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1. Bevezetés

Korunk globalis 6kologiai problémai kozé tartozik a klimavaltozas jelensége, amelyért
az emberi beavatkozisok mintegy 80%-ban teheték feleléssé (Das és Veziroglu, 2001). A
tarsadalom novekvd energiaigénye, a népességnovekedés, valamint a fosszilis
energiaforrdsokkal — kapcsolatos aggodalmak  miatt  elengedhetetlenne  valik az
energiarendszeriink atalakitasa. A fosszilis energiaforrasokkal kapcsolatos bizonytalansagok az
eréforrasok készleteinek gyors kimeriilésébdl, illetve az ehhez kapcsolodd gazdasagi és
politikai konfliktusokbol erednek (Hall és mtsai., 2003). A fosszilis er6forrasokbol szarmazo
energia (koolaj, foldgaz és szén) Korlatozott, ezen felul az energiaforrasok feltarasa,

feldolgozasa és felhasznalasa jelent6s kornyezeti hatasokat gyakorol a Foldre (Pimentel, 1991).

A jelenlegi tudasunk alapjan a megajuld energiaforrasokra valo attérés lehetoséget ad
egy fenntarthatobb energiarendszer kialakitasahoz (Das és Veziroglu, 2001). A megujuld
er6forrasok eldnyos tulajdonsagaik (olcso, kornyezetbarat €s nagy mennyiségben megtalalhato)
miatt nagy fontosadggal birnak. A legfébb megajuld energiaforrasaink a vizenergia, a

szélenergia, a napenergia és a geotermikus energia, melyek a Fold természeti er6forrasai.

A megujulé energiaforrasok tekintetében a napenergia az egyik legfontosabb. A Nap a
legnagyobb természetes eréforras a Fold szamara, energidjanak hatékony hasznositasa a foldi
élet alapja. A napenergia elsodleges formai a ho és a fény, amelyek kiillonb6z6 mddon képesek
atalakulni és elnyel6dni a kornyezetben. Ezen atalakulasok némelyike megujuld
energiaforrasokat eredmeényez, mint példaul a biomassza (Panwar és mtsai., 2011). A Napbdl
érkezd energia hasznositdsanak két modja van: az aktiv és a passziv energiatermelés. Aktiv
napenergia felhasznalads sordan a Napbol érkezd energia felfogasara és felhaszndlasara egy
berendezést hasznalunk, mint példaul napelemet, vagy napkollektort (Panwar és mtsai., 2011).
Passziv energia felhasznalds soran elsdsorban kivitelezési ¢és tervezési megoldasokkal
hasznositjuk a napenergiat, példaul az épiilet kialakitasaval, vagy alkalmazott épitdanyagok
alkalmazasaval (Correia és mtsai., 2022). A napenergiahoz kapcsolddé technoldgiak segitenek

megoldani az emberiség el6tt allo kihivasokat.

Ezen tilmenden, fontos megjegyezni, hogy a napenergia hidrogénné konvertalhat6. A
hidrogén a vilagegyetem legnagyobb mennyiségében eldforduld legegyszeriibb és legkdnnyebb
kétatomos eleme. Egyediilallé tulajdonsagai miatt sok szempontbol megfelelé megajuld

energiaforrskeént szolgalhat (Das és Veziroglu, 2001; Han és Shin, 2004; Lee és mtsai., 2008;



Lin és mtsai., 2008; Suzuki, 1982). Nem radioaktiv, nem toxikus és nem tveghazhatasu gaz,
valamint elégése soran viz keletkezik, ami artalmatlan az emberre és a kornyezetre (Das és
Veziroglu, 2001; Suzuki, 1982). A hidrogén égese (122 KJ/g) korulbelul 2.75-szor
hatékonyabb, mint a szénhidrogén lzemanyagoké. Ennélfogva a hidrogén a legmagasabb

futoértékkel rendelkezik, amely 3042 cal/m? (Lay és mtsai., 1999).

A hidrogén megkozelitéleg 99%-a fosszilis tiizeldanyagokbol szarmazik, amelyek
jelentés 1égszennyezést okoznak (Das és Veziroglu, 2001). Emiatt szikség van olyan
modszerek kifejlesztésére, amelyek a megujuld energiaforrasokra épiilnek, és lehetové teszik a
kornyezetbarat hidrogéntermelést. Az egyik igéretes megkdzelités a zoldalgak felhasznalasa,

mivel a fotoszintézis soran rendkivil hatékonyan képesek hidrogént eléallitani.

2. Célkitiuzések

Szamos energiahordoz6 kozott nagy jelentdséget bir a hidrogén, mint tiszta, alternativ
és megujuld energiaforras. Jelenleg szamos olyan modszer létezik, amely egy algatorzs és egy
mikroorganizmus egyiittes alkalmazasan alapulva biohidrogént képes eléallitani. Jelen dolgozat
a keményit6 alaptt mikroalga ko-kultirék hidrogéntermelésének tulajdonsagaira és a bakterialis

partner kapcsolatara fokuszal. Ezek alapjan célul tiiztiik ki:

1. A Mosonmagyarovari Alga Kultura Gytijteménybdl a 2 leghatékonyabb biomassza
termelésre képes hidrogéntermelé Chlorella térzs kozul az alga-baktérium ko-kultdra

hidrogéntermelésének vizsgalatara legalkalmasabb algatorzs kivalasztasat.

2. A HUN-REN Szegedi Biologiai Kutatokdzpontjanak Biokémiai Intézetébdl a 3
leghatékonyabb keményitdbonto Bacillus torzs kozul a hidrogéntermelést, valamint az

alga biomassza hozamot leginkabb elésegitd bakterialis partner meghatarozasat.

A hidrogéntermelés tanulmanyozasara a Chlamydomonas reinhardtii algatorzset
modellrendszernek tekintjiik. Kisérleteink alapjan a leghatékonyabb biomassza termeld
algatorzsnek a Chlorella sp. MACC-360-at, valamint a leginkabb el&segitd bakterialis

partnernek a Bacillus amyloliquefaciens torzset valasztottuk. Ezek alapjan célul tiiztiik ki:



3. A Chlorella sp. MACC-360 és a Chlamydomonas reinhardtii cc124 kultirahoz
mesterségesen hozzaadott Bacillus amyloliquefaciens bakterialis partner hatasanak
vizsgalatat az algakultirak sejtszam valtozasaira, a keményitébonté képességekre, a

hidrogéntermelésekre és az oxigénszint valtozasokra.

4. Az axénikus és az alga-baktérium ko-kultardk alland6 és folyamatos
hidrogéntermelésének tanulmanyozasat a kiilonb6z6 hidrogéntermelési modszerek

kombinacidiban torténd alkalmazasaban.

5. A Chlorella sp. MACC-360 - Bacillus amyloliquefaciens ko-kultara allandé és
folyamatos  hidrogéntermelésének  fejlesztését acetatmentes tapoldatban a

keményitébontd képesség és az alga-baktérium arany meghatarozasa alapjan.

3. Anyagok és modszerek

Kisérleteink els6 felében az LB tapoldatban felnovesztett bakterialis partnereket
(Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus mycoides és Bacillus cereus) és a TAP tapoldatban
felnfvesztett legjobb biomassza hozammal rendelkezé Chlorella algakulturakat (Chlorella sp.
MACC-38 és Chlorella sp. MACC-360) MM téapoldatba oltottuk at. Az alga-baktérium

kulturdkat MM tapoldatbol szintetikus szennyvizbe oltottuk at, és 4 napig ndvesztettik.

Kisérleteink masodik felében az LB tapoldatban felndvesztett Bacillus
amyloliquefaciens bakterialis partnert és a TAP tapoldatban felngvesztett Chlorella sp. MACC-
360 és C. reinhardtii cc124 algakultirat keményitémentes, illetve keményit6 tartalmu TAP,

illetve TP tapoldatokba oltottuk at, és 7 napig novesztettik.

Az alga-baktérium ko-kulturakat szamos modszerrel vizsgaltuk meg. A légter hidrogén
és oxigén szintjeinek valtozasait gazkromatografiaval kovettik. Luna-FL Sejtszamlalét és
Quantom Tx™ Mikrobialis Sejtszamlalét alkalmazva kovettilk az alga-baktérium ko-
kultarak sejtszam valtozasait. Az alga-baktérium ko-kultirdk biomassza valtozasait precizios
mérleg segitségével mertik meg. A klorofill és a keményité tartalom meghatarozasat
fluoreszcencia mérésekkel kovettik nyomon. A tapoldatok mindség és mennyiségbeli
valtozasainak vizsgélatahoz Hidex mikrolemez-leolvasot és pH mérdt alkalmaztunk.

Fluoreszcens és pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalatokat alkalmazva figyeltik meg az
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Az 6sszes grafikont, szamitast és statisztikai elemzést a GraphPad Prism szoftver 8.0
Windows PC-hez verzio segitségével vegeztik el. Minden adatot egytényezds
varianciaanalizisnek (ANOVA) vetettink ald. Minden elemzésnél 5%-o0s statisztikai

szignifikancia szintet allitottunk be.

4. Eredmények

Eredményeim alapjan a feltett kérdésekre az alabbi valaszokat tudom megfogalmazni:

1. Teszteltlik a harom természetes bakterialis partner (Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
mycoides és Bacillus cereus) hatasat a Chlorella sp. MACC-38 és Chlorella sp. MACC-
360 sejtszam novekedésére, exopoliszacharid és hidrogéntermelésére. Az eredmények
alapjan a Chlorella sp. MACC-38 algakultira magasabb biomassza hozama ellenére, a
Chlorella sp. MACC-360 algakultara produkalt magasabb napi hidrogén mennyiséget, ha

egyutt novesztettiik valamelyik Bacillus bakterialis partnerrel.

2. A bakterialis partnerek jelenléte elengedhetetlen volt a hidrogéntermelés beinditdsdhoz a
Chlorella fajok esetében, mivel ©nalléan nem voltak képesek a hidrogéntermelésre.
Mindkét algakultira a legnagyobb mennyiségii hidrogént B. amyloliquefaciens baktérium
partnerrel egyltt ndvesztve termelte, mig a legkevesebb hidrogént a B. cereus baktérium
partner jelenlétében. A legstabilabb és legfenntarthatobb napi hidrogéntermelést, a

Chlorella sp. MACC-360 algakultura B. cereus bakterialis partner jelenlétében produkalta.

A hidrogéntermelés tanulményozasara a Chlamydomonas reinhardtii algatorzset
modellrendszernek tekintjiik. Kisérleteink alapjan a leghatékonyabb biomassza termeld
algatorzsnek a Chlorella sp. MACC-360-at, valamint a leginkabb elésegitd bakterialis

partnernek a Bacillus amyloliquefaciens torzset valasztottuk.

Az elvégzett kisérletek alapjan az alabbi eredményeket allapitottam meg:

3. Eredményeink azt mutattak, hogy mindkét alga elényben részesitette az acetat molekulat,
mint a keményitd makromolekulait és annak szarmazékait TAP tapoldatban. Az acetat

megvaltoztatja a keményit6 fizikai-kémiai tulajdonsagat, emiatt az amil6z és amilopektin
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lancok hidrolizalodnak. Ennek hatdsara az axénikus Chlorella sp. MACC-360 algakultira
képes volt felhasznalni a keményité lebontasabdl szarmazo elektronokat, mig a C.
reinhardtii cc124 nem tudta hasznositani ilyen kortilmenyek kozott. Egyik axénikus
algatdrzs sem tudta lebontani a keményitét TP tapoldatban. Azonban a Chlorella sp.
MACC-360 algakultira képes volt keményitét fogyasztani TP tapoldatban, amikor a
bakterialis partnert adtunk hozza. A bakterialis partner 6nmagaban nem képes a
hidrogéntermelésre egyik tdpoldatban sem. A bakterialis partner jelenléte elengedhetetlen
volt a Chlorella sp. MACC-360 algakultira hidrogéntermelésének ndvelésére. TAP
tapoldatban a legnagyobb hidrogéntermelést a Chlorella sp. MACC-360 algakultdra
esetében 8 g/L keményit6t koncentracioban figyeltiik meg, mig C. reinhardtii ccl124
algakultira esetében 16 g/L keményitét tartalmazo tapoldatban. A bakterialis partner
hozzaadasa nem novelte jelentésen a C. reinhardtii cc124 algakultira hidrogéntermelését

sem TAP, illetve sem TP tapoldatban (kemeényitével kiegészitve vagy anélkiil).

. Acetat tartalm0 TAP tapoldatokban, az dsszes axénikus és alga-baktérium ko-kultara (C.
reinhardtii cc124 és Chlorella sp. MACC-360) kepes volt a hidrogéntermelésre az 504 0ras
(21 napos) kisérlet végéig mind keményito jelenlétében, mind keményit6 nélkil. A kiserlet
végéig a C. reinhardtii cc124 algakulturakban alacsony mennyiségti, mig Chlorella sp.
MACC-360 algakulturdkban magasabb mennyiségii hidrogén termel6dott keményitdvel
Kiegészitett, illetve keményitémentes TAP tapoldatokban is. A hozzdadott bakterialis
partner erésen fokozta a Chlorella sp. MACC-360 algakultira hidrogéntermelését, de a
hozzidadott keményité mennyisége nem serkentette tovabb a hidrogéntermelést.
Acetatmentes TP tapoldatban, a C. reinhardtii cc124 algakultdra nem volt képes hosszl
tavon a stabil hidrogéntermelésre. Az axénikus Chlorella sp. MACC-360 algakultira csak
akkor tudott hidrogént termelni, amikor egyutt novesztettiik B. amyloliquefaciens partnerrel
(a kiindulé baktériumkultira 3x10° sejt/mL kultGra) és a tapoldatot kiegészitettiik
keményitdvel. Sajnos a keletkezett hidrogén mennyisége meglehetdsen alacsony volt, €s

288 ora (12 nap) mulva az algasejtek ledlltak a hidrogéntermeléssel.

. Akiindulé baktériumkultira 3x10° sejt/mL kultira sejtszamat megemeltiik a 2,5-szeresére,
mig az axenikus algakultira kezdeti sejtszamat nem valtoztattuk. A Chlorella sp. MACC-
360 algakultara allandd, magas és folyamatos hidrogéntermelésre volt képes 8 g/L

keményit6vel kiegészitett TP tapoldatban.



5. Summary

Based on my results, | can formulate the following answers to the posed questions:

1.

The effects of three natural bacterial partners (Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
mycoides és Bacillus cereus) were tested on the biomass, exopolysaccharide and the
hydrogen production of Chlorella sp. MACC-38 és Chlorella sp. MACC-360. Based on the
algal-bacterial investigations, despite he higher biomass yield of Chlorella sp. MACC-38
algae culture, the Chlorella sp. MACC-360 algae culture produced a higher daily amount

of hydrogen when grown together with one of the Bacillus bacterial partners.

. The presence of bacterial partners was essential for the initiation of hydrogen production in

the case of Chlorella species, as they were not able to produce hydrogen independently.
Both algae cultures produced the largest amount of hydrogen when grown together with the
bacterial partner B. amyloliquefaciens, while the least amount of hydrogen was produced in
the presence of the bacterial partner B. cereus. The most stable and sustainable daily
hydrogen production was produced by the algae culture Chlorella sp. MACC-360 in the

presence of the bacterial partner B. cereus.

To study hydrogen production, we consider the algal strain Chlamydomonas reinhardtii as

a model system. Based on our experiments, we chose Chlorella sp. MACC-360 as the most

efficient biomass-producing algal strain, and Bacillus amyloliquefaciens strain as the most

helpful bacterial partner.

3.

Based on the experiments conducted, | have determined the following results:

In general, we can say that clear differences were observed the using of acetate over the
starch macromolecule and its derivatives in TAP medium. Acetate changes the physico-
chemical properties of starch, causing hydrolyze of the amylose and amylopectin chains.
As a result of this the pure Chlorella sp. MACC-360 culture was able to utilize electrons
from starch degradation in the presence of acetate, while C. reinhardtii cc124 culture did
not use it. None of the pure algal strains were able to degrade starch in TP medium.

However, Chlorella sp. MACC-360 culture was able to consume starch in TP medium when



the bacterial partner was added. The bacterial partner is not capable of hydrogen production
inall medium. Nevertheless, the presence of the bacterial partner was essential for Chlorella
sp. MACC-360 culture to increase hydrogen production. Chlorella sp. MACC-360 culture
has the highest hydrogen production in TAP medium with 8 g/L starch, while in the case of
the C. reinhardtii cc124 culture, it was observed in a medium containing 16 g/L starch. The
addition of the bacterial partner did not significantly increase the hydrogen production of

the C. reinhardtii cc124 culture either in TAP or TP medium (with or without starch).

In TAP medium, all axenic and algal-bacterial co-cultures (C. reinhardtii cc124 and
Chlorella sp. MACC-360) were able to produce hydrogen until the end of the 504-hour (21-
day) experiment both in the presence of starch and without starch. By the end of the
experiment, a low amount of hydrogen was produced in C. reinhardtii cc124 algae cultures,
while a higher amount was produced in Chlorella sp. MACC-360 algae cultures, both in
starch-supplemented and starch-free TAP medium. The added bacterial partner strongly
enhanced the hydrogen production of the Chlorella sp. MACC-360 algal culture, but the
amount of added starch did not further stimulate hydrogen production. In TP medium, the
C. reinhardtii cc124 algal culture was not able to produce stable hydrogen in the long term.
The axenic Chlorella sp. MACC-360 algae culture could produce hydrogen only when it
was grown together with the partner B. amyloliquefaciens (starting bacterial culture 3x10°
cells/mL culture) and the medium was supplemented with starch. Unfortunately, the amount
of hydrogen produced was quite low, and after 288 hours (12 days) the algal cells stopped
producing hydrogen.

. The starting bacterial culture 3x10° cells/mL culture was increased to 2,5 times, while the
initial cell number of the axenic algae culture was not changed. Chlorella sp. MACC-360
algal culture was capable of constant, high and continuous hydrogen production in TP

medium supplemented with 8 g/L starch.
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