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1 Bevezetées

A XXI. szazadi joléti tarsadalmak energiafogyasatéshamosan névekszik és
ezzel egyiddjleg a kornyezet szennyezése kritikus méreteketttfltéd probléma
megoldasan, illetve a szenngyezamnyagok jelerits csokkentésén komolyan el kell
gondolkodnunk. A vildg energiafelhasznalasa jelgnéves szinten mintegy 220 EJ
(DOE/EIA-0484, 2013). Ennek a hatalmas energiamisggypek napjainkban 78 %-at
fosszilis energiahordozék felhasznalasaval fedezzék gazdasagosan kitermelBet
készletek kimerulése azonban belathati ibellil bekovetkezik, ezért Uj lelds€gek utan
kell néznlink (Energia a Napbol, 2013). A megujub@rgia felhasznaldsascetlathatéan
kozel 50%-kal fog névekedni a kdvetked5 évben, azonban a jéslatok szerintéélzb
biomassza-eredet energia csupan 3 EJ/év lesz (DOE/EIA-0484, 201&Jenleg a
biomassza-ndvények és a névényi alaplu anyagok &lasarkeril éitérbe, amelyek ha
nem is csokkentik a légkdrbe jutd &6, de legalabb nem ndévelik a korforgasbard lév
szén mennyiségét (Reményi, 2007). A biomassza etileag hasznositasa segithet a
fosszilis energiahordozoktol valé flggés csokkestiés, azonban jelenlegi tudasunk
alapjan nem tudja azt teljesen kivaltani (BiomassgRam, 2010). Az utdbbi hisz évben
jelentbsen mérsékidott ugyan a szén-dioxid kibocsatas, de a bazisemlképest a
csokkenés éppen csak eléri a 6 %-ot (Reményi, 2087) Eurépai Unié 2020-ra
eléiranyozta az Uveghazhatast okozé gazok kibocsaks#En %-kal tortéh csokkentéseét,
ekézben a megtermelt energia szintén 20 %-t megUjoirasokbol kivanja fedezni
(Federal waste management plan, 2006). Magyarotkt&® % CQ emissziocsdkkentést
vallalt. Jelenleg ez a szam 7 % koriul mozog, tetoit tennivalé var rank a kovetkez

években.

Az 1970-es évekit ismétlbdé energiavalsagok rendszeresen figyelmeztetik az
emberiséget, hogy Uj energiahordozok felé kell dordnk. Evtizedes, egyes esetekben
eévszazados multra tekint vissza az alternativ émeogdozok kutatdasa és az ezek
felhasznalasara modot ado technoldgiak kifejlesztésHazankban a teljes
energiafelhasznélas Osszetételének alakulasa kithresbb az unios atlagnal (2010.
évben EU 27 atlag 20 %, Magyarorszag 17,4 %). Maygaag energiafiggége az
utébbi években dtt, hazadnk a 62,5 %-os fuggegi mutatdja meghaladja az unids atlagot
(Nemzetgazdasagi Tervezési Hivatal, 2013). Az axiiléelzart korilmények kdzott zajld

lebontas es az ehhez kapcsolodo biogéallébs egy, a kornyezetvedelem szempontjabdl



kifejezetten vonz6 mddja a szerves hulladékok ragthnitasanak. A biogazasdllitasa
szamos kdrnyezetvédelmi probléma megoldasaban hayujtsegitséget, igy a
hulladékkezelésben, a kornyezetszennyezés csokkbei@ valamint a széndioxid-
semleges megujulo energid@litasaban és a mégazdasagi gyakorlatban a tdpanyagok
talajpa valé visszajuttatasat tudjadssgiteni (Tafdrup, 1995). Az igy édlllitott nyers
biogaz — amelynek 1 ¥ megkozelttleg 0,5 liter gazolajjal egyenértgk- tisztitas és
dusiths utan szamos felhasznalasi Ieget kinal, példaul hasznalhatjuktéksre,
elégethetjik gazmotorban és ezaltal elektromos dtrés ot termelhetlink, vagy tisztitas
utdn foldgazhélozatba vezethetjik, ezt kégat pedig jarmiveinket tankolhatjuk vele,
vagy barmely olyan célra felhasznalhatjuk, amire foladgazt hasznalnak (Tamés és
Blasko, 2008; Kovacs és mtsai., 2014).

Az anaerob fermentaciot alkalmazva azonos szirtehatjuk a szénkodrforgasban
jelenleb anyagmennyiséget nem ndévelve ezaltal az Uveghasthajazok kibocsatasat,
valamint a szaghatas is cstkken ezaltal, mindekbzbentvények szamara fontos
mikroelemek szabadulnak fel és valnak felvéhét szamukra, tovabbd nem
elhanyagolhatd éhy, hogy a folyamat sordn megujul6é energia hordozdfiink eballitani.

A megujulé energiahordozok szamosslos tulajdonsaguk miatt komoly 6eétorést
mutatnak. Eallitasi koltségeik az utdbbi években nagymértékisgikkentek, de még igy
sem versenyképesek a fosszilis energiahordozéldeshisen (Reményi, 2007). A biogaz
elére lathatéan jeleds biolzemanyagga fog valni a kdvetkezvekben, noha az agazat
még tamogatasra szorul (DOE/EIA-0484, 2013). Azegdagnak, de kilondsen az olyan
nagy fogyasztoknak érdeke a biolizemanyagok kutaésijlesztése, mint az Eurdpai
Unio és az Amerikai Egyesiilt Allamok (The Biomas®Eomy, 2002). A kutatasok olyan
technoldgiak kifejlesztésére irdnyulnak, melyekiidbiomasszat lzemanyagga és értékes
vegyipari alapanyagokka alakitjak (Biomass Progr2®i0).

Az anaerob lebontasi folyamatok dlapanyaga az allati tragya, kdzel egy milliard
tonna keletkezik évente csak az Egyesilt Allamokdallogg és mtsai., 2000). A
trdgyahoz kothét Uveghazhatdsu gézok kibocséatdsa jékmmt hozzgjarul az USA
mezgazdasagi szektordbdl szarmazo 6sszes UveghazhaEsimennyiségéhez, a teljes
antropogén metan kibocsatas kozel 8 %-at teszi USEHPA, 2000). Az anaerob
fermentorban lejatszo6do mikrobiologiai eseményeiseipan altalanossagban ismerjik, de
az esetek tobbségében kézben tudjuk tartani. A ofdrmés hipertermofil

mikroorganizmusok a gyorsabb és alaposabb lebantdlett az elfolyé anyag higiénias
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szempontbdl tortéh kezelését is elvégzik. A fermentaciés maradék kgwnnyebben
elhelyezhei és medgazdasagi hasznositasra alkalmasabb formaban Kearik
fermentorbol (Demirbas, 2008).

A kommunalis szilard hulladékok szerves részéttémire folyamatok soran lehet
hatékonyan lebontani, artalmatlanitanbként Europdban folyamatosan novekszik azon
biogaziizemek szama, amelyek energianbvényeket lisasfmalnak szubsztratként.
Ezekben az Uzemekben azéeleges cél a biogaz#lllitas, csak masodlagos a szerves
hulladékok artalmatlanitasa. A legtobb biogaz fertodban kofermentacio zajlik, az allati
eredet hulladékkal egyitt szdmos szerves szubsztratotabak le (Németorszagban
atlagosan 4-7 alapanyag kofermentacibja zajlik mindiogaz tzemben). Mindez szamos
elénnyel jar: stabilizalja a biogazterndelkonzorcium nikdodését, nem Iépnek fel
.hianybetegségek”, ezzel magasabb biogazhozam &mntadgalom érhétel. Az ebnyok
ellenére a potencidlisan felhasznalni kivant algpgok keverékeinek a fermentéaciora
gyakorolt hatasat nehéz 6et meghatarozni. A szubsztratok anaerob atalakieipa
dinamikus, tbbblépéses folyamat, amely soran fiatkoiai és biokémiai reakciok futnak
parhuzamosan a biologiai rendszert felepiikrobak kozott lezajlo kodlcsdnhatasok
eredményeként. A komponensek kozotti nagyon kérgggensuly hatarozza meg a
fermentor stabilitdsat és végsoron a teljes energiamérlegét, valamint a remdsbentasi
hatékonysagat. Napjainkban még gyakrasfoetiul, hogy nem rendelkezink elegénd
informacioval a legalapvébb szubsztratok hatasarél sem. Ez a helyzet ajékhét,
illetve a fehérjében gazdag komplex alapanyagolkaEzek az energiagazdag anyagok
évtizedek Ota malkottek a biogaz kutatdsban ésoéadlitasban, mivel anaerob
artalmatlanitasukhoz a rendszer folyamatos moratm@a, nyomonkovetésére van
szikség.

Dolgozatomban az alternativ energiatermelési maaphk lehebségét — és ezzel
egy idbben a vilagszerte egyre nagyobb mennyiségben leatetkzerves hulladékok
kornyezetbarat artalmatlanitdsanak egyik fajtaatanaerob biodegradaciét és a fehérje

alapu biomasszabdl val6 biogadalitast kivanom bemutatni.
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2 Szakirodalmi attekintés

Evente tdbb milliard tonna mégazdasagi, ipari és haztartasi hulladék keletkezik
vildgszerte. A kezeletlen szerves hulladékok nagiékben szennyezik a kdrnyezetet és
egyben kihasznalatlan energiat is jelentenek. Amészetben végbem&nkontrollalatlan
anaerob lebontas soran metan is kerul a légkdrbelyaa szén-dioxidnal 23-szor nagyobb
mértékben jarul hozza az Uveghazhatashoz (Chynoggethtsai., 2001, Holm-Nielsen és
mtsai., 2009). A szabdlyozott keretek kozott megsalld biogadz termeléssel kapcsolt

anaerob szervesanyag kezelés szamos kornyezetvéddhizegészséglgyivehnyel jar.

A biogéz eballitdsaért négy (egyes szakirodalmak szerint harféncsoportba
sorolhatd mikrobiolégiai tevékenység félel (hidrolizis, acidogenezis, acetogenezis,
metanogenezis) (Demirbas, 2008). Ezek egymasranépilttermészetes korilmények
kozott elvalaszthatatlanok (Bai és mtsai.,, 2005yva0s és mitsai., 2014). Ebben Aall
tanulmanyozasuk nehézsége is, nehezen hatarozlegténmiyen feladatot lat el egy-egy
faj az 0sszetett rendszerben.

A biogaz fermentacid lényegét tekintve szerves golaanaerob konverzidja
szervetlen elektronakceptorok hianyaban (pl. sgulfdtrat, oxigén) (Rosenzweig és
Ragsdale, 2011). A biogaz az alkalmazott szubszisarzetételét fliggéen 50-70 %
metant, 28-48 % szén-dioxidot és 1-2 % egyéb dé@&thidrogén, nitrogén, hidrogén) és
vizgozt tartalmaz (Mitchell és Gu, 2010). A nyers biogfit6értéke 50-70 %-a a
foéldgazénak, mivel a féldgaz legnagyobb részberaniedtl all. A szén-dioxid és az egyéb
Osszetetk eltavolitdsaval ez az érték olyannyira megnowélhbogy tisztitas utan a
foéldgazzal gyakorlatilag megegyefitéértéki gazt kapunk, amit biometannak is szokas
nevezni (Bai és mtsai., 2005). A biogazbd@aditott elektromos vagydenergia kivaléan
alkalmas a nagy mennyiséglebonthaté szerves anyagot teréneinezigazdasagi
létesitmények, szennyviztelepek és magas energigigtechnologiak (pl. szeszipar)
energiaigényének fedezéesére. A biogaz elégetésa sgyan jelerds mennyiséf szén-
dioxid keriil a légkorbe, de ez — mivel biomasszalefi — nem noveli meg a kdrforgasban
lévé szén mennyiségét. A fermentacié soran visszamasayag pedig biotrdgyaként
visszajuttathatd a szantofoldekre. igy amelletgyhkivaloan javitja a terméshozamot, nem
terheli meg felesleges nitrogénnel és foszfordabmyezetet, nem jelent kb6zegészségugyi
veszélyt, tovabba a kihelyezés szempontjabol afonsos, hogy sokkal homogénebb
szerkezdt, mint példaul az almos istallétragya (Al Seadi)20Bai és mtsai., 2005; Holm-

Nielsen és mtsai., 2009).
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Termindlis elektronakceptor, mint példaul oxigénuylgt, nitrat vagy fémionok
hianyaban a szerves anyagokdédleges lebontasi Utvonala szamos ©6koszisztémaban a
metan termelés (Conrad és mitsai., 1989; Sekigushimésai.,, 2001). A biologiai
metantermelés soran a mikrobiologiai folyamatok negsra épilnek, mivel a
fermentécidban szerepet jatszO mikroorganizmus asap lebontasi termékei
szubsztratként szolgalnak egy masik csoport szarigea mddon egy rendkivil dsszetett
metabolikus halozat alakul ki a mikrobak kozottbiagaz képédés nagyon egyszesitett
modellje a 1. 4bran lathatd. A lebontéasi folyanmgtensulyanak biztositasa szempontjabol
fontos, hogy a kilonb®z bioldgiai atalakitdsi folyamatok megfeleh kapcsoltak
maradjanak, igy kerulh&tel, hogy valamely intermedier felhalmozddjon adszerben
(McCarty és Smith, 1986; Pavlostathis és Giraldon@p, 1991; Batstone és mtsai., 2002;
Gerardi, 2003; Bai és mtsai., 2005; Batstone éseier2011; Mitchell és Gu, 2010).

Hidrolizis

WI

Aminosavak Cukrok Zsirsavak Nem emésztheto részek

e T S

NH;, €O, «—————— | Acidogenezis

Alkoholok, hossza szénlinca zsirsavak
Metanol, metilamin

Acetogenezis

‘Hidrogenotrsf metanogenezis Hﬁ’@

Eoutsay Metilotrof metanogenezis

Metan

1. &bra: A biogazkép#édés vazlata.
(McCarty és Smith, 1986; Pavlostathis és Giraldor@p, 1991; Batstone és
mtsai., 2002; Gerardi, 2003; Bai és mtsai., 20GGs®ne és Jensen, 2011; Mitchell és Gu,
2010 alapjan, médositva)

12



2.1 Hidrolizis

A komplex szerves vegylletek anaerob lebontasaktideolizis kifejezés a
depolimerizacié és szolubilizacié szamos kulorgbdalfajat jelenti. A folyamat kezdetén
az 0sszetett polimer molekuldk (szénhidratok, fékérzsirok) oligomerekké, majd
monomerekké alakulnak, igy a vizes fazisba jutn@erérdi, 2003; Rosenzweig és
Ragsdale, 2011). Altalaban a biomassza legnagyébbér cellul6z alkotja, e mellett
jelentbs mennyiség kemeényib es lipid talalhatd. A biokémiai reakcidok tdbbsépéldaul
a szénhidratok, polipeptidek, trigliceridek és &lainsavak lebontasa valddi hidrolitikus
folyamat, mig mas esetekben, példaul a diszulfahkibontadsa reduktiv vagy oxidativ
biotranszformacionak szamit (Sevier és Kaiser, R0A2hidrolizist limitalé tényeének
tekintjuk darabos szubsztratok esetében (pl. tragykorica maradvanyok). A ndéveényi
rostok cellulézbdl, hemicellulézbdl és lignisikalinak, ezek lebonthatésagat a struktirajuk
és Osszetételik hatarozza meg: a magas lignitntgranyagok pl. fa csak nagyon hosszu
id6 alatt emészthéf mig viszonylag konnyen hidrolizalhaté a ligninbemegényebb

szalma (Tong és mtsai., 1990).

Az egyik leggyakoribb Osszetett szubsztrat a sz@amtsiepekél szarmazo
.eleven iszap”, amely a lebontast végaikroorganizmusok és a bontani kivant, illetve
méar bomld anyagok keverékét tartalmazza (Ekamatéaim2007). Fehérjék és lipidek
altaldban egyutt talalhatok meg a szennyvizekbdn t{psipar, tejipar). A fehérjék
bonthatosadga ésen fligg a szerkezetidkt a részben vizoldékony globularis fehérjék
gyorsabban emésztidek, mig a fibrillaris fehérjek nehezebben hidrdhzdoak
(MclInerney, 1988). A lipidek jelefi$ része triglicerid, amelyeket a lipdzok és egysated
kotéseket hasitdé enzimek tdmadnak meg. A lipiddiizis sebessége kevésbé fligg a
kémiai tulajdonsagaiktdl, azonban meghataroz6 leheészecskeméret és a kérnyezeti

tényedk, mint példaul a pH, illetve a feluleti feszults@psenzweig €s Ragsdale, 2011).

A lebontasi folyamatok elinditéi olyan baktériumokmelyek obligat vagy
fakultativ anaerobok. Ezek a mikroba csoportokldsiek a fermentorokba esetlegesen
bekerlib oxigén eltavolitasaért is. A mikrok6zdsség hatékaganak egyik sebesség
meghatarozo 1épése a kezdeti lebontas (Zeikus,; Mit¢hell és Gu, 2010). A keletkéz
termékek nem csak a hidrolizalok szikségleteitiBkégi, hanem elegerdmennyiségben

allnak rendelkezésre a kovetkanikroba csoport, az acetogének szamara is.
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2.2 Acidogenezis

A lebontasi folyamat masodik szakaszaban az acideg&roorganizmusok a
hidrolizis eredményeként a lebontasi folyamatbaépett biomasszat bontjak tovabb
(http://www.fao.org/documents/en/Rural%?20infrastane%20and%20agro-
industries/topicsearch/9). Ezek a baktériumok reszznek a fermentorok kémhatasanak
kialakitasaban, mikdzben NHH,, CO,, H2S, tovabba az é&téeknél rovidebb szénlancu
zsirsavak és alkoholok keletkeznek. A vegylletddbs@ge még mindig tulsagosan nagy

mérefi a metanogének szamara, igy belépnek az anaemmtitdsikovetkaz szakaszaba.

2.3 Acetogenezis

Azokat az oligo- és monoszacharidokat, szervesksayasirsavak, aminosavak),
amelyeket a hidrolizdl6 mikrobak nem hasznaltak &l acetogén baktériumok tovabb
alakitjak. Ezek az obligat vagy fakultativ anaenoliroorganizmusok révid lancu szerves
savakat, un. illékony szerves savakat (pl. ecetgmwpionsav, vajsav), alkoholokat,
aldehideket és ketonokat, valamint szén-dioxidohiésogént allitanak 61 Az acetogén
mikrobak rendkivil diverz csoportot alkotnak, sd&féapanyagot képesek hasznositani,
ami a tulélési esélyeiket Iényegesen megndveli.llethéeen ellenélléak a kornyezet karos
hatasaival szemben és gyorsabban szaporodnak amigtanogének (Gerardi, 2003; Bai
és mtsai., 2005). A homoacetogének szigoruan abaler@s lebontasi folyamatuk
elsssorban az acetil-koenzimA utvonal, amely soran koeA-bol acetil-koenzimA-t

képesek @allitani.

A szerves savakat és az alkoholokat acetatta jdllakéa hidrogéntermél
acetogének. Az acetogén mikroorganizmusdisem fliggnek a metanogénéktmert az
altaluk termelt hidrogén a zart rendszerben gatafjaanyagcseréjiket. A metanogének
pedig az acetogén metabolizmus termékeire hagyaakozA kapcsolt vagy szintropikus
kapcsolatot a hidrogénterndkl és -eltavolitok kozott fajok kdzotti hidrogératrszfer’-
nek nevezzik. Az acetogén szervezetek a biogadiermemdszerekben igen fontos
szerepet toltenek be, mivel a metanogéneknek rémkaerként hidrogent, tapanyagkeént
pedig szerves savakat, @srban acetéatot, kisebb mennyiségben pedig pedgqrsavat
és vajsavat termelnek, ezen kivil fételk az alacsony redoxpotenciél kialakitasdért. Az
acetogének iitkodését azonban gatolja a tul sok hidrogén, ezénto$, hogy a

metanogének gyorsan elfogyasszak azt (Demirbasg)200
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A két mikrobacsoport kozotti szamottevszaporodasi ratdban megmutatkozo
eltérések még kényesebbé teszik a kdztlk égyensulyt (Batstone és mtsai., 2002).

2.3.1 Monoszacharidok fermentacioja

A monoszacharidok lebontasa talan a legaltalanoaalebmentacio soran. Tiszta
kultirdban a lebontas folyamata és a kéipztermékek skélaja mar jol tanulmanyozott,
kilénosen az iparban észeretettel hasznélt mikroorganizmusok esetébeniden a
kevert kulturdkat tartalmazo fermentaciok esetébebar az alapvét utvonalakat mar
feltartdk — az a folyamat, amelynek végén a keteermhékskala kialakul kevésbé jol ismert
(Batstone és mtsai.,, 2002; Temudo és mtsai.,, 20A8)nonoszacharidok lebontasa
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) vagy Entner-Doudor@&D) utvonalon zajlik, ezt
kovetben C3-as termékekke (tejsavva és propionsavva) €2gg¢4/C6 termékekké alakul

(ecetsav, vajsav, propionsav, kapronsav) acetiikioeA-n keresztuil.

2.3.2 Aminosavak fermentéacioja

Az acetogenezis soran létrefbvermékek tobbsége a glikéz metabolizmusa
soran, pirosé@lésav koztiterméken keresztil keletkezik (Zeikus, ZD9emirel és Yenigin,
2002). Az acetogének szamara azonban az aminosavaezolgalhatnak szén- és
energiaforrdsként. Az alacsony szénatomszamu amvaks és kilonféle aromas
komponensek legnagyobb részben az un. Sticklamdefaiacio soran jonnek létre (2. A
abra) (Rosenzweig és Ragsdale, 2011).

A folyamatban az egyik aminosav elektrondonorkéstlkedik (a termék egy
szénatommal rovidebb lesz a kiindulasi aminosayrédly masik aminosav pedig az
elektronakceptor szerepét tolti be (a termék a dkiidsi aminosavval megegyez
szénatomszamu marad). A teljesen kapcsolt reakarokdh nettd hidrogén kéfaés
gyakorlatilag nulla (Gottschalk, 1986; Hallenbe2R09). A reakcioban ammonia és szén-
dioxid is keletkezik, kéntartalmi aminosavak leldsat esetén pedig kénhidrogén
termebdik. Illékony szerves savak az aminosavak reduktigaminaciojaval is
létrejohetnek (2. B &bra). Ezek a folyamatok termachikailag azonban csak akkor
lehetségesek, ha egy hidrogént felhasznald6 metanagdcioval kapcsoltak (Ramsay és
Pullammanappallil, 2001). Az olyan esetekben, am&didrogén koncentracié alacsony
eés az energetikai feltételek letd teszik, az aminosavak nem paros oxidacioja is
lejatszddhat (Stams, 1994).
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CeH1302N (Leu)+2H0 > CsH1002(3- metil-vajsav)+N+CO+2H+ATP
A) CsH130:N (Leu)+H = CsH1202(4-metil-valeriansav)+NEl

CsH;0:N (Ala)+2H,0> CoH4O2(ecetsav)+CrNHs+4H +4e

2CHs0:N (Gly)+4H +4e->2CH.0-(ecetsav)+2Nkl

B) C4HgOsN (Thr)+H.0 = C3HeOx(propionsav)+NH+CO+H+ATP

2. bra: Példak az anaerob aminosav lebontasra. A leuzialaain és a glicin
Stickland-fermentéacioja (A) és a treonin redukt®achinacidja (B) (Ramsay €s

Pullammanappallil, 2001)

A szorosabb értelemben vett acetogén térzsek aktfeh elnyabként” szolgalo
szerves intermediereket (pl. propionsav, vajsaan@) ecetsavva, hangyasavva, szén-
dioxidda és hidrogénné alakitjak (3. abra, 1-3.eaetgt). Az anaerob fermentorokban un.
homoacetogén torzseket is taladlunk, amelyek hidrogiéés szén-dioxidbol képeznek
ecetsavat. Ezek a konverzios folyamatok fontos egmdr jatszanak a sikeres biogaz
termelésben, mivel a szén-dioxid és hidrogén meliegtirdlag az ecetsav, a hangyasav,
valamint egyes alkoholok (metanol) és nitrogénbaria vegyiletek (metilamin)
hasznalhatdk fel kdzvetlenil a metanogének szarf@eaardi, 2003; Mitchell és Gu,
2010).
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. Szabadenergia- valtozas
Reakcio tipusa

AGP (kJ)

Acetogén reakciok
Propionsav Ecetsav
(1) CHCH,COOH + 2HO ——» CHCOOH + CQ +76,1
Vajsav Ecetsav
(2.) CHCH,CH,COOH + 2HO —» 2CHCOOH + 2hH +48,1
Etanol Ecetsav
(3)CHCHOH+HO ———» CHCOOH + 2H +9,6
Metanogén reakciok
Ecetsav Metan
(4.) CHCOOH + 2HO ———>» CH + CO: + HO -31,0
Szén-dioxid + hidrogén Metan
(5.)CO +4H > CH; + 2H0 -135,6
Szintropikus reakcio
Vajsav Ecetsav
(6.) 2CHCH.CH,COOH + 4HO —» 4CHCOOH + 4H + 96,2
Szén-dioxid + hidrogén
(7)CQ + 4R, > CH; + 2H:.0 -135,6

Netto rezk: -39,4

3. abra: Az acetogenezis és metanogenezis jelieraakcioi (Mitchell és Gu,
2010)

2.3.3 Lipidek hidrolizise

Az anaerob fermentorokban lipidek isSfelrdulnak, altalaban zsirok és olajok
form4jaban. Ezek az anyagok a kezeletlen szenrspdrves anyaganak akar 30 %-at is
kitehetik (Novak és Carlson, 1970).

A zsirsavak a glicerinnel glicerideket alkotva k#kea természetes zsirokat és
olajokat. Zsirsavakat a természetben, allati ésémyivszervezetekben talalunk, nagy
tobbségben kotott allapotban észterek (gliceridalkptorészeként (Nelson és mtsai.,

2008). A trigliceridek jelerits része az élelmiszeriparbdl éképpen a husfeldolgozo
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iparbdl — szarmazik (Broughton és mtsai., 1998)ipikleket csoportosithatjuk a zsirsav
lanc hossza, a telitettség foka (kstkotések szama) és fizikai tulajdonségaik alapjan.

A hidrolizis mértéke ésen figg a kémiai karaktélt a hosszu szénlancu
zsirsavak esetében minél tobb a detkdtés, a gyengebb vizoldékonysaguk miatt annal
lassabb a lebontasuk (Novak és Carlson, 1970; Netsomtsai., 2008). A lipid-gazdag
hulladékok anaerob Gton tortemebontasat ésen befolyasolja, hogy vizzel nem, vagy
csak kis mértékben elegyednek. A fellleti feszgltesokkentése érdekében vizben a
legkisebb felszinnel rendelkiZormat veszik fel, ezzel is lassitva lebontasukatjer és
Zehnder, 1983). A hosszu szénlancu zsirsavak fattiddasa a fermentorokban gatolja az
anaerob lebontasi folyamatot (Angelidaki és Ahrii@92; Lalman és Bagley, 2000;
Lalman és Bagley, 2001; Nielsen és Ahring, 2006)triglicerideket a mikrobak észter
kotéseket bontd enzimeikkel (pl. lipdzok, észtekqizglicerinné és zsirsavakka bontjak
(Pavlostathis és Giraldo-Gomez, 1991). A glicegbdntasanak eredmeényeként illékony
zsirsavak, hangyasav és alkoholok K&jek (Broughton és mtsai., 1998), mig a hosszu
szénlancu zsirsavak étleges lebontasi utvonalapaoxidacio (Jeris és McCarty, 1965).
Ennek terméke ecetsav és hidrogén (Hanaki és m8ail).

Osszegzésként eimondhatd, hogy tobb teoretikus dzetjkés alakult ki, hogyan
lehet ebre megjosolni az alapanyagok kémiai 0sszetételédsk a mikrobak
élettevékenységének figyelembevételével a kelétkbiogadz mennyiségét, illetve a
fermentor stabilitAsat (Symons és Buswell, 1933; Chity, 1972). A legujabb
megkozelitések sokkal komplexebb modelleket tadahlmak, amelyek a biokémiai és
fiziko-kémiai reakciokat szimulaljak, ésoéed jelzik a Bbb atmeneti és végtermékeket
(Angelidaki és mtsai.,, 1999; Batstone és mtsaiQ020Az altalanos kémiai formulat
hasznalva a szénhidratokbdlskGoOs) 0,42 Nn? CHukg 0TS, a fehérjéldd (CsH7O2N)
0,50 Nn?¥ CH«kg oTS és a lipidekld (Cs7H10406) 1,01 Nni CHskg oTS lehet a
maximalis metankihozatali érték (Symons és BuswEl33). Flggetlenul az elméleti
hattértdl adodo kulonbségest, maguknak a modszereknek a pontossagaeer fligg a
szubsztrat Osszetétel minél pontosabb meghatatokakalonds tekintettel a bioldgiai
aton lebonthat6 frakciora. A szakaszos tesztekiégekek vagyunk nagy pontossaggal
elére jelezni a lebontas maximalis hatékonysagat,arfigfolyamatos fermentorokkal mar
j6l modellezheiek bizonyos Uzemi paraméterek hatasém@rseklet, keverési sebesség,

betaplalas gyakorisaga, retencio$ vdltoztatasa) a gazhozamra.
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2.4 Metanogenezis

A metanogén archaea csoport szigorlan anaerob rebagmtak egyik,
filogenetikailag diverz csoportjat alkotjak; metéibmusuk szén-dioxidbdl és hidrog&itp
hangyasavbdél, metanolbdl, metilaminokbdl, illetvecetsavbdl metan &lllitsara
korlatozodik. A sejtfaluk pszeudomureint tartalmazgrt antibiotikum rezisztensek. A
membranjukban nincs zsirsav észter, ennek koveéteatnem tudnak cukrot felvenni,
tehat at kell alakitani szamukra, amit az acetogémdgeznek el (Bai és mtsai., 2005).
Fontos tulajdonsaguk még, hogy lassan szaporodha&nélkivil érzékenyek a kdrnyezet
kilonbd® hatdsaira. Ez azzal magyarazhat6, hogy a biokéwligamataik soran kevés
energia szabadul fel és viszonylag kevés szubstzi@pesek hasznositani (Gerardi, 2003).
Korlatozott metabolizmusuk ellenére ezek az organsok nagy jeleidséggel birnak a
globdlis szénkdrforgasban - kézel egy gigatonnéinatt az anoxikus korilmények kozott
pl. élbvizek Uledékrétegeiben, mocsarakban, rizsfoldekeliglarasztott részein, valamint
a kébdzok és termeszek tapcsatornajabannéetanogének altal termelt metan mennyisége
(Thauer és mtsai., 2008).

A metanogének a hasznositott szubsztrat szempohtjddrom & csoportba
sorolhatok. Az acetotrof vagy acetoklasztikus meggmek ecetsavbdl, a hidrogenotrof
metanogének szén-dioxidbdl és hidrogén{8. abra, 4-5. egyenlet) allitjdkéel szén
legredukaltabb formajat, a metant és részben axid@iabb format a szén-dioxidot. A
harmadik csoportot a metilotrof metanogének képeaikelyek tevékenységik soran a
metanol és a metilaminok metilcsoportjat alakitjaletanna (Gerardi, 2003; Chen és
mtsai., 2008). A hidrogenotrof metanogének a hiéintyl szarmazo6 elektronok terminalis
akceptoraként a szén-dioxidot haszndljak fel. Ardudnotrofok felglsek azért, hogy a
hidrogén koncentracioja alacsony €1@s 16 M kozoétt) maradjon a rendszerben. A
hidrogénlél val6 metantermelés folyaman tobb energia szabafil mint az
acetoklasztikus reakcio sordn (3. ébra, 4-5. egypnEnnek ellenére az irodalomban
altaldnosan elterjedt vélemény szerint biogaz fetdwd soran kégirlé metdn mintegy
50-70 %-a ecetsavbol keletkezik,Methanosarcinaés aMethanosaetanemzetségekbe
tartozd torzsek munkajanak eredményeképpen. Enkek loogy a hidrogén limitalt

mennyiségben all rendelkezésre. Az acetotr6f meembs soran szén-dioxid is
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keletkezik, amelynek egy részét a hidrogenotradék képesek tovabbalakitani metdnna
(Sekiguchi és mtsai., 2001; Gerardi, 2003; Yadég&antsai., 2004; Bai és mtsai., 2005).

A metanogén archaedk o6t rendjét azonositottak eddgthanopyrales
MethanococcalesMethanobacterialedVMethanomicrobialesvalamintMethanosarcinales
Az 6si éblények kozul a legsibb ezek kdzul Methanopyralesa legujabb agat pedig a
Methanosarcinalesend alkotja. Ez utdbbi csoport 6sszes tagja fkedik citokromokkal
és metanofenazinnal (funkciondlis menakinon anal®égjamint a szubsztratok széles
spektrumat képesek felhasznalni. A tébbi rendszedsoportban nincsenek jelen sem a
citokromok, sem metanofenazin, tovabba a metantCa f@dukalasaval allitjiak &l
tobbnyire hidrogén felhasznélasaval, de némelyaféjangyasavat is fel tudja hasznalni
elektrondonornak. Az ébbieken kivil a citokromokkal nem rendelkke az is igaz,
hogy kedve# szamukra, ha azparcialis nyomasa kisebb 10 Pa-nal. Osztodadikdegy
oranal is hosszabb lehet és szamos fajuk hiperférifichvauer és mtsai., 2008). Az
optimalis szaporodashoz és metan produkciohoz aanogéneknek tobb tovabbi
tapanyagra és nyomelemre is szikségiuk van. Mindetanogén ammoniat hasznal
nitrogén forrdsként és mindnek sziiksége van nigkg&tybaltra valamint vasra. Ezek kozul
barmelyiknek a hianya sulyosan befolyasolja, lifjataa biogaz kéepiaését (Jarrell és
Kalmokoff, 1988). Amennyiben a nitrogén NHformajaban, a foszfor pedig E{"O
formajaban van jelen, azéskegiti a magasabb metan-termelést. Néhany kutatosioak
tartja, hogy olyan nyomelemeket juttassanak a mare, amelyek szikségesek a
metanogének ndvekedéséhez. Ezt ugy érhetjik ey, $wajént, molibdént, magnéziumaot,
aluminiumot és bért is adagolunk a biogaz reaktdmbétt szubsztrathoz (Brummeler és
mtsai., 1985; Yang és Okos, 1987). A metanogenekekeilése vitaminokkal is
elésegithed (Jarrell és Kalmokoff, 1988).

A masik fontos kornyezeti faktor a rendszer kénmgatéBrummeler €és mtsai.,
1985; Jain és Mattiasson, 1998). Az irodalombaryoagltét adatok jelentek meg a pH-
optimummal kapcsolatban. Huser és mtsai. (1982)lethanosaet& pH-optimuméat
pH=7,4-7,8 kozott allapitottak meg, mig BrummelE®85) szerint a sejtek aktivitasa nem
valtozik pH= 6,8 - 7,8 kozott sem. AMethanosarcingk viszonylag széles pH
tartomanyban képesek életben maradni (pH=6,0-8®)yH=7,0 az optimalis szamukra.
Brummeler (1985) kutatasai szerint azonban a sejtekesen tulélik a pH=5,0 értéket is.

Az ecetsavbol torténmetan alallitast szigoruan anaerob folyamatnak tartjuk; a

révid ideig tartd oxigénnel vald taldlkozas még nketdlis, azonban a szaporodas és a
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metan-termelés csak anaerob korilmények kozoikzaj(Huser és mtsai., 1982). Fetzer
és Conrad (1993) kutatadsai azt mutattak, hogy Oy/@aP4nagasabb oxigén koncentracio
azonnal gatolja a metan-termeléstM&thanosarcina barkersejteknél. Ha 0,05-0,1 %

oxigént juttatunk a rendszerbe, 0,5-2 oran bellkobetkezik a gatlas, ha azonban az

oxigén-koncentracié 0,005 % alatt marad, akkor n&oz problémét.

A metan termelés egyenes Osszefliggést mutat & sepporodasaval és ecetsav
felhasznalasukkal (Zeikus és mtsai., 1975). Gyakoihdszer a metanogén sejtek
szaporodasanak nyomon kovetésére, hogy a terméfinnmeennyiségét meérik (Yang és
Okos, 1987). A metantermelés és az ecetsavfogyasttk&kozvetlen kapcsolat van:

korulbelll egy mol ecetsavbdl egy mol metan keletkéZehnder és mtsai., 1980).

Huser és mtsai. (1982), valamint Patel (1984) kKgtit igazoltak, hogy a
Methanosaeta soehnge@sMethanosaeta conciléltal termelt metan koncentracidja fligg
a kiindulasi ecetsav-koncentraciotol, de csak akkaraz kevesebb, mint 10 mM (0,6 g/l).
Ha a kezdeti acetat-koncentracid6 5 mM, akkdv.aconcili metantermelése a 10 mM
acetat-koncentraciohoz képest 40 %-kal visszaésiklyamatos ndvekedés es szaporodas

fenntartdsahoz a tapkozegnek 70-80 mM ecetsavhatakedlmaznia, igy 60 mmol CH

feletti koncentraciot értek el 35°C-os inkubacilkaémazva (Patel, 1984).

2.5 Az acetogén és metanogén mikrobak kozotti egyuttilkodés

Amint ezt korabban roviden emlitettem az acetogéelektsége abban all, hogy
a metanogének szamara ecetsavat €s redukaldszehkérdgent termelnek, igy
hozzajarulnak a redoxpotencial lecstkkentéséhenndan az acetogének is fliggenek a
metanogénekt, mivel a hidrogén magas parcidlis nyomasa gatala acetogének
tevékenységét. Tehat ha az ecetsavat és hidrogémtfogyasztjdk el a metanogének,
akkor a felhalmozodo szerves savak lecsokkentikbzed pH-jat. Ez a savas pH-ra
erzékeny metanogének pusztulasdhoz vezet, igy\s&gen a biogazfermentacio leallasat
eredményezi. A hidrogénternéelés hidrogént fogyaszté torzsek tehat kolcsondsen
egymasra utaltak, un. szintrépikus kapcsolatbamaianA kodzelség legtdbbszor fizikai
kapcsolddast is jelent: az acetogének és metanbg@yakran makroszkopikus
granulumokat alkotnak (Schnirer és mtsai., 199%9a@de 2003; Yadvika és mtsai., 2004;
Bai és mtsai., 2005).
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Szintropikus halézatok hianyaban bizonyos szeragaks(pl. propionsav, vajsav)
degradacioja nem lenne kiviteleztiemivel a lebontasi reakcio élsépése endergonikus
(3. 4bra, 6. egyenlet). A folyamat akkor valik tedmamikailag lehetségessé, ha a reakcid
egy acetoklasztikus és egy hidrogenotréf metanogeakcioval kapcsolt (3. abra, 4. és 7.
egyenlet) (Sekiguchi és mtsai., 2001). A propionkasitasa soran é&sz6r ecetsav és
metan keletkezik egy acetogéByftrophobacter wolinii és egy metanogén torzs
kozremikodésével. A kovetkézreakcioban egy metanogeéen térzs az ecetsavbél hovab
metant és szén-dioxidot allitéelA teljes folyamat azonban csak akkor képes vegieim
ha a metanogenezis megfélh mikodik, azaz a fermentacios folyadék hidrogén és
hangyasav koncentracidja alacsony. A rendszerbimalifieoz6d6é propionsav és vajsav
tehat képes jelezni, ha a fermentacio nem az ofpsinbéogaz termelés felé tolodik el
(Gerardi, 2003; Nielsen és mtsai., 2007; Yen és8r2007; Krause é€s mtsai., 2008).

2.6 A mikroba konzorcium egyuttmiikbdésehez sziikséges optimalis
kordlmények
A fermentaciot szamos tényebefolyasolja, melyek kozil az egyik legfontosabb
a hbmeérséklet. A mezofil metanogénesrhérséklet-optimuma 35-40°C, mig a termofiloké
50-60°C. A mikroorganizmusok aktivitasa, és igy i@ghz produkcid is jelefisen
visszaesik 40 és 50°C kozott, illetve fokozatosadkken 0 és 35°C kozott (Demirbas,
2008).

Az acetoklasztikus metanogének csoportjabadselban mezofil torzsek
tartoznak. igy aviethanosaetanemzetség legtdbb tagja is mezofiicherer és Neuhaus,
2006). Ha 45°C-on inkubaljuk a sejteket tiszta émxgtben, 65z06r elmarad a névekedés
€s a biogaz termelés, majd négy hét utan elpusktunsejtek \(Vhitman és Jeanthon,
2006) Kevert kulturdkban a biogaz reaktorban azonbggakorlati tapasztalatok szerint
jol mikdéds rendszerek alakulhatnak ki ebben #&miérsékleti tartomanyban is. A
Methanosarcina sphasonlé Bmérsékleti optimumot mutatott, az idealis tartomady
37°C kozé esett (Yang és Okos, 1987). Egyes ternméitanogének dmérséklet-
optimuma 65-70°C (Uemera és Harada, 1995). A biegdentaciohoz tehat csak egy
nagyon s#k hémérsékleti tartomany optimalis, ahol minden — aydatatban szerepet
jatszé — mikroorganizmus még éppen képes elldwindatat.
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2.7 A fehérje alapu hulladékokrol

Elsddleges biomasszanak tekintjuk a novényi efedeibmasszat, amely a
megkotott fényenergia jeleis részét a sejtek faldbandserban lignocelluléz form4jaban
halmozza fel. A ndvényi biomassza felhasznélasargeneyerésre vilagszerte az
erdekbdés kozéppontjaban all (Tamas, 2008). A masodlagoeasszak kdzé sorolhatok
tobbek kozott az allati eredetragyak, a kommunalis hulladékok, vagohidi maraftéts a
kommundlis szennyviziszap. Az anaerob lebontasnsazdebbbiekben emlitett anyagok
széles spektrumat lehet felhaszndlni. A harmadldgiosnasszak a bioldgiai ereédet
anyagokat felhasznal6 iparok termékei, melléktemnékulladékai, emberi telepulések
szerves eredet szerves hulladékai. Ezek koziul dderban az élelmiszeripari
mellékterméket, hulladékot hasznositjdk biogadalétassal. Az élelmiszeriparban
keletke®d hulladékoknak kb. fele (53,3 %-a) nem veszélyegyvaagy szervesanyag-
tartalmu, ndvényi és allati eredeinyag (Szabd, 1999).

A szakirodalom altaldban egyetért abban, hogy aasmdghérje tartalmu ipari
melléktermékekdl nehéz biogazt éallitani, mert az alapanyag szén/nitrogén aranyd (C
aranya) nem kedvez a lebontast edmkteriumoknak. Szamos kutaté foglalkozott az
évtizedek soran azzal, hogy leirja azokat a pamemeiét, amelyek kdzott azéebekben
bemutatott, konzorciumban dolgozé mikrobak hatékonyidnak egydtttidkodni (Luste és
Luostarinen, 2010). Ennek egyik meghatarozo pamméh lebontani kivant szubsztrat
C/N aranya, amelyet optimalisan 20:1 és 30:1 ékt&keott hataroztak meg. A potencialis
szubsztratoknak protein-gazdag csoportjat az ilyeémyu fejlesztésekben altalaban
elkerllik a fehérjék lebomlasakor keletkeznagy mennyiség reduk@lt nitrogén
vegyuleteknek a mikrobakra gyakorolt karos hatasattmMar a denitrifikacio soran
képzydé6 atmeneti nitrogén-oxid formak (NQ NO és NO) is csokkentik a
metantermelést, azonban az ammoédnia nem-ionizaihdar (NH) a legtoxikusabb a
mikrobakra. Toxicitdsa ésen figg a pH-t6l és a rendszémtérsekletétl, mivel ezen
paraméterek emelkedésével az ammaonium-ion/amméany @ nem disszocialt ammonia
felé fog elmozdulni. Az ammonia nem protonalt fobaa (NH) diffazid révén kdnnyedén
bejut a sejtekbe. Az ammoniumion (NH kevésbé kdnnyen diffundal at a lipid
membranon (Kleiner, 1993). Az ammoénia okozta togiknlyamatoknak eddig két modjat
fedezték fel: (i) a nem ionizalt ammonia-forma kétienul képes gatolni a citoszolikus
enzimeket, (i) NH" felhalmozodasa a sejten belll az intracellulatitra gyakorolt

hatasaval okozhat gatlast, majd a sejt halalahpmt$ 1984) vagy mas kationok (pl: 'K
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koncentracidjanak helytelen irdnyba tétiéalmozduldsdhoz vezethet (Sprott és Patel,
1986). Ha egy éatlagos, cellul6zban gazdag szulstrtféldolgozé biogaz fermentorba
hirtelen magas fehérjetartalmu alapanyagokat tapkdh mikroba konzorcium ammaoniara
érzékeny csoportjainak noévekedési Uteme hamar ridlba rendszer pH-ja az acetogén
baktériumok tulzott elszaporodasa miatt jelsen csdkken és a rendszer rovid alatt
odsszeomlik. A kevert kozdsséget tartalmazé fermrektmn raadasul szulfat-redukalok is
jelen vannak, amelyek a metanogénekkel versengenekektronokért. Alacsony pH-n az
altaluk eballitott kénhidrogén disszociacidja cstkken, eta#tadisszocialatlan forma
koncentraciéja megemelkedik, amely a szabad amidénihasonléan kénnyedén atjut a
mikrobadk membranjan és kb. 50 mg/l koncentraciétfadifejti toxikus hatasat.

Az Eurdpai Unidban tébb mint 8000 biogaz uzenikidik napjainkban, ezek
kozul egy sem hasznél étieges alapanyagként fehérjében gazdag szubszamatak
ellenére, hogy folyamatosan, nagy mennyiségben elédmek ezek a hulladékok.
Tarolasuk, artalmatlanitasuk koltséges és enedgigies. Az élelmiszer @&llitds soran
keletked mellék- és végtermékek kdzé tartoznak a jéembiennyiség keratin fehérjébl
felépub tollat is tartalmazo, szérnyas tartasbol kikérbillladékok, amelyekid évente
vildgviszonylatban tébb millio tonna kéfdik (2009-ben 4 milli6 tonna) (Danish
Environmental Protection Agency: Survey of wastesead on land —Final report study
contract, 2001). A broiler csirke nevelés gyorsabbd mint barmelyik egyéb husipari
felhasznaléds. Az Eurdpai Unié adatai alapjan ag\élzarnyas hus@llitdsanak 13 %-at az
EU 28 tagorszaga allitjace(Grabkowsky és Windhorst, 2009). Csak ebben abagi évi
1 millié tonna fehérje-gazdag hulladék tertitbk. Brazilia €s a muszlim orszagok sarnyas
hs termelése szintén jeléat Fehérje tartalmi melléktermékek, hulladékok bBaonnem
csak a husiparbdl kertlhetnek ki, a tejgyari hidlagelents része tartalmazhat kilontsoz
mennyiséd proteint (Ramsay és Pullammanappallil, 2001). peeji hulladék
felhasznalasakor az anaerob lebontas alacsonyjes&sta kilonbdz vegyiletek miatt
kialakul6 gatlas egyuttesen okozza a biogaz reaktesOkkent aktivitdsat (Perle és mtsai.,
1995). Elméletileg a fehérje-gazdag biomassza &ibébgaz forrds lehetne, amennyiben

sikerlilne az anaerob lebontas néhany alépkaidését tisztazni.

2.8 A fehérje feldolgozasakor jelentke# problémak

A biogaz termelését végamikroba-populacid egy rendkivil komplex rendszert
alkot. A tagok kozti kiulonbdg szintropikus kapcsolatok és egymasra utaltsagt raiat
fermentacido csak akkor lehet hatékony, ha mindenlelmntasban szerepet jatszo
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csoportnak idedlis korilményeket tudunk teremtéoigy feladatukat ellassédk. Minden
mikrobanak sziiksége van makro- és mikroelemekek BiAnya negativ hatast gyakorol
életfolyamataikra. Ezek az elemek legtbbbszér ni@pi@ok a lebontandd alapanyagban.
Azonban ha csak egyféle alapanyaggal (monoszubszé&gezzik a fermentor taplalasat,
elobb-utébb fel fog lépni valamely &svanyi anyag he&éngs ez jeleds meértékben
csokkentheti a megtermelt biogaz mennyiségét éslazsony pufferkapacitds nagyon
sérulékeny rendszert eredményezhet. Az anaerobveszeanyag lebontas szamos
mikrobacsoport egydutttikodését igényli, mindnek megvan a specialis szeeepeljes
lebontasi folyamatban (Ahring, 2003; Wirth és mts&i012), amelynek hatékonysaga
szamos kornyezeti tény@dl flgg, tobbek kdzoétt az ammodnia-koncentraciétébn(v
Velsen, 1979), amely a nitrogén-tartalmi szervegyiietek — dorien fehérjek —
lebontasa soran keletkezik. Megfigyelték, hogy agasanitrogén tartalom felid lehet
szamos alapanyag nem megfélétbontasdért és a bioldgiai rendszer dsszeomtasaér
(Schmid és Lipper, 1969; Braun és mtsai.,, 1981).Chtty és McKinney (1961)
eredményei alapjan 150 mg/l-es hatarértéknél &gk meg a szabad ammonia
toxicitasanak hatarértékét (a hatarértekeketoides részletezem), de kalcium- és
magnézium ionokkal csokkenteni lehet a toxikus stafammaodniumion antagonistak). A
magas metantartalma biogada@litdshoz optimélis szén/nitrogén/foszfor (C/NAPaNyt
100:3:1-hez allapitottdk meg (Conrad és mitsai.,919ajeshwari és mtsai., 2000).
Amennyiben a C/N arany magas, fennall a veszélggy a nem megfelél tApanyag
aranyok miatt valamilyen hiany lép fel, ezzel egyi#dkken a rendszer pufferkapacitasa,
amely érzékenyebbé teszi a mikroba kozdsséget (NYB86). Bizonyos esetekben
javithatd a szénhidrat alapu szubsztratok leboddldgia, ha keverjuk nitrogén duas
alapanyaggal, igy javitva a C/N aranyt (Ahring, 29Raparaju és mtsai., 2002; Macias-
Corral és mtsai., 2008). Azonban mas siderdltalaban nem ajanljak a nitrogén-gazdag
hulladékok anaerob lebontasat a felhalmoz6d6 amarsrarmazékok géatléo hatasai miatt
(Luste és Luostarinen, 2010; Ahring, 2003; Braumé&sai., 2003; Gerardi, 2003).

Az ammoénia gatlast évtizedek 6ta tanulmanyozzakelkermegfeldlen szamos
alapos kisérletes munka szilletett a témaban, aknegsetenként nagyon eléér
hatarértékeket allapitottak meg az ammoniara vozatn (Kroeker és mtsai., 1979;
Angelidaki és Ahring, 1993; Hansen és mtsai., 1¥4hks és Wang, 1999). A gatlés f
okaként azonban a legtobb esetben a kordbban #mslisbad NK kénnyii membranon

valé atjutasat (Kroeker és mtsai., 1979; de Basrentsai., 1984) és az ezaltal okozott
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proton egyensuly felborulast és/vagy kélium hidalapitottak meg (Sprott és mtsai.,
1984; Sprott és Patel, 1986; Gallert és mtsai.8L9%z esszencialis Nd-N koncentraciéra
is szamos érték létezik: anaerob mikroorganizmusoB05 és 0,2 g/l az ajanlott
Bhattacharya és Parkin (1989) szerint. Van Veld®&79) ugy talélta, hogy 0,2 és 1,5 g/l
NHz-N még nem okoz géatlast a metanogének korében.eKoss Lettinga (1984)
vizsgélatai alapjan mezofil korilmények kozott a xim@dlis metanogén-aktivitdsra
hatastalan volt a 0,68 g/l-es BN koncentracio. Azonban 1,5-3 g/l-es NN
koncentracié pHM7,4 felett mar gatlast okozott a metanogén kozdmsedvan Velsen,
1979; McCarty és McKinney, 1961). Angelidaki és ialgr (1993) szerint 4 g N/l (a
mértékegység feltehign a teljes N koncentracidéra utal) vagy ennél meagas
koncentracié komoly gatlast okozott termofil korények kozotti marhatragya alapu
biogaztermdl rendszerben. Ennek ellenére a kisérletben tovalhelték a
nitrogéntartalmat, mivel az eredményeik arra ukalthogy az acetiklasztikus és a
hidrogenotrof metanogének ndvekedési Utemének aesgse atmeneti jelenség. A
szakirodalomban taldlhatd eltérések részben abtétireak, hogy nehéz d6sszevetni a
kulonbod mértékegységekben megadott eredményeket, tovabbérak kozott jelends

eltérések vannak az alkalmazott pH émérsékletek tekintetében is.

A magasabb ammonia koncentraciohoz valé alkalmazkods a kationok
antagonista hatasat szamos tanulmany részletezibaa jeleris eltérések mutatkoznak a
gatlénak itélt koncentraciokban (Lapp és mtsaiz51€hen és mtsai., 2008). Adaptaciéval
magas tolerancia értée¢l. Ahring és mtsai. (1992), valamint Hansen ésam{1996) arrol
szamoltak be, hogy 0,7-1,1 g BN/l kozott kdvetkezik be irreverzibilis gatlas. €hés
mtsai. (2008) szamos potencialis gatlé tédyezizsgaltak, amelyek jeletden
visszavethetik a biogaz-ternmddést. Hashimoto (1986) medfigyelte, hogy az A&ltala
hasznalt termofil metanogénekre adaptacitite2,5 g NH-N/I ammonia mar gatlolag
hatott, mig adaptaciot koven ez az érték 4 g NHN/I-re emelkedett. Masok a spontan
kialakul6, nem adaptalt természetes mikroba kdozps#iéalmazasaval nagyon alacsony,
minddssze 0,08-0,10 g NHN/I ammonia hatarértéket allapitottak meg (Brasm#ésai.,
1981; de Baere és mitsai., 1984). Parkin és mt§8B3) 8-9 g NH-N/I koncentracio
eléréséig nem tapasztalt jelémt biogazhozam csokkenést adaptacio alkalmazasat
koveen, mig mas kutatok mar 3-4 g AN/l koncentracional megfigyelték az adaptélt
rendszer 6sszeomlasat (Angelidaki és Ahring, 19€8)strom és mtsai. (2003) vért,

gyomor- és béltartalmat, illetve élelmiszer hullemlé kofermentacidjat vegezték allati
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eredell inokulummal. A betaplalt alapanyagkeverék 8-15 Ban- allati hulladékokat is
tartalmazott, ennek eredményeként viszonylag mag&s5,0 g NH-N/I koncentraciot
értek el a folyamat gatlasa nélkil. Tovabbi sikekiserleteket végeztek Parkin és mtsai.
(1983), valamint de Baere és mtsai. (1984), amelyaian egy adaptacidos peridodust
koveten 6,0-7,8 g NEN/I 6sszes nitrogéntartalom mellett is megbizhataajlott a
biogaztermelés.

Kbdzismert tény, hogy a biogdz fermentorokban jéehlmikroorganizmusok
kozul a metanogének toleréljak legkevésbeé a koeti@ben megjelegngatlo anyagokat,
igy a ndveké ammaonia koncentracié hatasara lelassul a szaparkd&ayhanian, 1994;
Stroot és mtsai., 2001; Kotsyurbenko és mtsai.420@ megemelkedett Ndiszint (0,8-
6,9 g NH-N/I) valtozast okoz a mikrobakdzosség 0sszetépeledz ammonia gatlas egyik
legjelentsebb kovetkezménye a populacidban az acetiklasztikuetanogének
2008; Westerholm és mtsai., 2012). Az acetiklasstiknetanogének relativ mennyisége
csokken az ammonia stressznek kitett reaktorokimdg,a baktériumok szama névekszik.
Az acetat- és hidrogén-hasznositd metanogén papkl@nmonia toxicitds tesztje azt
mutatja, hogy az acetiklasztikus metanogének émadbek a hidrogenotrof
metanogéneknél (Robbins és mtsai., 1989; AngelidgakiAhring, 1993; Schnirer és
Nordberg, 2008). Az acetiklasztikus metanogénelekédési rataja a felére csokken, ha a
kornyezet 0©sszes nitrogéntartalma eléri 3,5 g Nbndentraciét, ugyanez a
hidrogenotrofoknal csak 7 g N/I-nél figyelbbetneg (Angelidaki és Ahring, 1993) (sajnos
az eredmények értékelésében ismét zavar6 a méysdggmem megfelél definicidja).
Egy korabbi tanulmany szerint azonban a hidrog&zhasitd metanogének sokkal
érzékenyebbek az ammoniara, mint az acetiklasztifnzsek, bar a gatlas miatt feltép
hidrogén-felhalmozédas kovetkezményeként megnoveksz rendszer propionsav
koncentracidja, ami azonban mar gatolja az acstikileus fajokat is (Wiegant és Zeeman,
1986). Sza&mos szintréfikus acetdt oxidald baktériomgas ammonia-toleranciaval
rendelkezik, mint példaul Clostridium ultunense Syntrophaceticus schinkiiés
Tepidanaerobacter acetatoxidansz keétségtelentl kompetitivéelt jelent szamukra a
k6zOsség tobbi tagjahoz képest (Westerholm és m@i2). Koster és Lettinga (1988)
tanulmanyoztak az acetogén és metanogén popul&dibbzasat, mikozben a rendszer
ammonia-nitrogén tartalmat 4,6k5,7 g NH-N/I-ig novelték. Kisérleteik bizonyitottak,

hogy a metanogén populacié aktivitasanak tobb meiét elvesztette ez édalatt, mig az
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acetogénekre alig volt hatassal a tobbi:NNOvekw szamua flggetlen kisérlet szerint
lehetséges kiegyensulyozott rendszerben biogaatefa@lni 4-5 g NEN/I felett is egy
kezdeti adaptacios folyamatot kofenh (Chen és mtsai., 2008; Nielsen és Angelidaki,
2008). A vizsgalatok tobbsége kiemeli, hogy a né&geammoniumion koncentracioval
parhuzamosan visszaesik a biogazhozam és/vagy erséklgazban a metan részaranya

(Koster és Lettinga, 1988; Borja €s mtsai., 1996).

Koster és Koomen (1988) a nem adaptalt hidrogehotrétanogének gatlasét
tanulmanyoztak. Ennek soran azt talaltak, hogy magamodnia-nitrogén koncentracional
(6,3 g NH-N/I) is képesek voltak d¢ni a vizsgalt torzsek. Bar Koster és Koomen
eredményei nem egyedulélléak, szdmos ellentétedmémey is napvilagot latott (van
Velsen, 1979; Koster és Lettinga, 1984; Koster,6)9&zekben a kisérletekben nem
adaptalt, kevert acetiklasztikus és hidrogenotr@tamogén populacidkat hasznaltak, a
rendszerben ideiglenes ammonia gatlast figyeltel, rmmely csak akkorint el, ha egy
adaptacios idszak soran hozzaszoktattak a kozosséget a névekmmonia

koncentraciéhoz.

Altalanosan hasznélt megoldas az izemi #zinibgaz eballitasban, hogy a
magas nitrogén-tartalmu szubsztratokat celluloziggiszénhidrat-gazdag alapanyagokkal
keverve juttatjak a fermentorokba, ezzel kézeltdeeajanlott C/N aranyhoz. A toxicitast
vizsgalo tanulmanyok kézil csak keveés vizsgaltahkibz koncentracibban az ammonia
gatlé hatdsat mind a hidrogenotréf, mind az acasidikus metanogének esetében. Sprott
és mtsai. (1984) négy, ipari biogazfermentorbélaltanetanogén torzs tiszta kultarainak
ammonia tolerancigjat vizsgaltakéthanospirillum hungatei, Methanosarcina barkeri,
Methanobacterium  thermoautotrophicum és Methanobacterium  formicicum
Medfigyelésik eredményeként kidertlt, hogyMa hungateivolt a legérzékenyebb az
ammaoniara a vizsgalt fajok koézil, minddssze 4,2Hg-N/I-ig volt képes elviselni, mig a
tiszta termofil hidrogenotr6f metanogén kultirdkzsgalata soran 9 g NHN/I
koncentraciéonadl még megfigyelldetolt a térzsek ndvekedégelendriksen és Ahring,
1991). Mas tanulmanyok kifejezetten Methanosarcinaceaeés Methanosaetaceae
csaladok torzseit vizsgaltdk, amelyeketsen gatolt az alacsony NHoncentracio is
(Sprott és Patel, 1986; Hajarnis és Ranade, 19%9%heak és baktériumok hasonloan
néttek 0,8-2,3 g NRN/I jelenlétében, azonban 4,4 g/l és 8,6 g/l kiizattomanyban az
Archaeak csaknem teljesenteltek a rendszetélh. Mindek6zben az anaerob reaktorokban
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a szintrofikus acetat oxidalok (Schnirer és Norgh2008; Westerholm és mtsai., 2012)
f6 versenytarsai az acetiklasztikus metanogénekapBidethanosarcina@sMethanosaeta

csoportok tagjai (Hattori, 2008).

A folyamat 0sszetettsége miatt viszonylag kevesesgaljak a toxikus anyagok
hatasait ipari mérétbioreaktorokban, kiléndsen azért, mert ilyen édete figyelembe
kell venni a reaktor geometriajat és a technolégiidrasokat, amelyek nem engednek meg
ilyen kisérletezést (Gallert és mtsai., 1998).

2.9 Metagenomika

A metagenomika egy adott kdrnyezetbet KbzOsség teljes genetikai anyagat
tanulmanyozza. A tradicionalis mikrobiol6gia és molkalis genom szekvenalas déen a
laboratériumi kortlmények kozoétt szaporithatdé maaganizmusokkal foglalkozik. Ezzel
szemben a metagenomika (Handelsman és mtsai., 1@888pvé teszi a mikroba
kozosségek direkt vizsgalatat kornyezeti mintakbdkertlve az izolalast és a tiszta

kultdra laboratériumi szaporitasat.

Az automatizalt Sanger szekvenalast, mas nével gaaeracios szekvenalast”
az utobbi években jelefgen tovabb fejlesztették. Napjainkra szamos jéseechnikai
Ujitast vezettek be, ezeket a technikakat tovaldstgiett, Un. ,kdvetkdz generacios
szekvenalasnak” nevezik. Altalanosan igaz ezekmméalszerekre, hogy nagy méret
adatbazisokat hoznak létre viszonylag rovid szeknenfragmentekél és komoly
bioinformatikai eszk6zok szikségesek az eredménkiktékeléséhez. Kornyezeti
mintakbdl specifikus gének azonositasa soran (gyakrl6S rRNA gének), egy 6sszetett
minta profiljat kapjuk meg. Szamos 16S rDNS szeki@ntalaltak, amelyek egyetlen
eddig ismert, tenyészttiefajhoz sem tartoztak, igy a metagenomika egyidaia, hogy

azonositsa ezeket adkényeket.

Az el metagenomikai vizsgalatokat 454 piroszekvenaldslokkegezték.
Manapsag is ez a legelterejedtebb platform, a nélemert esetben a biogazteriel
rendszerek leirasara ezt alkalmaztak (Krause €ai.mB008; Schliter és mtsai., 2008;
Krober és mtsai., 2009; Hanreich és mtsai., 201tidBerg és mtsai., 2011). Az Ujabb
modszertani fejlesztések eredménye: lon TorrensdPat Genome Machine, az lllumina
platform és az Applied Biosystems SOLID rendsZerek a DNS szekvenald technikak a

Sanger-féle szekvenalasnél rovidebb szekvenciankeateket allitanak & az lon Torrent
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PGM System és a 454 piroszekvenalas atlagosan A®GObp hosszusagu egyedi
szekvenciakat ad, az lllumina 25-300 bp, a SOLID735bp leolvasasokat allit éel
(McKernan és mtsai., 2009; Tyler és mtsai., 200®adsen és mtsai., 2011; Liu és mtsai.,
2011). A piroszekvenalassal vizsgalt metagenomaki200-500 Mbp adatot szolgaltanak
egy menetben, az lllumina platformok altal genee@latmennyiség pedig eléri a 20-50
Gbp-t.
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3 Célkitiizés

Felismerve az o&riasi mennyiségben keletkehasznositasra varé fehérjében
gazdag ipari és meégazdasagi melléktermékek biogaz formajdban tértén
artalmatlanitdsanak és hasznositdsanak szikségessked tiztem ki:

1. Olyan eljaras kidolgozésat, amely — az anaerobnidisd végé mikroba
kozosség Osszetételének megvaltoztatasaval — adbiteymed rendszert
fokozatosan hozzaszoktatia a szakmai irodalombameris hatarok
tobbsz6érosét meghaladdé fehérje-alapanyagokhoz.

2. Az ismert megoldasok tovabbfejlesztésével eljafefliesszek fehérjében
gazdag alapanyagok fokozott mennyiségben valé daksda és ilyen
mellékterméekek monoszubsztratokkéent todtér(pl. sertésvér, kazein,
haskivonat) artalmatlanitasara biogaz tetimehdszerekben.

3. Metagenom vizsgalattal tanulmanyozzam a mikrobag$zg dsszetételében
bekovetke# valtozasokat a fehérje-adaptacio soran.

4. A metagenom-analizis alapjan kivalasztott torzsegztd tenyészeteit
visszajuttatva a rendszerbe a feltételezétiygls hatasuk tesztelése érdekében
vizsgaljam ezek hatasat a biogaz termelésre illetilélésiiket a biogaz
termeb mikroba k6z6sségben.

5. Osszehasonlitd vizsgalatokban meghatarozzam azédtdighérje hasznosito

mikrobakozosségek hatékonysagat, a biogaztermaiésarthatosagat.
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4 Anyagok és modszerek

A kisérletekhez felhasznalt vegyszerek nagy rés&igma, Reanal Vegyszergyar
és a Merck cégek forgalmazzak. A sertésver, amreteimben gazdag tdpanyagforrasként
szolgalt, a makdi Fustoltkolbasz Kft. vagohidjasdarmazik. A baktérium torzsek a

DSMZ német torzsdijtemeényltdl szarmaznak.

4.1 Tapoldatok, taptalajok
Luria-Bertani, LB (Sambrook és mtsai., 1989) Iriiéevonatkoztatva:

- 10 g pepton
- 5 g éleszt kivonat
- 10 g NaCl

A tapoldat dsszeallitasat koven szikséges a pH beallitasa pH=7,5 értekre 1M

NaOH segitségével.

A sejteket taplemezen tartottam fenn, mely a feldofoltakon kivul 15g/L agart

is tartalmazott.

Bacillus subtilistDSM10) ésBacillus coagulangDSM1) tapoldat 1 literre

vonatkoztatva:

- 5 g pepton
- 3 g haskivonat
- 0,01 g MNnS@xH20
A tapoldat 0sszedllitsat koven szilkséges a pH beallitasa pH=7,0 értékre 1 M

NaOH segitségével.

Pseudomonas fluoresce(i3SM50090) tapoldat 1 literre vonatkoztatva (pH=):

- 5 g pepton
- 3 g haskivonat
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4.2 Kevert természetes kultara (oltdiszap)

A biogaz fermentéaciéért feléd mikroba konzorcium anaerob reaktorok (Pilze-
Nagy Kft., Kecskemét) fermentaciés maradékabolmaaik. A fermentaciot megetéen
a mikrob4dk aktivitAsdnak fokozésa érdekében a fetdoed tervezett dmérsékletén

inkubaltam a kevert kultirat egy héten keresztul.

4.3 Novényi eredeti konyhai hulladék

A haztartdsokban jelefd mennyiségben keletkezik kulonieoznévények
tisztitasa, apritasa sordn konyhai hulladék. E adék Osszetétele rendkivil edtér
szezonalisan és lakohalyfuggoen is valtozik. A vizsgalathoz mesterségesen GHinéa
keveréket hasznaltam, melynek allandé biomasszaetidslét ugy értem el, hogy az
alapanyagként beszerzett zéldségeket és gyimolcs6kegenizaltam (4. abra). Ennek a
homogenizatumnak a C/N 0sszetétele 10:1 volt. A mémtorokba bevitt
szubsztrat/oltéiszap oTS aranya 0,5 volt.

Hulladék frakcié % (m/m)
Alma 19,1
Burgonya 18,5
Gordgdinnye 18,4
Oszibarack 10,2
Paradicsom 18,5
Szilva 15,3

4. abra: A 'modell’ névényi eredéi konyhai hulladék 6sszetétele

4.4 Mikroorganizmus torzsek

4.4.1 Pseudomonas fluorescef®SM50090) tipus torzs

Aerob, Gram-negativ, heterotréf baktérium. Toblgéliummal rendelkezik, anyagcseréje
nagyon valtozatos, biokontroll faj. A sejtek paklakuak, méretik: 0,5-0,8 x 1,5-3,0 um.
A talajban és természetes vizekben is megtalalbakérium. A zselatint képes lebontani,
emellett lipdz- és lecitinaz aktivitassal is rekeéeik. Himérsékleti optimuma 30°C, kis

meértéki nbvekedést mutat 4°C-on is, azonban 41°C-on aksegztodasa nem figyelldet
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meg. A DNS G/C aranya 60 %. Energiaforrasként talhalja az acetatot, citratot épp ugy,
mint szamos aminosavat (pl. L-alanin, L-aszparagiaszparaginsav, L-prolin, L-arginin,
L-tirozin, D-alanin, L-leucin és izoleucin, L-valiés L-hisztidin), tovabba a D-glukozt, D-
fruktdzt és D-galaktdézt. Nem tudja bontani a vagtads az izovajsavat (Garrity €s mtsai.,
2005).

4.4.2 Bacillus coagulang(DSM1) tipus torzs

B. coagulansGram-pozitiv, katalaz pozitiv, endosporat k&pmozgo, fakultativ
anaerob baktérium (0,8m-3,0 um x 5,0 um). Reakcidi alapjan 8. coagulansGram-
negativnak itnhet, amikor az osztddas stacionéaris fazisdba Mjvekedéséhez az
optimalis Bmeérseéklet 40°C (DSMZ szerint 30°C), de 30°C-55°Czdtd toleralja a
kornyezet Bmérsékletét (Hammer, 1915). A zselatint, kazeina é&meényiit is bontja,
fel tudja hasznélni energianyefolyamataihoz a frukt6zt, maltozt, trehalozt, tblbd a
citromsavat, azonban a propionsavat nem haszno&ifja coagulangpH-optimuma pH=
6,0-7,0 (Vos és mtsai., 2009).

4.4.3 Bacillus subtilis(DSM10) tipus torzs

A szénabacillus néven is ismdt subtilisa talajpan altalanosan felleltieGram-
pozitiv, katalaz-pozitiv baktérium. A Bacillus nestgég fajaként 8. subtilis palcika
formaju, és képes a kedwtlen kornyezeti korilmények kozti talélést biztdsit
endosporat Iétrehozni. B. subtilist a multban obligat aerob szervezetként irtaknera
elfogadotta valt, hogy mind aerob, mind anaerolmyézetben képes a faj szaporodni (Vos
és mtsai., 2009). Motilis, pigment anyagot nem tdyra zselatint, keményités a kazeint
is képes bontani. A citromsavat, fruktdzt, malt@t a trehal6zt &8. coagulanBoz
hasonléan képes hasznositani, azonban a propidnsaea tudja energianyer
folyamataiban felhasznalni. A névekedéséhez szidssgdH=6,0-8,0, mig az optimalis
hémérseklet 20-40°C.

4.5 Szarazanyag-tartalom meghatarozas
A szubsztratként felhasznalt biomassza szarazaaytgmanak

meghatarozasdhoz 105°C-os szaritoszekrényben aakaintegy éjszakan keresztul
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tomegallandésagig szaritottam, majd a visszamadadeg alapjan kovetkeztettem azok

szarazanyag-tartalmara.

4.6 Szervesanyag-tartalom meghatarozas
A szarazanyag-tartalom meghatarozas soran kelétkemmtakat 550°C-on
hevitettem tomegéllandésédgig, a visszamaradt toéhegkdvetkeztettem azok

szervesanyag-tartalmara.

4.7 lllékony szerves savak (VFA) mennyiségi meghataroga

A VFA mennyiségét nagy hatékonysagu folyadékkrompaiioa (Hitachi Elite
LaChrom HPLC) segitségével hatdroztam meg. Az egegek leolvasasa és kiértékelése
EZChrome Elite programmal tértént. MozgofaziskértlOM kénsav oldatot hasznaltam,
melynek aramlasi sebessége 0,8 ml/perc volt. A korapesek elvalasztasa ICsep ICE-
COREGAL 64H oszloppal, azonositasuk L-2490 refrakitidex detektorral tortént. A
kolonna bmérséklete 50°C, a detektoré 41°C volt. Méré# @l mintékat lecentrifugaltam
(5 perc, 13,000 rpm, 4°C), majd cellul6z-acetat tnem fecskengszirén (0,2 pm
porusatmés) lesirtem, annak elkerilése érdekében, hogy szedgseket, illetve

bakterialis sejteket vigylnk fel az oszlopra.

4.8 Biogaz minosegi dsszetételének vizsgalata

A keletkezett biogaz Osszetételének meghatarozasAtromatograf (Shimadzu
GC-2010, Carboxen 1010 kolonna) segitségével végezel. A fermentorokon
kialakitottunk egy gazminta vételre alkalmas szeyaity melyen keresztlil vettem a

gazmintakat.

Hovezet képesség detektort, valamint nitrogéndgazt alkalmaztam. A kolonna
hémérséklete 60°C, a detektoré 160°C volt.

4.9 Kénhidrogén-tartalom meghatarozasa
Az elmerd gazban mért kénhidrogén-tartalmat Drager gyartdgyartoszam:
CH29103 csovekkel hatdroztam meg, amelynek mérési tartomé®p-2000 ppm kodzé

esett.

4.10 Ammoniumion tartalom meghatarozas

A mintdk ammoéniumion tartalmanak meghatarozasatct8ppant Nova60
(Merck) reagens teszt (1.00683.0001) segitségévignt. Méerés ékt a mintakat €lszor

35



szirépapiron, majd 0,2 um pérusatriiéel rendelkeé fecskendszirén lesfirtem, mivel a
hasznalt mMiszer spektrofotometrias elvenikddik, igy a minta zavarossaga hamis pozitiv

eredményt adhat.

4.11 Proteéz-aktivitasméres

Mintdinkbdl nem specifikus proteaz aktivitAst méciiazokazeinnel. Az azokazein
lényegében az akklimatizacibhoz hasznalt kazeinasifatt forméja, ahol az alapfehérjére
festeket kotnek. A proteaz-hasitast kdeet szines termék jelenik meg az oldatban,
amelynek mennyisége spektrofotometrias uton 44@nmérhei. Ezen a hullamhosszon
mért fényelnyelés aranyos a proteazaktivitassalmidtdk ebkészitése soran 0,2 pum
poérusatmeijt steril fecskendszirén atsfirjik a mintdkat. 200 pl mintét puffereliink 50 pl
KoHPQO-KH2PQy pufferrel (8pH), majd 0sszekeverés utan 200 pkazeint adunk a
keverékhez és 24 orara 37 °C-ra helyezzik a miht&lzaaz idtartam elegent] hogy az
enzimek elvégezzék a hasitast. A reakcié 700 pbS%iklor-ecetsavval allitjuk le, amely
kicsapja a rendszerben tédsszes fehérjét, igy az enzimeket, valamint aresl hasitott
azokazein molekulakat is, a lehasitott festék aaordddatban marad és az altala adott szin
mélysége aranyos a rendszerberd lénzimek mennyiségével. A mintakat lecentrifugaljuk
13000 rpm fordulaton 10 percig, majd 440 nm-en m@&gik a fényelnyelést
spektrofotométer segitségével.
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4.12 Szubsztratként felhasznalt anyagok tulajdonsagai

A kisérletek soran alkalmazott szubsztratok adakdgivetkesek voltak:

Novényi
eredeti
konyhai
paraméterek mértékegység Kazeinl  Vér Huskivonat | hulladék
Szerves szarazanyag-
tartalom % (a szarazanyag-tartalom szazalékaban) 5983 95,79 87,56 92,71
Szarazanyag-tartalom % 97,12 | 23,32 94,16 16,60
Nedvesség-tartalom % 2,88 76,68 5,84 83,40
Siirtiség kg/m? 1,48 1,06 1,47 1,06
C/N arany 347 3,20 3,32 12,43
Lipidtartalom % (a szerves szarazanyag-tartalom szazalékabpn) k1<1 <1 <1
Fehérje-tartalom % (a szerves szarazanyag-tartalom szazalékabpn) 40 7R,94,40 68,20 7,20
Szénhidréat-tartalom % (a szerves szarazanyag-tartalom szazalékabpn) 50 28, 5,30 30,50 68,70

5. abra: A kisérletek soran alkalmazott alapanyagok dstdeté

4.13DNS izolalas

A lecentrifugélt baktérium csapadékot 570 pl TAHf@ben szuszpendaltam fel.
Ovatosan Osszekevertem. 15-20 percig szérbaéhsékleten allni hagytam. Ezt kdden
100 pl 5 M Na-acetattal és 80 ul 10%- CTAB-bal i(getmetilammaonium-bromid)
egeészitettem ki a mintat és 10 percig 65°C-on iakain, majd rogton fenoloztam: a minta
eddigi térfogataval megegy&mennyiséq pufferelt fenolt alkalmaztam (pH=7,0). Ovatos
forgatdssal Osszekevertem, majd lecentrifugéltarmiatat (5 perc, 13000 rpm). A
fellluszoét tovabbvittem egy tiszta Eppendorblos és 200 pl fenolt, valamint 200 pl
kloroformot adtam a mintahoz. Ovatos forgatassstésevertem, majd lecentrifugaltam a
mintat (5 perc, 13000 rpm). A felUlusz6t 40 pl kifmrmmal &atmostam, majd
lecentrifugaltam a mintat (5 perc, 13000 rpm). Akleinsavat kicsaptam 700 pl
izopropanollal, 30 percig -20°C-on taroltam a mintaajd ezt koveien lecentrifugaltam.
A csapadékot 70 V/V%- hideg (-20°C) etanollal attaos majd 5 percig Ujra
centrifugaltam a mintat. Az alkoholt eltavolitotteencsapadékrél, majd megszaritottam.
Végs lépésként a csapadékra 20-50 ul steril desztilaéit mértem és egy éran keresztil
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37°C-on inkubéltam a teljes felolddédasig. Ezt kéeeta mintat tovabbi felhasznalaséig -

20°C-on taroltam.
A hasznéalt oldatok

TAE: 4,84 g TRIS Base
1,142 ml jégecet
2ml 0,5 M NaEDTA (pH=8,0)
20% SDS: natrium-dodecil-szulfat
5 M- Na-acetét
10 %- CTAB: cetil-trimetilammaonium-bromid

4.14DNS mennyiségi meghatarozasa gPCR segitségével

A polimerdz lancreakcidhoz fajonként két primerpatkalmaztam, hogy a
mennyiségi meghatarozast elvégezhessem. Azpéls BcoFW (5 CGACATGGACAT
GATCCAGAATA 3) és BcOoREV (5 GAAATTCGGGCTCTGGTTTG3), a
B. coagulangjlikozid hidrolaz GH D génjébsokszoroz fel egy 200 bp szakaszt. A masik
primerpar BsuFW (5% GCTGCCGTGATCTTGGTGAA 3) és BV
(5° GGCGAACAGCCTCAACGATA 3’) egy 198 bp fragmentumma@amplifikal fel a
B. subtilis piridoxal lidz PdxS génjéih, ami egy membrankotott [Ni-Fe] hidrogenaz
alegységet kédol. Valamint a PfIFW (5° CAACGACGCCELRTCTC 3) PfIREV
(5 GCCAGATGCACCGTGAACT 3) primerek a Ps. fluorescens L-ornitin
5-monooxigenaz PvdA génj&lbamplifikal fel egy 200 bp szakaszt.

A PCR elegy tartalmazott 2x-es Power SYBR green P@Rtermixet (Applied
Biosystems), oligonukleotid primert 1 uM koncentéd@an primerenként, valamint 1 pl
tisztitott DNS-t 25 ul végtérfogatban. A negativnitollok nem tartalmaztak templat
DNS-t. A DNS koncentracidékat Nanodrop spektrofottemel (ND-1000 UV/Vis, Thermo
Scientific) mértem. A PCR reakciokat Real Time P®Brendezéssel készitettem el
(Applied Biosystems RTP 7500), amely soran a k&mtkorilményeket alkalmaztam:
50°C 2 perc; 95°C denaturacié 10 perc; 40 cikl#C33s denaturacidval 15 masodpercig,
valamint 60°C-os annealinggel 1 percig (az adgtéy ennél a lépésnél tortént). Ezt
kovette egy disszociacios lépés: 95°C 15 masodperE 1 perc, 95°C 15 masodperc. Az
eredményeket a gyartd altal biztositott szoftverfgb00 system sequence detection
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software v 1.4) analizaltam. Mivel a SYBRGreen é&shem termékspecifikus, ezért a
termék tistasaganak ellémzése céljabol olvadaspont analizist végeztem.

4.15Szakaszos fermentacio

A szakaszos (batch) fermentacié soran a biogazkieziése a fermentorban tév
biomassza elfogyasat kodven ledll, ellentétben a folyamatos vagy fél-folyamsa
fermentacioval, ahol a rendszeres tdpanyag utagpbiktositott. A biomassza biogazza
valé alakithatésagat vizsgalo kisérleteket légnsamtezarhatd, 0,5 literes térfogatu
laboratoriumi  fermentorokban végeztem. A szakasZesmentaciokhoz a VDI-
szabvanynak (Verein Deutcher Ingenieure, 2006) ele§f mennyiséf oTS (szerves
szarazanyag-tartalom) reaktor térfogatra vetitve %, volt, amig a szubsztrdt és az
oltéiszap oTS tartalmanak ajanlott aranyat 0,5atottam a szubsztrat gatlas elkerilése
erdekében. Az adaptaciét vizsgalo kisérletekbedl etitérs aranyokat alkalmaztam:
3-30 % kozott valtozott a szubsztrat/oltdiszap odidnya. A fermentorok gazterét
nitrogénre cseréltem ki, hogy biztositsam az armkéoliiményeket. A fermentaciot kevert
természetes kultiraval (oltdiszap) inditottam ehely egy niikddé biogaz fermentorbal
(Pilze-Nagy Kft., Kecskemét) szarmazott. A fermeokat 37°C-os inkubatorba

helyeztem.

A keletkezett biogdz mennyiségi meghatarozasa sdpkitasos rendszerrel tortént.
Az eljaras lényege, hogy a biomasszat, és az d®wterhozzaadott baktériumokat
tartalmazo lezart, anaerobba tett reaktorhoz eggevliteli masodik tveget kotlink, igy a
gaz szabadon aramolhat a masodik Givegbe. A beaganléa sajat térfogataval ekvivalens
térfogatu vizet szorit ki a harmadik Gvegbe, mekymennyiségét méhengerrel meértem,
igy naponta figyelemmel kovetléeta keletkezett biogaz mennyisége. Figyelembe kell
vennunk, hogy a gazok térfogata kulonboaomeérsékleteken eltér Ahhoz, hogy a
keletkezett gaztérfogatok 6sszehasonlithatéak tegkyenormal allapotra szamitottam at
(0°C, 1013 mbar) a mért értékeket Gay-Lussac 2étiye alapjan, valamint modositottam

a vizghznyomassal és 1 g szerves szarazanyagra vonatkoztat

4.16 Rataplalasos fermentacio

A rataplalasos (fed-batch) fermentaciokat 5 literémsznos térfogatu
fermentorokban végeztem, a folyadéktér felett etgrilyi gaztér volt. Az ilyen tipusu
fermentéciok atmenetet képeznek a szakaszos dgaanftos Uzern rendszerek kdzott,

O0tvozve azok tulajdonsagait. A rendszer szakasz@sgponta) tapanyag utanpoétlast kap
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kivilrél és a keletkez gaz elvezetése is megoldott, azonban egyéb elaétehdszerd

nem torténik. A rataplalasos fermentacio lébéget nyujt adaptacidos kisérletek
végrehajtasara, mivel példaul az adott kisérlelsaban a fermentorba jutattot nitrogén
mennyisége a rendszerben maradt, hiszen a fernm@ntdaradék eltavolitasa nem tortént

meg.

4.17 Folyamatos Uzend fermentacié

A folyamatos Uzerin fermentacio specialisan erre a célra egyedilegrtgiya
fermentorokkal tortént (6. abra). A folyamatos U#erdiermentacio esetében nyitott
rendszel van sz0, amelyben folyamatosan torténik a biozeasbketaplalasa és a
fermentaciés maradék eltavolitdsa. A keletkezaidmr mennyisége allandd dsszeftétel
alapanyag esetén nem valtozik. E technolégianyel, hogy |ol ellerihets és
automatizalhato a folyamat. BEorban a gyakorlati életben, biogaz Gzemekben
alkalmazzak, ahol a cél a minél kéltséghatéekonyabbaz hozam elérése. A laboratériumi
léptéki reaktorokban j6l modellezhigtk a folyamatban fontos szerepet bétolt

paraméterek.

gxmennyiségmero

gxelvezetes
gmintavevo csonk

homérseklet senzor
redox elektrod
pH elektrod

[:

vezérlo, adatgyujto kaverBlapiia)
samitogep T
biomassza

mintavevo csonk

biomassa ivattyu
—

keveromotor

biomassatarolo fermentacios maradék tarolo

6. abra: 5 literes folyamatos Uzehfermentorok sematikus felépitése
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A reaktor hasznos térfogata 5 liter, felette 1rlgéztér talalhatdé. A fermentort
irAnyitd program szabalyozni képes @neérsekletet, mig a redox potencialt, pH-t, tavozo
gazmennyiséget rogziti minden 4. oraban (napontairavételi pont). A szubsztrat
biomassza egy tarol6 tartalyban keril elhelyezésagd a programozott tartézkodasb id
fluggvényében a rendszer a megfelelennyiséget, megfelelidokdzonként a rendszerbe
adagolja. Az anyag egyenletes eloszlasat spiratkewmztositia. A fermentorokon
kialakitasra kerult egy gaz-, valamint egy folyaaéiktavételi csonk. A fermentacio teljes
idétartama alatt a pH-t, abmérsékletet, a tartozkodasiétd(a naponta beadagolt friss
biomassza mennyiségét) meghatarozott értéken teartpta redox potencialt mértem. A
biogaz fermentaciéban szerepet jatszé6 mikroba eérazamara -300 mV alatti redox
potencial érték az optimalis. Amennyiben e paramétegke -300 mV folé emelkedett
inert nitrogén gazzal mostam at a fermentorok Mégtea megfelé anaerobicitas
kialakithsa érdekében. Asmérsékletet elektromogtbkopeny segitségével az automatika
a kivant lbmérsékleten, +/- 0,2°C-on tartotta. A kdzeg kéndéttipH= 7,0-8,5 kdzotti
tartoményra allitottam be, amennyiben szikségeasNaDH-t, illetve HCI-t adagoltam a
reaktorokba. A fermentor rendszer az SZTE Biotetdgiai Tanszék és a Biospin Kift

koz0os fejlesztése.

4.18 Metagenomikai analizis

A sertésvér, kazein, huskivonat és a novényi eiiedainyhai hulladék
felhasznalasaval vegzett adaptacios kisérleteknsardermentorokbol metagenomikai
vizsgalat céljabol hetente mintat vettem, és abbBIS-t tisztitottam, hogy a DNS
szekvencia alapjan azonositsuk a fermentorokbiamiidroba k6zdsséget alkoto fajokat. A
megfeleb mennyiséd és mirbsédi (3-5 pg; 260/280=1,8-2,0) DNS kinyerése utan
Applied Biosystems SOLID™ tipusu U] generacios seeltort hasznaltunk a vert,
kazeint, huskivonatot és novényi erdd&bnyhai hulladékot tartalmazé fermentorokbdl
szarmaz6 mintak metagenomikai analizisére. A SQkidiszer reprodukélhaté eredmeényt
szolgéltat a felhasznaldnak, ugyanis nagy mennffiségnegbizhatd adat nyerdétitala,
mivel a DNS-61 nagysagrendekkel tobb leolvasast képes produkalimt a Sanger tipusu
szekvenalasi technikak (Wirth és mtsai., 2012). blegatésagat az is biztositja, hogy a
DNS-szekvenalas ligalasi reakcidval torténik (aatigenzim fluoreszcensen jel6lt DNS-
probakat csatol 0ssze, ami a fermentorbdl tisttitdNS szekvencigjanak
komplementerével egyezik meg), valamint minden egyaikleotid kétszer Kkerdl
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leolvasasra. A Kkisérlet soran a leoltdsnal (azaz olviszap fermentorban valo
elhelyezésénél), valamint a leoltastél szamitott b, illetve 13. héten vett fermentor
mintakat vetettik ala metagenomikai vizsgalatnaloMS szekvenalas soran 25-35 millié
egyedi szekvencia részletet hataroztunk meg, akellyehosszabb kontigokka
egyesitettlink CLC program segitségével. Ezeket mtigakat, azaz az 0Osszeszerelt
leolvasasokat az online elérbemMG-RAST program kilénbdz adatbdzisokkal vetette
0ssze: GenBank, IMG, KEGG, PATRIC, RefSeq, SEEDisSMrot, TrTEMBL, eggNOG,
COG, KO, NOG, Subsystems, LSU, RDP, SSU. Ennekisagavel rendszertanilag faj
szintig meghatéroztuk a térzseket. A kapott eredmiéet e-érték és szazalékos egyezés
alapjan stirtik. Az e-érték azt becsli, mennyire valoszinhogy a tapasztalt
szekvenciaillesztés (a probaként hasznalt readmésghalalt referenciaszekvencia kdzott)
pusztan a véletlenime, vagyis mi a statisztikai valozéigege, hogy egymassal nem rokon
szekvenciakat azonositottunk. A szazalékos egyea#&ls mutatia meg, hogy a
meghatarozott szekvencia hany szazalékban egyezik am adatbazisban talalt hasonl6

szekvenciaval. Az eredmények kiértékelése sorarseg@yezést fogadtunk el.
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5 Kisérleti eredmények és értékelésiik

Korabbi vizsgalatok alapjan a szakirodalomban aéréh gatlé szubsztratnak
tartjdk a biogaz fermentacié soran. Ennek héatteréae all, hogy a fehérje nagy
mennyiségben tartalmaz nitrogént és kenet, dmiltrogén esetében NHNHJ", kén
esetében pedig 23 keletkezik. Megfigyelések szerint a kdzeg kéndwtd fluggen
valtozé mértékben megjelérszabad NkE 50 mg/l feletti koncentracioban mar negativan
hat a metanogénekre, 1500-3000 mg/l felett pedjgstn legatolja a rendszert (Bai és
mtsai., 2005). Felismertik, hogy azokban a kisgkletn, amelyekben ezt a jelenséget
tanulmanyoztak etsorban poliszacharidokkal keverték a fehérje algpgot az optimalis
C/N arany fenntartasa érdekében. Ezeket az anya@iokgya, cellulézban gazdag novényi
részek, melléktermékek) a fermentorban éléwmikroorganizmusok koénnyebben és
gyorsabban fel tudjak hasznalni, igy a fehérjeralseerben feltehéeén felhalmozédott, és
legatolta a fermentéciét. Laboratoriumunkban abbitévek soran végzett, itt bemutatasra
kerlls kisérletekben sikertllt a biogaz fermentor mikrgb@pulacidjat magas fehérje
tartalomhoz adaptalni, kodé fermentacidét fenntartani. A Kkisérletek soran f@heér
szubsztratként elsorban sertésvért és kazeint hasznaltam, de alekisélrendezést
sikeresen teszteltem egy masik élelmiszeripariéktdrméken, a huskivonaton is. Fontos
megjegyezni, hogy a kisérleteimben fehérjében gpzdaonoszubsztratot” hasznaltan,

tehat eljarasomban a szénhidrat alapu szubsztésajyb emésztése nem jelentkezik.

Az adaptacio soran rendszereskitzokben elleérzott mennyiségben adagoltam
a magas fehérjetartalmi alapanyagokat. Céispercsekély mennyiség az adott
kiindulasi konzorcium altal biztosan toleralt meis@gi fehérje szubsztrattal inditottam a
fermentaciot. Az adaptalédo rendszer sszeomlasatdszer folyamatos monitorozasaval
keriltem el. Ennek érdekében a keletkezett illekasiysavak, példaul ecetsav és/vagy
propionsav koncentraciéjanak valtozasat déltemtem. Amennyiben a szerves savak
koncentracibdja atlép egy tapasztalati iton korahina@ghatarozott hatarértéket (ecetsav:
3 gll, 6sszes szerves sav: 5 g/l), azt az adapt&agy a termélrendszer egyensulyanak
felborulasa iranyaba mutaté adatnak tekintettensoHian monitoroztam a fermentacios
elegy biologiai aktivitasat. Erre lelisgget ad az elegyben a mikroorganizmus-konzorcium
proteaz aktivitAsdnak mérése. Ennek az adaptacén sokozatosan dmie kell, a stabil
vagy stabilla valt rendszer esetében pedig a kordkekedés utan magas értéken marad.
A fermentorokbdl metagenomikai vizsgalat céljabd&ttemte mintat vettem és azt

elemeztem. A DNS-szekvencia adatbazis alapjan né@gizéam a fermentorokbandéél
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mikroba kozosséget alkotd fajokat és azok relatiyakgrisagat. Metagenomikai
megkozelitéssel meghataroztam a fehérje szubsatratkalmazkodott mikrobiolégiai

k6zdsségben bekovetkeraltozasokat.

Az eredmények abrazolasakor a beadott alapanyagymségét — figgetlendl a
szubsztrat tipusatdl — minden esetben fekete siin A vizsgalt paraméterek szine pedig
kovetkezetesen utal a fermentacibhoz hasznalt myagea, igy a kazeint a kék szin,
sertésvért a narancsséarga, huskivonatot a sargea mdvényi eredétkonyhai hulladékot

z06ld szin jeloli.
5.1 Szakaszos adaptacios kisérletek

5.1.1 Kazein szubsztrat vizsgalata

Vizsgalataim soran fehérjéhez adaptélt mikrobadhakot allitottam &. A
kezdetben még alacsony fehérje koncentraciot édvisekroorganimusok az atszoktatas
két hdnapja alatt novekv mennyiséf fehérjét kaptak egyeduili taplalékként. Ezzel
parhuzamosan a fehérjebontd aktivitasuk g a fermentacié soran. Tovabbi kisérletek
eredményeként igy azt varom, hogy a hozzaszoktaigtobak nagyobb hatékonysaggal
bontsak a szubsztratként beadott fehérjéket, étekbgyobb mennyiség és jobb
minésédi biogazt allitsanak & valamint jobban elviseljegk a magasabb ammonia
koncentraciét. A fermentaciok elinditasahoz mindsatben olyan oltéiszapot hasznaltam,
amely nikddo biogazizemdél szarmazott, ennek megfeleh a kisérleteim elkezdésétel
legaldbb egy hétig vartam, hogy az oltdanyaggalitbeszubsztratot felhasznéaljak a

mikroorganizmusok; a kisérleteket csak a biogazt&¥awvisszaesése utan kezdtem el.

Az adaptacié soran a beadott kazein egy ideig noaekeletked biogaz
mennyiségét, majd 2,5 g kazein/400 ml bevitt feh@sgeteben elérte maximumat. Ezt
koveben jelends visszaesés volt tapasztalhaté a biogazhozambeendszer egyensulya
kezdett felborulni, erre utalt a gyorsan nowekecetsav-koncentracid, valamint a

fermentorban megjelénpropionsav és egyéb savas karaksaarmazékok.

Az el adaptacios kisérletek soran biomasszakeént felaldskazein vizben
oldhatatlan. A baktériumok élettevékenységuk folganbontjak le exoenzimeikkel, és
szerves savakat termelnek. Ez elvileg savanyitgnédszert, azonban a rendszeres kontroll
soran kidertlt, hogy a pH a kiindulasi pH=8,2-8l-mem valtozott jelerdisen,

Vs
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lebontdsa sordn szabadultak fel, valamint a remdaszellemz pufferkapacitasnak. A
fermentacié soran legnagyobb mennyiségben ecetsamebdik; a degradacié ebs
szakaszaban a szerves savak alacsony koncentrgcidjabontas optimalis korilményeire
utal, az acetogének és a metanogének jOl tudtakittegikodni. A ké$bbiekben az
ecetsav-szint elkezdett emelkedni, de géatlo hatés® nem fejtette ki a mikroba-
konzorciumra. Azonban 3,5 g kazein beadasat Kévea rendszer hirtelen lesavanyodott
€s a biogaz termelés visszaesett. Ez arra utay, fw@gcetogének gyorsabban szaporodtak,

mint a metanogének, amelyek képesek lettek volhagenalni az ecetsavat.

A Kkisérlet sordn meg@y6 bizonyitékok utan kutattam, amellyel igazolni todo

hogy val6ban tortént akklimatizacié a vizsgaldtéitama alatt.
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7. abra: Relativ enzimaktivitas valtozasa a kazein fermgdia soran

A 7. abra mutatja, hogy a beadott fehérje mennyidélyamatos ndvelésének
eredményeként a rendszerben a fermentoroklddin an mikrobdk altal termelt proteaz
aktivitds. Ez azt jelenti, hogy a mikrobak elfogadiegyedili taplalékként a fehérjét és
alkalmazkodtak annak felhasznalasahoz, nagyoblit imennyiségéhez is, valamint magas
biogahozamot produkaltak (8. abra).
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5.1.2 Sertésver lebontasa

A husiparban szamos olyan mellék- és vagohidi végik keletkezik nagy
mennyiségben naponta, amelyek aerob lebomlasa lassirendkivil kellemetlen
szaghatassal jar, egyéb artalmatlanitasa (pl. t&l€geedig nemcsak koltséges, de
kornyezetkarositd is. A vagohidakrol évi tobb ndilliliter vért kell elszallitani
megsemmisitésre. Mivel a sertésveér jdlentésze viz, igy a vér szallitasa, majd a viz
elparologtatasa is jelefd energiabefektetést igényel. Az anaerob artalmiédlsa soran

nemcsak a kdnyezetszennyezést tudjuk kivédeninhamergiat is termellnk.

A sertésveér lebontasa szakaszos fermentécié sagyon gyorsan, 8-12 nap alatt
végbemegy, szintén magas gazkihozatal jellemziaf8a). E fermentaciok kodzben is
végeztem szerves savmeghatarozast: a gyors lehaktkd8szonhéen a fermentacio els
hetében ugrassZzemn megemelkedett a szerves savak mennyisége; aaghsmb
mennyiségben keletkézcetsav mellett megjelent a propionsav is, azombmmentacio
végére sem emelkedett az 6sszes szerves sav-k@wi@rt toxikus 5 mg/ml-es hatarértéek

fole.

5.1.3 Huaskivonat

A huskivonat kozel allandé Osszetétellapanyag, amely nagy fehérjetartalma
miatt megfeled szubsztrat a vizsgalatainkhoz. A lebontasa mezgafikaszos fermentécio
soran a vérhez hasonléan hamar, 12-16 nap alabtew@&epy gazkihozatali eredménye
megkozeliti a haskivonatét (8. abra). E fermenta@oran is meghataroztam a szerves
savak mennyiségét és mgegét; a gyors lebontdsnak koszotbeta fermentacio els
hetében ugrassZem megemelkedett az ecetsav koncentracioja, debegpgarves savak
mennyisége is megemelkedett; megjelent a propionsdamint a vajsav €s az izovajsav
is, azonban a fermentacio végére sem emelkedelisszes szerves sav-koncentracié a

toxikus 5 mg/ml-es hatarérték folé.

5.1.4 Novényi eredeti konyhai hulladék

A fermentacido soran folyamatosan nyomon kovettikkedetkezett biogaz
Osszetételét. A kapott értéekek minden esetben nedigle az elvartnak, a biogaz

metantartalma 27 és 46 % kozott valtozott (8. bra)

A biomasszaként felhasznalt névényi erédeainyhai hulladék mar a fermentacio

eléstt enyhén savas karaktiervolt, igy folyamatos pH-kontroll volt szikséges. A
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fermentacié soran legnagyobb mennyiségben ecetsaelidtt ebben az esetben is. Az
ecetsav mellett nem jelent meg kimutathatd mengped mas szerves sav a

fermentorokban.

Szakaszos i o
Metankoncentracié

(%)

fermentacio Biogazhozam (Nml/g oTS) Sz6ras (Nml/g oTS

~

VDI 1X

Novényi
eredeti konyhai 450 +3 27 — 46, atlag 42

hulladék
Kazein 460 40 30 - 64, atlag 52
Sertésver 480 122 34 - 58, atlag 51
Huskivonat 457 *16 33 -62, atlag 52

8. abra: A kilbnbd® alapanyagok fermentacidja soran mért biogazhozamok

valamint az atlagos metankoncentraciok

5.2 Adaptalt mikrobakdzosség eballitasa 5 literes rataplalasos

fermentorokban

5.2.1 Kazein lebontasa 5 literes rataplalasos Uzeiinfermentorokban

A fermentorokat kierjedt oltdiszappal toltéttem ,felhhez adagoltam hetente
egyszer a kazein szubsztratot, igy a rendszerbeh nekrobakdztsség szaméara az
egyetlen taplalékforras a beadagolt fehérje voltmegtermelt biogaz is csak €ib
szarmazhat. A 9. abran dsszefoglaltam a fehérjdageddsanak valtozasat azdlhen. A
bevitt kazein mennyiségének emelésére csak akkdtltlsor, ha a szerves sav eredmények
instabilla valasara.

nem utaltak a rendszer

A megh6 fehérjemennyiség
eredményeképpen a napi gazhozamok folyamatosarkedtelk (10. 4bra). Egy héten
bellli id6 felbontasban azt tapasztaltam, hogy a szubsagdatagolasat kouetl-2 napban

megemelkedett a biogazhozam, majd ezt kiarefokozatosan visszaesett.
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Bevitt kazein mennyisége (g)

Szakasz ismétlésszama
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9. abra: Az adaptacio soran alkalmazott kazein mennyigége heti beadagolas

ismétlésszama

Napi gazhozam (NI)
o = N w EEN (&) (o) ~ 0]

1 2 3 4 5 6 7
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Fermentécios id (nap)

10. abra: A hetente adagolt kazein fermentacioé soran ketetikaapi

gadzhozamok fluktuacioja

A 11. 4bran a beadagolt kazein mennyiségének fiygen abrazoltam az 1
gramm fehérjétl termelt biogazhozamot. Az adaptacié végeredmédryekl gramm
fehérjélBl a kiindulasi gazhozam 3,5-szeresét allitottdk a&lmikrobak. A legmagasabb
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biogdz hozamot 30 g/5 | beadott fehérjénél érta eéndszer. Ezt kouen jelendsen
visszaesett az 1 gramm kazeinre szamolt termelagfag biogaz hozam. Ez azzal
magyarazhatd, hogy a rendszerbe bevitt fehérjélészor oligo- €s monomerek, majd
szerves savak keletkeznek, amelyeketkBsa metanogén mikrobak felhasznalnak sajat
életfolyamataikhoz és metant allitanak beblik. A protedztermelésért azonban diémt

a hidrolizal6é baktériumok felések. Az utébbiak szamara az alacsonyabb pH sem&@ava
igy jelents szerves sav jelenlétében is képesek életfolydmbtdenntartani. A
biogaztermelés limitalé tagjai a metanogéenek, aatelglacsony pH tartomanyban nem
dolgoznak maximalis sebességgel. Igy amikor a hihid baktériumoknak még
megfeleb a kornyezet és az enzimeik segitségével bontjidhérjéket, a metanogének
szamara mar kozel sem optimalisak a feltételekogdz termeléshez. Tehat a mikroba
kozosség életét befolyasolo ténflemegismerésével viszonylag egyszerodon tudjuk a

technolégia hatékonysagat javitani a mikroba kézgssszetételének valtoztatasaval.
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11. dbra: Az 1 gramm fehérjél termelt biogaz hozamok (kék oszlopok) és a
beadott fehérje mennyiség (fekete vonal) valtozasa

A fehérjék lebontasa aminosavakka az egyik kritilimese a fermentaciénak és
egyben a legfontosabbéetjelzéje annak, hogy a fehérjegazdag szubsztratot a békro
fel tudjdk hasznalni, tehat a proteaz aktivitas Ima¢@rozasa és nyomonkovetése a

fermentacio soran j0 kozelitést adhat a rendszéodesésl. Kazein szubsztraton a teljes
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fermentéciot figyelembe véve a relativ proteaz\itiés otszorosére emelkedett a kiindulasi
allapothoz képest 12. abran az enzim aktivitasok atlagat tiintetfehna bevitt kazein
mennyiség fuggveényében. Jol lathato, hogy maxinpideazaktivitas 100 gramm bevitt
fehérjénél volt mérhét ez azonban joval nagyobb mennyiség, mint amiazhgzamok

eredményei alapjan optimalisnak tekintenénk.

A gazhozam nodvekedése kozvetlenil azutdn meginahidtgy a fehérjeadagolast
elkezdtik. Ez alatdmasztja azt a korabbi feltéédémket, hogy a fermentorban mar
szamos olyan mikroorganizmus eleve jelen volt, gelel képesek a fehérjéket,
aminosavakat lebontani. Az adaptacio sorésegjitjik, hogy ezek a mikrobak kertljenek
elénydsebb helyzetbe és ezdéltal a konzorcium domintaggaiva valhassanak. A
biogdzhozam maximumét a 7-11. hét kozo6tt érterehdszer, ekkor a mikrobak 3,5-szer
tébb biogazt allitottak 8legysegnyi fehérjéih, mint az adaptacios folyamat kezdetekor
(11. abra). A maximalis gazhozamot 30 g kazein hgalhsat kovéen figyeltem meg. A
szubsztrat bevitel ez esetben is hetente egysagéntp igy a megtermelt biogaz
mennyisége jeleds napi valtozasokat mutatott, azonban sosem esstizav nullara. A
reaktorokban maradt lebontasi kdztitermékek horalijattak a kovetkdézheti gazhozam
eredményekhez, ez vezethetett a 6-9. hét kozégtviallumban a nyilvanvaléan tulbecsiilt

gazhozamokhoz.

A Symons és Buswell altal kozolt klasszikus egyesierint (1933) 1 g ,atlagos”
fehérjéBl 0,5 NI metan termelhéta biogaz fermentacidé soran. Az kazein fermentécio
soran terméldé biogaz atlagos metantartalma 53 % volt, az atlagdzhozam 0,46 Nl/g
oTS, ebbl kiszamithatjuk a teljes éartamra vonatkozo atlagos metantartalmat, amely
0,25 NI/g oTS-nek adddott.
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12. &bra: A proteazaktivitas (folytonos vonal) valtozasaexiti kazein

mennyiségének (oszlopok) fliggvényében

Az 0sszes szerves sav és a pufferkapacitast Nordmlapjan hataroztam meg
(Nordmann, 1977) és a McGhee-formulaval (McGheé&8)8zamoltam ki. Az aranyszam
alapjan megbecsulhetjik az anaerob lebontas $éeaili (13. abra). Ha az aranyszam 0,2
alatt van, a rendszer tovabbi betaplalast igéngdlj a 0,6 feletti arany a rendszer
instabilitasara utal, csdkkenteni kell a szubsh#tiplalast. A fehérje szubsztrathoz valé
adaptacio soran csak fehérje alapanyagot kaptakralak, ezzel 6sztondztitket, hogy
azokat a metabolikus (tjaikat hasznaljak, amelyekek az anyagnak a lebontasaért
felelések. A rendszeritoképességének félshatarat kivantuk efként meghatarozni a
folyamatos szubsztrat mennyiség emelésével és raefgacio kozbeni paraméterek
nyomon kovetésével. A biogaztermelés jaleniisszaesése a rendszer 6sszeomlasat
mutatja, amelyre esetinkben a 11-12. héten kemit Bz o©sszeomlas jelei kozé
sorolhatjuk e mellett a novekv szerves sav koncentraciét és az 0sszes szerves
sav/pufferkapacitds aranyanak jetentemelkedését. A reaktorok pH-jat folyamatosan
nyomon kovettik, nem talaltunk jelést valtozast, 8,01 és 8,32 kozott valtozott a
fermentacié soran, a pH modositasara nem volt ggika lebontasi folyamat soran
szerves savak és ammoniumionok terfdeek” parhuzamosan, ezzel a rendszert

folyamatosan pufferelik.
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13. dbra: Az 6sszes szerves sav és a pufferkapacitas ayaliozasa a bevitt kazein
mennyiségének figgvényében (kék vonal). A feketdéopsa beadott kazein mennyiségét,
a fekete vonal az adaptacio kezdeti fazisat, &kezigrilet a szakirodalom alapjan javasolt

optimalis tartoméanyt jeldli.

Az adaptacio efs 4-5 hetében azonos, alacsony mennyistaipérjét adtam a
fermentorokhoz. Midltt emelni kezdtem a szubsztrat mennyiséget a szesawak
koncentracidjat ellefriztem, alacsony koncentracidban volt jelen az ssoet valamint
minimalis propionsav volt kimutathatd a rendszerb@. abra), mindekézben a
biogazhozam folyamatosan emelkedett. Az adaptasa szakaszaban a proteaz aktivitas
nem novekedett jelefgen, csupan kismértgélemelkedés volt kimutathatd (12. abra). Az
ecetsav koncentricidja a 13-14. héten érte el dl hajarértéket, valamint szamos,
hosszabb szénlancu szerves sav is megjelent aoreakt(14. abra). Ezzel egyloen a
biogaz termelés jelebden visszaesett (11. abra), valosldg a metanogén aktivitas
hanyatlasanak készonbieh. Bar a pH-ban nem allt be komolyabb valtozaszexrves
savak, valamint az ammonia kdzvetlenil képeselméddiogaz alallitast.
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14. abra: A szerves savak koncentracidinak véaltozasa a kdegnentacioé soran. Az
abréan az ecetsav (kék), propionsav (piros), vajgald), izo-vajsav (turkiz) és kapronsav
(lila) valtozasat tiintettem fel. A szilrke teriletiamdalomban javasolt megengedett

tartomanyt jeldli.
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15. abra: Az ammoniumion-koncentracié valtozasa a fermentaoran. A fliggleges

fekete vonal az adaptacios szakasz végét és déeritivelésének kezdetét jelzi, a szlirke

tertlet a szakirodalom alapjan ajanlott tartomany.
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A vizoldékony NH" szintje fokozatosan emelkedett a teljes kisératt §15.
abra). Ez nem megléphiszen a fehérjegazdag szubsztratot egyeduhilggiént kaptak a
mikrobak, és a lebontas eredményeként az egyikdetluld végtermék az ammonia. Az
NH4*-N koncentracié elkezdett emelkedni mar az adapsacfolyamat kezdeti
szakaszdban, majd a 9. héten meghaladta a szd&iroddtal kritikusnak tartott 4 g/l
koncentracidt, még miétt elérte a rendszer a biogdzhozam maximumat. Adatacio
stabil maradt és emelkedett biogazhozamot mutatgszen addig, amig az ammonium

koncentracidja elérte a 7-8 g NHN/I értéket.

A kénhidrogén-tartalom a lebontas soran a beadnibsztrat mennyiségekkel
egyenes aranybarbt, a kiindulasi alacsony kénhidrogén-tartalom @dn volt, amely a
fermentacio végére elérte az 1500 ppm-es toxiknsdatraciot.

5.2.2 Sertésvér lebontasa 5 literes rataplalasos Uzdnfiermentorokban

A Kkisérletben friss, ékezelés nélkili sertésvért hasznaltam. A megalvadt
sertésvért dekantaldssal elvalasztottam a szérusstdélhasznalasig lefagyasztottam. A
16. abran a fermentacio idejének fliggvényében altedz az 1 g oTS véd elsallitott
biogaz-hozamot. Egyértellan mutatja a diagram, hogy 20 g oTS vér betapl@asa
fokozatosan emelkedik a termelt biogaz mennyiségejd folyamatos csokkenés
figyelhe®® meg a biogaz-hozamban, amely a legmagasabb alkafimaérmennyiség
beadasanal (87,4 g oTS) drasztikusan lecsokke.Abran a bevitt vér mennyiségének
fluggvényében tiintettem fel a protedz enzim akgsgaharanyos abszorbanciat. A helyzet
hasonlo volt a kazeines méréseknél megfigyelt késshez. Bar a relativ enzimaktivitas
a vizsgalat soran folyamatosan emelkedett a beeitt hatdsara, ennek pozitiv hatasa
bizonyos vérmennyiség utdn mar nem jelentkezetizlhgzamban. Ennek azonos lehet a
magyarazata a kazein-adaptacional leirtakkal, bdisazeomlas némileg lassabb volt (18.
abra), mint azt a kazein-fermentacional tapasztaltA fibrinogénen-fibrinen kivil a
kicsapddott véralvadék szamos fontos asvanyi anyago tartalmazott, amelyek
elésegithették a rendszer stabilitasanak fenntartAgaadaptacidé optimalizalasahoz és a
betdplalasi stratégia, esetleg stratégiak kialséftdz tovabbi kisérletekre lesz sziikség a

jovében.
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16. abra: 1 gramm oTS véi elballitott biogdz mennyisége (narancssarga

oszlopok) a beadott vér mennyiségének (fekete ydingdvenyében

A vér anaerob lebontasa soran, 0,48 Nl/g oTS &ldiogazhozamot mértem,
melynek atlagos metantartalma 54 % volt. Az edtldz adatokbdl szamitott metan
termelés 0,26 Nl/g oTS-nek adddik. A legtobb szemipd a vér lebontasa a kapott

eredmények alapjan hasonléan zajlott, mint a kaleementacidja.

A fermentacio korai fazisaban valésilieg a protedzok
.elérhetsége”/mennyisége volt a limitald téngezKébb felteheten a lebontas

kovetkeztében keprott metabolitok valtak limitalo/géatlo teny@z.

Nem volt lényegi kilénbség az ammoénia-felhalmozbdéas a kazein és a
sertésvér fermentacidja esetén, j0 kozelitésseetk@ beadott fehérje mennyiségét. A
kénhidrogén-tartalom a kiindulaskor ebben az esetlse 300 ppm volt, amely a
fokozatosan novelt fehérje betaplalas kovetkezmi@mntea lebontas végére elérte az 1800

ppm koncentraciot.
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17. &bra: Az enzimaktivitas (narancssarga vonal) valtozaseaalott vér

mennyiségének (fekete oszlopok) fuggvenyében
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18. dbra: Az 6sszes szerves sav és a pufferkapacitas am@yaliozasa (narancssarga
vonal) a beadott vér mennyiségének (fekete oszlofigigvényében. A fligileges fekete
egyenes az adaptacios szakaszt €s a terheléssszafilasztja el, a szlirke tertlet a
szakirodalom alapjan ajanlott értékhatarokat jelzi.
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5.3 Biogaztermelés fenntartasa rataplalasos tzeiifermentorokban

Korabbi kisérleteim arra iranyultak, hogy megalisgin, szervesanyaggal meddig
terhelhetek a fehérje monoszubsztrattal taplalt fermentofakvabbi kérdés volt, hogy
van-e leheiség az ilyen rendszerek hosszabb ideig tértfamntartdsara, folyamatos
biogaz termél technoldgia kialakitasara fehérje monoszubszséatém. A korabbiakban
szamos parameéter valtozasat tanulmanyoztam kuilénakdpanyagok esetében, ebben a
kisérletben igyekeztem megtaladlni azt a pontot, kami a fermentaci6 meég
kiegyensulyozott, a fenntarthaté tartomanyban vés,a biogéaztermelés hatékonynak
tekinthet. A fenntarthatdésag vizsgalatakor ugyanazokat eertézléseket alkalmaztuk a
hét6l-hétre veégzett fehérje taplalaskor, amelyeket lbah az 5 literes rataplalasos
fermentaciok esetében optimalisnak talaltam. E&ré&k a vérkoagulatum esetén 19,7 g
oTS volt. Ezt a mennyiséget két hdnapon keresdégaltam hetente a reaktorokba az 6t
hetes adaptacios szakasz utan (19. abra). A feonodian a pH a korabbiakhoz
hasonloan 8,0 és 8,4 kdzo6tt maradt, igy nem valkszg a pH bedllitAsara/modositasara.
Az Osszes szerves sav/puffer kapacitas aranya sd¢tozett szamotteden, 0,13 és 0,2
kozO6tt maradt a vizsgalat teljetdrtama alatt. A termelt gaz metan tartalma gyaititeilg
allandé volt 54-58 % ko6zott, azonban a kénhidroggtalom a kiindulasi 300 ppndir(2.
hét) a 16. hétre 1600 ppm-re emelkedett. Az4sNM tartalom szintén emelkedett a
fenntartast vizsgalé kisérlet soran, azonban keefmt olyan mértékben, mint a
kénhidrogén; az NH-N koncentracio stabilizalédott 8-10 g/l kozott &sgalat 8-16.
hetében. A konstans betaplalagtadtama alatt az atlagos metantermelés 0,447 AdCH
oTS, amely j0 egyezést mutat a szakaszos ferméstéesztek altal meghatarozott 0,42 |
CH4g oTS eredménnyel. Ez egyben azt is mutatja, hegy megfelélen adaptalt
mikrobakonzorcium képes a szubsztrat j0 hatékonységalakitasara (atalakitasi
hatékonysag ebben az esetben 89 %-a az elmélatnomaxak).
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19. abra: Atlagos heti gazhozam-értékek (narancssarga asiz)@pbevitt vér
mennyiségének (fekete vonal) fliggvényében a fetatiEisagi kisérletek soran.

5.4 Leéptéknovels kisérlet

A |éptéknovelés soran vizsgalni kivantam, hogy adékbi fehérjelebontasi
kisérletek a fermentor méreatéfiggetlendl is megvaldsithatdak-e. A kisérleteklag 5
literes fermentorokhoz nagyon hasonlé feléfiités ntikddési e, 50 literes, kistizemi
reaktorokat hasznaltam. Alapanyagként a mar beotutatrkoagulatumot hasznaltam.

A fermentéciérdl altalanosan elmondhat6, hogy hidsbatékonysagu és kozel
azonos biogaz hozamot produkalt, mint az 5 litégementorokban megfigyelheertékek
(20. abra).
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20. abra: Biogazhozam-értékek 5 és 50 literes fermentorekeéen a bevitt ver

mennyiségének fliggvényében

5.5 Folyamatos tzenti fermentaciok

5.5.1 Huskivonat folyamatos Uzent fermentacidja

A tovabbi vizsgalatokhoz hasznalt huskivonat fedtérfalma viszonylag magas
(67 %), de a lipidtartalma elhanyagolhato (kimwtatdatarerték alatti) (5. abra). Protein
tartalmat tekintve a két masik, magas fehérjetandahlapanyag kozé esik. A beadagolas
ebben az esetben is heti rendszerdsgeély.

A beadagolast kovetelss és méasodik héten mar emelkediogdzhozam volt
kimutathat6, mindek6zben a metantartalom is lagsiekedésnek indult. A biogdzhozam
maximumat a 9-12. hét kozott érte el a rendszeémrelt mikrobak négyszer tébb biogazt
allitottak eb egységnyi fehérjé, mint az adaptacios folyamat kezdetekor (21. abka
maximalis gdzhozamot 20,2 g oTS huskivonat beaddsaten figyeltem meg, bar itt
mar a rendszer valéstieg elérte a lebontasi maximumat, mivel a fermeakor
gazhozama alig emelkedett a 9. és a 12. hét kdmiktizben a fehérjebevitelt 14,4 g oTS-
rél 20,2 g oTS-re emeltem. A reaktorokban maradt szuwét a korabbiakhoz hasonloan itt
is hozzajérulhatott a kdvetk&éheti gazhozam eredményekhez, ez vezethetett a Bét2

kozotti intervallumban a nyilvdnvaléan tulbecsidzozamokhoz.
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Az atlagos metantartalom a fermentacié soran 58o% &z atlag biogazhozam
0,46 Nl/g oTS, ebfl kiszamithatjuk a teljes tdartamra vonatkozé atlagos metantartalmat,
amely 0,27 NI CH/g oTS-nek adodott.

Az adaptacid ets 5 hetében azonos, kis mennyigédehérjét adtam a
fermentorokhoz. Miditt emelni kezdtem volna a szubsztrat mennyiségateaves savak
koncentracidjat ellefriztem: alacsony koncentracidban volt jelen az soet valamint
minimalis, 0,1 g/l alatti propionsav volt kimutatbaa rendszerben, mindekézben a
biogazhozam kismértekben emelkedett. A propionsacéntracidja a 12. héten atlépte az
1 g/l-es értéket, tovabba az ecetsav koncentraeidjd. héten elérte a 3 g/l hatarértéket,
valamint a 10. hétt folyamatosan szamos, hosszabb szénlancl szeavas megjelent a
fermentorban (22. abra). Ezzel edilign a biogaz termelés fokozatosan csdkkebszér
kisebb meértékben, majd a folyamat felgyorsult. AssZies szerves sav/pufferkapacitas
aranya a kiindulaskor nagyon alacsony szintet rmotitaf0,13), majd a betaplalas
elkezdéséil a 16. hétig csak minimalis mértékben valtozotszonheten a fermentaciés
iszap jO puffer kapacitdsanak (23. abra). Bar abph-nem éllt be jeleéisebb valtozas, a
szerves savak, valamint az ammonia kdzvetlentigpegek gatolni a biogazodllitast —
valosziriileg ennek tudhaté be, hogy a biogaz hozam a l1@uthathanyatlé fazisaba ért.
Az NH4*-N szintje fokozatosan emelkedett a teljes kisélatt, j6I kbvetve a beadagolt
szubsztrat mennyiségét. A fermentacié stabil mar@sit emelkedett biogazhozamot
mutatott egészen addig, amig a rendszer elérig MHx"-N/I koncentraciot (24. abra).

A kénhidrogén-tartalom ebben az esetben is alac&htyppm-es koncentraciorol

indult, amely a lebontas végére elérte az 1700 ppraréket.
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21. abra: Atlagos heti gazhozam-értékek (sarga oszlopolevitthtskivonat

mennyiségének (fekete vonal) fliggvényében.
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22. abra: A szerves savak koncentracidinak valtozasa a hdisét fermentacio soran. Az
abran az ecetsav (kék), propionsav (piros), vajgald), izo-vajsav (tlrkiz) és kapronsav
(lila) valtozasat tiintettem fel. A szilrke terlletiamdalomban javasolt megengedett

tartomanyt jeloli.
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23. bra: Az 6sszes szerves sav €s a pufferkapacitas amdnyahozasa (fekete vonal) a
haskivonat adaptalas és terhelés szakaszaban (&nigaok). A fliggleges fekete vonal
az adaptacios szakasz végét és a terhelés novetdegrdetét jelzi, a szirke terlilet a

szakirodalom alapjan ajanlott tartomany.
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24. dbra: Az ammoniumion-koncentracio valtozasa a huskivéerahentacio folyaman. A

fuggoleges fekete vonal az adaptacios szakasz végdedsedes novelésének kezdetét

jelzi, a szirke terllet a szakirodalom alapjanlafatartomany.
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5.5.2 Biogaztermelés fenntartasa folyamatos Uzetfinfermentorokban -

Fenntartasi kisérletek huskivonattal

A sertésverrel végzett kisérletek eredményeinektetseként a huskivonattal is
elvégeztem a fenntartasi vizsgalatot. Célom vaiigyhtovabbi adatokat gjtsek arra
vonatkozoan, melyek a legjobban hasznalhaté paemsléta rendszer pillanatnyi
allapotanak megallapitasara. A folyamatos (kefarmentaciok fenntarthatésdganak
vizsgélatdhoz ugyanazokat a térterheléseket alkammahétbl-hétre, mint amit a kordbbi
5 literes rataplalasos fermentaciok esetében ofiir@déeknek hataroztam meg. A korabbi
kisérletek tapasztalata alapjan olyan fehérje kangeidét kivantam valasztani a
fenntartdshoz, amelynél leliltg csak kismértdk karos koztitermék felhalmozddas
figyelhe®b meg a rendszerben, ez az érték a 14,4 g oTS hiiskivolt. Ezt a mennyiséget
két honapon keresztil hetente adagoltam a realiarak,szokasos” 6t hetes adaptacios
szakasz utan, melynek soran a bigazhozamok hasoal@iultak az ékz6 kisérletekben
meért eredményekhez (25. abra). A fermentorokbaH a giindulasi 7,8-rél rovid id alatt
8 folé emelkedett és a fermentéacio végére 8,35-8rtken stabilizalodott, igy nem volt
szikség a pH beallitasara-modositasara. Az 6ssepges sav/puffer kapacitas aranya sem
valtozott szamotteden a betaplalas megkezdését kéent 0,14 és 0,2 kozott maradt a
vizsgalat teljes itartama alatt. A termelt gaz metantartalma gyakitataallandé értéken
volt 50-54 % kozott, azonban a kénhidrogén-tartabokiindulasi 200 ppmeét (1. hét) a
15. hétre 850 ppm-re emelkedett. Az Nl tartalom szintén emelkedett a fenntartast
vizsgald kisérlet soran, a koncentracio stabilidéttb 4,5-5 g/l kozott a vizsgalat 8-15.
hetében. A konstans betaplalastatama alatt (9-15. hét) az atlagos metankonaantra
53 % volt, az atlagos metanhozam pedig 0,456 W/ GHOTS, amely j6l egyezik a
szakaszos fermentéacios tesztekben meghataroz6# DEZH/g oTS eredménnyel.
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25. abra: A heti atlagos biogazhozam értékek (sarga oszloydlkozasa a beadott

szubsztrat mennyiségének (fekete vonal) fliggvenyébe

5.5.3 Novényi eredeti konyhai hulladék folyamatos tizend
fermentacidja
A Kkisérlethez alkalmazott névényi ereilekonyhai hulladék 6sszetétele
alapveben eltér a tébbi, magas fehérjetartalmu szubsaly@atonban C/N aranya még igy
is messze elmarad a szakirodalomban ajanlott 2DH8D(5. abra). A beadagolas ebben az
esetben is heti rendszeredseglt.

A szubsztrat beadagolast kd¥eels5 hénapban emelkédbiogazhozam volt
jellemzs, mikdzben a metantartalom is nbvekedésnek indutiogazhozam maximumat a
3-4. hét kozott érte el a rendszer, ezt kéeetebszor lassabb, majd gyorsulé tempdban
hanyatlott a fermentaciés aktivitas. A maximaliglygdgzamot 32,5 g 0TS ndvényi erddet
konyhai hulladék beadasat koden figyeltem meg (26. abra). Az atlagos metan ltartaa
fermentacio soran 42 % volt, az atlag biogazhoz#t 0ll/g oTS, ebdl kiszamithatjuk a
teljes idbtartamra vonatkoz¢é atlagos metantartalmat, amelyi NI CHJ/g oTS-nek
adddott.

A beadott szubsztrat dozisokat kéthetente emeltmmian a szerves savak
koncentraciojat ellefriztem. Altalaban alacsony koncentracioban volejebhz ecetsav,
valamint minimalis, 0,1 g/l alatti propionsav v&lmutathatd a rendszerben, mindekdzben
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a biogdzhozam és a metantartalom emelkedett. Aigorsgv koncentracidja csak a 11.
héten Iépte at az 1 g/l-es értéket, és az ecetsanehtracioja is csak lassan emelkedett, a
10. héten érte el a 3 g/l hatarértéket. Ebben athes nem jelentek meg hosszabb
szénlancu szerves savak a fermentacio ideje &lattisszes szerves sav/pufferkapacitas
aranya a kiindulaskor nagyon alacsony szintet rotité0,13), majd a 12. hétig jeléist
mértékben valtozott — kbszonBeh pufferkapacitas drasztikus csokkenésének. Ebben
esetben a pH a kiindulasi 8,dlra fermentacio végére 6,9-re csokkent, annak @l&en
hogy enyhe lug hozzdadasaval a 8.4étH=7,66) minden héten korrigaltam a pH-t. Az
NH4™-N szintje [ényegében nem valtozott a teljes kétélatt. A kénhidrogén-tartalom a
lebontas végére alig haladta meg a kiindulasi étt&00 ppm-dl 250 ppm-re ftt.
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26. abra: A heti biogdzhozam értékek (zold oszlopok) valtaza beadott szubsztrat

mennyiségének (fekete vonal) fliggvényében

5.6 Metagenomikai analizis

5.6.1 A metagenomika kivitelezése
A metagenom-szekvenalds nyers adatainakirése utdn tobb szaz
mikroorganizmust azonositottunk. Az elemzés podigss érdekében szekvencia-

adatbazisokban ezekre a fajokra az 6sszeszerdkisi tenlvasasokat Ujbol raillesztettik,
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ugyanis az egyes leolvasasok 0sszeszerelése satatkekzett kontigok hibakat
tartalmazhatnak. Az 0©sszeszerelés nélkili adatok glatamasztottdak az eredeti

eredményeket.

5.6.2 A metagenomikai vizsgalatok eredménye a kiindulasnintakban

Az adatok szerint a leoltdsnal vett novényi erédetnyhai hulladékot, kazeint,
vért, illetve huaskivonatot tartalmazo oltdiszappabltott mintdk mikroorganizmus-
Osszetétele kozott nincs szignifikans kilénbsegégy fermentor-populacio 6sszetétele
hasonlo, a kiindulasi kortilmények megfelelnek a nmay azaz a fehérjementes
fermentorok populacio-dsszetételének, mind a Begtarind az Archaea doménen beliil.
Ez érthed, hiszen oltdiszapként normal (ndvényi alapanyaggaragyaval etetett) biogaz
fermentorbol szarmazo iszapot hasznaltam fel, enmigkoba kdzosségét adaptaltam a

novekw mennyiseq fehérjéhez.

Mind a négy fermentor kezdeti populacio eloszlad?aateria doménen beldl jo
egyezést mutat az irodalombdl ismert hasonlé fetamek populacio 6sszetételével. Az
altalunk vizsgalt fermentorokban a Clostridia (49%) és a Bacilli (12-14 %) osztalyba
tartozo fajok voltak tulnyomo tobbségben. A fernoeak kiindulasi populacié 6sszetétele
hasonlo, ezek koztl a leggyakoribb fajokat sorfdjea 27. abra. Actinobacteria osztalybol
két faj, aSlackia heliotrinireducenss aBifidobacterium longunvolt nagy mennyiségben
megtalalhaté az altalunk vizsgélt fermentorokbanSAheliotrinireducensegy Gram-
pozitiv, anaerob bakterium, ez a faj képes a ndramoéniava redukalasara, amennyiben
elektron donor (bl hangyasav) van a rendszerben, tovabba metabdikingtasa révén
képes ecetsavat, és vajsavat &kitani. Ezen belll legnagyobb szambaglastridium
thermocellumfordult eb. Ez a faj szamos extracellularis celluldza segéeél képes a
cellulézt bontani, melylil szerves savakat, majd etanolt alli6.eA C. thermocellunfaj
mellett nagy mennyiségben talaltudk cellulolyticum, C. saccharolyticum, C. kluyveri
fajokat, amelyek ugyancsak rendelkeznek cellulalgi aktivitassal. ADesulfitobacterium
hafnienseegy anaerob cellul6z fermentélé baktérium, melutfezbdl acetatot és etanolt
allit el6. A Syntrophomonas wolfalészeretettel fermental hosszu lancu zsirsavakat és
tarskulturaban képes szaporodni a metanogén Ardteedlagy mennyiségben talaltunk
Pelotomaculum thermopropionicuiinaktériumokat, melyek hasonléan S&a wolfeihez
szintrépiaban élnek a metanogénekkel. Ez a sziktrékapcsolat fontos szerepet jatszik a
szerves anyagok metanna valo atalakitasaban. Keétddukalo baktérium is talalhaté a
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kezdeti populacioban, akaliphilus metalliredigens és aDesulfotomaculum reduceis
Ezek a fajok tejsavat és acetatot hasznositanak.

Az eredményeket roviden 6sszegezve megallapithdipdy a kiindulasi mikroba

k6zOsség Osszetétele megfelelt a celluldz alaposza@ton nevelt mikrobak halmazanak.

Fajnév Abundancia
Candid. Cloacamonas acidaminovorans 596
Clostridium thermocellum 295
Alkaliphilus metalliredigens 277
Bacillus cereus 230
Desulfitobacterium hafniense 219
Alkaliphilus oremlandii 184
Syntrophomonas wolfei 155
Clostridium Kkluyveri 143
Symbiobacterium thermophilum 140
Enterococcus faecalis 128
Caldicellulosiruptor saccharolyticus 127
Clostridium cellulolyticum 125
Clostridium phytofermentans 125
Desulfotomaculum reducens 122
Pelotomaculum thermopropionicum 121

27. abra: A kiindulasi populacié leggyakoribb fajai és abandiaértékeik

5.6.3 A metagenomikai vizsgalatok eredménye kazein alapgagon

Megvizsgaltam a kazein szubsztrat hatasat is a nmetdallitd mikroba
kozosségre. A kazein fermentacioja soran — a efjefisszkép érdekében — a kiindulasi,
5., illeve 11. heti mintavételen tul, egy atmeneB. heti — minta metagenom analizise is
megtortént. Ez utdbbi a 30. és 31. abran sotétkilnel abrazolt, mig a végsllapotot a
lila szini oszlopok reprezentaljak. A kazein a vizsgalatalpj@n részben eli@isszetétdl

kozosség kialakulasat eredményezte a ver fehérjétablalt fermentorokkal
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O0sszehasonlitva. A fermentorban maradt névényisztdi és a csalad tagjainak sporazo
képessége lehdté teszi Clostridia osztaly egyes tagjainak fenmuasat, azonban a nagy
mennyiség fehérje atalakitja a kbzosség 6sszetételét. Asudiiatahoz hasonldan itt is az
Alkaliphilus metalliredigensfaj nagy gyakorisaggal jelenik meg a Clostridiuagjok
mellett. Egyes Clostridium fajok fehérje bontasasaképesek. A kazein bontasbol
szarmazé aminosavakat képesek felhasznélni a kaméidbgyalt (2.3.2. fejezet) Stickland-
reakcio segitségével, mely az aminosav-felhaszmétéobakra jellemé. A fermentorban
fehérjebonto Clostridia fajokon kivil talaltam m@ndszertani csoportok képvisielis,

amelyek fehérjebontasra képesek (28. abra).
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28. abra: A kazein adaptacio soran végbemefifadulasi gyakorisagvaltozasok

torzs, osztaly és rend szinten a Bacteria doménben

A Bacteroidetes, valamint a Proteobacteria torggmtdnasonlo valtozast mutattak,
mint a vér fehérje fermentacié soran. Kiemelkddilonbség mutatkozott azonban a
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Firmicutes torzson belll, amely végigkdvethatrendszertani kategoriakon lefelé haladva:
a kiindulasi ko6zdsségben valé magasfaidulas utdn az 5. heti mintaban az aranyuk
csokken, majd a fermentacido végére a mennyiseguktedten megemelkedik. Ennek a
jelenségnek a magyarazatahoz faj szelemzésre volt szilkség, mely soran kidertlt, hogy
a kiindulasi clostrididk doden szénhidrat bontdk voltak, protein hasznositoik cs
viszonylag kis szdmban fordultakéeMivel a fermentacié soran szénforrasként kizgrola
fehérjét juttattunk a rendszerbe, a szénhidratop@bulacio hamar lecsokkent, szamos faj
Kipusztult a fermentorbdl, ezzel parhuzamosan arfetbontdk aranya jelefgen megéit.

Az 5. heti mintdban ardnyuk mar magas, és fokoaatdgttérbe szoritjdk a szénhidrat
bont6 Clostridia csoport tagjait. A véres fermemihoz hasonléan a

Thermoanaerobacterales aranya is miggnveg$ populacioban.
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29. abra: A kazein adaptacié soran Archaea doménen belllerégnt

eléfordulasi gyakorisagvaltozasok torzs, osztaly ésl iszinten
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A vér alapanyagndl tapasztaltakhoz nagyon hasoelimenyek figyelhék meg a kazein
esetében is. Az Archaea doménen bellli valtozasokbg mutatkozik szamottéweltérés.
Az Euryarcheota-k dominaltak ebben az esetben iszsgalt mintakban az Archaea
k6zosség tekintetében, azonban a vér fermenta@ds véllapotanal magasabb relativ
abundanciat mutattak. Ezen torzson belll itt is atHdnomicrobia osztalyint a
leggyakoribbnak, azonban nem volt kimutathaté a fef€rje fermentaciéhoz hasonl6

visszaeseés a fermentacio utolso szakaszaban (29. ab

5.6.4 A metagenomikai vizsgalatok eredménye sertésvéren

A sertésvér, mint egyedili szén- és energiaforrdsogaz termeél baktérium
kozbsség szamara, j0l hasznalhat6é alapanyagnakybit@ kisérlet soran. A fermentéacio
kiindulasi mikroorganizmus kozossége — az abrakoregvilagosabb szinarnyalatu
oszlopok — jelertis valtozason ment keresztll az adaptacié soranindasi populacio
rendszertani 0sszetételét azizéekben bemutattam. Az 5. heti populacié — a kdzép
szinarnyalat oszlopok — az 5. heti mintavétel rekatyeit tikrozi, ebben azddzakban az
adaptacio felfutdé szakaszaban volt a rendszer.daptacio eredményeként kiemelked
megugrott a Proteobacteriumok aranya a fermentobama valtozas az osztalyok szintjén
legjobban a Gammaproteobacterium-ok szamanak ndeéskben mutatkozott meg.
Szembe itn6 emelkedést mutatott a Firmicutes-ek relativ gysléga, azonban az egyes
osztalyok abundanciaja cstkkent a 5. heti mintallamek magyardzata, hogy néhany
kisebb rend (pl. Negativicutes) gyakorisaga néveked 30. abran abrazolt Bacteriodetes
torzsbe tartoz6 osztadlyok mindegyikénekttna szazalékos &bordulasa az 5. heti
mintaban. A kévetkezabrakon a legsététebb szinarnyalatl oszlopok hetilmintavétel
eredményeket mutatjak be. Ekkor a rendszer maratl@nyazisaban volt, a gazhozam
jelentbsen visszaesett, a szerves savak mennyisége m&omatagy Vvolt. Ennek
megfeleben csak azok a mikrobdk maradtak életben, amelyekagas szerves sav
koncentracié mellett is képesek életfunkcidikatntantani. Erre az adott mintakban a
Clostridiales tagjai, valamint a Thermoanaerobadtsr rend bizonyos tagjai voltak
képesek. Ellenben jelgigen csdkkent a Proteobacterium-okf@ldulasa. Hasonléan

alakult a Bacillales és a Lactobacillales rendejaiaak szama (30. abra).
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30. abra: A vér adaptacié soran végbemerifetdulasi gyakorisagvaltozasok torzs,

osztaly és rend szinten

Az Archaea kozdsség szamossagat tekintve nagyonégmesedéssel van jelen
egy biogadz fermentorban — ez az allitas ebben aethas is igaz, hiszen a relativ
mennyiségik minden vizsgalt mintaban kevesebb, miht%-a volt a teljes mikroba
kozosségnek. A teljes képet tekintve, bar a kilatbéndszertani kategoriak megoszlasa
eltér, minden Archaea filogenetikai csoport jelait a fermentorokban, a doménen belil
jelents atrendeidés figyelhet meg (31. dbra). Az Euryarcheota térzs dominaltdem
esetben a vizsgalt mintdkban az Archaea kozosdégteeeben. Ezen tdrzsén belll a
Methanomicrobia osztalyimt a leggyakoribbnak, majd a Thermococci és a Metbacci
osztaly. A Methanomicrobia osztaly mutatta a legéayosabb gyakorisagbeli véltozast,
relativ abundanciajuk a kezdeti 60 %-rél az 5.h80 %-ra, ezt kbvéen pedig 10 % ala
csokken. A Methanococci csoport tagjai azonba6l ethgyon eltéd képet mutattak, a
kiindulasi mintaban kis mennyiségben fordultak celika tobbi osztalyhoz képest, majd
az 5. heti mintdban a kezdeti érték majdnem kétsgerérték el, azonban a fermentacio

végd szakaszara gyakorisdguk visszaesett a kezdeki aldé Hasonléan viselkedtek a
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Thermococci, valamint a Thermoprotei osztalyok kegkii is. Mindazonaltal az Archaea
domén alulreprezentaltsaga miatt a teljes mikrabkidzosségre nézve nem teszi lélét

a kapcsolatok targyalasat nagyobb felbontasban.
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31. abra: A vér adaptécié soran az Archaea doménen belilderéagnt efordulasi

gyakorisagvaltozasok torzs, osztaly és rend szinten

5.6.5 A metagenomikai vizsgalatok eredménye huskivonat apanyagon

A sertésveér, valamint a kazein szubsztratot tagatmbiogaz fermentor mintakkal
parhuzamosan megvizsgaltam a huskivonatot felddlgaikroba kdz6sség dsszetételét is.
A korabbi metagenom vizsgalatoktol részben éltésszetétél kozosség kialakulasat

eredményezte a huskivonat betaplalasa.

A Bacteroidetes tdrzs tagjai hasonl6 valtozast ttakamint a kazeines és a véres

fermentacié soran. Jelésen eltér azonban a Firmicutes torzs esetébenztafiaelativ
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abundancia a korabban latott véres fermentacioneregeitl, de hasonlit a kazein
fermentécional tapasztalt valtozasokhoz. Ez a Hi#ég végigkodvethéta rendszertani
kategoriakon; a kiindulasi populacioban valé magjardulas utan az 5. heti mintdban az
aranyuk csokken, majd a fermentacio végére a mségik ismételten megemelkedik (32.
abra). A fajszini elemzés itt is hasonld képet tart fel, mint a kban bemutatott kazein
lebontds esetében. Proteobacteria torzs tagjai iadukdsi mintdban szamoti@v
gyakorisaggal voltak jelen, ezt kdgenh szamuk a kimutatasi hatarértéek ala csokkent. A
Synergistetes torzs tagjaival is hasonlo a helyrné,a Thermotogae térzs éppen elleiskez
valtozast mutatott, a kiindulasi mintaban alig akltjelen, majd ez kovéen szamuk

kismértékben ugyan, de folyamatosan emelkedethaeigtacio végéig.
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32. abra: A huskivonathoz val6 adaptacio soran végbeméfdrelulasi

gyakorisagvaltozasok torzs, osztaly és rend szinten
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33. abra: A huskivonat fermentacidja soran Archaea doméril kégbement

eléfordulasi gyakorisagvaltozasok torzs, osztaly ésl iszinten

A korabban targyalt fehérjegazdag alapanyagokhaoriié eredményeket mutatnak e
mintdk metagenom szekvenalasi eredményei. Az Aechd@ménen belll kismértgk
valtozasok torténtek a huskivonat betaplaldsakozr. Buryarcheota dominanciaja a
korabbiaknak megfeléén alakult itt is. Azonban Gjdonsagnak tekindhdtogy az eddig
lényeges valtozast nem mutat6 - a Methanomicrobsetatyba tartoz6 -
Methanosarcinales rend jeléat mennyiségben azonosithatd volt a reaktorbdl és
fennmaradt a teljes fermentacio soran (33. abra).

5.6.6 A metagenomikai vizsgalatok eredménye névényi eretiekonyhai

hulladékon

A novenyi eredéi konyhai hulladék alapvéen eltér kémiai 6sszetételében a
korabban targyalt alapanyagoktél, ennek megfelelanaerob lebontdsa soran szamos
kilénbség mutatkozott a tobbi vizsgalt alapanyadtépest.

A Bacteroidetes torzs tagjainakéfdrdulasi gyakorisaga jelefg ndvekedést
mutatott a korabban targyalt alapanyagokhoz képelstiiv abundancigjuk a fermentacio

végeére elérte a 30 %-ot. Nagy eltérés figyélhmeg a Firmicutes torzs esetében, hiszen a
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kezdeti 80% kordli relativ abundancia az anaerbbrés soran folyamatosan és jalent
mértékben csokkent. Az alacsonyabb rendszertaeigkatik attekintése soran kidertilt,
hogy a Firmicutes-en bellli valtozas a Bacilli -eedelil a Lactobacillales rend — relativ
novekedéseah, tovabba a Clostridia osztaly szamotiensszaesésébadodik (34. abra).
Proteobacteria torzs képviselcsak a kiinduldsi mintdban voltak jelen, ezt kibes
szamuk a kimutatdsi hatarérték ald csokkent. A Qystetes torzs tagjai kismériek
ingadozast mutattak csak, relativ abundanciajukolkbril mozgott a fermentacio soran,
mig a Thermotogae torzs éppen délt@altozast mutatott: a kiindulasi mintdban 20 %

koruli érték volt megfigyelhét majd ez koveéien szamuk 10-12 %-ra esett vissza.
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34. abra: A névényi eredét konyhai hulladék fermentacidja soran végbemseifoedulasi

gyakorisagvaltozasok torzs, osztaly és rend szinten

75



Relativ eléfordulas (%)
w
S

Crenarchaeota Eliq,'a.ld:laaom Korarchaeota Thaumarchaeota unclassified (derived from Archaea)

100 [ I |
90
&0
0
60
30
40
30

20
0 ] — mill — —

Therm]:pmbei Archaeoglobi Halobacteria Methanobacteria Methanceocei Methanomicrobia Methanopyri Thermococet Thermoeplasmata
[ |

100
o0
20
70
60
30
40
30

0

. L i

o — —_— — —— =i mill [ | —
n Themm

Desulfurococe.  Sulfolobales Thermoprot  Archaeoglob. Halobact. Methanobact. Methanococe. N icrob. Meth - Thermoplasm_

Relativ gyakorisag (%)

Relativ gyakorisag (%)

35. abra: A novényi eredéit konyhai hulladék anaerob lebontasa soran Archaea
kozdsségen belll végbementiferdulasi gyakorisagvaltozasok tdrzs, osztaly ésire

szinten

A konyhai hulladék fermentaciojanak eredményekémt Axchaea kozosségben a
Thermococcales rend esetében volt megfigyélhaigy a fermentacié végéig novekedett
relativ gyakorisaguk (35. abra). A tobbi vizsg@hdszertani kategoria esetében nem volt
jelentsebb valtozas. Figyelemre méltd a Methanomicrobiaésnd gyors cstkkenése a

rendszerben.

5.7 Fehérje bonté mikroba keverék ebsegiti a biogaz termelést

A metagenom Kkisérletek eredményei alapjan azonbsitajok kozul
kivalasztottam harmat, amelyeket a tovabbi vizeg&leoz hasznaltam. Ezeknek szamos
kritériumnak kellett megfelelniik, mint példaul nodit (37°C+2°C) korialmények kozott
kell szaporodniuk, fehérjét vagy aminosavat kallniuk bontani, idealis legyen szamukra
a pH=7,0-8,0. Olyan tdrzseket kerestem, amelyekn&iked abundancia valtozassal
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reagaltak a fehérje monoszubsztrathoz valé adaptdején. A vélasztds Rseudomonas
fluorescens Bacillus coagulansés Bacillus subtilis fajokra esett,amelyek aerob
kordlmények kozott gyorsan szaporodnak Luria-Best@poldatban, majd ezt kowesn

anaerob kérilmények k6zott képesek protein bontasra

A fajok tesztelése rataplalasos kisérletekbenrgr@mely soran meghataroztam
az optimalis sejtszamot, amely elérése utan megifigy, hogyan jarulnak hozza a biogaz
termeléshez az adott kdrnyezetben a vizsgalt mékob

5.7.1 Hozzaadott mikroba keverék hatasai a gazhozamra

A Kkisérlet alapvét célja a biogazhozam novelése volt a hozzaadottehakn-
keverékkel. A kisérlethez hasznalt alapanyag hosikit volt, amelybl a korabban
optimalisnak itélt 11,5 g oTS mennyiséget adagohathegy alkalommal.

A huskivonat hozzéadott baktérium-keverék nélkiferob lebontasa soran 53%-
0os atlagos metantartalmat, valamint 0,34 NI/g oTl8&gés biogdzhozamot mértem. Az
ezekl®l az adatokbol szamitott metanhozam 0,18 NI/g o&s-adodik. A hozzaadott
mikroba-keveréket tartalmazé fermentorok atlagostamtartalma 58 %, az atlagos
biogazhozam 0,46 NI/g oTS volt (36. abra). A szathinetanhozam 0,27 Nl/g oTS volt.
A gazhozamban 35 %-0s novekedés volt mérhat keverék alkalmazaséaval, a

metanhozamban ez az érték 50 %-nak adddott a Vet sgétartama alatt.
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36. abra: A heti biogazhozam-valtozasok a baktérium-kever@kuli, valamint a

baktérium-keverékkel leoltott fermentorokban. Adekoszlopok a baktérium-keverék
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nélkili adatokat, mig a z6ld oszlopok a baktériendeék hozzaadasaval termelt
gadzhozam értékeket mutatjdk. A fekete nyil a lsdli@jét mutatja.

5.7.2 Hozzaadott mikroba keverek hatasa a szerves sav @stetelre

A Kkiindulasi iszap 0Osszes szerves sav-tartalmanak peafferkapacitasanak
aranydban nem volt jelgist kilonbség, a 0,2-0,3 kozotti arany arra utal,yh@gendszer
nincs taltaplalva, névelni lehet a szubsztratbdévitle meérési eredmények alatamasztjak,
hogy a rendszer optimalisanikddott, hiszen az 0sszes szerves sav/pufferkapacita

aranyok nem valtoztak drasztikusan a kiindulasipathoz képest.

5.7.3 Hozzaadott mikroba keverék hatasa a proteaz aktivésra

A fehérjék lebontasa aminosavakka az egyik kritiki@ése a fermentacionak,
ezeért ebben az esetben is fontosnak tartottanaiv@rotedz aktivitds nyomon kovetését a
reaktorokban. Korabbi kisérleteim bizonyitottdk,ghoa fehérje betaplalds elkezdéseét,
illetve az adagok noévelését kdoeh megemelkedik a fehérjebontdé enzimek aktivitasa,
azonban ebben az esetben jol megfigyélhailt, milyen nagy jeleriséggel birnak a
szubsztrat lebontasdban a rendszerbe juttatott éfakiok. A 37. &bran az
enzimaktivitasok atlagat tintettem fel a fermentéiciejének fliggvényében. Ebben az
esetben nem volt adaptaciés periddus, hiszen gantam vizsgalni, a bevitt mikrobak
képesek-e a rendszerbe hirtelen bejutdo tobblet rifghdhasznositani, igy némileg
tehermentesiteni a tébbi, nem fehérjebontd, degaai fermentalé konzorciumban aktivan
résztvev mikrobat. A baktérium keverék nélkili fermentorakbegy lassu aktivitas
novekedés figyelhétmeg, mig a hozzaadott baktériumokat tartalmazktoeakban hamar
megemelkedett és dden magas szinten allanddsult enzimaktivitas votiukathato. A
leoltas nélklli fermentorokban meértieproteaz aktivitas jOl egybevag a biogazhozam
novekedéssel; mivel a betdplalt szubsztratmennyiség volt tul sok, igy valosziteg itt
is elindult a vizsgélat istartama alatt az adaptéacid. A hozzdadott mikrobék@lmazo

rendszerek esetében tehat az adaptacios szakaadiligret.
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37. abra: A proteaz aktivitas valtozasa a baktérium-keverékiili, valamint a baktérium-
keverékkel leoltott fermentorokban. A fekete folyps vonal a baktérium-keverék nélkuli
adatokat, mig a z6ld vonal a baktérium-keverék hadasaval termelt gazhozam értékeket

mutatjak. A fekete nyil a beoltas idejét mutatja.

5.7.4 gPCR eredmények

A gazhozam eredmények alatdmasztottak, hogy a zerms juttatott mikroba
keverék jelerts mértékben megndveli a megtermelt biogdz menngiségalamint
jelenlétikben emelkedett a gaz metantartalma. Ahhogy ezeket az @hyods hatasokat a
hozzaadott baktérium keverékhez rendelhessik mikgyézodni arrdl, hogy képesek-e
szaporodni €s hosszabb tavon életben maradni &atétt mikrobak az adott kozegben.
A torzseket tiszta kultiraban neveltem fel, de as@tdsuk a biogaz terndelkevert
mikroba kozosségben klasszikus mikrobioldgiai médsizkel igen nehézkes, ezért
molekularis biolégiai eljarast alkalmaztam. A kvtativ PCR lehégivé tette a vizsgalni
kivant baktériumok mennyiségi valtozasanabkbieli nyomon kovetését. A reaktorokbdl 4
naponta mintat vettem, majBs. fluorescens, B. coagularés B. subtilis specifikus
primerek és qPCR segitségével meghataroztam a riesrban 1%, adott fajba tartozo
sejtek DNS-ének mennyiségét, ébb- kalibraciot kéveten - kdvetkeztetni lehet azok
sejtszdmanak alakulaséara. Azéefsintavételi pont a leoltasdti allapotot tikrozi, mig a
kovetked mintavétel fél oraval a leoltast koven tortént. A kiindulasi sejtszam
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mindharom baktérium esetében 3¥E@jt/ml volt a fermentor aktiv térfogatara vetitve.
Amint az 38. abrardl leolvashatd Rs. fluorescenssejtek szama a leoltast kdden
megemelkedett, majd azdiclérehaladtaval a szamuk egy alacsonyabb szintre \asstia
€s ezen az értéken stabilizalédott a fermentacgeige A B. coagulansés B. subitilis
azonban eltéen a Ps. fluorescentl nem mutatott kezdeti emelkedést a leoltast
koveten, szamuk jelefisen visszaesett, majdBa coagulansesetében a 7B. subtilis

esetében a fermentacio 10. napjatol egy alacsaélyedr stabilizalodott (39. és 40. abra).
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38. abra: A Ps. fluorescensejtszam valtozasa a fermentacioé soran
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39. abra: A B. subtilissejtszam valtozasa a fermentacié soran
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40. abra: A B. coagulansejtszam valtozdsa a fermentacié soran

5.8 Ipari alkalmazhatosag

A bemutatott eredmények igazoltak, hogy a biogamé® mikroba kézosséget
hozzéa lehet szoktatni nagy fehérjetartaimiu szuéisdr hatékony lebontasahoz, igy a
magas ammonia koncentracio elviseléséhez, kiemehiegaz termelés mellett. Munkank
eredményeként tehat a jeléstbiogaz potenciallal rendelkezalapanyag féleséget, a
fehérjékben gazdag élelmiszeripari melléktermékek@ivoben nem “hulladék”, hanem
értékes megujuldé energiahordoz6 alapanyagként leastnositani. Bizonyitottuk, hogy
elkertilhet a C/N arany kedvémnek tekintett irdnyba tortéreltolasat eredményézgyeb
szerves hulladéekokkal tortéregyiitt emeésztés, és az ezzel jardé hatranyok. sldodott
eljaras emellett legalabb két teruleten jarul hozzédiogaz termelési technoldgiak
hatékonysaganak noveléséhez.

1.) A mikroba kdztsség dsszetételének vizsgalatdlietve egyes diagnosztikus
jelentbsédi mikroba fajok relativ mennyiségének meghatarozisgllemezni lehet a
rendszer alkalmassagat fehérjeben gazdag alapdnyelgmlgozasara. Ezzel a biogaz

termeb rendszer Uzembiztonsaga és hatékonysaga névelhet

2.) Az Uj ismeret birtokaban olyan mikroba készityek allithatok € ismert
baktérium torzsek tiszta tenyészete vagy keverékmdjaban, amelyeknek aitiktds
biogaz fermentorokba adagolasaval a mikroba kogogsszetétele gyorsan atalakithaté a
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valtozo6 alapanyag ellatdshoz alkalmazkodva. Fomtegjegyezni, hogy a biotechnoldgiai
megoldasok alkalmazasakor nem kell szerkezetilatatokat végezni a hddd biogaz
Uzemeken, igy nem kell az tGzem épitésekor eldgnbegy a nikddés évei alatt mikor

kivannak fehérjét bontani. igy a technologiank &édhatékonyabb és barmikor at lehet ra
allni kulondsebb riszaki atalakitasok nélkul.

Az eredményeket P111425SG-PCT szdmon nemzetkdtiadakbm védi a
Szegedi Tudomanyegyetem tulajdonaban.
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6 Osszefoglalas

Dolgozatomban bemutattam, hogy a jetsninennyiségben keletk&iehérjében
gazdag ipari és mégazdasagi melléktermékek idedlisak anaerob lebmsuemn tortéé
artalmatlanitdsra. Ekoézben a mikrobdk tevékenysdgémredmeényeként biogazt

termebdik a fermentorban lévmikroorganizmusok segitségével.

) _ Novényi eredeti konyhai
Kazein | Sertésvér| Huskivonat
hulladék
C/N arany 3,47 3,20 3,32 12,43
Elméleti metan maximum
473 494 469 326
(Nml/g oTS)
Maximalis mért gazhozam
460 480 457 450
(Nml/g oTS)
Mért metan maximum
239 245 238 189
(Nml/g oTS)

41. abra: A kisérletek soran vizsgalt alapanyagok paraméseekaszos fermentacio

soran

A kidolgozott eljaras soran olyan alapanyagok femélasara kerdlt sor, amelyek
C/N aranya jelerdsen eltér az iparban nagy mennyiségben hasznaiszzatoktol, és
korabbi vizsgalatok alapjan ezek felhasznalasat jevasoltak a biogaz tzemekben. A
fermentaciok soran harom nagyon alacsony (kazeméesvér, huskivonat), valamint egy
kézepes C/N aranyu alapanyag (novényi efelenyhai hulladék) vizsgalata tortént (41.
abra). Az elméleti maximum metanhozam Symons éwBig1933) altal kidolgozott
képlet alapjan a szamolt értékeket jelzik. A szakasfermentaciok gazhozamét és az
atlagos meténtartalmat alapul véve kiszamolhatébartasi hatékonysag, amely mind a
négy anyag esetében kbzel azonos, 49,6 és 58,&&ttikérteket adtak (41. abra).

Az anaerob degradacido soran az anaerob lebontasts vdikroba ko6zdsség
Osszetételét monitoroztam, amelynek eredményekdatanaasztast nyert, hogy a
mikrobialis koz6sség megvaltozott — a biogaz teémehdszer fokozatosan hozzaszokott a
szakmai irodalomban ismert hatarok tobbszoérosét haladd fehérje-alapanyag

mennyiségekhez.
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Noha a szakirodalomban szamos helyen megtalalhatfy kilénbdd mértéki
akklimatizaciot megfigyeltek, a kozolt eredményekakyan nem, vagy csak nehezen
vethetk 6ssze — kilénbde fiziko-kémiai kortlmények kozott zajlottak a vizdgtok,
illetve csak a biogaztermiekdzosség bizonyos tagjaira gyakorolt hatast vitdkgaigy az
ismert megoldasok tovabbfejlesztésével olyan dljardolgoztam ki, amely soran
fehérjében gazdag alapanyagokat monoszubsztrafkkarott mennyiségben juttattam
biogaz termel rendszerekbe. A lebontasi folyamat soran nyomae#tém a rendszerben
végbemea fiziko-kémiai- (pl. pH, ammoniumion-koncentraci@glamint mikrobiolégiai
valtozasokat. Ez utdbbit metagenom vizsgalattalltaAnyoztam és jeleds populacio
Osszetételbeli eltéréseket taldltam az adaptacistaridma alatt. Ezek a relativ
gyakorisagban bedllt valtozasok annak kovetkeztgbarek létre, hogy csokkent azon
mikroorganizmusok szama/gyakorisaga, amelyek nemedek a vizsgalt fehérjében
gazdag szubsztratokat, vagy azok valamely lebontésimékét felhasznalni
energiaforrasként. Ellenben azok, amelyek képesakzriositani ezen alapanyagokat,
relativ abundanciabeli ndovekedést mutattak. Eglefitekilonbség mutathatd ki az
alacsony és a kozepes C/N aranyu alapanyagok metageizsgalatakor. A magas
fehérjetartalml alapanyagok degradéacidjakor a déansinFirmicutes torzs gyakorisaga
valtozott a leglatvanyosabban; mennyiségik a kidslumintdban nagy volt, amely a
fermentacio kozégsszakaszara jelefgen lecsokkent. A 11. heti mintak azonban Ujra,
kiugréan magas Firmicutes gyakorisagot mutattakeEmegegye¥ tendeciat mutatott az
adott torzsbe tartozé Clostridia osztaly is, miBaxilli osztaly gyakorisagvaltozasa épp
ellentétes volt az ék6ekkel. A névényi eredétkonyhai hulladék esetében a Firmicutes
térzs gyakorisaga folyamatos csokkenést mutatottlegradacio soran. Az alsobb
rendszertani kategéridkban ez a valtozas ugy mutatk meg, hogy a Bacilli fajok
mutattak jelerisebb noévekedést, ellentétben a Clostridia fajokkatelynél ebben az
esetben a fermentacio végére jellémbvekedés nem valdsult meg. Az Archaea doménen
belll eddig is jellem&en sokkal kisebb kilonbségek voltak kimutathatGdszirileg
azert, mert a fermentaciok soran felhasznalt szrdiek kozvetlenil nem érintik a
metanogéneket, azokra csak attételes hatassak ldrBacteria domeén tagjain keresztiil.
gy — amint az varhaté is volt — a szubsztrat megén-osszetételre gyakorolt hatasa
kisebb mérték volt. Kulondsen igaz ez annak figyelembe vételévelgy a lebontasi
folyamat lépésein éte haladva mind kisebb a mikrobak valtozatossagaeimyisége, a
lebontdk viszonylag sokan vannak és valtozatos&lycaak a reaktorba betaplalhaté

alapanyagok. A kovetkéz szinten mar kevesebb és kisebb gazdagsagu torzseke
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osztélyokat taladlhatunk. Az Aaltaluk felhasznélhatubsztratok mar korant sem olyan
sokfélék, mint az éké csoport szamara voltak. A biogazalitas utolsd fokan mar kevés
csoportot talalunk és a tobbiekhez viszonyitott mye&segik is csekély. A metanogének

altal felhasznalhat6 szubsztratok szama kevésedsserm igazan energiagazdagok.

A metagenom-analizis alapjan kivalasztottam hard@rzset, amelyek tiszta
tenyészeteit visszajuttattam a természetes bioganeth kozosségbe. A kisérletek
bizonyitottdk, hogy a fehérjebonté mikroorganizmusiermentorba valé bevitelével
jelentsen rovidithet, illetve elhagyhatdé az adaptacié$sdak, ami komoly éhyt jelent
az ipari alkalmazéas soran. A pozitiv hatasok kawéleato, hogy ezen az uton fokozhato
volt a biogaztermelés és kismériéinetan koncentraciobeli ndvekedés is megfigyélhet
volt. Tovabbi ebnye a kivalasztott mikrobaknak, hogy mivel elevegtatlhaték a
rendszerben, nem kell ,beilleszkedési nehézségeldagimolni, és amint a kvantitativ
PCR eredmények mutattak, mindbéssze egyszeri leoklgy volt a rendszer
teljesitméenyének fokozasahoz. A leoltast kéeat beallt egy alacsonyabb, de
egyensulyinak tekinthétszintre mindharom vizsgalt baktérium koncentragidghat a
kihigulast a baktériumok szaporodasa részben élgrmni tudta.

A biogaz Uzemek hatékonykodtetésének egyik sarkalatos pontja az anaerob
fermentacido biokémiai és mikrobiologiai folyamatnalapos megismerése. Azonban
még messze allunk attol, hogy pontosan értsik aplemszerves szubsztratok anaerob
lebontasanak bioldgiajat, kulonésen azért, mertbtédrdz, kiulbénbdz kornyezeti
igényekkel rendelkéz mikroorganizmus-féleség egytlttes munkajaként kehik a
folyamat végterméke, a biogadz. A biogaz ks megismerése tehat még mindig sok
kihivast tartogatd, izgalmas kutatasi tertlet (LeésaOmil, 2001, Bai és mitsai., 2005,

Kovacs és mtsai., 2014).
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A Ph.D. dolgozat 6sszefoglalasa

Napjainkban szembesulnink kell a vilag energiag#gal, ezért mihamarabb
szikségessé valik, hogy rendelkezziink olyan zoldeéorrasokkal, amelyek képesek
hatékonyan helyettesiteni a fosszilis tdaslyagokat. A biogaz egy olyan megujuld
energiahordoz6, amely szamossrelyel jar; valaszt tud nydjtani szamos kérnyezeti
problémara és egyuttal energiaforrasként is fumdaioA fermentacido eredményeként
visszamaradé iszap hatékonyan hasznalhato talagasj ezaltal csokkentldeegy adott
terllet mitrdgyaigénye, amel§t koztudott, hogy dlallitdsa kifejezetten energiaigényes
folyamat. Ezaltal az anaerob lebontassal kapcsolbgda termelés szamos
kornyezetvédelmi problémat egyszerre orvoslo folgantehebséget biztosit a szerves
eredel hulladékok artalmatlanitasara, a kdrnyezetszer@syezokkentésére epp ugy, mint
a CQO-semleges megujul6 energigd@litasara. A biogazt elégetvédnergiat allithatunk
elé, tovabba gazmotorban felhasznélva elektromos areermelhetlink, tisztitast kovien
pedig betaplalhato a foldgazhaldézatba. Az iparbabrmazo hulladékok anaerob
artalmatlanitasa és alapanyagként td@rtéielhasznalasa igy tobb szempontbol is
kiemelked jelentsédi. Az Eurbépai Uniéban tdbb mint 8000 biogaz uzenikédik
napjainkban, ezek kozil egy sem hasznabdidges alapanyagként fehérjében gazdag
szubsztratot annak ellenére, hogy folyamatosany nagnnyiségben termi@nek ezek a
hulladékok. Az élelmiszer &hllitas soran keletkéz mellek- és végtermékek koze
tartoznak a jelelds mennyiség keratin fehérjédl felépub tollat is tartalmazo, szarnyas
tartdsbol kikeri hulladékok, amelyekid évente vildgviszonylatban tobb millié tonna
képzdik (2009-ben 4 millié tonna) (Danish Environmeriabtection Agency: Survey of
wastes spread on land —Final report study contr2@9l). A broiler csirke nevelés
gyorsabban & mint barmelyik egyéb husipari felhasznalas. Azdpai Unié adatai
alapjan a vilag szarnyas husbdlitasanak 13 %-at az EU 28 tagorszaga allitja el
(Grabkowsky és Windhorst, 2009). Csak ebben a bagiéévi 1 millié tonna fehérje-
gazdag hulladék termtik. Brazilia és a muszlim orszagok szarnyas hisdkese szintén
jelents. Fehérje tartalmu melléktermékek, hulladékok bBaonnem csak a huasiparbdl
kertlhetnek ki, a tejgyari hulladék jelést része tartalmazhat kiuloénBomennyiséd
proteint. A fehérjek aminosavakbdl épilnek fel, ket peptid-hidak kotnek Ossze,
amely elhasitdsa proteazok segitségével lehetsggé=hériék lebontdsa esetén. Az

aminosavak lebontasara a tovabbiakban két Utvdhedridelkezésre, attdl fliggn, hogy
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mely aminosavakrol van sz6 és azok milyen konceidb@n fordulnak & az adott
reakciokdzegben. A lebontds eredményeként rovidldaél szerves savak, NHCO; és

H>. Az ebbzéekben emlitett két atvonal egyike a Stickland-ré@k@amely soran az
aminosavak lebontasa parban térténik. lllékony \sersavak az aminosavak reduktiv
deaminacidjaval is létrejohetnek. Ezek a folyamatekmodinamikailag azonban csak
akkor lehetségesek, ha egy hidrogént felhasznaltamngén reakcioval kapcsoltak. A
Stickland-reakcio a legegys#bb modja az aminosavak lebontasanak, amely soran
atalakitott aminosavbol mélonként 0,5 mol ATP kigpk.

A biogaz-fermentaciéo szempontjabdl optimalisnakirtiett szén/nitrogén/foszfor
(CIN/P) ardny 100:3:1. A szénhidrat-gazdag hullaték gyakorta keverik magas
nitrogéntartalmu alapanyagokkal, igy allitva be @g#imalis elemaranyt. Az anaerob
fermentacidban résztvév kilonbdd mikroorganizmus csoportok nem  csak
fiziol6égidjukban, de tapanyagszikségleteikben, kéaési kinetikajukban és a kilonkioz
kornyezeti hatasokkal szembeni érzékenységikbenelents eltéréseket mutatnak
Amennyiben a mikrobacsoportok kozétti egyensuly boeglik az egyben a fermentacio
instabilitasdhoz, végssoron pedig az anaerob rendszer dsszeomlasahazéshet. A
magas fehérjetartalmd hulladékok nagy mennyiségbképzddnek, azonban
felhasznaldsukat nem ajanljak anaerob reaktoroklzaaammaoniagéatlas fokozodo veszélye
miatt. A szakirodalomban a gatlénak tekintett amiakoncentracié tadg hatarok kozott
valtozik a vizsgalati kérulményakt fliggéen, mint példaul az inokulum Gsszetétele, a
vizsgélathoz hasznalt alapanyag, az adaptacioarfay megléte vagy hianya, valamint az
Uzemeltetési paraméterekjrhérséklet és pH. Ezek fliggvényében jdéisah valtozhat a
szabad NH koncentracidja, amely toxikus hatasat a protonegiyly felboritasaval éri el.
Az ammoniumion (NH') kevésbé toxikus a korabban bemutatott Ml

A dolgozatban bemutatott eredmények prezentalasammmos molekularis
mobdszert alkalmaztam: kvantitativ polimeraz lankcg® alkalmazva a rendszerbe
juttatott harom vizsgalni kivant mikroorganizmudatey mennyiségvaltozasat kovettem
nyomon. Metagenom-analizissel sikerllt a biogam&torok szamos allando tagjat
azonositani és &beli valtozasukat nyomon kovetni. A rendszerbeajott fehérje fokozta
a baktériumok fehérjebonté enzimjeik termelésééltak fokozodott a protedz aktivitas,
amelyet rendszeresdkiozonként ellebriztem. A fehérje-lebontasnak kdszordest nagy
meghatarozasat hetente végeztem. Az illékony sgesawak mifiségi €s mennyisegi

analizisét HPLC segitségével végeztem, hogy kovédkijam a reaktorban zajld
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mikrobiolégiai folyamatokat. A vizsgéalni kivant aagyok C/N-tartalmanak kalkuladlasahoz
megmeértem az 0sszes szén-, valamint az 6sszegeszz@én tartalmakat. A termelt biogaz
mennyiségét, valamint dsszetételét folyamatosamtkéwm, hogy segitségével informaciot
nyerjek a lebontas hatékonysagarol.

A vizsgélatokhoz négy fehérje-gazdag szubsztraitasztottam: kazeint, sertésvér
koagulatumot, huskivonatot, valamint névényi erédemnyhai hulladékot. A vizsgélatokat
laboratoriumi folyamatos Uzdifermentorokban, mezofil kdrilmények kdzoétt végezte
A gazhozam eredmények minden vizsgalt alapanyatglese magasak voltak, ezzel is
alatamasztva, hogy a megféleddaptacios eljarast alkalmazva a fehérjék lebodkhés
jelens energia nyerhétbeblik. A vizsgalatok sordn sikerilt azonositani aoleids
limitalo tényedit is, amelyek az ammaonia és a kén-hidrogeén.

A fehérjével taplalt fermentorokban a biogaz tekimebdzosség nagy mértekben
atalakult a megvaltozott alapanyag és annak koetgemositdé hatdsara, mind a
hidrolizalo-, mind a szintrofikus ecetsav oxidakikbériumok aktivitasa megtt. A biogaz
hozam jelerisen Btt a fermentacio soran a mikrobialis k6z6sség adafja hatasara, és
ez utobbi tényez nagyban segitette a Kdébiekben megvalositott intenzifikacio
folyamatat. A bemutatott adatok jol mutatjak, hogyfehérjebontas sikeres volt és
eredményeként magas biometan hozam érbleta protein szubsztratokbdl atlagosan 0,45
L CH4/g OoTS jelenfisen magasabb az altaldban hasznaltbgezalasagi alapanyagokénal
(0,25-0,28 L CH/g oTS). Mindezek alatamasztjak, hogy a hulladéleden nagy
energiatartalmu kore j6l hasznalhatd a fossziligelianyagok helyettesitésére. A
mikrobialis k6zosségek metagenom-analizise teddgfet biztosit szamunkra, hogy pontos
képet kapjunk rendszer osszetét@lés az abban végbentenaltozasokrél. A fehérjével
taplalt anaerob reaktorokban a mikrobialis 6ssektéiltozasat kdvettem nyomon, mintat
véve metagenom-analizishez a fermentacio harormmtkiigit iddpontjaban: fermentacio
induladsakor, félidben, valamint a rendszer dsszeomlasakor. Az eregkéalemzése
soran egyeértelifen kirajzolédik a populaciovaltozas a fehérje-manbsztrattal etetett
fermentorok esetében. A teljes adaptacios folyatrfaggelembe véve a Bacteria domeén,
tovabba a Firmicutes és Proteobacteria torzs nautattegjeleriisebb valtozasokat. A
Clostridia, Bacilli és Gammaproteobacteria osztatte ki az €1z torzsek jelerits részét

a vizsgalatba vont mintadk esetében.

Alapvetb jenetsedi a biogaz kutatas és ipar szamara, hogy minél roBlye

informaciokkal rendelkezziink a fermentorokban zajtdkrobiolégiai és biokémiai
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folyamatokkal kapcsolatban, igy tobbek kozott a notikalis kozosség tkddésével és
felépitésével kapcsolatban. A legtobb esetben gdahioizemek természetes anaerob
kozosségeket alkalmaznak a fermentoralkidtetéséhez. Munkamban bemutattam, hogy

milyen irdnyu valtozasok zajlanak le a reaktorokli@nérje alapu monoszubsztratokat
alkalmazva.

Az eredményeket P111425SG-PCT szamon nemzetkttadabbm vedi a
Szegedi Tudomanyegyetem tulajdonaban.
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Summary of the Ph.D. Thesis

Facing energy crisis, the world is in need of gredficient, carbon-neutral energy sources
to replace fossil fuels. Biogas is a renewable gnearrier and the production of biogas is
associated with double benefits: elimination of isrvmental pollution problems is
coupled with the generation of useful energy. Ttikzation of the digestion effluent as
fertilizer for agricultural application facilitatesutrient recovery and eliminates the need
for artificial fertilizers, the production of whicls a highly energy demanding process.
Anaerobic digestion with concomitant biogas progucis an environmentally attractive
technology for the treatment of organic waste. Bogrovides environmental benefits
with regard to waste treatment, pollution reductidghe production of C@&neutral
renewable energy and the improvement of agricultoractices through the recycling of
plant nutrients. Biogas can be burnt to produce,h@acombusted in gas engines for
electricity generation, and after purification ancbe used in any application for which
fossil fuel natural gas is utilized today. Anaelbegradation is applied to a range of
industrial waste streams, especially in the agmustry, which is a source of high
concentrations of readily degradable organic matecomposed mainly of complex
molecules. There is a significant potential in isgoroduction from industrial waste,
partly because waste treatment reduces the enveaiatimpact of these materials and
partly because biogas can replace fossil natuslirgall of its applications. Despite the
industrial-economic importance of the underlyingcrabiological events, little is known
about the roles and activities of the microorgasisvhich inhabit the anaerobic niches. In
the European Union, more than 8,000 biogas plamtarrently operating, but none of
them process primarily protein-rich waste, despiige amount of such materials being
generated continuously. These pollutants mountuponsuming. The roughly 1 million
tons of protein-rich waste produced annually by, pgftle and bird breeding worldwide
contains manure, blood and feathers, a biomass digssified as hazardous waste in
several countries. This means 500,000 tons of proieh waste per year in the EU alone.
Many other parts of the world faces similar probléhoteins are composed of amino acids
linked by peptide bonds, which are hydrolyzed by proteases @i@composition. Amino
acids are fermented via different pathways, depgndn the nature and concentrations of
the amino acids present. The degradation produathide short- or branched-chain

organic acids, Ngj CO» and H. Amino acids are metabolized through two main esut
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pairs of amino acids can be decomposed througlstickland reaction; and single amino
acids can be degraded in the presence-aftiizing bacteria. The Stickland reaction is the
simplest way to degrade amino acids and provideséf with 0.5 mole of ATP per mole

of amino acid transformed. AD demands the concexttidn of many groups of microbes,
each performing their special role in the overaljichdation process.

The optimal carbon/nitrogen/phosphorus (C/N/P)or&tr a high methane yield is around
100:3:1. The digestibility of carbohydrate-rich wess can be improved by mixing them
with substrates of high nitrogen content, therayproving the C/N ratio. In anaerobic

fermentation, the acidogens and methanogens diffgreir physiology, nutritional needs,

growth kinetics and sensitivity to the environmérganditions. Failure to sustain the

balance between these two groups is the main cdysecess instability. The introduction

of energy-rich proteinaceous waste products in elaggantities into the anaerobic
degradation process is not recommended in viewhefimcreased risk of inhibition by

ammonia. In the literature, the inhibitory leveltbe total ammonia concentration varies,
depending on conditions such as the inoculum, thistsate, the acclimation need, the
operation period, pH and temperature. Free MHhe main cause of inhibition since it is
membrane-permeable and it causes a proton imbatartier a potassium deficiency. The
ammonium ion (NH") is less toxic.

In this study several molecular detection methodsewused: the quantitative
polymerase chain reaction was employed to idenitié/three added bacteria. Changes in
time in the composition of the microbiological commmity were determined by next-
generation sequencing-based metagenomic analysgsin@dse activities of the consortia
were monitored regularly. The changes in ammoniitnogen concentrations were
followed during the fermentations. Volatile fattgid compositions (acetic, propionic,
isobutyric, butyric, isovaleric, valeric, caproicids) were determined using HPLC to
monitor the microbiological activity in the reactoiTotal carbon and total organic carbon
contents have been examined to determine the GiNafthe biomass. Volumetric biogas
yields gave information about the efficacy of theaerobic digestion process. The
composition of the evolved gas was determined lsychaomatography.

This common belief has been challenged by usindgepraich substrates, i.e.
casein, precipitated pig blood protein, meat exteaxl kitchen waste in laboratory scale
continuously stirred mesophilic fed-batch biogasnenters. All substrates proved suitable
for sustained biogas production (0.447 L £iHprotein oDM, i.e. organic total solids) in

high yield without any additives, following a pedicof adaptation of the microbial
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community. The apparent key limiting factors in theaerobic degradation of these
proteinaceous materials were the accumulation ofmamm and hydrogen sulfide.
Characteristic rearrangements of the biogas-producommunity upon protein feeding
and specific differences due to the individual piotsubstrates were recognized. The
biogas yield from the substrate (decomposition catie protein substrates) increased and
both the activities of hydrolyzers and syntrophietate oxidizing bacteria (SAOB) were
remarkably amplified. The results substantiatect tthe adaptation of the microbial
community to the high protein content substratadsievable and this modification leads
to the intensification of biogas production. Theulés clearly demonstrate that sustained
biogas production is readily achievable, providée tsystem is well-characterized,
understood and controlled. Biogas yields (0.45 L4@HDM) significantly exceeding
those of the commonly used agricultural substrd@e25-0.28 L CH/g oDM) were
routinely obtained. The results amply reveal thaise highenergy-content waste products
can be converted to biogas, a renewable energiecanth flexible uses that can replace
fossil natural gas in its applications. Processtrobnwith appropriate acclimation of the
microbial community to the unusual substrate, isessary. Metagenomic analysis of the
microbial community by next-generation sequencithgns a precise determination of the
alterations in the community composition in therseuof the process. The new generation
SOLID DNA metagenomic sequencing technique was eyaol to determine the
taxonomic distribution and relative abundance o& tmembers of the microbial
community. During the anaerobic degradation fermorns, fed with protein-rich
substrates and the sole source of biomass, theasitigm of microbial community was
tested at three time points: at the start, halftamé at the end of the adaptation process. A
shift in the population balance was clearly obséras part of the adaptation process to
protein-rich substrates. Considering the entiréogeto adapt the microbial community to
this unconventional substrate, the Bacteria donamd, within Bacteria the Firmicutes and
Proteobacteria phyla showed the greatest altesatime classes Clostridia and Bacilli and
Gammaproteobacteria, belonging to these phyla,titotesthe majority of the Bacteria in

the biogas fermentor.

It is essential for optimizing the biogas-formingopess to know detailed
information about the diversity and a deeper kndgéeof composition of the participating
microbial community structure. In most cases biagabnologies commonly apply natural

anaerobic consortia of microbes. We demonstrated tiie composition of microbial

105



community of the anaerobic reactor changed aftedifey with protein-rich substrates as
the sole carbon source.

The findings extend the range of organic “wastdistates, which are suitable for
renewable energy production and predict routesrétional design of more effective

microbial communities for industrial scale biogasduction technologies.
Our work related to the anaerobic digestion of giretich biogas substrates has been

recognized as intellectual property (Patent numigg?:12805746.0) by the European
Patent Office.
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