb szinti hidrogéntermelést a hidrogenaz deficiens E. coli AhypF torzs
alkalmazédsa soran figyeltik meg. Az eredményekbdl jol latszik, hogy a megfelelden

megvalasztott mesterségesen hozzdadott bakteridlis torzsekkel nem csak a hidrogéntermelés
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indukaldsa, hanem tovabbi termelésndvekedés is elérhetd. A késObbi kisérletekhez kivalo

tulajdonsagai alapjan az E. coli AhypF torzset hasznaltuk.

& 8

8

Osszes felhalmozott H, pl / 1 L kultéira

—— i

0 4 8 12 16 20 24 48 72 9 120 144 168
1d6 (6ra)

2.

12. abra: E. coli AhypF ¢és R. eutropha HF441 mutans és vad torzseivel kiegészitett
Chlamydomonas sp. 549 kultirak hidrogéntermelése. A Chlamydomonas sp. 549 kultirahoz a
R. eutropha H16 vad (citromsarga zart kor), a R. eutropha HF441 mutéans (narancssarga zart
négyzet), az E. coli K12 vad (piros zart haromszog) és az E. coli AhypF mutans (zold zart
forditott haromszog) torzseket adtuk hozza. A tiszta R. eutropha H16 vad (citromsarga nyitott
kor), a R. eutropha HF441 mutans (narancssarga nyitott négyzet), az E. coli K12 vad (piros
nyitott haromszog) és az E. coli AhypF mutéans (z6ld nyitott forditott haromszog) kulturak
onmagukban nem termeltek hidrogént. A kisérlethez kultaranként harom parhuzamos
bioldgiai mintat hasznaltunk és mindegyiken harom mérést végeztiink. A kapott adatokbol

atlagot és szorast szamoltunk.
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4.2.4. Mutans és vad tipusu bakterialis partnerek hatasanak vizsgalata a vegyes és tiszta
kulturak oxigénszint valtozasara

A R. eutropha és E. coli kiilonb6z6 torzseinek oxigénfogyasztd képességét vizsgaltuk
a tiszta baktérium és kevert alga-baktérium kultarakban. A kultirdk anaerobizalodéasa a
kisérlet els6 12 oOrajaban ment végbe. Az abran jol lathatéan elkiiloniilnek a két torzs
oxigénfogyasztasi értékei (13. abra). Az E. coli mutans és vad tipusat tartalmazd kultarak
légtere 4 oOra alatt, mig a R. eutropha mutans és vad tipusat tartalmazé kultarak 1égtere 12 ora
alatt érte el a 4% koriili oxigén értéket. Az oxigénfogyas kiillonbségei a hidrogéntermelés
kezdeti idépontjaiban is jol tiikr6zédnek (12. abra). Igaz a hidrogéntermelés kezdeti idépontjai
kozott 2 ora, mig a légtér 4%-os oxigénszint elérésében 8 oOra a kiilonbség. A 4 %-0s
oxigénszint a vegyes kultirakban két napig maradt stabil a 1égtérben. A kevert kulturdkban a
masodik nap utan intenziv oxigénfejlodés indult meg. Ezalatt a tiszta baktérium kultarak
légterében a relativ oxigénszint alacsony maradt. A hidrogéntermelés szempontjabdl a
légtérben 1évd oxigénszint ndvekedése gatld hatdsu. Az 1égtér oxigén szintjének
novekedésével parhuzamosan a folyadék fazis oxigén tartalma is emelkedésnek indult (16.
abra), amely gatolta a tovabbi hidrogéntermelést. Az oxigén mennyisége a negyedik napra
elérte a légtér térfogatanak 60%-at, amely nem valtozott jelentés mértékben a kisérlet

hatralevé részében.
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13. abra: Tiszta baktérium kultarak, és az E. coli és R. eutropha mutans és vad torzseivel
kiegészitett Chlamydomonas sp. 549 kultarak oxigénszint valtozasa. A tiszta R. eutropha H16
vad (citromsarga nyitott kor), R. eutropha HF441 mutans (narancssarga nyitott négyzet), E.
coli K12 vad (piros nyitott haromszog) és E. coli AhypF mutans (zo6ld nyitott forditott
haromszo6g) kultarak mellett, a Chlamydomonas sp. 549 kulttrahoz a R. eutropha H16 vad
(citromsarga zart kor), a R. eutropha HF441 mutans (narancssarga zart négyzet), az E. coli
K12 vad (piros zart haromszog) és az E. coli AhypF mutans (z6ld zart forditott haromszog)
torzseket adtuk hozza. Az E. coli mutans és vad torzseivel négy ora alatt, mig a R. eutropha
mutans és vad torzseivel nyolc ora alatt csokkent le az oxigén szint a tiszta és a vegyes
kultarakban. A Chlamydomonas sp. 549-et tartalmazé kultarak oxigén szintje két nap utan
novekedésnek indult, mialatt a tiszta baktérium kultardk oxigén szintje nem valtozott. A
kisérlethez kulturdnként hdrom péarhuzamos bioldgiai mintat hasznaltunk és mindegyiken

harom mérést végeztiink. A kapott adatokbol atlagot €s szorast szamoltunk.

4.2.5. Hidrogéntermelés Chlamydomonas sp. 549 és Ch. reinhardtii cc124 kevert alga-
baktérium torzsekkel

A Ch. reinhardtii ccl124 egy olyan Chlamydomonas torzs, amelyet szamos
hidrogéntermeléssel kapcsolatos kisérletben alkalmaztak. Ezért a Chlamydomonas sp. 549
hidrogéntermeld tulajdonsagainak vizsgalatahoz kontroll térzsnek ezt az algat valasztottuk.
Az Osszehasonlitdo mérések soran jol lathato kiilonbségeket tapasztaltunk meg a kétféle
algatorzs kozott. Az elsé nap folyaman a C. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF vegyes kulttira
megkozelitdleg hatszor (5800.54 + 65.73 pL L_l) nagyobb mennyiségli hidrogént halmozott
fel a 1égterében a Chlamydomonas sp. 549 - E. coli AhypF vegyes kultirahoz (1196.06 + 4.42
uL L) viszonyitva. A hidrogéntermelés gyorsasaga a C. reinhardtii cc124 esetében 241.68 +
2.73 L L' h™!, mig a Chlamydomonas sp. 549 esetében 49.83 + 0.18 uL L™* h™* volt. Az els§
napot kovetéen a hidrogéntermelés abbamaradt (14. abra). Ezutan azt tapasztaltuk, hogy a
kevert kultirak alga partnerei felhasznaltak a 1égtérben felhalmozott hidrogén egy részét. A C.
reinhardtii cc124 esetében ez egy, mig a Chlamydomonas sp 549 esetében két nap alatt tortént
meg. A C. reinhardtii cc124 légterében a masodik naptol kezdve a hidrogén felhalmozodas
gjraindult. A Chlamydomonas sp. 549 kevert kultarajanak 1égterében a hidrogénkoncentracio

a mérések végéig allando maradt.
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14. abra: Chlamydomonas sp. 549 és Ch. reinhardtii ccl24 E. coli AhypF-el kevert
kultarainak hidrogéntermelése. A Chlamydomonas sp. 549 - E. coli AhypF vegyes kultara
1196.06 + 4.42 pL L™ (piros zart négyzet), a C. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF vegyes
kultra 5800.54 + 65.73 uL L (kék zart rombusz) hidrogént termelt, mig a tiszta
Chlamydomonas sp. 549 (zold zart kor) és E. coli AhypF (narancssarga zart haromszog)
kultirdk nem termeltek hidrogént. A kisérlethez kultiranként harom parhuzamos bioldgiai
mintat hasznaltunk és mindegyiken harom mérést végeztiink. A kapott adatokbol atlagot és

szorast szamoltunk.

4.2.6. Oxigénszint valtozas a vegyes és tiszta alga és baktérium kultirakban

Az oxigénszint valtozasokat eldszor a kulturak légterében vizsgaltuk. A kevert C.
reinhardtii cc124 - E. coli AhypF és a Chlamydomonas sp. 549 - E. coli AhypF kevert, illetve
a tiszta Chlamydomonas sp. 549 és E. coli AhypF kultarak Gsszehasonlitasa soran
megfigyeltiik, hogy a vartnak megfeleléen a tiszta Chlamydomonas sp. 549 kivételével
mindegyik E. coli AhypF-et tartalmaz6 kultura 1égterében az oxigénszint 3% koriili értékre

lecsokkent (15. abra). A tiszta alga légterében az oxigénszint az elsé két nap sordn nem
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mutatott jelentds valtozast, a szintje a kiindulési 21% koriil ingadozott. A masodik nap utan a
tiszta Chlamydomonas sp. 549 és a kevert Chlamydomonas sp. 549 - E. coli AhypF kultarak
oxigén szintje gyors emelkedésnek indult. A két kultira 1égterének oxigén szintje 60% koriil
stabilizalodott. A tiszta E. coli AhypF és a C. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF kevert

kultarak relativ oxigénszintje a 7 napos kisérlet soran végig 2 - 7 %-on maradt.
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15. abra: Chlamydomonas sp. 549 (piros zart négyzet) és Ch. reinhardtii cc124 E. coli
AhypF-el (kék zart rombusz) kevert kultirainak ¢€s a tiszta Chlamydomonas sp. 549 (z6ld zart
kor) E. coli AhypF (narancssarga zart haromszog) kultirak 1égterében végbemend oxigénszint
valtozasok. A kisérlethez kultiranként hdrom parhuzamos biologiai mintat hasznaltunk €s

mindegyiken hdrom mérést végeztiink. A kapott adatokbdl atlagot és szorast szamoltunk.

4.2.7. Az oldott oxigénszint valtozasa kevert és tiszta kulturakban

A gazkromatografidss méréseink soran képet kaptunk arr6l, hogyan valtozott az
oxigénszint a zart kulturdk légterében. A hidrogéntermelés azonban a folyadékfazisban
torténik, azaz az oldott oxigénszint mérése elengedhetetlen. Az egyes kultardk oldott

oxigénszint méréseihez a folyadékfazisban oldott allapotban 1év6 oxigén detektalasara
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alkalmas elektrodot hasznaltunk. Kiindulasi oldott oxigén koncentracioként 257 pumol L -t
mértiink. A tiszta E. coli AhypF és a kevert Chlamydomonas sp. 549 - E. coli AhypF kultarak
oldott oxigén koncentracioja 3-4 6ra alatt 1-2 pmol L *-re csokkent a kiindulasi értékrél. A
tiszta alga kulturakban az oldott oxigén koncentracidja enyhe emelkedésnek indult a
kiindulési értékrdl, és néhany ora utan 650 = 100 pmol L érték koriil stabilizalodott. A
masodik nap utdn az alga oxigéntermelése a tiszta Chlamydomonas sp. 549 és a kevert
Chlamydomonas sp. 549 és E. coli AhypF kultarakban 24-36 6ran at magasabb iitemii volt és
a folyadékfazisban az oxigén szint 1300-1600 pmol L *-ig emelkedett. A tiszta E. coli AhypF
kultrdban az oldott oxigén koncentracio a kisérlet végéig 1-2 umol L' maradt. A zart
kultara oxigén tartalma alapvetden meghatarozza a hidrogendzok aktivitasat, ezért az oxigén
koncentracié gyors emelkedésének megértéséhez a késdbbiekben analitikai vizsgalatokat

végeztiink a TAP tdpoldat ecetsav koncentraci6 valtozasara nézve.
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16. abra: Chlamydomonas sp. 549 (piros zart négyzet) kevert kultiranak, valamint a tiszta
Chlamydomonas sp. 549 (zold zart kor) és E. coli AhypF (narancssarga zart haromszog)
kultirdknak a folyadék féazisban végbemend oxigénszint valtozasai. A kisérlethez

kultaranként egy bioldgiai mintat hasznaltunk és mindegyiken egy mérést végeztiink.
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4.3. A kulturak folyadékfazisanak analitikai vizsgalata

4.3.1. Ecetsavfogyas tiszta alga és kevert alga-baktérium kultiriakban

A hidrogenazok aktivalodasdhoz elengedhetetlentil fontos a kultarak alacsony oxigén
szintje. Az alga-baktérium kultarak oxigénfogyasztasaban a bakterialis 1égzés mellett fontos
szerepe van az alga partner sejtlégzésének is. Az ecetsav olyan szénforras az alga szdmara,
amelyet megvilagitds mellett képes felhasznalni az anyagcsere folyamataihoz. Hatasara a
sejtlégzés felgyorsul, igy a légtérben, illetve a folyadékfazisban 1évd oxigén gyorsabban
hasznalodik el. A zart rendszer anaerobizalddasa eldsegiti a hidrogendazok mukodését és a
hidrogéntermelést. A tiszta Chlamydomonas sp. 549 és a kevert Chlamydomonas sp. 549 — E.
coli AhypF kultarak ecetsav felhasznalasanak tanulmanyozasahoz, mivel az analitikai mintak
vizsgalatdhoz 5 mL térfogat folyadékmintara volt sziikség, a hidrogéntermelés elemzéséhez
hasznalt 40 mL-es iivegektdl eltéréen 120 mL-es szérum iivegeket hasznaltunk. Ezeket 105
mL folyadékkultaraval toltottiik fel, amely 15 mL-es fennmaradé 1égteret eredményezett. Az
ecetsav koncentracid csokkenésének detektalasahoz HPLC-t hasznaltunk. A TAP tapoldatban
a kiindulasi ecetsav koncentracio 948 mg L™ volt. Mar az elsé nap utan jelentds eltérést
figyeltiink meg a tiszta Chlamydomonas sp. 549 és a kevert Chlamydomonas sp. 549 — E. coli
AhypF (850 mg L? vs. 476 mg L) kultardk ecetsav felhasznalasdban. A maésodik nap
folyaman a tiszta Chlamydomonas sp. 549 kultira ecetsav fogyasztasa is felgyorsult, mig a
kevert Chlamydomonas sp. 549 — E. coli AhypF kultaréban alig maradt ecetsav (72 mg L™%). A
kevert alga-baktérium kulturak esetében az ecetsav koriilbeliil 90 %-a (948 mg L™ vs. 72 mg
L™) mar az elsé két nap folyamén felhasznalédott, mig a tiszta algakultira ezt a szintet a
harmadik napon érte el (948 mg L™ vs. 123 mg L™). A kevert kultura esetében a fogyas
egyenletesnek mondhatd, mig a tiszta alga kulturaban az elsé nap csupan a teljes ecetsav
mennyiség 10 %-a fogyott el (948 mg L™ vs. 850 mg L™Y). A kapott eredmények jol
kiegészitik az alga biomassza novekedésének és hidrogéntermelésének adatait. Amint azt a
késobbi alga és baktérium sejtszam valtozasokat targyald fejezetekben majd bemutatjuk, az
intenzivebb ecetsav- és energiafelhasznalas gyorsabb alga sejtosztodast és eredményes alga

hidrogéntermelést tett lehetdvé a bakterialis partnert tartalmazo kultarakban.
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17. abra: A tiszta Chlamydomonas sp. 549 (z61d zart kor) és a kevert Chlamydomonas sp.
549 — E. coli AhypF (piros zart négyzet) kultirak ecetsav koncentracié csokkenésének
Osszehasonlitasa. A kisérlethez kultiranként harom parhuzamos bioldgiai mintat hasznaltunk

¢s mindegyiken egy mérést végeztiink. A kapott adatokbdl atlagot €s szorast szamoltunk.

4.3.2. Tiszta alga és baktérium, illetve kevert kultiurak pH valtozasai

A fényen és soOtétben inkubalt tiszta Chlamydomonas sp. 549 és kevert
Chlamydomonas sp. 549 - E. coli AhypF kultirakat TAP tapoldatba oltottuk le, melynek pH
értéke 7.3 volt. A tiszta Chlamydomonas sp. 549 és a kevert Chlamydomonas sp. 549 - E. coli
AhypF kultardkban a pH szint négy napon keresztiil fokozatosan emelkedett, majd pH 8.7
koriil stabilizalodott (18. abra). A fényen inkubalt tiszta E. coli AhypF kultarak, illetve a
sOtétben inkubalt tiszta Chlamydomonas sp. 549, E. coli AhypF és a kevert Chlamydomonas

sp. 549 - E. coli AhypF kultarak pH szintje nem valtozott (18. abra).
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18. abra: A fényen (nyitott jelek) és sotétben (zart jelek) inkubalt tiszta és vegyes kulturak
pH szintjeinek valtozasai. A fényen inkubalt tiszta Chlamydomonas sp. 549 (zold nyitott kor)
és a kevert Chlamydomonas sp. 549-E. coli AhypF (piros nyitott négyzet) kultarak pH szintje
pH 7.3-r61 pH 8.7-re emelkedett. A fényen inkubalt tiszta E. coli AhypF kultira (sarga nyitott
haromszog), illetve a s6tétben inkubalt tiszta Chlamydomonas sp. 549 (narancssarga zart kor),
E. coli AhypF (kék zart haromszog) és a kevert Chlamydomonas sp. 549 - E. coli AhypF (lila
zart négyzet) kultirdk pH szintje nem valtozott. A kisérlethez kulturanként harom
parhuzamos bioldgiai mintat hasznaltunk és mindegyiken hdrom mérést végeztiink. A kapott

adatokbol atlagot és szorast szamoltunk.

4.4. Sejtszam valtozasok vizsgalatai

4.4.1. Fényen és sotétben inkubalt mintak optikai denzitasanak valtozasai

A folyadékkulturdk elkészitéséhez az alga és baktérium torzseket el@szor lemezen
ndvesztettiikk, majd innen torzsoldatokba oltottuk at. Az igy létrehozott alga és baktérium
torzsoldatokbol alkottuk meg a 35 mL végtérfogati kultirainkat, melyek optikai denzitésa az

alga esetében 750 nm-en 0.7, valamint a bakterialis partner esetében 600 nm-en 0.5 volt. A
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kultarédk optikai denzitasanak valtozasat ezutdn egységesen 750 nm-en mértiik. Az optikai
denzitas egyértelmiien azokban a mintakban novekedett, amelyek megvilagitast kaptak és alga
partnert tartalmaztak. A sotétben inkubalt tiszta Chlamydomonas sp. 549 és a kevert
Chlamydomonas sp. 549 - Rhodococcus sp., valamint a fényen és sotétben inkubalt

Rhodococcus sp. optikai denzitasa lassu csokkenést mutatott a mérések soran (19. abra).
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19. abra: A fényen (nyitott jelek) és sotétben (zart jelek) inkubalt tiszta Chlamydomonas sp.
549 (zo6ld kor) és Rhodococcus sp. (kék haromszog), valamint a kevert Chlamydomonas sp.
549 - Rhodococcus sp. (piros négyzet) kultirak optikai denzitasanak valtozasai. A kisérlethez
kultiranként harom parhuzamos bioldgiai mintat hasznaltunk és mindegyiken harom mérést

végeztiink. A kapott adatokbol atlagot és szorast szamoltunk.

4.4.2. Alga sejtszam valtozas fényen és sotétben, TAP és TP tapban

Az alga sejtszamlalast Biirker-kamraval mikroszkop alatt végeztiik. 10 pl. mintat
vittiink fel a targylemezre. Fényen, a TAP tapoldatban novesztett Chlamydomonas sp. 549
sejtszama négy napon keresztiil novekedett az axénikus és a Rhodococcus sp.-vel kevert

kultarakban egyarant. A két kultira alga sejtszamanak novekedésében eltérést elsésorban az
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els6 nap soran figyeltink meg. A Chlamydomonas sp. 549 - Rhodococcus sp. kevert
kultaraban az els6 nap gyorsabban novekedett az alga sejtszdma, mint a tiszta
Chlamydomonas sp. 549 kulturaban. Ez a sejtszambeli kiilonbség a kisérlet soran végig
megmaradt (20. dbra). Sotétben, a TAP tapoldatban nevelt kulturakban a vartnak megfeleléen
nem lattunk sejtszambeli valtozast, Sem pozitiv sem negativ iranyban. A TP tapoldatba
leoltott kevert Chlamydomonas sp. 549 - Rhodococcus sp. kultirak az ecetsav hianyaban nem
néttek sem megvilagitas mellett sem pedig sotétben. Osszességében a sdtétben és a TP tapban

inkubalt mintak sejtszamai a négyhetes méréssorozat soran a kiindulasi érték koriill mozogtak.
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20. abra: Alga sejtszam valtozas fényen, TAP tapoldatban inkubalt Chlamydomonas sp. 549
(zold nyitott kor) és Chlamydomonas sp. 549 - Rhodococcus sp. (piros nyitott négyzet)
kultarakban; sotétben, TAP tapoldatban inkubalt Chlamydomonas sp. 549 (sarga zart kor) és
Chlamydomonas sp. 549 - Rhodococcus sp. (kék zart négyzet) kultirakban; fényen TP
tapoldatban inkubalt Chlamydomonas sp. 549 - Rhodococcus sp. (narancssarga nyitott
négyzet) és sotétben TP tapoldatban inkubalt Chlamydomonas sp. 549 - Rhodococcus sp. (lila
zart négyzet) kultardkban. A kisérlethez kultaranként hdrom parhuzamos biologiai mintat
hasznaltunk és mindegyiken hadrom sejtszamlalast végeztiink. A kapott adatokbol atlagot és

szorast szamoltunk.
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4.4.3. Bakterialis sejtszam valtozas fényen és sotétben

A Rhodococcus sp. ¢é16 sejtszamat LB lemezeken szamoltuk meg tobblépéses higitasi
sort alkalmazva. A TAP tapoldatban, fényen inkubalt Chlamydomonas sp. 549 - Rhodococcus
sp. vegyes kulturaban a bakteridlis sejtszam egy napig allandé maradt, majd a méasodik napra
jelentésen redukalodott. Ezt kovetden a negyedik napig stabil maradt, majd az 6tddik napra
ismét jelent6sen csokkent a sejtszam. A fényen és sotétben tartott tiszta Rhodococcus sp. és a
sOtétben inkubalt kevert Chlamydomonas sp. 549 - Rhodococcus sp. kultarakban a bakterialis
sejtszam az els6 két nap sordn jelentds redukcion ment keresztiil, majd a kisérlet végéig

alacsony szinten maradt.
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21. abra: Rhodococcus sp. sejtszam valtozasa fényen inkubalt Rhodococcus sp. (zold nyitott
kor) és Chlamydomonas sp. 549 - Rhodococcus sp. (piros nyitott négyzet) kultarakban,
valamint so6tétben inkubalt Rhodococcus sp. (kék zart kor) és Chlamydomonas sp. 549 -
Rhodococcus sp. (narancssarga zart négyzet) kulturakban. A kisérlethez kultiranként harom
parhuzamos bioldgiai mintat hasznaltunk és mindegyiken harom sejtszamolast végeztiink. A

kapott adatokbol atlagot és szorast szamoltunk.
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4.5. Az alga-baktérium konzorcialis hidrogéntermelés kombinalasa fermentativ
és kénmegvonason alapulé hidrogéntermelé megkozelitésekkel

4.5.1. Fermentativ hidrogéntermelés sotétben

A bioldgiai uton végbemend biohidrogén eldallitas sotét fermentacio Gtjan is torténhet.
Ezt a technologiat leginkdbb baktériumoknal alkalmazzék, de szdmos kisérleti eredmény is
igazolja, hogy zoldalgdk esetében is muikodik. Az eddigi pozitiv eredményeink alapjan
felmeriilt az oOtlet az Altalunk vizsgalt modszer és a mar ismert so6tét fermentacids
hidrogéntermeld mddszer kombinalasara. A két technika egylittes hasznalatanak vizsgélatahoz
a tiszta Chlamydomonas sp. 549 alga kulttrat, a tiszta E. coli AhypF baktérium kultarat,
valamint ezek alga-baktérium keverék kulturait hasznaltuk. A tiszta alga és a kevert alga-
baktérium kultara esetében a hidrogén felhalmozddasa a 1égtérben négy napig tartott,
szemben a kordbban megfigyelt 12-24 6rés rovid periddusnal (7., 12., 14. abra). A két kultara
altal termelt hidrogén mennyisége nagysagrendileg megegyezett, jelentds kiilonbséget nem
tudtunk kimutatni a tiszta alga (6114 + 369 uL L) és az alga-baktérium keverék (5621 + 645
uL L) sotét fermentacids eredményei kozott (22. abra). A vegyes kultardk altal fényen
(1196.06 + 4.42 uL L) (14. 4bra) és sotétben (5621 + 645 pL L) (22. abra), az dsszes
megtermelt hidrogént tekintve megkdozelitdleg 6tszords mennyiségi kiilonbséget figyeltiink
meg. A korabbi kisérletekhez hasonldan a tiszta baktérium kultira sotét koriilmények kozott

sem termelt hidrogént.
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22. abra: Fermentativ hidrogéntermelés sotétben. A tiszta Chlamydomonas sp. 549 (z61d zart
kor) és a vegyes Chlamydomonas sp. 549 - E. coli AhypF (piros zart négyzet) kultirak
hasonlé mennyiségli hidrogént termeltek, mig a tiszta E. coli AhypF (kék zart haromszog)
kultira nem termelt hidrogént. A kisérlethez kultaranként harom parhuzamos bioldgiai mintat
hasznaltunk és mindegyiken harom mérést végeztiink. A kapott adatokbol atlagot és szorast

szamoltunk.

A sotét fermentacido soran mindegyik kultura légterének oxigén szintje gyorsan
csokkent 4%-ra és a kisérlet végéig stabilan ezen a szinten is maradt. Az E. coli AhypF-et
tartalmazo kultGrak 4 ora alatt, mig a tiszta Chlamydomonas sp. 549 kultara 8 ora alatt
redukalta 4%-ra a légtér oxigén szintjét (23. abra). Az értékek kozotti kiilonbség

feltételezésiink szerint a bakterialis partner aktiv 1€gzésének tulajdonithato.
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23. abra: Oxigénszint értékek valtozasa a sotét fermentacid soran a tiszta Chlamydomonas sp.
549 (z61d zart kor), a tiszta E. coli AhypF (kék zart haromszog) és a vegyes Chlamydomonas
sp. 549 - E. coli AhypF (piros zart négyzet) kultirak légterében. A kisérlethez kultaranként
harom parhuzamos bioldgiai mintat hasznaltunk €s mindegyiken hdrom mérést végeztiink. A

kapott adatokbol atlagot és szorast szamoltunk.

4.5.2. Hidrogéntermelés kénmegvonas titjan tiszta és bakteridlis partnert tartalmazo
Chlamydomonas kulturakkal

A Chlamydomonas torzsekkel kénmegvonas utjan végbemend hidrogéntermelésnek
masfél évtizedre visszatekintd, komoly kutatasi hattere van. A kénmegvonas Gtjan torténd
biohidrogéntermelés vizsgalatahoz az eddig hasznalt Chlamydomonas sp. 549 torzs mellett
viszonyitasi alapként a mar korabbi fényen torténd hidrogéntermeléssel foglalkozo cikkekben
részletesen leirt Ch. reinhardtii cc124 torzset hasznaltuk. Mivel kénmentes tapoldatban a
tapanyaghiany miatt az alga ndvekedése gatolt, ezért mind a Chlamydomonas sp. 549, mind
pedig a Ch. reinhardtii cc124 torzseket ként tartalmazo Tris-foszfat lemezeken novesztettiik.
Az igy kapott biomasszat viszont kénmentes tapoldatba oltottuk at. Bakterialis partnerként a

mar eddigi kisérleteink soran is hasznalt E. coli hidrogenaz deficiens valtozatat alkalmaztuk.
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A Kkisérlet soran a Chlamydomonas sp. 549, a Ch. reinhardtii cc124 és ezek E. coli
AhypF-fel kevert kultirainak hidrogéntermelését hasonlitottuk Ossze. A hidrogéntermelés
dinamikajanak és termelt mennyiségének szempontjabol a két algatorzs tiszta és kevert
kultaraja jelentds eltérést mutatott. Fényen kénmegvonas mellett a tiszta Chlamydomonas sp.
549 kulttra kis mennyiségti (193.5 + 66.81 pL L), mig a tiszta Ch. reinhardtii cc124 kultura
(25028.1 + 3943.47 uL L) két nagysagrenddel t5bb hidrogént termelt. Hasonl6 kiilonbséget
figyeltink meg a kevert kulturak altal termelt hidrogén mennyiségek kozott is. A fényen
kénmegvonas mellett inkubalt Ch. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF (47241.3 + 4660.69 uL
L") megkozelitSleg egy nagysagrenddel tobb hidrogént termelt, mint a Chlamydomonas sp.
549 - E. coli AhypF (2637.49 + 555.42 uL L) kevert kultira.

A tiszta és kevert kultirdk kozott is szignifikans a kiilonbség az Osszes felhalmozott
hidrogén mennyiség tekintetében. A Chlamydomonas sp. 549 torzs tiszta és kevert kultarajat
nézve koriilbelill egy nagysagrendnyi mennyiségi kiilonbséget fedeztiink fel (193.5 + 66.81
uL L7t illetve 2637.49 + 555.42 pL L), mig a Ch. reinhardtii cc124 esetében ez kétszeres
mennyiséget jelentett a kevert kulturdban a tiszta kulturdhoz képest (25028.1 + 3943.47 uL
Lt illetve 47241.3 + 4660.69 uL L™Y).
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24. abra: Hidrogéntermelés kénmegvonas mellett tiszta és bakterialis partnert tartalmazo

Chlamydomonas kulturakkal. A TAP-S tapoldatba oltott Chlamydomonas sp. 549 (zold
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nyitott kor), Chlamydomonas sp. 549 - E. coli AhypF (piros nyitott négyzet), Ch. reinhardtii
cc124 (narancssarga nyitott haromszog) és Ch. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF (kék nyitott
rombusz) kulturak hidrogéntermelését vizsgaltuk fényen. A kisérlethez kultiranként harom
parhuzamos bioldgiai mintat hasznaltunk €s mindegyiken harom mérést végeztiink. A kapott

adatokbol atlagot és szorast szamoltunk.

A kiilonb6z6 kultarak légterének oxigénszint értékei egymashoz viszonyitva, a
hidrogén mennyiségekhez hasonloan, jelentds eltéréseket mutattak. A kénmentes tapban
fényen inkubalt tiszta alga kulturdk oxigén szintje az elsd nap soran a kiindulési 21 %-rol 15 —
17 %-ra redukalodott. 24 ora eltelte utan a Chlamydomonas sp. 549 kultira légterének
oxigénszintje két nap alatt 50 %-ra emelkedett, mig a Ch. reinhardtii cc124 kulttra légterében
az oxigén szint harom nap alatt 2 %-ra redukalodott. Az E. coli AhypF bakterialis partnert
tartalmazé kultarak légterében az oxigénszint négy ora alatt 5 % ala csokkent. A Ch,
reinhardtii cc124-et tartalmazo kultirak légterének oxigénszintje a kisérlet végéig 2 % koriil
maradt. A Chlamydomonas sp. 549 — E. coli AhypF kulttra 1égterének relativ oxigén szintje a
negyedik nap utan két nap alatt 2 %-rol 22 %-ra nétt, majd a hatodik nap utan harom nap alatt

1smét 5 % ala csokkent.
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25. abra: Relativ oxigénszint valtozasok a kénmentes TAP tapban inkubalt kultarak
légterében. A TAP-S tapoldatba oltott Chlamydomonas sp. 549 (zdld nyitott kor),
Chlamydomonas sp. 549 - E. coli AhypF (piros nyitott négyzet), Ch. reinhardtii cc124
(narancssarga nyitott haromszog) és Ch. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF (kék nyitott
rombusz) kulturdk légterének oxigénszint valtozasat vizsgéaltuk fényen. A kisérlethez
kultiranként harom parhuzamos bioldgiai mintat hasznaltunk és mindegyiken harom mérést

végeztiink. A kapott adatokbol atlagot és szorast szamoltunk.

4.6. A fotoszintetikus rendszer vizsgalata a hidrogéntermelés soran

4.6.1. PSII miikodésének vizsgalata klorofill fluoreszcencias mérésekkel

A hidrogéntermelés kén-megvondsos moddszerének kulcsmotivuma a  PSII
mikodésének a leallitasa. Az altalunk vizsgalt Chlamydomonas sp. 549 esetében felmeriilt a
kérdés, hogy miért kaptunk ennyire eltéré értékeket a Ch. reinhardtii cc124 eredményeihez
képest mind a hidrogéntermelés, mind pedig a relativ oxigénszint terén. A PSII maximalis
kvantumhatasfok mérései ravilagitottak arra a tényre, hogy a Chlamydomonas sp. 549-ben a
PSII lassabban degradalddott (26. abra), mint a Ch. reinhardtii cc124-ben (Scoma és mtsai.
2012). Ahogy a 25. éabran az oxigénszintekbél és 26. abran a Fy/Fy fluoreszcencia
paraméterbdl latszik, a Chlamydomonas sp. 549-ben a PSII aktivitasa koriilbeliil egy hét utan
csokkent olyan szintre, hogy az alga sejtlégzése tobb oxigént fogyasztott, mint amennyit a
fotoszintézise soran termelt . Mig a Ch. reinhardtii cc124 esetében az oxigén szint az els nap
utan folyamatos csokkenést mutatott (25. abra) a PSII aktivitasanak folyamatos csokkenése

mellett (Scoma és mtsai. 2012).
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26. abra: A tiszta Chlamydomonas sp. 549 (z61d nyitott kor) és a kevert Chlamydomonas sp.
549 - E. coli AhypF (piros nyitott négyzet) kulturak F\/Fy fluoreszcencia paramétervaltozasa.
A kisérlethez kultiranként egy parhuzamos biolodgiai mintat hasznéltunk és mindegyiken egy

mérést végeztiink.

4.6.2. Az alga fotoszintetikus aktivitasanak vizsgalata

A kisérletek soran nyomon kovettiik az alga fotoszintetikus rendszerének a valtozasat.
Klorofill fluoreszcencia mérésekkel hataroztuk meg az alga-baktérium kultarak PSII
aktivitasat. Az alga-baktérium kultira 24 oraval a kisérlet kezdete utan mért OJIP
tranziensének a J-értéke a kontroll, baktériummentes alga kultardhoz viszonyitva jelentds
emelkedést mutatott (27. abra, A panel). Ez azt mutatja, hogy a PQ-pool jelentdsen
redukalodott az adott koriilmények soran. Miutan 10 percig levegdvel buborékoltattuk at a
mintat, annak J-értéke visszaallt, és az OJIP tranziens a kontrollhoz nagyon hasonléva valt.
Az atbuborékoltatott kevert és baktériummentes kultarakban mért F./Fy értékek nagy
hasonlésagot mutattak (0.62 €s 0.66), vagyis a PSII maximalis kvantumhatasfoka a baktérium

jelenlétének hatdsara nem valtozott meg jelentdsen.
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A fényimpulzus-indukalt fluoreszcencia hatasfok lecsengés kinetikdja a Qa
oxidalodasat tiikkrozi, mely jelenség jol magyarazhato a széles korben elfogadott két-elektron
kapu modell alapjan (Vass és mtsai. 1999). A gyors fazis (néhany szaz mikroszekundum) a
Qa oxidalodasat mutatja az eléremend elektrontranszport altal azokban a PSII centrumokban,
amelyek tartalmaztak kotott PQ molekulat a gerjesztés elbtt. A kozépsé fazis (néhany
milliszekundum) azokat a centrumokat tiikr6zi, melyekben a gerjesztés pillanataban a Qg
kotohely iires, a PQ-pool-bol egy PQ molekulanak be kell kotédnie mielétt a Qa-rol az
elektron a Qg-re jut. A lasst fazisban (néhany masodperc) a reoxidacio az akceptor oldali
negativ toltés (Qa) €s a vizbontd komplex pozitiv toltéssel rendelkezd S, allapota kozotti
toltésrekombinacio eredménye. Az alga fényimpulzus-indukalt fluoreszcencia hatasfok
lecsengése a 24 oOrds inkubaci6 utdn jelentOsen lassabb volt a kevert kultrdkban a
kontrollokhoz viszonyitva (27. abra, B panel). A baktérium jelenlétében anaerob koriilmények
kozott a gyors fazis amplitidoja teljesen eltiint, mig a lasst fazisé novekedett. Mindebbdl arra
a kovetkeztetésre jutottunk, hogy sotétben, oxigén hidnyaban a Qg kotohelyek nem
tartalmaznak olyan oxidalt vagy egyszeresen redukalt plasztokinon molekuldkat, amelyek
képesek a Qa-rol elektronokat fogadni. A PSI altal a cytbg/f-en keresztiil torténé PQH,
oxidalasa utan a plasztokinon molekuldk a k6zép fazisban képesek a Qg kotdhelyhez kotddni
¢s a Qa-t Ujra oxidalni. Mindez anaerob koriilmények mellett egy lassabb linedris

elektrontranszportot eredményez a PSII és a PSI kozott. A kulturdk tiz percen keresztiil tarto

buborékoltatdsaval az elektrontranszport ilyen tipusi lassuldsa teljes mértékben
visszafordithato volt.
Gyors fazis Kozép fazis Lassu fazis
Ty (us) / Az (%) T2 (ms) / A; (%) T3 () / Az (%) Ao (%)

Tiszta 585+98/389+28 |50+0.7/346+3.1 |35£05/265+0.7 |0
Kevert —/0 89+0.7/33.6+0.8 [3.1+02/61.4+0.8 |5.0+0.8
Kevert,10 | 511+92/352+24 |54+£0.6/348+25 [294+0.3/30.0£0.7 |0
perc levegd

3. tablazat: A fényimpulzus-indukalt fluoreszcencia lecsengési kinetikak alga-baktérium
kevert és tiszta alga kulturakban 24 6ras inkubacié utan. A kinetikakat két exponencialis
(gyors ¢és kozépsod fazis), egy hiperbolikus (lassu fazis), és egy nem lecsengd komponenst

tartalmazo fiiggvénnyel illesztettiik.
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27. abra: Az alga fotoszintetikus rendszerének fluoreszcencids vizsgalata. A bakterialis
partner altal indukalt anaerob koriilmények hatasa a Chlamydomonas sp. 549 gyors
fluoreszcencia valtozdsaira. Az OJIP tranziens (A panel) és a fényimpulzus-indukalt
fluoreszcencia hatasfok lecsengésének (B panel) gorbéit a kevert alga-baktérium kultarak (teli
szimbolumok) és a tiszta alga kultardk (iires szimbolumok) mérései adtak. A kezeletlen
kultardk (piros kor) €s a tiz perces levegd buborékoltatissal kezelt kultirdk (zold négyzet)

méréseit 24 oraval a leoltas utan végeztiik. A gorbéket F, és Fr értékek kozé normalizaltuk. A
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kisérlethez kultaranként egy parhuzamos biologiai mintat hasznaltunk és mindegyiken egy

mérést végeztiink.

4.6.3. A hidrogéntermelés kettés mechanizmusa

A Chlamydomonas sp. 549 - E. coli AhypF kevert kultura hidrogéntermelési
mechanizmusanak tanulmanyozasahoz DCMU-t alkalmaztunk. A DCMU molekula blokkolja
a PSII plasztokinon kotdhelyét, ezaltal megakadalyozva az elektronok aramlasat a PSII-rdl a
plasztokinonra. Vizsgalataink azt mutattak, hogy az etanolban oldott DCMU alkalmazasaval
az els6 nap soran az alga hidrogéntermelésének intenzitasa jelentésen csokkent. A
Chlamydomonas sp. 549 - E. coli hypF kevert kultura 2% etanol mellett 3194.84 + 159. 23 pL
L™, mig az etanolban oldott DCMU-val kezelt ugyanezen kultira 778.34 + 115.71 pL L™
hidrogént termelt, gy hogy a gatldszert két 6ras inkubacié utdn adtuk hozza a mintakhoz.
Ezen eredmények jol mutatjak, hogy a teljes megtermelt hidrogénmennyiség meghatarozo
része fotolitikus forrdsbol szarmazott. A hidrogén tovabbi része feltételezéseink szerint
fermentativ utvonalakbol szarmazott, a pH eredmények (18. abra) és az ecetsav mérések (17.

abra) ezt a feltételezést erdsitik meg.

:

:

:

Osszes felhalmozott H, pl/ 1 L kultira

?

1d6 (6ra)

28. abra: A Chlamydomonas sp. 549 hidrogéntermelési mechanizmusanak meghatarozasa a

fotoszintetikus rendszert gatlo DCMU-val. TAP tapoldatban (piros oszlop), 2% etanolt
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tartalmazo TAP tapoldatban (z6ld oszlop) és 200 pmol DCMU-t tartalmazé TAP tapoldatban
(narancssarga oszlop) inkubalt Chlamydomonas sp. 549 - E. coli AhypF kevert kultarak
hidrogénhozamat hasonlitottuk 6ssze. A kisérlethez kultaranként harom parhuzamos biologiai
mintat hasznaltunk és mindegyiken harom mérést végeztiink. A kapott adatokbol atlagot és

szOrast szamoltunk.

68



5. Az eredmények targyalasa

Munkank soran természetes (a Mosonmagyarévari Alga Kultira Gyiijteményben az
alga kultarak hossza tavu fenntartasa soran az alga mellett fennmaradt bakterialis partnerek)
¢s mesterségesen hozzaadott bakterialis partnerek, az altalunk valasztott Chlamydomonas alga
torzs hidrogéntermelésére gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. Megfigyeltiik a tiszta alga és
baktérium, illetve a kevert alga-baktérium kultarak folyadék és gazfazisainak valtozasait.
Jellegzetes trendeket fedeztiink fel a 1égtér gazosszetételében és az alga 1égzésének

aktivitasaban.

A Chlamydomonas kulttira novesztése és fenntartasa soran tobb kiilonboz6 bakterialis
kontamindciét azonositottunk az alga mellett. A bakteridlis partnereket egymastol
elvalasztottuk, majd azonositottuk: Rhodococcus, Brevundimonas és Leifsonia nemzetségekbe
tartozo torzseket azonositottunk. Az azonositott baktérium torzseket jellemeztiik a ndvekedési
sebességiik ¢és az alga biomassza- és hidrogéntermelést eldsegitd képességiik alapjan. A
harom természetes baktérium partner koziil a Rhodococcus partnert talaltuk a leginkabb
megfelelonek a vizsgdlataink elvégzéséhez. A természetes konzorciumok koziil a
Rhodococcus — Chlamydomonas sp. 549 kombinacié termelte a legtobb hidrogént. A
természetes partnereken kiviil mas mesterségesen az algahoz adott bakterialis torzsek is
képesek voltak csokkenteni a kultara oxigénszintjét és tovabb fokozni az alga
hidrogéntermelését. Az E. coli AhypF pleiotrop hidrogendz mutans hasznalata eredményezte a
kisérleteink soran mért legnagyobb hidrogén hozamot (Maier és mtsai. 1996). A
Chlamydomonas sp. 549 hidrogéntermelésének sajatossagait Gsszehasonlitottuk a
hidrogéntermelés modellorganizmusaként széles korben elterjedt Ch. reinhardtii cc124 alga
torzsével. A két algatorzs Osszehasonlitdsa mellett megvizsgaltuk a tiszta alga és kevert alga-
baktérium kultarak hidrogéntermelését teljes (TAP) és az alga-alapu hidrogéntermelés
viszonyitasi alapjat képez6 kénmegvonasos modszer kénmentes (TAP-S) tapoldataban.
Jelentés kiilonbségeket fedeztiink fel a kiilonbozd algatdrzsek oxigénfogyasztasanak
intenzitasaban, a hidrogéntermelés indulasi idejében és iddtartaméaban. A fényen inkubalt
kénmegvont axénikus Ch. reinhardtii cc124 kultirakban a teljes anaerobicitas eléréséhez 96
oOrara volt sziikkség. Ezzel szemben a baktériumot is tartalmazé kevert kultarak légterében az
oxigénszint 2-4 ora alatta csokkent olyan alacsony szintre, amely mar lehetévé tette az alga
hidrogenazainak miikodését. Ez a jelenség a bakteridlis partnereknek koszonhetden,

fliggetlentil attol, hogy ként tartalmazé teljes vagy kénmentes tapba oltottuk-e le az alga-
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baktérium keveréket, minden esetben lejatszodott. Emellett a tiszta Chlamydomonas sp. 549
kultara a kénmegvonas ellenére képtelen volt a hatékony hidrogéntermeléshez sziikséges
megfeleld szintig csokkenteni a légtér oxigénszintjét. A klorofill fluoreszcens méréseink
alapjan ugy gondoljuk, hogy a PSII aktivitasa a Chlamydomonas sp. 549 esetében a Ch.
reinhardtii cc124 PSII aktivitasahoz viszonyitva lassabban csékken, amely jelentOsen lassitja
az alga oxigéntermelésének csokkenését, ezéltal késleltetve a hidrogéntermelés kezdeti
idépontjat (Scoma és mtsai. 2012). A vizsgalatok soran vilagossa valt, hogy a két algatorzs
eltéré hidrogéntermelési tulajdonsagait az ecetsavfogyasztasi sebességek és ezaltal az eltérd
intenzitasu sejtlégzések hatarozzak meg. A Chlamydomonas sp. 549 esetében az ecetsav az
altalunk preferalt TAP tapoldatbol koriilbeliil két nap utan, mig a Ch. reinhardtii cc124
esetében 5-6 nappal késébb fogyott el. Az ecetsav felhasznalasanak eltérd intenzitasa a
kénmegvonasos modszer hasznalata soran kritikus lehet. A Chlamydomonas sp. 549 II.
fotokémiai rendszerének lassabb inaktivalodasa és az algasejtek gyorsabb ecetsavfogyasztasa
miatt két nap utdn egy hozzavetdleg egy napos intenziv oxigéntermel$ fazisba kertil, amely a
zart rendszert oxigénnel teliti és ezaltal hosszu tavon gatolja a hidrogéntermelés beindulasat.
Ezek az adatok jol mutatjak, hogy akar az egy nemzetségen beliili algak is jelentds
kiilonbséget mutathatnak a hidrogéntermeld képességiik tekintetében (Skjanes ¢és mtsai.
2008). Osszességében, a Ch. reinhardtii cc124 a kénmegvonas soran, a Chlamydomonas sp.
549-t61 eltéréen, a hidrogéntermeld tulajdonsagai alapjan az altalunk vartnak megfelel
eredményeket mutatott, ezzel is alatdmasztva mas kisérletek kénmegvonason alapuld

eredményeit (Zhang és mtsai. 2002) (4. tablazat).

Teljes Hidrogént | Termelés Kisérletek beallitasai Referenciak
megtermelt eremlés idotartama
hidrogén kezdete
menniység
1.2mLL"? 2-4 6ra 24 6ra Tapoldat: TAP Jelen
Alga partner: munka

Chlamydomonas sp. 549
Baktérium partner: E. coli
AhypF

Kultara térfogata: 35 mL,
pH=7.2,

Homérséklet: 25 °C

F?ny intenzitas: 50 umol m

S
26mLL? 2-4 6ra 72 ora Tapoldat: TAP Jelen
Alga partner: munka
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Chlamydomonas sp. 549
Baktérium partner: E. coli
AhypF

Kultura térfogata: 35 mL
pH=7.2

Hoémérséklet: 25 °C

F?ny intenzitas: 50 pmol m™
S

58mL L™

2-4 6ra

24 6ra

Tapoldat: TAP

Alga partner:
Chlamydomonas reinhardtii
ccl24

Baktérium partner: E. coli
AhypF

Kultara térfogata: 35 mL
pH=7.2

Hoémérséklet: 25 °C

F?ny intenzitas: 50 pmol m™
S

Jelen
munka

47mL L?

2-4 6ra

168 6ra

Tapoldat: TAP-S

Alga partner:
Chlamydomonas reinhardtii
ccl24

Baktérium partner: E. coli
AhypF

Kultara térfogata: 35 mL
pH=7.2

Hoémérséklet: 25 °C

Ffl’:ny intenzitas: 50 pmol m™
S

Jelen
munka

85mL L*

46 Ora

140 6ra

Tapoldat: TAP-S
Alga partner:
Chlamydomonas reinhardtii
ccl24
Kultura térfogata: 1.2 L
pH=7.2
Homérséklet: 28 °C

ény intenzitas:300 pmol m™

S—l

Tsygankov

és mtsai.
2002

71.6 mL

32 6ra

140 o6ra

Tapoldat: TAP-S

Alga partner:
Chlamydomonas reinhardtii
ccl24

Kultura térfogata: 1.2 L
pH=7.2

Homérséklet: 28 °C

F?ny intenzitas: 300 pmol m™
S

Tsygankov

és mtsai.
2002

56.4 mL L™

~90 ora

~ 140 6ra

Tapoldat: TAP-S

Tsygankov
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Alga partner: ¢és mtsai.
Chlamydomonas reinhardtii | 2006
ccl24
Kultara térfogata 550 mL
pH=7.4
Homérséklet: 28 °C

ény intenzitas: 110 umol m

s-l

570.5mL L™ ~246ra |~ 160 6ra Tapoldat: TAP-S Scoma és
Alga partner: mtsai. 2012
Chlamydomonas reinhardtii
L1591-N230Y

Kultara térfogata: 800 mL
pH=7.2

Homérséklet: 28 °C

Fe;:ny intenzitas: 140 pmol m™
S

262.0mL L" ~ 24 o6ra ~ 80 6ra Tapoldat: TAP-S Scoma ¢és
Alga partner: mtsai. 2012
Chlamydomonas reinhardtii
ccl24

Kultara térfogata: 800 mL
pH=7.2

Homérséklet: 28 °C

ény intenzitas: 140 pmol m™
-1

S
16.68mL L™ ~24-48 | 312 6ra Tapoldat: TAP-S Li és mtsai.
ora Alga partner: 2013
Chlamydomonas reinhardtii
Cr849

Baktérium partner:
Pseudomonas sp. A8

Kultara térfogata: 40 mL
pH=7.0

Hoémérseéklet: 25 °C

Fény intenzitas: 60 pE m?s™

4. tablazat: Kevert alga-baktérium ¢€s tiszta alga kultirdk hidrogénteremlé moddszereinek az
Osszehasonlitasa.

Az oxigénszintek valtozasaihoz hasonloan az egyes kultirak hidrogéntermelésében is
jelentds kiilonbségeket figyeltink meg. A tiszta Ch. reinhardtii cc124 kultraban
megkozelitdleg két nap utdn indult meg a hidrogéntermelés, mig a bakteridlis partnert
tartalmaz6 kulturdkban fliggetleniil attol, hogy teljes tapot vagy kénmentes tapot hasznaltunk,
a bakterialis 1€gzés hatdsara mar kett6-négy oOra utan elkezdddott a hidrogénfejlesztés. A
termelés kezddpontja és a termelt mennyiség mellett latvanyos kiillonbséget mutatott a két

torzs a hidrogéntermelés idétartamaban is. A legnagyobb hatékonysagli hidrogéntermelést
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végiil a két modszer egyiittes alkalmazasaval sikeriilt elérniink. A kénmegvonds soran a
bakterialis partnert tartalmazo Chlamydomonas sp. 549 harom napig, mig a Ch. reinhardtii
ccl124 kultara hét napig termelt hidrogént. A kevert Ch. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF
kultira 47241.3 + 4660.69 uL L™, mig a Chlamydomonas sp. 549 - E. coli AhypF kultira
2637.49 + 555.42 uL L hidrogént termelt a kisérlet idétartama alatt. A termelés idétartama
mellett fontos megjegyezniink, hogy a bakterialis partner jelenlétében a kénmegvonés soran a
kultarak tobb hidrogént allitottak eld, mint a tiszta alga kultirak (Wu és mtsai. 2012). A tiszta
Ch. reinhardtii cc124 kultura Snmagéaban 25028.1 + 3943.47 uL L}, mig kevert kultaraban
47241.3 + 4660.69 uL Lt hidrogént fejlesztett. Ezek alapjan jol latszik, hogy a bakteridlis
partnerek hasznalata komoly elényt jelenthet a jovObeli ipari felhasznalast tekintve. Az
altalunk preferalt modszer a biohidrogén eldallitas teriiletén potencidlis lehetdséget nyujt
olyan hidrogenazzal rendelkez6 zoldalgak széleskori alkalmazasara, amelyeket eddig a
kénmegvonassal torténd hidrogéntermeléshez sziikséges specidlis tulajdonsagaik hianya miatt
nem lehetett bevonni biohidrogéntermelésbe. Emellett a bakterialis partnerek alkalmazasa,
barmiféle technikai beavatkozas nélkiil lehetdvé teszi a hidrogéntermel6 kdzosségek gyorsabb
oxigén felhasznalasat, a hidrogéntermelés elinditasat és az Osszes megtermelt hidrogén

mennyiségének a novelését.

Az elozbleg felsorolt elonyok mellett a modszernek ugyanakkor megvannak a
hatranyai is. A hidrogéntermelés folyamata megfordithaté reakci6. Egy bizonyos, az alga
tipusatol ¢és a kornyezeti tulajdonsdgoktol fliggd parcidlis hidrogén nyomas felett a
hidrogenazok hidrogéntermeld aktivitasa lecsokken, majd megfordul (Kosourov és mtsai.
2012). Mindez egyarant igaz az alga és a bakterialis partnerek hidrogenazaira is. A bakterialis
partner esetében az E. coli AhypF hidrogenaz mutans torzs hasznalataval ezt a problémat
kikiiszoboltiik, viszont az alga partner képes volt a hidrogén felhasznalasara (Happe és mtsai.
1994). Ezt jol tiikrozi az a jelenség, hogy a maximalis hidrogénértékek elérése utan a
felhalmozodott hidrogén mennyisége csokkenni kezdett. Szintén problémat jelentett, hogy
miutan az oldatbol elfogyott az ecetsav, az alga intenziv oxigéntermelésbe kezdett. Ez a
jelenség egy-masfél napig tartott, viszont utana mar a kultira képtelen volt ismét anaerobba
valni. Ez két fobb okra vezethetd vissza. Az egyik, hogy az ecetsav felhasznalasa sordn az
alga sejtlégzése felgyorsul, amely eldsegiti a fotoszintézis soran keletkezd oxigén
felhasznalasat (Eppley és mtsai. 1963). Ecetsav hianyaban viszont az alga sejtlégzésének
hatasfoka jelentdsen gyengébb és ez dnmagaban képtelen ismét anaerobbd alakitani a zart

kultirat. A masik ok a bakteridlis sejtszam és vele egyiitt a bakteridlis 1égzés drasztikus
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csokkenése. A telepszam vizsgalatanak eredményei alapjan ezt két tényezd befolyasolja. Az
egyik a hidrogén tul magas parcidlis nyomasakor fellépd hidrogéngatlds, a masik az ecetsav
hiany. Feltételezéseink szerint, amelynek bizonyitdsdhoz a jovOben tovabbi vizsgalatok
sziikségesek, ezek egyiitt kozvetett modon az alga altal nyujtott tdpanyagforrasok valtozéasaval
képesek befolyasolni a bakterialis sejtszamot. A hidrogéntermelés hidrogénfelvételbe
fordulasakor az alga anyagcseréje megvaltozik és innentdl kezdve az alga nem juttat a
kornyezetébe annyi, a bakteridlis partner szamdra felvehetd tapanyagot, amely mellett a
baktérium kultara képes lenne fenntartani a magas €l sejtszamot és biztositani az oxigén
gyors ¢s hatékony felhasznalasat. Az ecetsav elfogyasa és az alga sejtosztodas leallasa utan az
¢l bakteridlis sejtszdm szintén jelentds csokkenést mutat. A hidrogéntermelés mellett a
hidrogén felhasznalasaban is jelentés kiilonbségeket mutatott a két Chlamydomonas torzs.
Mindkét alga megegyezett abban, hogy felhasznalta az el6zdleg megtermelt hidrogénjének
egy részét, de a Ch. reinhardtii cc124 esetében, mivel a lassabb sejtlégzés hatasara az ecetsav
mennyisége joval tovabb kitartott a Chlamydomonas sp. 549 kevert kultarajahoz viszonyitva,

ujraindult a hidrogéntermelés.

A fotoszintetikus rendszer kulcsszerepet jatszik a fényen torténd hidrogéntermelésben.
Ennek vizsgalatara klorofill fluoreszcencia méréseket végeztiink Chlamydomonas sp. 549-en.
A kevert alga-baktérium kultarakban megfigyeltiik, hogy a plasztokinon molekuldk nagy
része redukalt allapotba keriilt. Az anaerob kornyezetben tartott mintdk OJIP gorbéjének
tulajdonsagai megegyeztek az irodalmi adatokkal (Schansker és mtsai. 2005, Toth és mtsai.
2006). A rovid ideig tartd levegdvel torténd atbuborékoltatas hatasara az OJIP és a
fényimpulzus-indukalt floureszcencia lecsengés gorbéi a tiszta alga kulturakhoz hasonlova
valtak. Mindez azt mutatta, hogy a TAP tapoldatban inkubalt alga-baktérium mintakban a
Chlamydomonas sp. 549 PSlI-je intakt és teljesen aktiv maradt. Ez teljesen ellentétben all a
kén-megvonas soran megfigyelt redukalt vagy inaktiv allapotban 1évdé PSII-k allapotaval.
Ezek alapjan az altalunk alkalmazott hidrogéntermelési mdodszernek nem eldfeltétele a PSII
mitkddésének gatlasa, viszont mindkét modszer képes javitani a masik hidrogéntermelési

hatékonysagan.

A kénmegvonas mellett a sotét fermentacido modszere is kiemelkedd helyet foglal el az
algaval torténd hidrogéntermelési technikak kozott. Viszont a kén-megvondssal ellentétben,
sOtétben az alga hidrogéntermelésére csak minimadlis hatdssal volt a bakteridlis partner
jelenléte. A tiszta Chlamydomonas sp. 549 és a kevert, E. coli AhypF-et tartalmazo

algakultura teljes megtermelt hidrogénmennyisége minimalisan kiilonb6zott egymastol.
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Kiilonbséget csak a kultarak oxigénszintjének csokkenésében tapasztaltunk. A bakterialis

partnert tartalmazoé kultira oxigénszintje gyorsabban csokkent, mint a tiszta alga kulturéaé.

A méréseink sordn kapott adataink jol mutatjak, hogy az aktiv 1égzéssel rendelkezd
bakterialis kozosségek jelenléte pozitiv hatassal van az alga biohidrogén fejlesztésére. Ezaltal
az alga aktiv fotoszintézise fontos szerepet kap a hidrogéntermelésben. Feltételezéseink
szerint a bakterialis partnerek képesek felhasznalni az alga altal a fotoszintézis soran termelt
anyagokat, amelyek elésegitik a bakterialis kultura fennmaradasat és a teljes anaerobidzishoz
sziikséges intenziv bakteridlis sejtlégzést. A bakterialis partner jelenléte mellett fontos szerepe
van az alga altal konnyen felhasznalhatdo szénforrasoknak. JOl mutatja ezt az ecetsav
jelenlétének ¢és hidnyanak a hidrogéntermelés szempontjabol pozitiv és negativ hatdsa. Az
ecetsav-mentes kevert kultirdkra az oxigén magas koncentracidja miatt a hidrogéntermelés
nem vagy csak minimalis mértékben volt jellemz6. A DCMU alkalmazasa soran kontrollként
hasznalt 2% etanolt tartalmaz6 kultarak hidrogéntermelése, 0sszehasonlitva az etanol mentes
TAP tapot tartalmazé kontroll minta hidrogén termelésével, szintén jol mutatja az oldott

szénforrasok kulcsszerepét.

Az eddig elért eredmények annak ellenére igéretes alapjat képezik egy 1j, alternativ
biohidrogéntermeld modszernek, hogy a kapott megtermelt hidrogén mennyiségek még nem
érik el mas kutatott modszerek utjan eldallitott hidrogén mennyiségeket. Az altalunk vizsgalt
alga-baktérium konzorcium miikodésének részletesebb megértéséhez és a hidrogéntermelés
hatékonysdganak noveléséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Az anyagcsere folyamatok
mélyebb megismeréséhez nyujthat segitséget a vegyes kulturak szénhidrat, fehérje és lipid
tartalménak vizsgalata, valamint a folyadékfazis Osszetételének részletes analitikai elemzése
(Melis és mtsai. 2000). Az alga és baktérium partnerek teljes transzkriptom analizise lehetéveé
teheti szamunkra, hogy nyomon kovessilk az egyes partnerekben a hidrogéntermelés
folyamata soran aktivva és inaktivva valé anyagcsere utvonalakat (Nguyen €és mtsai. 2008,
Toepel és mtsai. 2013). A konzorcium miikddésének megismerése mellett tovabbi kutatasok
sziikségesek ahhoz, hogy a rendszert képessé tegyiikk a késObbi ipari felhasznalashoz
elengedhetetleniil sziikséges folyamatos és hatékony hidrogéntermelésre. Komoly problémat
okoz a légtérben gyorsan felgyiileml6 hidrogén gétlé hatdsa. A 1égtér térfogatdnak a
megfeleld beallitasa €s a hidrogén eltavolitas litemének a meghatarozasa feltételezéseink
szerint orvosolnd a hidrogéngatlas problémajat. Az ecetsav rendszeres adagolasaval és
alacsony ecetsav fogyasztasu algatorzsek hasznalataval elkeriilhetdvé valhatna a zart kultira

gyors aerobizalodasa. Feltételezéseink szerint az emlitett modszerek alkalmazasaval
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megoldodna az anaerob kornyezet fenntartasaért felelds bakteridlis partner sejtszdmanak az
alland6 magas szinten tartdsa és lehetévé valna egy félfolyamatos, hosszatavon

hidrogéntermelésre képes rendszer megalkotasa.
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6. Osszefoglalas

Az ipari forradalom kezdete Ota a fosszilis energiahordozok egyre nagyobb mértékii
felhasznalasa miatt a légkor széndioxid tartalma fokozatosan novekedett. Fosszilis
energiahordozoként kezdetben szenet hasznaltak, majd az id6 elérehaladtaval egyre nagyobb
szerepet kapott eldszor az olaj, majd késobb a foldgaz. Felhasznalasuk mértéke napjainkban is
fokozatosan novekszik. Hasznalatuk az egyre nagyobb mennyiségii tiveghazhatast széndioxid
keletkezése mellett szamos mas problémat is felvet. A felhasznalhato forrasok szama véges,
viszont a felhasznalas intenzitasa hossza tavon folyamatosan novekszik. A forrasok leldhelye
legtobbszor nem esik egybe a felhasznalas helyével, tovabbi kornyezetszennyezési
problémékat ¢és geopolitikai kriziseket idézve eld. A felhasznédldsuk sordn nyert energia
mennyisége nagymértékben meghatdrozza az egyes orszagok gazdasagi teljesitOképességét.
Ezért a gazdasdg fokozatos fejlodéséhez és a lakossag életszinvonalanak ndvekedéséhez

elengedhetetleniil sziikséges a felhasznalasi mennyiségiik novelése.

A fosszilis energiahordozok részaranyanak csokkentésére és kivaltdsara szamos
alternativ. modszer létezik. Napjainkban egyre gyorsabban terjednek a megajuld
energiaforrasokat, mint a nap-, sz¢él- és vizenergiahasznosito technologiak. Ezen technologiak
egyik komoly hatranya, hogy az igy termelt energiat nehéz tarolni, ezért jelentds részét rogton
fel kell haszndlni. A megujulé energiaforrdsok tarolasdra nyujthat kivalo eszkozt a
molekuléris hidrogén hasznélata, amelynek elégetése soran melléktermékként csupan vizgdz
keletkezik. Energiatarold kapacitdsa igen magas, egy grammja 122 kJ energiat képes
raktarozni. A szénhidrogén alapli lizemanyagokéhoz hasonlitva ez 2.75-sz0r nagyobb.
Szallitasa megoldhatdé a mar kiépitett gazvezeték rendszereken keresztiil. Téarolasa
nagynyomasu tartdlyokban kivitelezhets. Uzemanyagként ¢és fiitdanyagként vald
felhaszndlasa mellett még olajfinomitasra, élelmiszeripari termékek eldallitasara,
fémmegmunkalasra és miitragya eldallitasara is alkalmazhat6. Eldallitdsa torténhet a viz
elektrolizisével, viszont ez sok energiat igényel. Ezért napjainkban a hidrogén leginkabb
elterjedt eldallitdsi modszere a gdzreformalas f6ldgazbol vagy metanbol. Ezen technologia
jovobeli kivaltasat célozza szamos, jelenleg kutatisi fazisban 1évé biohidrogéntermeld
modszer fejlesztése. Ezek koziil biztatd eredményeket mutatnak a zoldalgdhoz kothetd

biohidrogén eldallitassal kapcsolatos kutatasok.

A zoldalgak koziil egyes Chlamydomonas, Scenedesmus ¢és Chlorella fajokban

megfeleld kornyezeti hatasokra FeFe hidrogendzok aktivalodnak. A FeFe hidrogenazok jo
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hatékonysaggal, megkdzelitdleg 10%-os konverzioval képesek a biohidrogén eldallitasra.
Viszont jellemzd rajuk az oxigénérzékenység, amely a direkt fotolizis utjan torténd
folyamatos hidrogéntermelésnek komoly gatat szab. Erre kinal megoldast az indirekt fotolizis
alkalmazasa, melynek soran eldszor a fénybdl nyert energia elraktarozodik, majd a tartalék
tapanyagok lebontasaval felhasznalodik. Mindez lehetévé teszi az oxigén €s hidrogéntermelés
szakaszainak szétvalasztasat idoben, és lehetdséget nyujt arra, hogy a tartalék tapanyagok
lebontédsa soran keletkezd tobblet elektronoktdl a sejt a hidrogenazok altal termelt hidrogén
utjan szabaduljon meg. Az indirekt fotolizis egyik leginkabb ismert példaja a kénmegvonason
alapuld hidrogéntermelés. A kénmegvonas soran a zoldalga sejtek eldszor tapanyagot
halmoznak fel, majd a kénhidny hatdsara keményitd és fehérje tartalékaik lebontisaba
kezdenek a talélésik érdekében. Ez a II. fotokémiai rendszer (PSII) aktivitasanak
csOkkenésével jar, amely iddvel ellehetetleniti a tovabbi oxigéntermelést. A csokkent
oxigéntermelés és a fennmaradt sejtlégzés forditott ardnya lehetévé teszi a zart kultara
oxigénszintjének lecsokkenését, ezaltal eldsegitve a hidrogenazok aktivalodasat. A modszer
hatranya, hogy el6szor fel kell ndveszteni az alga sejtkultarat, majd a hidrogéntermeléshez ki
kell cserélni a tapoldatot kénmentes tapoldatra. Ez a jovobeli ipari alkalmazast tekintve
komoly hatranyt jelent, mivel ez sok id6t, tobblet alapanyagot és energiat igényel. A
hidrogéntermel$ folyamat dnmagaban 5 nap utan ledll, a meghosszabbitott, de alacsonyabb
hatasfoku termelés csak a kén kis mennyiségli Gjraadagolésaval lehetséges. Ugyanakkor
szintén jelentdés 1d6t vesz igénybe, amig az oldat anaerobba valik és megindul a
hidrogéntermelés. Emellett a tapanyaghiany hatasara az ¢l6 sejtek szama fokozatosan

csokken.

Ezen problémak kikiiszobolésére kezdtiink el vizsgalni az altalunk vizsgalt alga
torzsek koziil egy kivald biomassza hozamu Chlamydomonas torzset és annak természetes
bakterialis partnereivel alkotott konzorciumanak hidrogéntermelését. Az igy kapott alga-
baktérium konzorciumokat szamos modszerrel vizsgaltuk. A 1égtér hidrogén és oxigén
szintjeinek valtozasait gazkromatografiaval kovettik, mig a tapoldatban oldott oxigén
monitorozasdhoz oxigén elektrédot hasznaltunk. Lemezelésen alapuldo ¢€l6 sejtszam
vizsgalatokat, Biirker-kamrat és spektrofotométert alkalmazva kovettiik az alga-baktérium
konzorciumok sejtszam valtozasait. A tapoldatok mindség és mennyiségbeli valtozasainak
vizsgalatdhoz pH mérét as HPLC-t alkalmaztunk. A fotoszintetikus rendszer miikodését
DCMU alkalmazasaval gatoltuk és klorofill fluoreszcencia mérésekkel kovettiik nyomon. A

kisérletekhez hasznalt természetes bakterialis partnereket rifampicinnel kiegészitett minimal
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TP tapon tobbszords atoltas utan a legjobb biomassza hozammal rendelkez6 Chlamydomonas
sp. 549 alga partnertdl elvalasztottuk, majd LB lemezen izolaltuk, hogy végiil 16S rDNS
szekvenciaik amplifikalasan alapulé polimerdz lancreakci6 (PCR) felhasznalasaval

hatarozzuk meg nemzetségiiket.

Teszteltik a harom azonositott természetes bakterialis partner (Rhodococcus sp.,
Brevundimonas sp., Leifsonia sp.) hatasat a Chlamydomonas sp. 549 sejtszam novekedésére
¢és hidrogéntermelésére. A a harom alga-baktérium keverék koziil a legjobb eredményeket a
Rhodococcus sp. - Chlamydomonas sp. 549 parositas adta. Ezutan vizsgalatainkat kibovitettiik
a mesterségesen a Chlamydomonas sp. 549 alga partnerhez adott Escherichia coli és
Ralstonia eutropha vad tipust és hidrogenaz deficiens torzsekkel is. Az eredmények alapjan
kizartuk annak lehetségét, hogy a bakterialis partnerek részt vesznek a hidrogéntermelésben,
annak ellenére, hogy a vad tipusu torzsek rendelkeznek sajat hidrogendzokkal. A legmagasabb
hidrogén hozamot a hidrogenaz deficiens E. coli AhypF mesterségesen hozzaadott bakterialis
partner hasznalataval értiik el (1196.06 + 4.42 pL L™Y). A Chlamydomonas sp. 549 — E. coli
AhypF kevert kultira hidrogéntermelését Osszehasonlitottuk a kontrollként vizsgalt Ch.
reinhardtii cc124 - E. coli AhypF kevert kulturaéval. A mérések soran jelentds kiilonbségeket
figyeltiink meg nem csak a megtermelt hidrogénmennyiségek (Ch. reinhardtii cc124 - E. coli
AhypF: 5800.54 + 65.73 uL L™* vs. Chlamydomonas sp. 549 — E. coli AhypF: 1196.06 + 4.42
uL L™, de a termelés dinamikajanak szempontjabél is. A Chlamydomonas sp. 549 — E. coli
AhypF ¢és a Ch. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF kevert kulttrakban a hidrogéntermelés
egyarant megkozelitleg egy napig tartott, majd a légtérben felhalmozott hidrogén
mennyisége csokkenésnek indult. Viszont a Ch. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF esetében a
negyedik nap utan a hidrogéntermelés ismét elindult. Az oxigén szintje a bakterialis partner
hasznalata mellett jellemzéen 4 oOran beliil lecsokkent arra a szintre (Iégtérben 3 %,
folyadékban 1 — 2 umol L_l), ahol a hidrogendzokat mar nem gatolta. Az ecetsavfogyassal
Osszhangban, miutan a kevert kulturaban a Chlamydomonas sp. 549 felhasznalta az Gsszes
ecetsavat, az oxigénszint a masodik nap utdn intenziv emelkedésnek indult mind a folyadék
fazisban (1 — 2 pmol L 1-r61 1300 - 1600 pmol Lfl-re), mind pedig a 1égtérben (3 %-r6l 60 %-
ra). A pH szint az ecetsav fogyasaval parhuzamosan novekedésnek indult és a kezdeti pH 7.3-
rol pH 8.7-re emelkedett. A Chlamydomonas sp. 549 sejtszama fényen a tiszta és kevert
kultarakban egyarant 4 napig emelkedett, de a kevert Chlamydomonas sp. 549 — E. coli
AhypF sejtszam novekedése gyorsabb volt a tiszta Chlamydomonas sp. 549 kultaraénal. A

bakterialis sejtszamot a Rhodococcus sp.-t hasznalva vizsgaltuk, melynek soran arra a
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kovetkeztetésre jutottunk, hogy megvilagitas mellett a bakteridlis sejtszamot pozitivan
befolyasolta az alga partner jelenléte egészen addig, amig a 1égtér nem telitddott hidrogénnel.
A megvilagitas mellett egy napig magas szinten stagnalé bakteridlis sejtszam az alga partner
egy napig tartd hidrogéntermelésével mutatott 6sszefliggést. A hidrogéntermelés leallasaval és
a hidrogénfogyassal parhuzamosan a Rhodococcus sp. sejtszama is drasztikus csokkenésnek

indult.

Az alga-baktérium konzorcium hidrogéntermelé modszerét a kénmegvonas és a sotét
fermentaci6 modszerével kombinalva is vizsgaltuk. A sotét fermentacid soran a tiszta
Chlamydomonas sp. 549 és a kevert Chlamydomonas sp. 549 — E. coli AhypF kultarak kozott
az Osszes megtermelt hidrogén tekintetében nem talaltunk szignifikéns kiilonbséget (6114 +
369 L L' vs. 5621 + 645 pL L™). A kénmegvonds soran Osszehasonlitottuk a tiszta
Chlamydomonas sp. 549 és Ch. reinhardtii cc124 kulturak és a kevert Chlamydomonas sp.
549 — E. coli AhypF és Ch. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF kultirak 6sszes megtermelt
hidrogén mennyiségét és a termelésiik dinamikdjat. Jelentds kiilonbséget figyeltiink meg a
tiszta és kevert kultGrak altal termelt hidrogén mennyiségek kozott. Az E. coli AhypF
bakterialis partnert tartalmazé kultirak jellemzden tobb hidrogént termeltek, mint a kizarélag
alga partnert tartalmazé kulturak (Chlamydomonas sp. 549: 193.5 + 66.81 puL L™ vs.
Chlamydomonas sp. 549 - E. coli AhypF: 2637.49 + 555.42 L L™* és Ch. reinhardtii cc124:
25028.1 + 3943.47 uL L™* vs. Ch. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF: 47241.3 + 4660.69 uL
L_l). A kapott eredmények alapjan ugy gondoljuk, hogy a hidrogéntermelésben tértént pozitiv
véaltozas a bakteridlis partner jelenlétének koszonhetd. Az Osszes megtermelt hidrogén
mennyiségében, a légtér oxigénszint valtozasaban és a hidrogéntermelés dinamikajaban is
jelentds kiilonbséget fedeztiink fel a Chlamydomonas sp. 549 és a Ch. reinhardtii cc124 tiszta
¢és kevert kultarai kozott. A klorofill fluoreszcencias mérések és az ecetsav koncentracio
véltozasainak adatai alapjan ugy gondoljuk, hogy ezt a kiilonbséget a két algatdrzs eltérd
ecetsav felhasznalasa és a II. fotokémiai rendszerének inaktivalodasi ideje hatarozta meg. A
Chlamydomonas sp. 549 esetében a II. fotokémiai rendszer aktivitasa a negyedik nap utan
kezdett el csokkenni, mig a Ch. reinhardtii cc124 esetében ez mar az elsé nap folyaman
elkezd6dott. Az ecetsav koncentracio a sejtlégzések eltérd intenzitasa miatt a Chlamydomonas
sp. 549 esetében két nap alatt megkozelitdleg 0-ra csokkent, mig a Ch. reinhardtii cc124
esetében ez 4 - 5 napig tartott.
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Az elébb bemutatott eredmények jol mutatjak, hogy a hidrogéntermelés szempontjabol
mennyire meghatarozéo a megfelel6 alga és baktérium partnerek kivalasztasa. Az altalunk
vizsgalt modszer kivalo lehetéséget ad a kiilonbozé bakterialis és hidrogenaz enzimmel
rendelkez0 alga partnerek kombinaldsara a nagyobb hatékonysagti hidrogéntermelés
eléréséhez. Figyelemre mélto elonye a rendszernek, hogy jelentdésebb anyagi raforditast nem
igényld modon, kiils6 beavatkozas nélkiil, a zart rendszer onmagat alakitja anaerobba. A
hidrogéntermelés soran a biomassza mennyisége folyamatosan novekszik, amely egyre
intenzivebbé teszi a hidrogéntermelést. Az alga kultura jo hatékonysaggal képes felhasznalni
az oldott szénforrast és képes a bakteridlis sejtkultira fenntartasara alacsony erdsségi
megvilagitas mellett. Mindezen tulajdonsagai alapjan jo eséllyel adaptalhato a modszer
kiilonbozé oldott szénforrasokat ¢és baktérium kozosségeket tartalmazd szennyvizek

kezeléséhez és az ezzel parhuzamos alga biomassza- és biohidrogéntermeléshez.
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7. Summary

Since the beginning of the industrial revolution, the carbon-dioxide content of the
atmosphere has been continuously growing because of the rising utilization of fossil fuels. At
the beginning coal was used as the dominan energy carrier, later crude oil and natural gas
received more and more attention. Beside the problem of the growing amount of carbon-
dioxide which is significantly responsible for the greenhouse effect, the utilization of these
fossil fuels is connected to numerous other unsolved problems. The available sources of fossil
fuels are limited, but the intensity of the consumption is continuously growing. The source
and the site of utilization are mostly localized distantly, thereby causing further environmental
pollution and geopolitical crisis. However, the extracted energy from their burning constitutes
the essential part of the economies. Already many alternatives exist for the replacement of the
fossil fuels. Nowadays, the technologies, which can put the renewable energy sources (sun,
wind and water energy) to use, are getting more widespread. The cardinal drawback of these
renewable technologies is the difficulty of energy storage. The utilization of the molecular
hydrogen could provide an environmental friendly solution for the renewable energy storage.
Its huge advantage is that during the burning of the hydrogen the only side-product is pure
water. The hydrogen's energy storage capacity is very high, one gram hydrogen can store 122
kJ energy. It is 2.75 times higher than the yield stored by the fossil fuels. The large-scale
transportation of the hydrogen gas is solvable by the utilization of the already existing
systems. Moreover, it can be stored in metal gas bottles under high pressure. Beside the
utilization as a fuel, it can be used for oil refinery, food and fertilizer production. Hydrogen
can be generated in very high purity from water by electrolysis, but it consumes a lot of
energy. Thus, nowadays it is produced from natural gas or methane by the technology of gas
reforming. For the relay of this technology, many biohydrogen producing methods are
currently under research and development. Among these investigations, the research of the
biohydrogen production by green algae already shows promising results.

The FeFe hydrogenases can be activated under proper environmental conditions in
certain Chlamydomonas, Scenedesmus and Chlorella species. The FeFe hydrogenases can
convert the light energy into biohydrogen with 10 % efficiency. However, they are highly
sensitive for the presence of oxygen, which inhibits the continuous photolytic hydrogen
production. The indirect photolysis can solve this problem by dissecting the hydrogen

evolution and oxygen production phases. First, the energy of the illumination is stored in
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starch, then the starch is degraded and utilized. Thus, hydrogen evolution is separated from
the photosynthetic oxygen production temporally. The most prevalent method of algal indirect
photolytic hydrogen productions based on sulfur deprivation of the culture medium. During
sulfur deprivation, the algae cells first accumulate carbohydrates and nutrients, then they start
degrading their protein stores to survive the nutrient stress. It causes major reduction in the
activity of the Il. photochemical system (PSII), which finally inhibits further oxygen
production of the algae cells. The reduced oxygen evolution and the active cell respiration
allow the closed system to become anaerobic, thus enhancing the activation of hydrogenases.
The major disadvantage of this method is that the algae cultures must be grown up first, then
the original medium must be changed to a sulfur-free medium. This process definitely
requires extra time, material and energy, which makes the starting of the industrial application
more difficult. The hydrogen production process is an approximately five day-long period.
The term of hydrogen evolution can be prolonged by the re-addition of sulfur for a few weeks,
but it causes the reduction of the hydrogen production efficiency. The oxygen consumption
period takes at least one day, which also reduces the industrial feasibility of the hydrogen
production. Besides, the living cell number is continuously decreasing because of the

nutritional stress effect.

Molecular- and microbiological methods and analytical tools were used for the
investigations of the algal-bacterial mixture. Gas chromatography was used for the
measurements of the hydrogen and oxygen concentrations in the headspace of the bottles. The
dissolved oxygen content in the liquid phase of the cultures was measured by oxygen
electrode. The living cell numbers of the bacterial partners were monitored by counting
colony forming unit (CFU). The changes in the algae cell numbers were detected by the
utilization of microscope and Biirker-chamber. The biomass productions of the certain pure
and mixed cultures were followed by spectrophotometer. pH meter and HPLC were used for
the investigation of the media. The alterations and functionality of the photosynthetic system
was followed by chlorophyll fluorescent measurements. The Chlamydomonas sp. 549 strain
was maintained on TP (Tris-Phosphate) plates supplemented with rifampicin, while the
bacterial partners were separated and maintained on LB plates. Capillary Sanger sequencing
of the bacterial 16S rDNA PCR products was used to identify the bacterial partners.

The effects of three natural bacterial partners (Rhodococcus sp., Brevundimonas sp.,
Leifsonia sp.) were tested on the biomass and hydrogen production of Chlamydomonas sp.

549. The highest biomass yields were obtained by the mixture of Rhodococcus sp. -
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Chlamydomonas sp. 549. The algal-bacterial investigations were broadened by adding wild-
type and hydrogenase deficient Escherichia coli and Ralstonia eutropha bacterial strains to
the algae culture as consortial partners. We clearly showed, that Chlamydomonas sp. 549 is
the only hydrogen producer in the algal-bacterial consortium. The highest total accumulated
hydrogen yield was achieved by the utilization of the hydrogenase deficient E. coli AhypF
(1196.06 + 4.42 uL LY.

The hydrogen evolution characteristics of Chlamydomonas sp. 549 — E. coli AhypF
and Ch. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF mixed cultures were analysed. Significant
differences were observed between the total accumulated hydrogen amounts (Ch. reinhardtii
ccl24 - E. coli AhypF: 5800.54 + 65.73 uL L™ vs. Chlamydomonas sp. 549 — E. coli AhypF:
1196.06 + 4.42 L L™) and in the dynamics of hydrogen evolution as well. The hydrogen
production lasted approximately 24h in both Chlamydomonas sp. 549 — E. coli AhypF and Ch.
reinhardtii cc124 - E. coli AhypF mixed cultures, then the hydrogen yields in the headspace
started decreasing. In the case of the Ch. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF mixed culture the
hydrogen production re-started after the fourth day. The oxygen level in the cultures
containing bacterial partner decreased in 4 hours to that level, where it could not inhibit the
operation of the hydrogenases (3 % in the headspace, 1 — 2 umol L™ in the liquid phase). In
conjunction with the acetic acid consumption, which was consumed in 2 days by the mixed
cultures, the oxygen level started increasing after the second day both in the liquid phase
(from 1 — 2 pmol L™* to 1300 - 1600 pmol L ™) and in the headspace (from 3 % to 60 %).

Parallel to the acetic acid consumption, the pH level increased from pH 7.3 to pH 8.7.

Under illumination, the increase of the Chlamydomonas sp. 549 cell number lasted 4
days, although a faster algal cell number increase was observed in the mixed Chlamydomonas
sp. 549 — E. coli AhypF compared to the pure Chlamydomonas sp. 549 culture. The
Rhodococcus sp. was chosen for the colony forming unit (CFU) investigations. The main
conclusion of the CFU result was that the presence of the algal partner under illumination had
a positive effect on bacterial living cell number until the headspace of the sealed bottle is
saturated with hydrogen. In light circumstances, connection was observed between the high
bacterial cell number and the algal hydrogen production in the mixed algal-bacterial cultures
on the first day of the experiment. Along with the stop of algal hydrogen production, the

living cell number of the Rhodococcus sp. was dramatically reduced.
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The algal-bacterial consortial hydrogen producing method was investigated in
combined experiments with the hydrogen producing method of sulfur-deprivation and dark
fermentation. No significant differences were observed in dark fermentative hydrogen
production between the axenic Chlamydomonas sp. 549 and the mixed Chlamydomonas sp.
549 — E. coli AhypF cultures (6114 + 369 uL L' vs. 5621 + 645 uL L™Y). The total
accumulated hydrogen yield and the dynamics of the hydrogen production were compared in
the sulfur-deprived Chlamydomonas sp. 549 and Ch. reinhardtii cc124 axenic cultures, and
Chlamydomonas sp. 549 — E. coli AhypF and Ch. reinhardtii cc124 - E. coli AhypF mixed
cultures. Significant differences were detected between the total accumulated hydrogen yields
of the pure algae and mixed algal-bacterial cultures. The mixed cultures containing E. coli
AhypF bacterial partner produced significantly more hydrogen than the pure algae cultures
(Chlamydomonas sp. 549: 193.5 + 66.81 uL L™* vs. Chlamydomonas sp. 549 - E. coli AhypF:
2637.49 + 555.42 uL L™ and Ch. reinhardtii cc124: 25028.1 + 3943.47 uL L' vs. Ch.
reinhardtii cc124 - E. coli AhypF: 47241.3 + 4660.69 uL L™). Based on these results, it is
hypothesized that the presence of the bacterial partner might have a positive effect on sulfur-
deprived algal hydrogen production. Notable differences were observed in the total
accumulated hydrogen yields, the oxygen level and in the dynamics of the hydrogen evolution
between the sulfur-deprived pure and mixed cultures of both Chlamydomonas sp. 549 and Ch.
reinhardtii cc124. The chlorophyll fluorescent measurements and acetic acid analyses
suggested, that the different acetic acid consumption rates of the two algae strains and the
decrease of the PSII activity are responsible for the observed variations. The activity of the
PSII started to decrease after the fourth day in Chlamydomonas sp. 549, while in the case of
the Ch. reinhardtii cc124 the PSII activity already decreased on the first day of the
experiment. The acetic acid was consumed in approximately two days by Chlamydomonas sp.
549, while total consumption of the acetic acid took four to five days for Ch. reinhardtii
cclz4.

The results showed the importance of the proper selection of the algae and bacterial
partners for the most efficient hydrogen production. The investigated methods allow us to
combine different bacterial and algal partners in order to achieve the highest biohydrogen
output. A remarkable advantage of the approach is that it can reduce the oxygen level in a few
hours without the need of any interventions. The amount of the algal biomass can

continuously grow, which also accelerates the rate of the hydrogen production. In low light
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circumstances, the algal partner can consume the liquid carbon sources with good efficiency

and maintain the bacterial partner with high living cell number.

86



8. Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkOszonni témavezetémnek Dr. Maroti Gergelynek a lehetdséget, hogy
kutatocsoportjaban elsajatithattam a biotechnologiai és molekularis bioldgiai technikakat és
ismereteket. Halas vagyok az irantam tanusitott bizalmaért és tanacsaiért, melyekkel 6nallo
kutatomunkdra 0sztonzott. Koszondom az  aldozatos munkdjat, mindenre kiterjedd

nélkiilozhetetlen segitségét és tiirelmét.

e Koszonom Prof. Dr. Kondorosi Evéanak, hogy lehetdvé tette szamomra a
kutatotevékenységében valo részvételt €s észrevételeivel segitette munkamat.

e Halasan koszonom Dr Raékhely Gabornak, hogy Ilehetévé tette szamomra a
laboratériumi munkat és észrevételeivel segitette munkamat.

e Halasan koszonom Dr. Vass Imrének, hogy egyiittmikodésével segitette
laboratériumi munkamat.

e Koszonet illeti Dr. Deak Zsuzsat a fluoreszcencia mérésekben nyujtott segitségéért.

e Kd&szondm munkatarsaimnak hogy mindig baratsaggal fordultak hozzam.

o KoszO6nom a segitségét a volt BayGen intézet valamennyi dolgozdjanak.

e Végtelen hélaval tartozom csalddomnak az odaadd tdmogatdsukért és végtelen

tirelmiikért.

87



9. Irodalomjegyzék

Afting, C., Hochheimer, A., & Thauer, R. K. (1998). Function of H2-forming
methylenetetranydromethanopterin dehydrogenase from Methanobacterium
thermoautotrophicum in coenzyme F420 reduction with H,. Archives of Microbiology, 169(3),
206-210.

Allakhverdiev, S. I., Thavasi, V., Kreslavski, V. D., Zharmukhamedov, S. K., Klimov, V. V.,
Ramakrishna, S., & Carpentier, R. (2010). Photosynthetic hydrogen production. Journal of
Photochemistry and Photobiology C: Photochemistry Reviews, 11(2), 101-113.

Antal, T. K., Krendeleva, T. E., Laurinavichene, T. V., Makarova, V. V., Ghirardi, M. L.,
Rubin, A. B., & Seibert, M. (2003). The dependence of algal H, production on Photosystem 11
and O, consumption activities in sulfur-deprived Chlamydomonas reinhardtii cells.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Bioenergetics, 1607(2), 153-160.

Beer, L. L., Boyd, E. S., Peters, J. W., & Posewitz, M. C. (2009). Engineering algae for
biohydrogen and biofuel production. Current Opinion in Biotechnology, 20(3), 264-271.

Berggren, G., Adamska, A., Lambertz, C., Simmons, T. R., Esselborn, J., Atta, M., ... &
Fontecave, M. (2013). Biomimetic assembly and activation of [FeFe]-hydrogenases. Nature,
499(7456), 66-69.

Bockris, J. O. (1975). Energy: the solar-hydrogen alternative.

Boichenko, V. A., Greenbaum, E. L. I. A. S., & Seibert, M. I. C. H. A. E. L. (2004).
Hydrogen production by photosynthetic microorganisms. Photoconversion of solar energy,
molecular to global photosynthesis, 2, 397-452.

Brazilian Political Science Review, (2008).
www.bpsr.org.br/index.php/bpsr/article/download/7/5

Burow, L. C., Woebken, D., Bebout, B. M., McMurdie, P. J., Singer, S. W., Pett-Ridge, J., &
Hoehler, T. M. (2011). Hydrogen production in photosynthetic microbial mats in the Elkhorn
Slough estuary, Monterey Bay. The ISME journal, 6(4), 863-874.

Chen, H. C., & Melis, A. (2004). Localization and function of SulP, a nuclear-encoded
chloroplast sulfate permease in Ch. reinhardtii. Planta, 220(2), 198-210.

Chen, H. C., Newton, A. J., & Melis, A. (2005). Role of SulP, a nuclear-encoded chloroplast
sulfate permease, in sulfate transport and H, evolution in Ch. reinhardtii. Photosynthesis
Research, 84(1-3), 289-296.

Chen, H. C., Yokthongwattana, K., Newton, A. J., & Melis, A. (2003). SulP, a nuclear gene
encoding a putative chloroplast-targeted sulfate permease in Ch. reinhardtii. Planta, 218(1),
98-106.

88



Chen, W. H., & Syu, Y. J. (2010). Hydrogen production from water gas shift reaction in a
high gravity (Higee) environment using a rotating packed bed. International Journal of
Hydrogen Energy, 35(19), 10179-101809.

Christopher, K., & Dimitrios, R. (2012). A review on exergy comparison of hydrogen
production methods from renewable energy sources. Energy & Environmental Science, 5(5),
6640-6651.

Cohen, S. S. (1949). Adaptive enzyme formation in the study of uronic acid utilization by the
K-12 strain of Escherichia coli. Journal of Biological Chemistry, 177(2), 607-619.

Doebbe, A., Keck, M., La Russa, M., Mussgnug, J. H., Hankamer, B., Tekge, E., & Kruse, O.
(2010). The interplay of proton, electron, and metabolite supply for photosynthetic H,
production in Ch. reinhardtii. Journal of Biological Chemistry, 285(39), 30247-30260.

Encyclopaedia Britannica (2001) Incorporated, 15th edn; Wilson, S.S. (1981) Spektrum der
Wissenschaft, pp. 99-109 (Okt. 1981)

Eppley, R. W., Gee, R., & Saltman, P. (1963). Photometabolism of acetate by
Chlamydomonas mundana. Physiologia Plantarum, 16(4), 777-792.

Fedorov, A. S., Kosourov, S., Ghirardi, M. L., & Seibert, M. (2005, January). Continuous
hydrogen photoproduction by Ch. reinhardtii. In Twenty-Sixth Symposium on Biotechnology
for Fuels and Chemicals (pp. 403-412). Humana Press.

Florin, L., Tsokoglou, A., & Happe, T. (2001). A novel type of iron hydrogenase in the green
alga Scenedesmus obliquus is linked to the photosynthetic electron transport chain. Journal of
Biological Chemistry, 276(9), 6125-6132.

Fontecilla-Camps, J. C., Volbeda, A., Cavazza, C., & Nicolet, Y. (2007). Structure/function
relationships of [NiFe]-and [FeFe]-hydrogenases. Chemical reviews, 107(10), 4273-4303.

Forestier, M., King, P., Zhang, L., Posewitz, M., Schwarzer, S., Happe, T., & Seibert, M.
(2003). Expression of two [Fe]-hydrogenases in Chlamydomonas reinhardtii under anaerobic
conditions. European Journal of Biochemistry, 270(13), 2750-2758.

Fouchard, S., Hemschemeier, A., Caruana, A., Pruvost, J., Legrand, J., Happe, T., & Cournac,
L. (2005). Autotrophic and mixotrophic hydrogen photoproduction in sulfur-deprived
Chlamydomonas cells. Applied and Environmental Microbiology, 71(10), 6199-6205.

Gaffron, H., & Rubin, J. (1942). Fermentative and photochemical production of hydrogen in
algae. The Journal of General Physiology, 26(2), 219-240.

Gest, H., & Kamen, M. D. (1949). Studies in the metabolism of photosynthetic bacteria IV.:
Photochemical Production of Molecular Hydrogen by Growing Cultures of Photosynthetic
Bacteria. Journal of Bacteriology, 58(2), 239.

89



Gfeller, R. P., & Gibbs, M. (1984). Fermentative metabolism of Chlamydomonas reinhardtii
I. Analysis of fermentative products from starch in dark and light. Plant Physiology, 75(1),
212-218.

Ghirardi, M. L., Cohen, J., King, P., Schulten, K., Kim, K., & Seibert, M. (2006, August).
[FeFe]-hydrogenases and photobiological hydrogen production. In SPIE Optics+ Photonics
(pp. 63400X-63400X). International Society for Optics and Photonics.

Ghirardi, M. L., Posewitz, M. C., Maness, P. C., Dubini, A., Yu, J., & Seibert, M. (2007).
Hydrogenases and Hydrogen Photoproduction in Oxygenic Photosynthetic Organisms*.
Annual Review of Plant Biology, 58, 71-91.

Ghirardi, M. L., Zhang, L., Lee, J. W., Flynn, T., Seibert, M., Greenbaum, E., & Melis, A.
(2000). Microalgae: a green source of renewable H,. Trends in Biotechnology, 18(12), 506-
511.

Gorman, D. S., & Levine, R. P. (1965). Cytochrome f and plastocyanin: their sequence in the
photosynthetic electron transport chain of Chlamydomonas reinhardi. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 54(6), 1665.

Green, M. R., & Sambrook, J. (2012). Molecular cloning: a laboratory manual (pp. 65-73).
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Greenbaum, E., Guillard, R. R. L., & Sunda, W. G. (1983). Hydrogen and oxygen
photoproduction by marine algae. Photochemistry and Photobiology, 37(6), 649-655.

Hall, C., Tharakan, P., Hallock, J., Cleveland, C., & Jefferson, M. (2003). Hydrocarbons and
the evolution of human culture. Nature, 426(6964), 318-322.

Hankamer, B., Lehr, F., Rupprecht, J., Mussgnug, J. H., Posten, C., & Kruse, O. (2007).
Photosynthetic biomass and H, production by green algae: from bioengineering to bioreactor
scale-up. Physiologia Plantarum, 131(1), 10-21.

Happe, R. P., Roseboom, W., Pierik, A. J., Albracht, S. P., & Bagley, K. A. (1997).
Biological activation of hydrogen. Nature, (385), 126-126.

Happe, T., Hemschemeier, A., Winkler, M., & Kaminski, A. (2002). Hydrogenases in green
algae: do they save the algae's life and solve our energy problems? Trends in Plant Science,
7(6), 246-250.

Happe, T., & Kaminski, A. (2002). Differential regulation of the Fe-hydrogenase during
anaerobic adaptation in the green alga Chlamydomonas reinhardtii. European Journal of
Biochemistry, 269(3), 1022-1032.

Happe, T., Mosler, B., & Naber, J. D. (1994). Induction, localization and metal content of
hydrogenase in the green alga Chlamydomonas reinhardtii. European Journal of
Biochemistry, 222(3), 769-774.

Harris, E. H. (1989). The chlamydomonas sourcebook (Vol. 2). San Diego: Academic Press.

90



Hartmann, G. C., Klein, A. R., Linder, M., & Thauer, R. K. (1996). Purification, properties
and primary structure of Hy-forming N 5, N210-methylenetetrahydromethanopterin
dehydrogenase from Methanococcus thermolithotrophicus. Archives of Microbiology, 165(3),
187-193.

Hemschemeier, A., & Happe, T. (2005). The exceptional photofermentative hydrogen
metabolism of the green alga Chlamydomonas reinhardtii. Biochemical Society Transactions,
33(1), 39-41.

Holzenburg, A., Mayer, F., Harauz, G., Van Heel, M., Tokuoka, R., Ishida, T., & Saenger, W.
(1987). Structure of D-ribulose-l, 5-bisphosphate carboxylase/oxygenase from Alcaligenes
eutrophyus H16.

Hutner, S. H., Provasoli, L., Schatz, A., & Haskins, C. P. (1950). Some approaches to the
study of the role of metals in the metabolism of microorganisms. Proceedings of the American
Philosophical Society, 152-170.

International Energy Agency (IEA), 2002 Key World Energy Statistics, 2002
International Energy Agency (IEA), 2008. Key World Energy Statistics 2008

IPCC, 2006. IPCC guidelines for national greenhouse gas inventories. Prepared by the
National Greenhouse Gas Inventories Programme (Eggleston, H.S., Buendia, L., Miwa, K.,
Ngara, T., Tanabe, K., Eds.). IGES, Japan.

Joliot, A. Joliot. P.(1964) Comptes rendus hebdomadaires des séances de l'Académie des
sciences, 258, 4622-4625.

Jordan, P., Fromme, P., Witt, H. T., Klukas, O., Saenger, W., & Krauf}, N. (2001). Three-
dimensional structure of cyanobacterial photosystem I at 2.5 A resolution. Nature, 411(6840),
909-917.

Jordan, R., Nessau, U., & Schlodder, E. (1998). Charge recombination between the reduced
iron-sulphur clusters and P700". In Photosynthesis: mechanisms and effects (pp. 663-666).
Springer Netherlands.

Kawaguchi, H., Hashimoto, K., Hirata, K., & Miyamoto, K. (2001). H, production from algal
biomass by a mixed culture of Rhodobium marinum A-501 and Lactobacillus amylovorus.
Journal of Bioscience and Bioengineering, 91(3), 277-282.

Kim, M. S., Baek, J. S., Yun, Y. S., Jun Sim, S., Park, S., & Kim, S. C. (2006). Hydrogen
production from Chlamydomonas reinhardtii biomass using a two-step conversion process:
Anaerobic conversion and photosynthetic fermentation. International Journal of Hydrogen
Energy, 31(6), 812-816.

Kosourov, S. N., Batyrova, K. A., Petushkova, E. P., Tsygankov, A. A., Ghirardi, M. L., &
Seibert, M. (2012). Maximizing the hydrogen photoproduction yields in Chlamydomonas

91



reinhardtii cultures: the effect of the H, partial pressure. International Journal of Hydrogen
Energy, 37(10), 8850-8858.

Kosourov, S. N., Ghirardi, M. L., & Seibert, M. (2011). A truncated antenna mutant of
Chlamydomonas reinhardtii can produce more hydrogen than the parental strain.
International Journal of Hydrogen Energy, 36(3), 2044-2048.

Kosourov, S., Seibert, M., & Ghirardi, M. L. (2003). Effects of extracellular pH on the
metabolic pathways in sulfur-deprived, H,-producing Chlamydomonas reinhardtii cultures.
Plant and Cell Physiology, 44(2), 146-155.

Kotai, J. (1972). Instructions for preparation of modified nutrient solution Z8 for algae.
Norwegian Institute for Water Research, Oslo, 11(69), 5.

Kovécs, K. L., Maroti, G., & Rakhely, G. (2006). A novel approach for biohydrogen
production. International Journal of Hydrogen Energy, 31(11), 1460-1468.

Krabben, L., Schlodder, E., Jordan, R., Carbonera, D., Giacometti, G., Lee, H., & Lubitz, W.
(2000). Influence of the axial ligands on the spectral properties of P700 of photosystem I: a
study of site-directed mutants. Biochemistry, 39(42), 13012-13025.

Krassen, H., Schwarze, A., Friedrich, B., Ataka, K., Lenz, O., & Heberle, J. (2009).
Photosynthetic hydrogen production by a hybrid complex of photosystem | and [NiFe]-
hydrogenase. ACS Nano, 3(12), 4055-4061.

Kreuzberg, K. (1984). Starch fermentation via a formate producing pathway in
Chlamydomonas reinhardii, Chlorogonium elongatum and Chlorella fusca. Physiologia
Plantarum, 61(1), 87-94.

Kruse, O., & Hankamer, B. (2010). Microalgal hydrogen production. Current Opinion in
Biotechnology, 21(3), 238-243.

Kruse, O., Rupprecht, J., Bader, K. P., Thomas-Hall, S., Schenk, P. M., Finazzi, G., &
Hankamer, B. (2005). Improved photobiological H, production in engineered green algal
cells. Journal of Biological Chemistry, 280(40), 34170-34177.

Kuhl, A. (1962) Zur phsiologie der Speicherung Kondensierter anorganisher phospahte in
Chlorella. Vortag Bot. Hrsg. Deut. Botan. Ges. (N.C.), 1, 157-166.

Kundu, S., Trent Ill, J. T., & Hargrove, M. S. (2003). Plants, humans and hemoglobins.
Trends in Plant Science, 8(8), 387-393.

Laurinavichene, T. V., Fedorov, A. S., Ghirardi, M. L., Seibert, M., & Tsygankov, A. A.
(2006). Demonstration of sustained hydrogen photoproduction by immobilized, sulfur-
deprived Chlamydomonas reinhardtii cells. International Journal of Hydrogen Energy, 31(5),
659-667.

92



Li, X., Huang, S., Yu, J., Wang, Q., & Wu, S. (2013). Improvement of hydrogen production
of Chlamydomonas reinhardtii by co-cultivation with isolated bacteria. International Journal
of Hydrogen Energy, 38(25), 10779-10787.

Lipman, T., (2011) An overview of hydrogen production and storage systems with renewable
hydrogen case studies. In: Energy Efficiency and Renewable Energy Fuel Cell Technologies
Program (US DOE Grant DE-FC3608G018111A000).

Maier, T., Binder, U., & Bock, A. (1996). Analysis of the hydA locus of Escherichia coli: two
genes (hydN and hypF) involved in formate and hydrogen metabolism. Archives of
Microbiology, 165(5), 333-341.

Manish, S., & Banerjee, R. (2008). Comparison of biohydrogen production processes.
International Journal of Hydrogen Energy, 33(1), 279-286.

Markets and Markets, 2011. Hydrogen Generation Market-by Merchant & Captive Type,
Distributed & Centralized Generation, Application & Technology-Trends & Global Forecasts
(2011-2016). Report code: EP1708. http://www.marketsandmarkets.com/Market-
Reports/hydrogen-generation-market-494.html.

Martin-Amouroux, J.-M. (2003) IEPE, Grenoble, France, BP Statistical Review of World
Energy (2004) United Kingdom.

Melis, A. (2007). Photosynthetic H, metabolism in Chlamydomonas reinhardtii (unicellular
green algae). Planta, 226(5), 1075-1086.

Melis, A., & Happe, T. (2001). Hydrogen production. Green algae as a source of energy.
Plant Physiology, 127(3), 740-748.

Melis, A., & Melnicki, M. R. (2006). Integrated biological hydrogen production. International
Journal of Hydrogen Energy, 31(11), 1563-1573.

Melis, A., Neidhardt, J., & Benemann, J. R. (1998). Dunaliella salina (Chlorophyta) with
small chlorophyll antenna sizes exhibit higher photosynthetic productivities and photon use
efficiencies than normally pigmented cells. Journal of Applied Phycology, 10(6), 515-525.

Melis, A., Seibert, M., & Happe, T. (2004). Genomics of green algal hydrogen research.
Photosynthesis Research, 82(3), 277-288.

Melis, A., Zhang, L., Forestier, M., Ghirardi, M. L., & Seibert, M. (2000). Sustained
photobiological hydrogen gas production upon reversible inactivation of oxygen evolution in
the green alga Chlamydomonas reinhardtii. Plant Physiology, 122(1), 127-136.

Metz, J. G., Pakrasi, H. B., Seibert, M., & Arntzer, C. J. (1986). Evidence for a dual function
of the herbicide-binding D1 protein in photosystem Il. FEBS letters, 205(2), 269-274.

Moseley, J., Quinn, J., Eriksson, M., & Merchant, S. (2000). The Crdl gene encodes a
putative di-iron enzyme required for photosystem | accumulation in copper deficiency and
hypoxia in Chlamydomonas reinhardtii. The EMBO journal, 19(10), 2139-2151.

93



Mus, F., Dubini, A., Seibert, M., Posewitz, M. C., & Grossman, A. R. (2007). Anaerobic
acclimation in Chlamydomonas reinhardtii anoxic gene expression, hydrogenase induction,
and metabolic pathways. Journal of Biological Chemistry, 282(35), 25475-25486.

Nguyen, A. V., Thomas-Hall, S. R., Malnoé€, A., Timmins, M., Mussgnug, J. H., Rupprecht,
J., & Schenk, P. M. (2008). Transcriptome for photobiological hydrogen production induced
by sulfur deprivation in the green alga Chlamydomonas reinhardtii. Eukaryotic cell, 7(11),
1965-1979.

Nicolet, Y., Piras, C., Legrand, P., Hatchikian, C. E., & Fontecilla-Camps, J. C. (1999).
Desulfovibrio desulfuricans iron hydrogenase: the structure shows unusual coordination to an
active site Fe binuclear center. Structure, 7(1), 13-23.

Nouni, M. R. (2012). Hydrogen energy and fuel cell technology: Recent developments and
future prospects in India. Renewable Energy-Akshay Urja 5(5), 10-14.

Ohta, S., Miyamoto, K., & Miura, Y. (1987). Hydrogen evolution as a consumption mode of
reducing equivalents in green algal fermentation. Plant Physiology, 83(4), 1022-1026.

Pandey, A., Lee, D. J., Chisti, Y., & Soccol, C. R. (Eds.). (2013). Biofuels from algae.
Newnes.

Papageorgiou, G. C., Govindjee (Eds.). (2004). Chlorophyll a fluorescence: a signature of
photosynthesis (Vol. 19). Springer.

Papageorgiou, G. C., Tsimilli-Michael, M., & Stamatakis, K. (2007). The fast and slow
kinetics of chlorophyll a fluorescence induction in plants, algae and cyanobacteria: a
viewpoint. Photosynthesis Research, 94(2-3), 275-290.

Perreault, F., Ait Ali, N., Saison, C., Popovic, R., & Juneau, P. (2009). Dichromate effect on
energy dissipation of photosystem Il and photosystem 1 in Chlamydomonas reinhardtii.
Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, 96(1), 24-29.

Peters, J. W. (1999). Structure and mechanism of iron-only hydrogenases. Current Opinion in
Structural Biology, 9(6), 670-676.

Peters, J. W., Lanzilotta, W. N., Lemon, B. J., & Seefeldt, L. C. (1998). X-ray crystal
structure of the Fe-only hydrogenase (Cpl) from Clostridium pasteurianum to 1.8 angstrom
resolution. Science, 282(5395), 1853-1858.

Pierik, A. J., Roseboom, W., Happe, R. P., Bagley, K. A., & Albracht, S. P. (1999). Carbon
monoxide and cyanide as intrinsic ligands to iron in the active site of [NiFe]-hydrogenases
NiFe (CN) 2CO, Biology’s way to activate Hp. Journal of Biological Chemistry, 274(6),
3331-3337.

Posewitz, M. C., King, P. W., Smolinski, S. L., Zhang, L., Seibert, M., & Ghirardi, M. L.
(2004). Discovery of two novel radical S-adenosylmethionine proteins required for the

94



assembly of an active [Fe] hydrogenase. Journal of Biological Chemistry, 279(24), 25711-
25720.

Quinn, J. M., Eriksson, M., Moseley, J. L., & Merchant, S. (2002). Oxygen deficiency
responsive gene expression in Chlamydomonas reinhardtii through a copper-sensing signal
transduction pathway. Plant Physiology, 128(2), 463-471.

Razeghifard, R. (2013). Algal biofuels. Photosynthesis Research, 117(1-3), 207-219.

Rubach, J. K., Brazzolotto, X., Gaillard, J., & Fontecave, M. (2005). Biochemical
characterization of the HydE and HydG iron-only hydrogenase maturation enzymes from
Thermatoga maritima. FEBS Letters, 579(22), 5055-5060.

Sambrook, J., Russell, D. W., & Russell, D. W. (2001). Molecular cloning: a laboratory
manual (3-volume set) (Vol. 999). Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring Harbor
Laboratory Press.

Schansker, G., Toth, S. Z., & Strasser, R. J. (2005). Methylviologen and
dibromothymoquinone treatments of pea leaves reveal the role of photosystem I in the Chl a
fluorescence rise OJIP. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Bioenergetics, 1706(3), 250-
261.

Schreiber, U., Schliwa, U., & Bilger, W. (1986). Continuous recording of photochemical and
non-photochemical chlorophyll fluorescence quenching with a new type of modulation
fluorometer. Photosynthesis Research, 10(1-2), 51-62.

Schiitz, K., Happe, T., Troshina, O., Lindblad, P., Leitdo, E., Oliveira, P., & Tamagnini, P.
(2004). Cyanobacterial H, production—a comparative analysis. Planta, 218(3), 350-359.

Scoma, A., Krawietz, D., Faraloni, C., Giannelli, L., Happe, T., & Torzillo, G. (2012).
Sustained H, production in a Chlamydomonas reinhardtii D1 protein mutant. Journal of
Biotechnology, 157(4), 613-619.

Seibert, M., King, P. W., Posewitz, M. C., Melis, A., Ghirardi, M. L., Wall, J. D., & Demain,
A. (2008). Photosynthetic water-splitting for hydrogen production. In Bioenergy (pp. 273-
291). ASM Press.

Sen, U., Shakdwipee, M., & Banerjee, R. (2008). Status of biological hydrogen production.
Journal of Scientific and Industrial Research, 67(11), 980.

Skjanes, K., Knutsen, G., Killqvist, T., & Lindblad, P. (2008). H, production from marine
and freshwater species of green algae during sulfur deprivation and considerations for
bioreactor design. International journal of hydrogen energy, 33(2), 511-521.

Sorensen, B. (2005). Hydrogen and Fuel Cells: Emerging technologies and applications.
Academic Press.

Spruit, C. J. P. (1958). Simultaneous photoproduction of hydrogen and oxygen by Chlorella.
Meded. van de Landbou Wageningen, 58, 1-17.

95



Strasser, R. J., & Srivastava, A. (1995). Polyphasic chlorophyll a fluorescence transient in
plants and cyanobacteria. Photochemistry and Photobiology, 61(1), 32-42.

Sueoka, N. (1960). Mitotic replication of deoxyribonucleic acid in Chlamydomonas
reinhardtii. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
46(1), 83.

Toth, S. Z., Schansker, G., & Strasser, R. J. (2007). A non-invasive assay of the plastoquinone
pool redox state based on the OJIP-transient. Photosynthesis research, 93(1-3), 193-203.

Thauer, R. K., Klein, A. R., & Hartmann, G. C. (1996). Reactions with molecular hydrogen in
microorganisms: evidence for a purely organic hydrogenation catalyst. Chemical Reviews,
96(7), 3031-3042.

Toepel, J., llimer-Kephalides, M., Jaenicke, S., Straube, J., May, P., Goesmann, A., & Kruse,
0. (2013). New insights into Chlamydomonas reinhardtii hydrogen production processes by
combined microarray/RNA-seq transcriptomics. Plant biotechnology journal, 11(6), 717-733.

Trtilek, M., Kramer, D. M., Koblizek, M., & Nedbal, L. (1997). Dual-modulation LED Kinetic
fluorometer. Journal of Luminescence, 72, 597-599.

Tsimilli-Michael, M., Stamatakis, K., & Papageorgiou, G. C. (2009). Dark-to-light transition
in Synechococcus sp. PCC 7942 cells studied by fluorescence kinetics assesses plastoquinone
redox poise in the dark and photosystem Il fluorescence component and dynamics during state
2 to state 1 transition. Photosynthesis Research, 99(3), 243-255.

Tsygankov, A. A., Kosourov, S. N., Tolstygina, I. V., Ghirardi, M. L., & Seibert, M. (2006).
Hydrogen production by sulfur-deprived Chlamydomonas reinhardtii under photoautotrophic
conditions. International Journal of Hydrogen Energy, 31(11), 1574-1584.

Tsygankov, A. A., Kosourov, S. N., Seibert, M., & Ghirardi, M. L. (2002). Hydrogen
photoproduction under continuous illumination by sulfur-deprived, synchronous
Chlamydomonas reinhardtii cultures. International Journal of Hydrogen Energy, 27(11),
1239-1244.

Tsygankov, A. A., Kosourov, S. N., Tolstygina, I. V., Ghirardi, M. L., & Seibert, M. (2006).
Hydrogen production by sulfur-deprived Chlamydomonas reinhardtii under photoautotrophic
conditions. International Journal of Hydrogen Energy, 31(11), 1574-1584.

Turner, J., Sverdrup, G., Mann, M. K., Maness, P. C., Kroposki, B., Ghirardi, M., & Blake, D.
(2008). Renewable hydrogen production. International Journal of Energy Research, 32(5),
379-407.

Vass, I, Kirilovsky, D., & Etienne, A. L. (1999). UV-B radiation-induced donor-and
acceptor-side modifications of photosystem Il in the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC
6803. Biochemistry, 38(39), 12786-12794.

96



Velthuys, B. R. (1981). Electron-dependent competition between plastoquinone and inhibitors
for binding to photosystem Il. FEBS Letters, 126(2), 277-281.

Vignais, P. M., & Billoud, B. (2007). Occurrence, classification, and biological function of
hydrogenases: an overview. Chemical Reviews, 107(10), 4206-4272.

Vignais, P. M., Billoud, B., & Meyer, J. (2001). Classification and phylogeny of
hydrogenases. FEMS Microbiology Reviews, 25(4), 455-501.

Volbeda, A., Montet, Y., Vernéde, X., Hatchikian, E. C., & Fontecilla-Camps, J. C. (2002).
High-resolution crystallographic analysis of Desulfovibrio fructosovorans [NiFe]
hydrogenase. International Journal of Hydrogen Energy, 27(11), 1449-1461.

Volgusheva, A., Styring, S., & Mamedov, F. (2013). Increased photosystem Il stability
promotes H, production in sulfur-deprived Chlamydomonas reinhardtii. Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 110(18), 7223-7228.

Weaver, P. F., Lien, S., & Seibert, M. (1980). Photobiological production of hydrogen. Solar
Energy, 24(1), 3-45.

White, A. L., & Melis, A. (2006). Biochemistry of hydrogen metabolism in Chlamydomonas
reinhardtii wild type and a Rubisco-less mutant. International Journal of Hydrogen Energy,
31(4), 455-464.

Winkler, M., Heil, B., Heil, B., & Happe, T. (2002). Isolation and molecular characterization
of the [Fe]-hydrogenase from the unicellular green alga Chlorella fusca. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA)-Gene Structure and Expression, 1576(3), 330-334.

Winkler, M., Hemschemeier, A., Gotor, C., Melis, A., & Happe, T. (2002). [Fe]-hydrogenases
in green algae: photo-fermentation and hydrogen evolution under sulfur deprivation.
International Journal of Hydrogen Energy, 27(11), 1431-14309.

Winkler, M., Maeurer, C., Hemschemeier, A., & Happe, T. (2004). The isolation of green
algal strains with outstanding H, productivity. (pp. 103-116). Elsevier Science, Oxford.

Wolf, 1., Buhrke, T., Dernedde, J., Pohlmann, A., & Friedrich, B. (1998). Duplication of hyp
genes involved in maturation of [NiFe] hydrogenases in Alcaligenes eutrophus H16. Archives
of Microbiology, 170(6), 451-459.

Wraight, C. A. (1981). Oxidation-reduction physical chemistry of the acceptor quinone
complex in bacterial photosynthetic reaction centers: evidence for a new model of herbicide
activity. Israel Journal of Chemistry, 21(4), 348-354.

Wu, S, Li, X, Yu, J., & Wang, Q. (2012). Increased hydrogen production in co-culture of
Chlamydomonas reinhardtii and Bradyrhizobium japonicum. Bioresource Technology, 123,
184-188.

97



Wykoff, D. D., Davies, J. P., Melis, A., & Grossman, A. R. (1998). The regulation of
photosynthetic electron transport during nutrient deprivation in Chlamydomonas reinhardtii.
Plant Physiology, 117(1), 129-139.

Xuefeng L. (2014). Biofuels: From Microbes to Molecules. Caister Academic Press.

Zhang, L., Happe, T., & Melis, A. (2002). Biochemical and morphological characterization of
sulfur-deprived and H, producing Chlamydomonas reinhardtii (green alga). Planta, 214(4),
552-561.

Zirngibl, C., Dongen, W., Schworer, B., Biinau, R., Richter, M., Klein, A., & Thauer, R. K.
(1992). H,-forming methylenetetranydromethanopterin dehydrogenase, a novel type of
hydrogenase without iron-sulfur clusters in methanogenic archaea. European Journal of
Biochemistry, 208(2), 511-520.

98



