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Bevezetés

Napjaink tarsadalmanak gazdasaga nem megujuld fosszilis energiahordozokon (kdolaj,
szén, foldgdz) alapszik, melyek energiafelhasznalasunk 80%-at teszik ki. Kivaltdsuk
sziikségességét siirgeti a Fold népességének novekedése, és az ezzel parhuzamos egyre
novekvo ipari igény. A gazdasagosan kiaknazhatd fosszilis energiahordozok jelen tendencia
szerinti fogydsa mar nem fogja tudni kielégiteni a fogyasztok energiasziikségletét. A fosszilis
energiahordozok kitermelésének draguldsa miatt egyre inkdbb versenyképességiiket fogjak
vesziteni. Ennél is riasztobb a globalis klimavaltozas jelensége, a fosszilis energiahordozok
fokozott hasznalata miatt a légkorbe jutd iiveghdzhatdsi gazok az egész bolygonkon
veszélyeztetik az ¢letfeltételeket. Ezért a kutatok figyelmének kozéppontjaban mar évek ota a
jelenlegi energiahordozok kivaltasa all alternativ, megijuld energiahordozokkal, melynek
koszonhetden a technologia rohamosan fejlédik. Szédmos kutatds foglalkozik ilyen
alternativakkal, melyekben kozOs pont az, hogy az energia teljes mértékben megujuld
forrasbol szarmazik, azaz az alkalmazott alapanyag a felhasznalas mértékében Gjratermelddik.
Ezeknek a megujuld energiahordozoknak a hasznalata csokkenthetné a 1égkorbe kertild karos
anyag kibocsdjtast, ami a klimavaltozas elleni kiizdelmet is eldsegitené. Ilyen alternativa
példaul a biogaz.

A legegyszerlibb ¢€s legelterjedtebb hasznositdsa a biogdznak a gaz elégetése, melybdl
egyszerre nyerhetiink hot és elektromos energiat. A keletkezd fermentacidés maradékot pedig
miitragya kivaltasara hasznosithatjuk, mely kivalo talajerd potlo. A biogaz legnagyobb része
metan, mely fermenticios alapanyagtol fiiggben a gaz 50-75%-at teszi ki, ezen kiviil
ugyancsak alapanyagtdl fiiggben szén-dioxidot (28-48%), és ~1-2%-ban egyéb gazt,
kénhidrogént, nitrogén vegyiileteket tartalmaz. A foldgaz tobb mint 90%-a metan, mely a
futoértékének kb. 70%-at adja. Ezt az értéket a biogdz esetén is elérhetjiik, ha a keletkezett
biogazbdl a szén-dioxidot eltavolitjuk. Tisztitds utdn a biogdz gyakorlatilag a foldgazzal
egyenértékil fiitéértékkel rendelkezhet, igy a gaz akar a foldgazhaldzatba is taplalhato.

Régota ismeretes, hogy a biogadz termelddése spontan is lejatszédik mocsarakban,
hulladéklerako telepeken, ahol kialakulhat anaerob kornyezet. Tehat a biogaz képzddési
folyamat anaerob koriilmények kozott zajlik le, azonban a szerves anyagok bontdsdban
fakultativ anaerobok is részt vesznek. A kiilonb6z0 anyagok anaerob atalakitdsa bonyolult
biokémiai folyamatok lanca, mely az erjesztésre keriild6 anyag Osszetételétol, mindségétol

fiiggben valtozd Osszetételi mikroorganizmus kozosségek segitségével torténik. A



baktériumok tevékenysége meghatarozott sorrendben koveti egymast, minden 1épést mas
specidlis mikroba csoport végez. A kiillonbozd tipusi mikrobdk egymasra utaltak, és
egymassal 6sszhangban miikddnek. A komplex szerves molekulak metanna torténd atalakitasa
csak akkor sikeres, ha kialakul a baktériumok specidlis kdzossége, melyben mindegyik faj
meg tud élni, valamint olyan terméket hagy hatra, mely a kdvetkezé mikroba csoportnak
taplalékul szolgal. A biogaz termelés tehat Osszetett mikrobiologiai folyamat, melyben a
biogaz termelé mikroorganizmusok bonyolult lancolatot épitenek fel, melynek
végtermékekeént keletkezik a biogdz. Az ilyen kozdsségekben minden mikroba faj a thlélésért
versenyez, a gyoztesen kikeriilo fajok, melyek leginkabb képesek az adott koriilményekhez
adaptalodni talélnek, dominanssa valnak.

A f6 probléma jelenleg a megujul6d energia hordozokkal, hogy arban még nem veszik fel
a versenyt a fosszilis energiahordozokkal szemben. Ezért a bioenergetikdban a gazdasagos
megoldasok kifejlesztése, valamint a hatékonysdg novelése a minél gyorsabb elterjedést
segitheti eld, igy meghatiroz6 fontossdgi. A biogdz gyartds szempontjabol az olyan
ismeretek, melyek segitségével megismerhetjik a  folyamatban részt vevd
mikroorganizmusokat, valamint ezek funkcioit az egyre jobb és hatékonyabb rendszerek
kialakitasat teszik lehetévé. A metagenomika —mikroorganizmusok kozosségeinek genetikai
analizise- egy ujfajta lehetdség a mikrobioldgiai ismeretek bdvitésére. A metagenomikai
modszerek alkalmazasaval olyan ismeretekre tehetiink szert, amelyeknek alkalmazésa
hatékonyabb, gazdasagosabb biogaz termeld mikroba kdzosségek kifejlesztéséhez vezet. Ilyen
vizsgélatok kivitelezéséhez napjainkban rendelkezésre allnak a ,,masodik” vagy ,,Next
Generation Sequencing” (NGS), valamint a legjabb ,harmadik generaciés” (,,Third
Generation Sequencing -TGS”) szekvenald technologiak. Ezek az eljarasok 10j utat nyitnak a
mikrobidlis kozosségek vizsgalatdban.

Napjainkban a modern biogaz gyéarak szubsztratként 80%-ban kukorica szildzst
haszndlnak. Azonban a kukorica szilazs eldallitasi és tarolasi ara egyre nd, valamint a
kukorica biogaz célu felhasznalasa miatt csokken az élelmiszertermelésre hasznéalhato
foldteriilet. A biogdz gyartds szempontjabol komoly lehetdségek rejlenek a napenergiat
hasznosité6 mikroorganizmusok haszndlatdban. Ezért egyre nagyobb érdeklddés mutatkozik
vilagszerte a kiillonbozé alga —kiilondsen az un. ,,mikroalga”-fajok irant. A mikroalgak
mikroszkopikus autotréf organizmusok nagy és diverz csoportja. A mikroalga biomassza
hasznositasanak a biogaz gyartds szempontjabol szamos elénye van a hagyomdanyosan
hasznalt kukorica szilazzsal szemben. Egyes fajaik képesek megdupldzni biomasszajukat 24

ora alatt, igy joval nagyobb mennyiségli biomasszat nyeriink, mint barmely mas foldon
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termesztett novénnyel. Tovabba nincs sziikség gyomirtékra €s novényvédd szerekre sem.
Sokféle vizes kozegben megélnek, de az eldallitott biomassza tomegre vetitett vizigényiik
elénye, hogy a keletkezett biogdz mindsége jobb (60-75% metan tartalom, mig kukorica
szilazs esetében 50-55%). Megfeleld infrastruktira mellett elvi lehetoség a biogaz elégetése
soran keletkezd szén-dioxid elnyeletése, ugyanis a mikroalga fotoszintézis Utjan a CO,-ot
ismét felveheti sajat biomasszajanak novelésére. Igy egy olyan korfolyamat épithetd fel, mely
teljes mértékben nulla-emisszids eljarassa teheti a biogaz gyartas technologidjat. Tovabba a
mikroalgdkat felhasznéalhatjuk biodizel vagy biohidrogén, esetleg mas értékes vegyiiletek
gyartasara is biomasszajuk biogazza torténd fermentéalasa eldtt. Az eljarasokat igy kombinalva

sokkal tobb energiat nyerhetiink ugyanabbol a biomasszabol.

Célkitiizés

Munkam soran célul tliztem ki, hogy megvizsgaljam egy biogdz ilizemet modellezd
kisérleti fermentorban ¢l6 anaerob konzorcium Gsszetételét ujgeneracids szekvenator
segitségével. Igy kiegészithetjiik és validlhatjuk az Wijgeneracios szekvenatorok eredményeit
¢és hasznalatukat az olyan komplex mintak vizsgalatdban, mint a biogdz termeld kozdsség.

Kutatoécsoportunkban kiterjedt vizsgalatok folynak mikroalgakkal (Chlamydomonas sp.
¢s Scenedesmus sp. kevert kultara) ¢és azok szintrof baktériumaival  torténd
hidrogéntermeléssel kapcsolatban. A hidrogéntermelés utan visszamaradd biomassza anaerob
fermentacidja soran célom volt az alga-baktérium keverékbdl keletkezd biogdz mindségének,
mennyiségének 0Osszevetése a kukorica szilazsbol és a kofermentaciobol keletkezett
biogazéval. Feladatul tliztem ki tovabba a kisérlet teljes idOtartama alatt a fermentacios
paraméterek nyomon kovetését, a fermentacid stabilitdsanak, illetve a fermentorok biogaz
termeld mikroba kozosségének vizsgalatat. Ezekkel a paraméterekkel jellemezhetd az
alternativ szubsztrat hasznositasa biogaz eléallitasra.

Fotoautotrof modon tenyésztett Scenedesmus obliquus mikroalga mellett jelentésen
kevesebb a szintrof baktériumok mennyisége. Ezekben a kisérletekben az el6z6hoz hasonldan
a fermentacio stabilitasanak, és a keletkezett biogdz mennyiségének, mindségének vizsgélata,
tovabba a fermentaciok mikroba kozdsségének monitorozasa volt a cél, Osszevetve a

baktériummal erdsen kevert korabbi mintakkal.



A Sc. obliquus mikroalga fajra jellemz6, hogy vastag sejtfallal rendelkezik, ezért
nehezebben fermentalhatd. Az irodalomban sokféle eldkezelési technoldgiat javasolnak a
probléma megoldasara. Ezek koziil a hokezelést és a mikrohullamt kezelést alkalmaztam.
Ezekben a kisérletekben a cél az volt, hogy a mikroalga biomassza kiilonféle eldkezelése utan

vizsgaljuk biogdz termelés eredményességét.

Modszerek

A kisérletsorozatok sordan specidlisan  biogaztermelés laboratoriumi  1éptéki
tanulmanyozasara tervezett 5 literes kisérleti fermentorokat hasznaltam. Emellett batch tipusu
fermentaciot végeztem a VDI (Verein Deutscher Ingenieure) nemzetkdzileg kdvetett szabvany
alapjan, mely egységesitett rendszert nyljt egy adott szubsztrat maximalis biogdz hozamanak
megallapitasara. A keletkezett biogdz mennyiségét a specidlis 5 literes fermentor automatikéja
rogzitette, mig a batch fermenticid sordn a gazmennyiséget vizkiszoritasos modszerrel
hataroztuk meg. A biogaz mindségi 0sszetételét mindkét esetben gazkromatograf segitségével
allapitottam meg. A fermenticids paramétereket pH mérd, Osszes szerves sav ¢és
pufferkapacitdst méréd automata titrator, spektrofotometrids elven miikodé analitikai
munkadllomas, és automata szén és nitrogénmérd berendezésekkel kovettem nyomon. A
kozvetett felhasznalast modellezd kisérletiinkh6z a kevert mikroalga és szintrof
baktériumainak biomasszajat nem steril koriilmények kozott TAP (Tris-acetat-foszfat)
tapoldatban  tenyésztettiik. A Scenedesmus obliquus mikroalgat 2,5 m’-es ipari
fotofermentorban fotoautotrof tapoldatban tenyésztette az Elsé Magyar Algatechnika Kft. A
kisérletsorozatok soran az adagolt szubsztratok és a fermentorok metagenomikai vizsgalatait
ujgeneracids szekvenatorok segitségével végeztem. A ligdlds alapon mikoédd Applied
Biosystem SOLIiD tipust szekvenatora nagy mennyiségli és jo mindségli leolvasasokat
készitett, melyeket filogenetikus és funkcionalis vizsgalatok elétt CLC Bio Genomics
Workbench 4.6 bioinformatikai program segitségével in silico kontigokba szereltiink 6ssze. A
Life Technologies lon Torrent PGM T1jgeneracids szekvenatora a SOLiD-tol eltérd
mechanizmus alapjan miikodik. E szekvenator segitségével kapott leolvasasokat kdzvetleniil
kontig 0sszeszerelés nélkiil hasznaltuk filogenetikai vizsgalatokra. A metagenom eredmények

kiértékelését az online elérhet6 MG-RAST szoftvercsomag segitségével végeztem.



Eredmények

1. Biogaz iizem szimulacios kisérletemben olyan paramétereket allitottunk be, melyek az
ipari biogaz ilizemeket tiikrozik. A metagenom vizsgalathoz az Applied Biosystems
SOLiD tjgeneracios szekvenatorat hasznaltam, melyet még nem alkalmaztak ilyen
fajta kozosségi vizsgalatokra. A biogdz fermentorban rendezett, egymasra épiild
mikrobidlis rendszert tartam fel. Az adatok elemzése alapjan a celluloz tartalmi
torzsek tagjai jatszanak fontos szerepet. A Firmicutes torzson beliil a Clostridia genus
tagjai vannak tilnyomoé tobbségben, melyek cellulolitikus és gyakran hidrogén
termeld tulajdonsdggal rendelkeznek. Ezért szerepiik a hatékony cellul6zbontasban és
hasznositasban valoszintileg jelentds. Az Archaeca doménben a Methanomicrobiales
rend képviseléi voltak talsulyban, mely rendben a Methanoculleus marisnigri
hidrogenotr6f metanogén volt tobbségben. A metagenom vizsgalat eredményeit
alatdmasztjak korabbi vizsgélatok is, melyeket Gjgeneracios 454 tipusu szekvenatorral
végeztek, igy a metagenomikai modszerek ilyen komplex mikrobialis kozosségek

vizsgalataban reprodukalhatonak és validalhatonak bizonyultak.

2. A kozvetett felhasznaldst vizsgald fermentacidoban mikroalga keveréket és azok
szintrofjait hasznaltam fel biogaz eldallitasra. A vizsgalat alapjan elmondhatd, hogy a
mikroalga keverék alacsony C/N ardnya miatt a biogdz mennyisége elmarad a
kukorica szilazshoz képest, bar mindsége jobb. A fermentdcio két honapig stabilan
mikdédott, a mikroalga fermentacidja soran annak magas N tartalma miatt ammonium
felhalmozodast tapasztaltam. A kofermentacidban ez a hatds kompenzalodik. Ebbdl
arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy az alacsony C/N (szén/nitrogén) aradnyu
mikroalgat kofermentacioban érdemes fermentalni. A metagenom eredmények alapjan
a mikroalgaval egyiitt bevitt szintr6f organizmusok kiszoritjak, illetve elfedik a
fermentorban €16 természetes kozosséget. Az Archaea doménben a Methanosarcinales

rend dominancidjat figyeltem meg a fermentécio teljes ideje alatt.

3. A fotoautotr6f modon tenyésztett Scenedesmus obliquus mikroalga faj magasabb C/N
arannyal rendelkezik, mint az el6z0 kisérletben hasznalt mikroalga keverék.
Fermentacidja sordn nem tapasztaltam jelentds ammonium koncentracié novekedést.

A tiszta alga biomasszabol keletkezett biogdz mennyisége koriilbelill megegyezik a



mikroalga keverékével, illetve a gaz Osszetétele is hasonld. A fermentaciok a harom
honapos mitkodési 1d6 alatt stabilan miikodtek. A Sc. obliquus vastag sejtfala miatt a
fermentor mikrobai az alga biomasszat lassabban képesek bontani. igy annak ellenére,
hogy nem tortént mar tovabbi biomassza bevitel az utolsd6 honapban, mégis jelentds
mennyiségll biogdz termelddott. Ennek alapjan az ilyen tipusu mikroalgak
fermentacioja soran hosszabb retencidos 1d6 alkalmazasa latszik indokoltnak. A
kofermentaciobol keletkez0 metdn mennyisége az el6zé kisérlethez hasonldan
magasabb, mint a monoszubsztratként adagolt mikroalgdé. Ezek az eredmények
Osszefligghetnek a kofermentacioban a szubsztrdt adagoldsi iddszakban tapasztalt
Clostridiales rend relativ tobbségével, mely hatékonyan képes bontani a mikroalga
biomasszat. A fermentacio teljes ideje alatt az Archaea doménben a Methanosarcinales
rend dominanciajat figyeltem meg, mely a metanképzédéshez vezetd anyagcsere

utvonalak sokféleségét tamasztjak ala.

A Sc. obliqguus vastag hemicelluldz tartalmu sejtfallal rendelkezik. Az irodalomban
tobbféle elokezelési technologiat ajanlanak mikroalgdk feltarasara kiilonféle célbol.
Ezek koziil a hékezelést ¢s a mikrohulldamt kezelést alkalmaztam. Az eredmények
alapjan a mikrohulldmmal, illetve autoklavval torténd kezelés a leghatékonyabb. A
mikroalga feltdrdsa azonban nem volt teljes mértékben eredményes, mindkét kezelés
soran megfigyeltem épen maradt sejteket. A feltdrt mikroalgdk sejttartalmat a
fermentor mikroba kdzossége gyorsan és hatékonyan képes felhasznalni, igy az elsd
napokban keletkez0 gz mennyisége ¢és mindsége is meghaladja az
Osszehasonlitasként alkalmazott silokukoricaét, de a hatas nem tart sokdig, mert
miutdn a mikroba kozosség felhasznalta a konnyen hozzaférhetd anyagokat az
egészben maradt sejtek fermentdcidjara szorul a rendszer. Az eldkezelések
hatékonysaga batch fermentacidban mérsékelt, ugyanis az egységnyi mikroalgara
vonatkoztatott C/N ardny €s szervesanyag tartalom nem valtozik, csak a fermentorban

¢16 mikrobak szdmara tessziik konnyebben hozzaférhetéveé az értékes tapanyagokat.

A dolgozatban bemutatott adatok szerint a metagenomikai mddszerek biogaz termeld
kozosségek vizsgalataban reprodukélhatoak és validalhatoak. A biogaz iparban a
kukorica szildzs kivaltasara igéretes jelolt a mikroalga biomassza, azonban annak
fajtdja és alkalmazasi technologidja befolyasolja a hatékonysagot. A legeldnydsebb

alkalmazasi mod a kofermentacio.
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