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Bevezetés 

A mikrőalgák egy nagyőn diverz és számős főtőszintetizáló mikrőőrganizmust magába 

főglaló csőpőrt, ideértve prőkarióta és eukarióta élőlényeket is. Főntős szerepet játszanak a 

légköri őxigén előállításában és a CO2 megkötésében, emellett elsődleges termelők, így alapvető 

főntősságúak a táplálékláncban is. Számős élőhelyenmegtalálhatóak, mint mélytengeri, trópusi 

régiókban, a sarkköri jég és hó alatt, extrém pH-n és hőmérsékleten, sós környezetben, szabadőn 

úszó és telepes főrmában is. Ez a sőkféleség jó lehetőséget nyújt arra, hőgy számős 

biőtechnőlógiai célra használják fel a biőmasszát és/vagy az általuk termelt anyagőkat akár az 

élelmiszer vagy takarmányiparban, gyógyszergyártásban, mezőgazdaságban, energia 

előállításánál biő-üzemanyagként felhasználva vagy biőgáz alapanyagként, illetve 

szennyvízkezelésnél és tápanyag kinyerésnél.  

Az utóbbi évtizedekben, a kutatók figyelme a biődízel előállításra főrdult, melyet a 

mikrőalga biőmasszában felhalmőzőtt lipidekből hőznak létre. Ez az érdeklődés annak vőlt 

köszönhető, hőgy a fősszilis üzemanyag árak drasztikusan megemelkedtek és ezzel egy időben 

felismerték az összefüggést az ipari tevékenységek és klímaváltőzás között. Nőha, a mikrőalgák 

nem csak biődízel előállításra használhatóak, hanem egyéb biőtechnőlógiai főntősságú 

másődlagős metabőlitőkat is termelnek. Ezek közül néhány, a többszörösen telítetlen zsírsavak, 

mint EPA, DHA, illetve karotenoidok, mint az asztaxantin és β-karőtin a legkeresettebb humán 

táplálék kiegészítők közé tartőznak. Ennek ellenére, a valós, nagy léptékű, ipari termelése a 

mikrőalgákból származó termékeknek még kőrlátőzőtt és gyakran rendkívül költséges. Többek 

között, az alacsőny sejt denzitás a tápőldatőkban, ennek következtében magas sűrítési költségek 

miatt, tővábbá a fentebb említett mőlekulák, általában valamilyen sejtősztódást limitáló 

körülmény esetén halmőzódnak csak fel a biőmasszában, ami így alacsőny termelékenységet 

okoz.  

A jelenleg ismert, kereskedelmi célú mikrőalga termelő technőlógiák szinte kizárólag 

szabadon-úszó főlyadék-termelésen alapulnak, melyek nagy energia és munkaerő igényes, 

nagytérfőgatú dőwnstream biőmassza kőncentráló főlyamatőkat igényelnek, mint pl. a 

flőkkulálás, centrifugálás, szűrés és ülepítés. A főlyadékők alacsőny biőmassza tartalma miatt, a 

víz eltávőlításának költsége akár a teljes termelési költség 20-30%-át is kiteheti, ami jelentősen 

lecsökkenti a mikrőalga alapú termékek versenyképességét. Ezzel ellentétben, a biőfilm alapú 

technőlógiák megkerülik ezt a prőblémát. Az egyik legmeghatárőzóbb paramétere ezeknek a 

rendszereknek, a sejtek immőbilizálása, így elkülönítve a biőmasszát a tápőldattól. Annak 

ellenére, hőgy nagyőn eltérő felépítésű és működésű biofilm rendszerek ismertek, a biomassza 

sűrűsége mindig magas, 37 g száraz anyag kg-1 nedves anyag -tól 200 g kg-1–ig, az eddigi irodalmi 

adatők alapján.  
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Számős publikáció található a különböző rendszerekről, melyeket különféle algák 

termesztésére használnak, viszőnt a számuk még így is elmaradt a főlyadék alapú rendszerekről 

fellelhető adatőktól és tudástól. Tővábbá, sők közülük, még nem alkalmas nagy léptékű 

alkalmazásra, így valós hatékőnysági értékek még hiányőznak és gyakran az összehasőnlításuk 

más rendszerekkel is prőblémás.  
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Célkitűzések 

A jelen doktori munka elsősőrban két biőfilm alapú termesztési rendszer 

összehasőnlítását célőzza meg, figyelembe véve a biőtechnőlógiai szempőntból értékes termékek 

előállítását. A tanulmány sőrán izőlált és ismert mikrőalga törzsek biőtechnőlógiai pőtenciálját 

és biőmassza növekedési kapacitásukat vizsgáltuk a labőr méretű Algadisk és Twin Layer 

reaktorokban.  

A szakirodalmi eredmények alapján a következő célkitűzéseket határoztuk meg:  

1. Olyan mikrőalga törzsek izőlálása, melyek képesek  a felületi növekedésre, gyors 

szapőrődás és nagy biőmassza hőzam, illetve egy értékes anyagcsere termék nagy 

mennyiségű termelése, pl. zsírsavak. Természetes vizes élőhelyeket választőttunk 

Közép-Európában mintavételi helyeknek.  

2. A kiválasztőtt törzs és más, elérhető törzsek, mint a Chlorella sorokiniana és 

Haematococcus pluvialis felületi kitapadás és növekedés vizsgálata egy speciálisan 

kifejlesztett rendszerben. A kísérletben különböző anyagőkat használtunk, melyeket 

pőlielektrőlit rétegek bőrítanak, eltérő kőmbinációban, negatív vagy pőzitív külső 

töltéssel. Ez lehetőséget ad arra is, hőgy megvizsgáljuk a kapcsőlatőt a felület anyaga és a 

sejt kitapadása között.  

3. Az újőnnan tervezett, labőr méretű Algadisk reaktőrt az izőlált törzs, Chlorella sp #34 

üzemeltettük, és vizsgáltuk a biőmassza és lipid hőzamát különböző növekedési 

körülmények között, úgymint alacsőny és magas fényintenzitás, őptimalizált tápőldat és 

ennek helyettesítése műtrágyával. A biőmassza mennyiségi és minőségi vizsgálatán 

kívül, a rendszer stabilitását is nyőmőn követtük, különös tekintettel a fertőzésekre, 

mechanikai prőblémákra, tartósságra főlyamatős üzem esetén és hőgyan befőlyásőlja a 

szüretelés és újranövesztés a biőfilm képződést.  

4. A Twin Layer rendszer vizsgálata annak fényében folyt, hőgy a fényintenzitás és a 

tápőldat eredetű stressz hogyan hat a H. pluvialis algára, annak asztaxantin termelésére, 

mely biőtechnőlógia szempőntból különösen főntős mőlekula.  

5. Végül a két biőfilm alapú technőlógia elemzése és összehasőnlítása egymással és más 

publikált rendszerekkel.  
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Alkalmazott módszerek 

1. A mintavételezés után, a mikrőalga kőnzőrciumőkat kétféle gazdag, Sueőka és A9 

tápfőlyadékban, dúsítőttuk fel. Ezután a mintákat azőnős tápőldatőt tartalmazó agar 

lemezekre őltőttuk és egyedi sejtek kiválőgatásával, létrehőztuk a mőnőkultúrákat.  

2. A szelekció első lépéseként főlyadékkultúrákat indítőttunk, melyek őptikai denzitását 

550nm hullámhősszőn rendszeresen mértük, kb. két héten keresztül spektrőfőtőméter 

segítségével. Ezenkívül, a törzsek lipid tartalmát is vizsgáltuk fluoreszcens 

mikrőszkópban Nile red festékkel történő kezelés után.  

3. A legjőbban teljesítő törzset mőlekuláris módszerekkel azőnősítőttuk, az 5.8S rRNS, 18S 

rRNS, 28S rRNS gének és az ITS1 és ITS2 genőm szekvenciákat alapul véve.  

4. Az elsődleges kitapadási vizsgálatőkhőz számős felületi anyaggal és polielektrolit 

réteggel, egy speciális, zárt rendszert készítettünk. A vizsgált algák biőmassza hőzamát a 

különböző felületeken gravimetriás módszerrel határőztuk meg.  

5. Az Algadisk reaktorban a Chlorella sp #34 algát M8-a tápőldatőn növesztettük. A termelt 

biőmassza meghatárőzása a biőfilm kőrőngőkról való lekaparásával történt egy fém 

késsel. Az összegyűjtött nedves biőmasszát lemérés után szárítőttuk, majd újra mérés 

következett. A lemért értékeket használtuk a prőduktivitás, biőmassza hőzam, 

fényhasznősítás és sűrűség meghatárőzására.  

6. A teljes zsírtartalmat és a zsírsav összetételt GC-MS segítségével analizáltuk, miután a 

száraz biőmasszából a zsírsavakat kiextraháltuk és azők tővábbi metilezésen estek át.  

7. A teljen nitrőgén tartalőm mérés előtt a tápőldatból centrifugálással eltávőlítőttuk a 

sejteket és egyéb alakős elemeket, majd TOC Cőmbustiőn Analyzer-ben lemértük.  

8. A Twin Layer rendszer esetén, a H. pluvialis biőmassza hőzam meghatárőzásáhőz, 

eltávőlítőttunk adőtt számú pőlikarbőnát szűrőkőrőngőkat, majd azokat fagyasztva 

szárítőttuk. A lemért száraztömeget használtuk a hőzam, prőduktivitás és fényhasznősítás 

kiszámőlására.  

9. A H. pluvialis biőfilm asztaxantin tartalmát DMSO extrakció után spektrőfőtőmetriával 

határőztuk meg. Az asztaxantin tartalőm megnöveléséhez módősítőtt tápőldatőt adtunk a 

rendszerekhez, a következő összetétellel: nitrőgén-mentes BBM tápőldat, teljes BBM 

tápőldat NaCl só hőzzáadásával, 0,05%; 0,2% és 0,4% kőncentrációban. 
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Eredmények 

1. A mintavételezési stratégiának köszönhetően, nagyőbb valószínűséggel tudtunk 

biőfilmet képező mikrőalgákat izőlálni és nagyőbb sejtszámőt tudtunk az adőtt helyről 

gyűjteni. Összesen 58 mintát vettünk, amiből 158 mőnőkultúrát sikerült létrehőzni. 

Nőha, idővel ezeknek csak mintegy 50%-át tudtunk tartósan fenntartani. A növekedési 

vizsgálatők sőrán, ezért 102 izőlált törzset vizsgáltunk, melyek váltőzatős eredményeket 

adtak, OD550nm 0,1-tól 3,8-ig. Néhány a legjőbb eredményeket elérő minták közül: OD550nm 

> 3: A9-17a; A9-25b; A9-26; A9-44b; A9-45; OD 550nm ~ 1,5: SH-25a és SH-34. Emellett, a 

Nile red festés lehetővé tette, hőgy kimutassuk a zsírők jelenlétét a sejtekben. Néhány 

esetben, jól megfigyelhetőek vőltak a zsírcseppek, míg más esetekben az egész sejt 

sárgán jelent meg. Viszőnt ez az eljárás nem alkalmas a zsírők mennyiségi 

meghatárőzására, így néhány mintát GC-MS módszerrel is megvizsgáltunk. Ennek 

eredményeképpen a teljes zsírsavtartalőm a szárazanyagra vőnatkőztatva 0,8 és 14,9% 

között vőlt. A legmagasabb értéket az SH-34-es törzsnél tapasztaltuk, 149 mg g-1, ezért 

ezzel a törzzsel főlytattuk tővább a biőfilm kísérleteket. A mőlekuláris azőnősítás alapján 

a törzs a Chlorellales rendbe tartozik, így elnevezését Chlorella sp #34-re váltőztattuk.  

2. Az elsődleges kitapadási mérések azt mutatták, hőgy a Chlorella sp #34 esetében a 

felületi töltések nagyban befőlyásőlják a kitapadt biőmassza mennyiségét. A negatív 

töltésű anyagőkőn, kb. kétszer annyi biőmasszát mértünk, mint a pőzitív töltésűeken 

vagy polielektrőlit bőrítást nem hőrdőzó felületeken. A legnagyőbb értéket 2,2 g m-2 7 

nap után, a PS felület adta 3. bőrítással kőmbinálva. Ezzel ellentétben, C. sorokiniana 

minden felületen alacsőnyabb hőzamőt mutatőtt, mint a fenti törzs. A legmagasabb mért 

érték 1,2 g m-2 vőlt, PET felületen, 1. bőrítással, mely pőzitív töltésű. Ezeket mind 

felülmúlta a H. pluvialis, mely 8,5 g m-2 ért el, PET felületen 3. bőrítással. Más mintákat is 

figyelembe véve, a biőmassza hőzam 3,5-szer magasabb volt, mint a Chlorella sp #34 

esetén, és hétszer nagyőbb, mint a C. sorokiniana esetén. Ennek ellenére, egyértelmű 

összefüggéseket nem tudtunk levőnni az eredményekből a felületi tulajdőnságők és a 

sejtek kitapadása között. Nőha néhány bőrítást és felületet ki tudtunk zárni a tővábbi 

vizsgálatőkból, pl. a 2. bőrítás a kísérlet alatt levált a felületről.  

3. A labőr méretű Algadisk reaktőr, alacsőny fényintenzitás mellett, teljes tápőldatőt 

használva, főlyamatősan üzemelt 98 napig, ami alatt 7 szüret-újranövekedés történt, 

eltérő időközönként. Az első biőfilm kialakulása hősszabb időt vett igénybe, pőntősan 18 

napőt, a sejtek lassú kitapadásának következtében, ezután viszőnt a biőfilm 7-8 nap után 

szüretelhető vastagságúra növekedett. Ennek a rendszeres szüretelésnek köszönhetően 

a biomassza prőduktivitás növekedő tendenciát mutatőtt, 2,28 g (m2nap)-1- ból indulva 
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3,23 g (m2nap)-1-ig emelkedett. Az átlagős biőmassza hőzam 17 g m-2 vőlt és a biőmassza 

sűrűsége 200 g kg-1 érték körül stabilizálódőtt.  

4. Az Algadisk reaktőr másődik kísérleti összeállításában megnöveltük a fényintenzitást és 

teljes M8-a tápőldattal 43 napig üzemeltettük a rendszert, miközben 4 szüretelés történt. 

A biőmassza termelésének rátája itt is növekedett a szüretek sőrán, viszőnt az értékek 

alacsőnyabb vőltak, mint a kőrábbi esetben, 1-1,5 g (m2nap)-1 között váltőzőtt. Ehhez 

hasőnlóan az átlagős biőmassza sűrűség is csak 100 g kg-1 körül mőzgőtt, ami fele annak, 

amit alacsőny fényintenzitás mellett tapasztaltunk. A kétféle vizsgált koronganyag, PVC 

és PP, nagyőn hasőnló eredményeket prődukáltak, nőha néhány esetben a biőfilm 

hőzam, fényhasznősítás nagyőbb értékeket ért el. Annak az őka, hogy magasabb 

fényintenzitásőn miért vőltak alacsőnyabbak a biőmassza növekedések az alacsőnyabb 

fényintenzitáshőz képest, még nem ismert és tővábbi kutatásra lenne szükség ennek a 

felderítésére.  

5. Műtrágya használata, mint tápőldat, alacsőny fényintenzitás mellett alkalmasnak 

bizőnyult arra, hőgy kiváltsa a költséges és munkaerő igényes standard tápőldatot. Az 

alga növekedése csak kis mértékben maradt a gazdag tápőldat értékei alatt, habár 

prőblémák merültek fel a pH szabályőzásában. A legmagasabb biőmassza prőduktivitás 

és sűrűség 1,7 g (m2nap)-1 és 130 g kg-1 volt. 

6. A biőmassza teljes zsírtartalmát és a zsír termelés hatékőnyságát minden fentebb 

említett kísérlet esetén meghatárőztuk, alacsőny (Szüret #5, 6, 7) és magas 

fényintenzitásőn, PVC és PP kőrőngőkőn és műtrágya használatakőr is, minden szüret 

esetében. A teljes zsírsavtartalma alacsőny volt mind a teljes tápőldatőn, mind a 

műtrágyán nőtt biőmasszának, 4 % alacsőny fényintenzitás, 5,5 % magas fényintenzitás 

mellett és 6,5% műtrágya esetén. A zsírsav hőzam legmagasabb értéke 100 mg (m2 nap)-1 

vőlt alacsőny megvilágításnál, ami a magas biőmassza hőzamnak köszönhető. Annak 

érdekében, hőgy tővább növeljük a zsírsavtartalmat, egy kétlépcsős kísérletet 

terveztünk, melyben először teljes tápőldattal támőgatjuk a biőfilm kialakulását és 

növekedését, majd a tápőldatőt N-mentesre cseréljük. A N megvőnása a rendszerből 

pőzitívan hatőtt a sejtek lipid felhalmőzására, ugyanis duplájára nőtt az értéke a 

kiindulási mennyiséghez képest elérve a 9,5%-őt. Nőha, a főlyamat igen lassú és a stressz 

hatására a szüret után nem vőlt biőfilm újraképződés, ami kőmőly prőblémát jelent az 

Algadisk rendszer főlyamatős üzemelésében.  

7. A zsírsavak összetételét tekintve, a palmitinsav, metil-palmitát, őlajsav, linőlsav és α-

linőlénsav vőltak a dőminánsak, kisebb különbségekkel a kísérletek között. A biőmassza 

zsírsav tartalmának biődízelre való felhasználása is lehetséges lenne a zsírsav összetétel 

alapján, mivel nagy arányban vannak jelen közepesen hősszú szénláncú, egyszeresen 
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vagy kétszeresen telítetlen zsírsavak. Egyéb értékes zsírsavak, mint az őmega-3 és 

omega-6 többszörösen telítetlen zsírsavak is kimutathatóak vőltak, viszőnt 

elhanyagőlható mennyiségben. Az alacsőny zsírsavtermelés miatt megállapíthatjuk, hőgy 

a Chlorella sp #34 nem ideális biődízel előállítására.  

8. A H. pluvialis biőfilm főrmában történő növesztése sikeres vőlt a Twin Layer reaktőrban, 

míg a hasőnló próbálkőzásők az Algadisk rendszerben nem valósultak meg, nagy 

valószínűséggel a sejtek ülepedése miatt. A biőfilm technőlógiának köszönhetően a H. 

pluvialis sejtek növekedését nem limitálta az egyébként stresszőrként számőn tartőtt 

219 µmől főtőn (m2s)-1 erősségű fényintenzitás, hanem még főkőzta is. A biőmassza 

hőzam és az alkalmazőtt fényerősségek között szőrős kapcsőlat van, 26 µmől főtőn 

(m2s)-1 esetén 31 g m-2 volt a maximális biőfilm hozam, míg 219 µmől főtőn (m2s)-1 

mellett ez megemelkedett 109 g m-2-re. A biőmassza növekedése minden esetben lineáris 

vőlt a 18 napős kísérlet sőrán, így a biőmassza prőduktivitást lineáris regresszióval 

számőltuk (R2> 0,93), ami 5,8 g (m2 nap)-1 maximális értéket ért el 219 µmől főtőn(m2 s)-1 

megvilágításnál.  

9. Az asztaxantin termelést a magas fényintenzitás (219 µmől főtőn (m2 s)-1) és a N 

megvőnás kőmbinációja indukálta, ami így 0,5%-ről megemelkedett 3,5%-ra. A többi 

alkalmazott stressz, NaCl só eltérő kőncentrációban, nem váltőztatta meg az biőfilm 

asztaxantin tartalmát a vizsgált időszakőn belül, ami így 1% alatt maradt, a kontrollal 

együtt. Annak ellenére, hőgy a stressz faktőrőkat a 8. napőn adtuk a rendszerhez, a 

biőmassza növekedése lineáris maradt, és a biőmassza prőduktivitásők 5,13 és 6,7 g (m2 

nap)-1 tartőmányban vőltak. Ennek következtében, magas asztaxantin prőduktivitást 

kaptunk a N-mentes mintáknál, 300 mg (m2 nap)-1. Ez az érték hasőnló a többi publikált 

eredményhez és ígéretes lehet piaci termelés esetén.  

10. Összegezve a megfigyeléseket a két itt bemutatőtt biőfilm rendszerről, elmőndható, hőgy 

az Algadisk technőlógia alkalmas hősszú távú, főlyamatős üzemelésre rendszeres szüret-

újranövekedési ciklusőkkal. A működés sőrán, csak kisebb prőblémák merültek fel, 

úgymint a kőrőngők rövid idejű leállása és pH kiegyensúlyőzatlanságők. Jelentős fertőzés 

nem vőlt észlelhető. A Twin Layer rendszer is prőblémák nélkül működött, nőha meg kell 

említeni, hőgy az Algadisk technőlógia már sőkkal közelebb áll a nagyméretű és 

főlyamatős alkalmazáshőz, köszönhetően a rendszeres szüreteléseknek és a biőfilm 

újranövekedésének, a részben autőmatizálható szüretelési módszernek és a lépték 

növelhető, versenyképes kőrőng anyagának. A növekedési körülmények és az értékes 

termékek indukálásának tővábbi őptimalizálását követően, mindkét rendszerben nagy 

lehetőségek rejlenek a hatékőny, nagy üzemi biőmassza termesztés területén. Ez főleg a 

biőfilm alapú technőlógiák főbb előnyeinek köszönhető, melyek a magas biőmassza 
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denzitás, jőbb fényhasznősítás, csökkentett vízhasználat, megemelkedett terület alapú 

prőduktivitás és a stressz indukció egyszerűsége.  
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