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1 Bevezetés

Foldiink ¢lovilaganak az elmult néhany évtizedben szamos ¢és egyre slirgetobb kihivasokkal
kell szembesiilnie. A Fold lakossaganak globalis és robbanasszerii ndvekedése nagymértékben
fokozza az energia igényt, melynek novekedésének kedvezé oldala, hogy ujabb és fejlettebb,
hatékonyabb technoldgiak keriilnek kifejlesztésre az energiahordozok altal biztositott forrasok
kinyerésére. Azonban nem hagyhato6 figyelmen kiviil, hogy az életszinvonal novekedése és a
fokozott energiaigény enyhitésére tovabbra is a fosszilis energiahordozok biztositjak a
legnagyobb mennyiségben az energiat. Ezek az energiaforrasok limitéltak, ujra termelddésiik
iiteme évmilliokban szamolhato, ezért a konnyen hozzaférhetd forrasok kimeriilésével az aruk
rohamosan emelkedik. Ennél sokkal stlyosabb, hogy a fosszilis energiahordozok elégetése
soran nagy mennyiségii szén-dioxid (COz) és egyéb iiveghazhatast gazok keriilnek a 1égkorbe.
Az liveghazhatdsu gazok nagymértékli kibocsatasa jelentdsen befolyasolja Foldiink klima
viszonyait, és elsddleges kivaltdja a globalis klimavaltozasnak.

Szerencsére az emberiség kezdi felismerni a novekvé CO. kibocsatas veszélyeit és uj,
alternativ megoldédsokat keresve egyre nagyobb figyelmet fordit a megtjulo energiahordozokra.
A Kkorai technologiakat kovetden (pl.: szél-, vizmalmok) mara joval hatékonyabb ¢és széles
korben alkalmazhato eljarasok léteznek a viz, szél, nap, geotermikus €s a biomassza altal
biztositott energia hasznositasara. Ennek koszonhetéen nem csupan bizonyos régiok teljes
energiaellatasa biztosithatd megljuld forrasokbol, hanem a felhasznalt mennyiségen feliil
eléallitott energia gazdasagos hasznositdsa jelent Gjabb kihivasokat. A megujuléd forrasokbol
eldallitott villamos energia felhasznalasat jelentdsen befolyasoljak az energiahordozok napi
vagy szezonalis energiaatadasi ingadozasai, valamint a geografiai viszonyok. Az elektromos
halézatok érzékenyek a betaplalt villamos energia mennyiségére, az eldallitott &ram hosszabb
idejli tarolasara nem alkalmasak. Annak érdekében, hogy a megtijulé villamos energia a lehetd
legkisebb veszteséggel tarolhato legyen, alternativ megoldasokra van sziikség. A korabban
alkalmazott technologiak szamos esetben mar elavultak, illetve kapacitasuk nem kielégité a
taroland6 energia mennyiségéhez képest (pl.: 6lom akkumulatorok). Mas esetekben foldrajzi
korlatok nehezitik a termelést (pl.: hidroelektromos erdmiivek) vagy a technologiak fejlesztése
még korai szakaszban all és hatékonysaguk nem optimalis (pl.: szuperkondenzatorok,
lendkerekek).

Ezek koziil érdekes megoldds a Hz, mint alternativ energiahordozo, amely nem csupan
tisztasaga és energiatartalma (122 kJ/g), hanem az eléallitasahoz sziikséges vizbontas ismerete

miatt nyujt igéretes lehetdséget. Ha szamos technoldgia révén eldallithatd: szénhidrogének

10



atalakitasaval, deszulfurizacioval, pirolizissel, plazma-, vizes fazis- (APR) és ammonia
atalakitassal, kiilonb6zé biomasszabol kinyert eljarasokkal. A legismertebb és
legkdrnyezetkimélobb technoldgia a vizbontds, hiszen a folyamat soran csak Hz és O2
keletkezik. Az eldallitott Ho kozvetlen felhasznalhatd lizemanyagként, vagy mas alternativ
utvonalak soran hasznosithatd. Mivel a Hp taroldsara €s szallitasara alkalmazott technologiak
jelenlegi hatékonysaga, kapacitasa alacsony €s draga, ezért potencialis felhasznalasi lehet6sége
mas alternativ energia hordozok eléallitasaban ma még gazdasdgosabban megoldhato.

A H2-nél a metan (CHa) sokkal kényelmesebb lehet6ségeket biztosit az energia tarolasara,
hiszen szallitasara és tarolasara a meglévo f6ldgdz halozatok alkalmasak és az energiaraktirozo
képessége is jelentésen eldnydsebb (36 MJI/m®) a Hp-nél (10,88 MJ/m®). CH4 keletkezhet
antropogén (emberi) €s biogén (mikrobidlis) Giton. A biogén, mikrobidlis CHs termelés az
anaerob lebontas utolsé lépése sordn, a metanogén mikrobdk anyagcseréje eredményeként
keletkezik. A metanogén mikrobak az Archaea-k Euryarcheota torzsébe tartoznak és
szubsztratspecificitas alapjan 3 csoportba sorolhatok: acetotréf, hidrogenotrof és metilotrof
metanogének. Az acetotrof metanogének ecetsav hasitasa révén allitanak el6 CHas-et és CO2-0t.
A metilotrof mikrobak metilalt egy szénatomos (pl.: metanol, metilaminok, dimetilszulfid)
molekulak hasznositasaval képeznek metant. A hidrogenotréf metanogének a CO»-t redukaljak
H> segitségével CHs-na. A metanogén ¢és az anaerob lebontasi lanc mikrobainak anyagcseréje
révén keletkezik a biogaz (~60-70% CH4, ~30-40% CO2, <1% mas gazok). Ebben a
gazelegyben a COz ipari felhasznalas szemsz9gébdl szennyezdként van jelen és jelenléte nem
csupén a gazelegylink energiatartalmat csokkenti, de szdmos korroziv folyamat kivaltdja lehet
(pl. szénsav formajaban) a biogaz tovabbi hasznositasa soran.

A Dbiogaz termeld kozosség fontos részét képezd hidrogenotrof metanogének
anyagcseréjének koszonhetéen a megljulok altal biztositott energia felhasznalasaval
eléallithatd Hz segitségével a biogaz fermentacidja, vagy egyéb emberi tevékenység soran
keletkezé CO2 egy megujulo energiahordozova, CHs-na alakithato. Ha a biogaz CH4 tartalma
eléri, vagy meghaladja a 95-98%-ot mar bioCHs-161 beszélhetiink. Ez gyakorlatilag megfelel a
foldgdz mindségének, igy kozvetlen a haldzatba vezethetd, tarolhatd, vagy jarmiivek
meghajtasara felhasznalhat6. A megjuld energiahordozokbdl termelt villamos energia magas
energiatartalommal rendelkezd és konnyen szallithatd, tarolhatd, hasznosithatdé bioCHs-nd

alakithato (,,PtBioCHz4").
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2 Célkitizés

Felismerve, hogy a megtjuld energiahordozok energiajanak hasznositasaval eldallitott

elektromos aram nagy mennyiségben elvész napjainkban, aminek oka a megujulé aram

termelés és -felhasznéalds szezonalis és napi fluktuacidja. A kozvetleniil fel nem hasznalt

elektromos energia tarolasara szolgald alternativ energiahordozok koziil érdemes figyelmet

szentelni a Ho-nek, ami az anacrob degradaciot végzo biogdz termelé mikrobakdzosség

segitségével, egy sokkal gazdasdgosabb, veszélytelenebb gézza, CHs-na alakithatdé a

hidrogenotr6f metanogén Achaea-k segitségével. Célul tiztem ki a BioCHs termelés

biotechnologidjanak megismerését a kovetkezo részfeladatokra osztva:

1.

Anaerob kevert kultirdju mikrobak6zosség anyagceseréjében bekovetkezd valtozasok
nyomon kovetése szakaszos Hz adagolds hatdsdra mezofil és termofil koriilmények
kozott egyarant.

Ipari koriilmények modellezése a szakaszos szervesanyag-utanpotlas és az in-situ
biogdz mindségjavitds lehetdségeinek vizsgdlata fed-batch fermentacid esetén.
Mezofil, illetve termofil koriilmények kozott a két kiilonboz6 hdmérséklettartomany
mikroba kdzosségének anyagcsere folyamatainak jellemzeése.

Mezofil, termofil fermentaciés folyadék mikrobakozosségének hossza tava
felhasznalasi lehetdségeinek vizsgalata. Szakaszos Hz betaplalas és szerves szubsztrat
bevitelével a fermentacios maradék tarozok lehetséges 1) funkcidjanak labor szintll
tesztelése.

Metagenomikai vizsgalatok segitségével a mikrobakozosségében Haz és CO- bevitel
hatasara bekovetkezo valtozasok megismerése. A szerves szubsztratban szegény és Ho
€s COz-ban gazdag koriilményekhez adaptalodott mikrobak azonositasa.

Metagenomikai vizsgalatok eredményeibdl mikrobialis genomok Osszeszerelése, az
Osszeszerelt binek relativ gyakorisag valtozasanak nyomon kovetése. A genomokban
H> hasznosit6 (hidrogenotrof metanogenezis, reduktiv acidogenezis, szulfat redukcio)
¢s a metanogenezis anyagcsere Utvonalakban szerepet jatszo enzimek keresése.
Osszehasonlito vizsgalatok segitségével a fermentacids maradék alkalmazasi
lehetéségeinek meghatarozasa, a ,,Power-t0-BioCH4” folyamat hatékony ¢és

gazdasagos katalizatoraként valo alkalmazasi lehetdségének feltarasa.
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3 Szakirodalmi attekintés

3.1 A biogaz eldallitas torténete, ipari helyzete hazankban és az Eurdpai

Unioban

Az els6 feljegyzések a biogaz ismeretérél az ie. 10. szazadra tehetok, amikor az Asszir
birodalom fiirddvizeit biogdz segitségével melegitették fel és Okori kinai feljegyzéseket is
talaltak, amelyek szerint az anaerob lebontast alkalmaztak a szerves hulladék kezelésére [1,2].
Joval késébb, Shirley 1677-ben fedezte fel a mocsargazt, ezt kovetéen 1776-ban Volta
bizonyitotta égheté mivoltat. A biogaz legfontosabb dsszetevdjét a CHa-t Daltonnak sikeriilt
azonositani, de azt, hogy az egész biogaz képzddés folyamatért mikroorganizmusok a feleldsek
Pasteur-nek sikeriilt bizonyitania. A XIX. szazadban felgyorsultak az események a biogaz
hasznositasat illetden. 1856-ban Indidban, Matungaban létrehoztak a vilag elsé biogdz telepét
¢s 1888-ban Gayton mar 35°C-on anaerob kozegben inkubdlt tragya és viz segitségével
meggyujthatd biogazt allitott elé (1. abra) [3]. 1890-ben a nagy-britanniai Exeterben biogaz
segitségével miikodott a kozvilagitas [1]. A biogaz ipari felhasznalasa az 1900-as évek elején
kezdett vilagszerte elterjedni, szabvanyositott, tobb m?® térfogatl reaktorokat fejlesztettek ki
Kinaban [2]. Németorszagban 1920-ban kezdett miikkodni az els6 szennyviziszap alapt biogaz
reaktor, mely biogazt taplalt be a lakossagi gaz halozatba. Az elsé mezdgazdasagi hulladékkal
taplalt biogdz erOmii beilizemeléséig egészen 1950-ig kellett varni, melyet szintén
Németorszagban hoztak létre. Az 1970-es évektél kezdve vilagszerte, Azsiaban, Afrikaban és
Amerikéaban is megkezdddott a biogaz fermentalo erémiivek elterjedése, amelynek kivalté oka
a dragulo6 olajarak voltak. 1988-ra mar 4,7 milli6 haztartasi biogdz fermentort jelentettek be
csak Kinaban, ami 2007-re 26,5 milliéra ndtt, ezek tobbsége 6-8 m3-es haztartasi méretii reaktor
[4,5].

Magyarorszagon a XX. szadzad elejétdl indultak be a biogaz alapu kutatdsok €s szdmos
kisérleti lizemi reaktor épiilt. Nemzetkozi viszonylatban Dr. v. Bartha Istvan tervei alapjan

Indiaban 2 biogaz lizem is felépiilt 1959-65 kozott [3].
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1. abra: A vilagszerte elterjedt biogaz fermentorok két tipusa: (feliil) Fix. kupolas rothaszto (fixed dome
digester), (alul) lebegd kupolas rothaszto (floating cover digester) [1].
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Eurdpaban, kiilondsen az Eurdpai Unio tagallamai korében, az elmult években folyamatosan
novekedett a biogaz erémiivek szama, 2017-ben mar 17 783 lizemelt (2. abra) [6]. Az erdmiivek
szama ¢€s az eléallitott és felhasznalt biogdz mennyisége dinamikusan né [6,7]. Mara 25-szor
annyi energiat (16 826 ktoe= 704 470 970 GJ) allit Eurdpa eld, mint a 1990-es évek elején (3.
abra). A tovabbi fejlesztési lehetdségeket mutatja, hogy ez az energia mennyiség csupan az 1%-

at fedezi az Eurdpai Uni6 teljes energia felhasznalasanak [6].
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2. abra: A biogaz erémiivek szamanak gyarapodasa évente az Europai Unio tertiletén [6].
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3. abra: Biogaz erdmiivek altal termelt energia mennyiségének ndvekedése évente az Eurdpai Unid

teriiletén [6].

A nyers biogaz szamos szennyez6t is tartalmaz a CHs mellett, amelyek csokkentik a kaloria

értékét és néhany vegyiilet korroziv. A szennyez6 komponensek eltavolitasa energetikai és
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technologiai szempontbdl is fontos. A tisztitott biometan (bioCHas) 95%-nal magasabb CHs-t
tartalmaz, a foldgazzal kozel azonos energiatartalommal rendelkezik, ezaltal a foldgaz
halozatokba bevezethetd. 2017-ben mar 69 668 350 GJ (1 664 ktoe) bioCHjs-t allitottak el6 az
Eurdpai Uni¢ teriiletén [6-8].

Hazéankban annak ellenére, hogy geografiai és gazdasagi viszonyai alapjan az orszag biogaz
potencidlja jelentds, az ipari biogaz lizemek nagyszamu telepitése €s belizemelése sokaig
varatott magara. 2014-re a hazankban beilizemelt biogaz erdmiivek szama 74-re emelkedett,
amelyek koziil 47 db szervesanyag ellatasat biztositotta haztartasi, mezdgazdasagi €s allattartasi
hulladék, 11db szennyviztisztitohoz kapcsolt biogaz lizem és 16 db hulladéklerakora telepiilt
[9]. Sajnalatos modon az orszag gazdasagpolitikaja nem megfeleléen tamogatja a megajuld
alapu energiatermelést Magyarorszagon, igy a biogdz szektor fejlodése is lassinak mondhato.
2017-re Magyarorszagon minddssze 81 db biogaz tizem miikodott, ezzel szemben a hazankhoz
hasonlo adottsagokkal rendelkezd Csehorszag mar 574, Ausztria 423, Esztorszag 204 miikodd

biogaz erémiivel rendelkezett (4. abra).
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4. abra: Biogaz erdmiivek szama az Eurdpai Uni6 orszagaiban [6]
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3.2 A biogaz termelés mikrobiologiai hattere

A biogaz fermentacidé hatterében egy Osszetett mikrobiologiai folyamat rejlik, amelyet
kiilonb6z6 mikrobak 6sszehangolt anyagcesere aktivitasa biztosit [10]. Ahhoz, hogy a biogaz
fermentacio végbe menjen 4 f6 mikrobacsoport jelenlétére van sziikség. A hidrolizalo-,
acidogén, acetogén ¢és metanogén mikroorganizmusok anyagcseréjiik révén szorosan
Osszekapcsolt mitkddése biztositja a kozosség minden csoportjdnak a megfeleld tapanyag

utanpotlast [3,11].
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5. abra: A biogaz fermentacio vazlatos bemutatasa ([3,12—14] alapjan modositva).
3.2.1 Hidrolizis folyamata

A biogaz fermentacio elsd 1épése a rendelkezésre allo6 komplex szerves molekuldk bontésa,
vagyis a hidrolizis. A fehérjék, szénhidratok zsirok hasitasat végzik a hidrolizald
mikroorganizmusok extracellularis enzimeik (cellulazok, lipdzok, protedazok) segitségével. A
vizes fazisba oldodva ebben a formaban mar a mikrobak szamadra is felvehetdk lesznek. Itt

tovabbi lebontasi 1épések kovetkezhetnek be. A végtermékként keletkezett szénhidrat

17



monomerek, -oligomerek, zsirsavak, aminosavak és illékony szerves savak Szolgalnak
tapanyagul a savképz6 mikrobak szamara [3,11,13,15]. A hidrolizis a biogaz termelddésének

sebesség meghatarozo 1épése [3,14].
3.2.2 Acidogenezis folyamata

Az acidogenezis két 6 1épésre tagolhatd. Az elsd 1épésben a hidrolizis soran eldallitott
szerves szubsztratot bontjak a mikrobak és alkoholok, valamint hosszabb szénlancu szerves
savak (propionsav, vajsav) keletkeznek. Ezeket a szerves savakat a metanogén mikrobak nem
képesek anyagceseréjiik sordn felhasznélni, ezért mas acetogén baktériumok oxidaljak tovabb
ecetsavva, amely az acetotrof metanogének szamara mar hasznosithaté szubsztrat [14,16]. A
szerves savak atalakitasa soran Hz és CO: keletkezik melléktermékként, amely két masik
mikrobacsoportnak a homoacetogén baktériumoknak és a hidrogenotr6f metanogéneknek
szolgalnak szubsztratul [13].

Az acetogén mikroorganizmusok kozé tartoznak egy egészen egyediilalld csoportot alkotva
a homoacetogén baktériumok. Ezek a mikrobak Ho—t felhasznéalva redukéljdk a CO»-t acetatta
(1. egyenlet). Ezért nevezik a folyamatot reduktiv acidogenezisnek is [17,18]. A homoacetogén
mikrobak ezért szintrofikus kapcsolatban allnak az acetotr6f metanogénekkel, ugyanakkor
versengenek a COz, Ho-ért a hidrogentrof metanogénekkel. Mezofil és termofil hdmérsékleten
a homoacetogén baktériumok nem képesek felvenni a versenyt a hidrogenotrof
metanogénekkel, mert az utobbiak energetikailag kedvezébb helyzetben vannak (-75,7
kJ/mol)[19-21]. Pszikrofil hémérsékleti tartomanyban mar a homoacetogenezis a hatékonyabb
[21,22]. Kér6dzo allatok, nyulak, kenguruk €s termeszek emésztérendszerében is megfigyelték
ezeket a folyamatokat [23-28].

2C0O2 + 4H; < CH3COO™ + H* + 2H20 AG®=-55kJ/mol

1. egyenlet: A homoacetogenezis jellemz6 folyamata [21].

Az aceto- és acidogenezis soran keletkezd termékek a fermentacio jo indikatorai. A szerves
savak felhalmozddasa tulzott szervesanyag ellatasra utal, ami a kdzeg pH-janak csokkenéséhez
vezet. A nagy mennyiségli H> felszabadulas szintén a szerves savak hasitasat végz6 mikrobak

tilzott aktivitasara utal [15,29].

18



3.2.2.1 A reduktiv acidogenezis biokémiai hattere

A Wood-Ljungdahl utvonal elsé 1épésekén a CO2 a metil-,agon” a wolfram vagy
szelenocisztein tartalmu format dehidrogenaz enzim és 2 elektron (e7) segitségével hangyasavva
redukalodik. A hangyasav kotédni tud a tetrahidrofolathoz (HsF) az adenozin-5'-trifoszfat
(ATP) fiiggd formil- tetrahidrofolat szintaz segitségével €s formil-tetrahidrofolatot (Formil-
H4F) hoz létre. Formil-H4F viz kilépése mellett metenil-tetrahidrofolattd alakul, majd a metenil-
tetrahidrofolat dehidrogenaz 2 e segitségével metilén-tetrahidrofolatta redukalja. A metil-,,ag”
kovetkezd 1épését a metenil-tetrahidrofolat reduktdz katalizélja, ez a metilén-tetrahidrofolat
metil-tetrahidrofolattd  redukalasa  nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfatot (NADPH™)
hasznalva elektron donorként. A metil-,,4g” cilusat a metil transzferdz enzim miikkddése teszi
teljessé, a metil-tetrahidrofolat metil csoportjat a korrionoid-vas-kén-fehérje (CFeSP) kobalt
centrumahoz szallitja, mig a szabadda valt tetrahidrofolat Gjrahasznosulhat a ciklus kezdetén.
A metil csoport a CFeSP-r61 a CO dehidrogenaz/acetil-CoA szintaz (CODH/ACS) segitségével
valik le. A CODH/ACS egyrészt koti a CFeSP-r6l szarmazd metil csoportot, masrészt
hozzakapcsol egy masik CO2 molekulabol szarmazo CO-t , igy képzddik az acetil-koenzimA
(acetil-CoA). Az acetil-CoA foszfotranszacetilaz segitségével alakul acetil-foszfatta, amibdl az

acetat kinaz enzim készit acetatot ATP képz6dés mellett [18,30,31].
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6. abra: A Wood-Ljungdahl anyagcserettvonal sémaja [18]
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3.2.3 Metanogenezis folyamata

A metanogenezis az anaerob lebontas utolsé 1épése. A folyamatot végz6 mikroorganizmusok
az Archaea-k Euryarcheota torzsébe tartoznak [3,14]. A metan el6allitasara a kovetkez6 7 rend
tagjai  képesek: Methanosarcinales, Methanobacteriales, Methanomicrobiales,
Methanococcales, Methanopyrales, Methanocellales és a Methanomassiliicoccales [32,33].
El6fordulasuk alapjan igen valtozatos mikrobacsoportrol beszélhetiink, metanogéneket
izolaltak mar mélytengeri héforrasok melldl, extrém sos tavakbol, savas tézeglapokbol, hegyi
tavakbol, permafrosztbol [34—37] és szamos ¢él61énybdl iS[38,39].

Mivel a legésibb mikrobakat képviselik, felépitésik is nagyban kiilonbozik az
Eubaktériumoktol. Ezek az obligat anacrob mikroorganizmusok murein helyett, pszeudomurein
alkotta sejtfallal rendelkeznek [40]. Membran sszetételiik is kiilonbozik a bakterialis glicerin
alapu észter kotésekkel rogzitett struktiratol, az Archaea-k membranjanak kotéseit éter kotések
stabilizaljak [41].

A metanogén mikrobak szubsztrat specificitasuk alapjan 3 csoportba sorolhatok: acetotrof-,
hidrogenotr6f-, metilotréf metanogének [11].

Az acetotrof vagy acetoklasztikus metanogének az acetogén baktériumok altal eldallitott
ecetsavat hasznaljak anyagcseréjiik soran és abbol allitanak el6 CHas-t és CO2-t (2. egyenlet).
Ezen kiviil el6fordulnak olyan acetotrof metanogének is, amelyek képesek az ecetsavnal
hosszabb szénlancbol felépiil6 szerves savak (pl.: propionsav, vajsav) hasitasat végezni és CHa-
t eléallitani beldle, annak ellenére, hogy ez az Utvonal kevésbé dominans. A propionsav és a
vajsav teljes atalakitasa és CHa elballitasa rendszerint 2 vagy tobb mikroba torzset érint és 2

1épésben torténik a teljes atalakitas [11].
CH3COOH — CHs4 +CO2  AG"=-75,7 KJ/mol

2. egyenlet: Az acetotr6f metanogenezis [42].

A hidrogenotrof metanogének a COo-t redukaljak H» segitségével CHs-na (3. egyenlet).
Fontos szereplik van a Hz parcialis nyomasanak alacsonyan tartasaban, mivel mind az acetotrof

metanogének mind az acetogén baktériumok érzékenyek a magas H. koncentréciora.
4H, + CO2 —> CHa+ H.O  AG=-130,7 KJ/mol
3. egyenlet: a hidrogenotr6f metanogenezis [21].
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A metanogén mikrobak harmadik csoportja a metilotrof metanogének. Ezek metilalt egy
szénatomos (pl.: metanol, metilaminok, dimetilszulfid) molekulak atalakitasat végzik CHa-na.
A metilotrof metanogének viszonylag sziik csoportot alkotnak és a Methanosarcinales rend
tagjai egy faj, a Methanosphaera sp. kivételével, amely a Methanobacteriales rendbe tartozik
[11,14].

Jellemzden a keletkezd CH4 mennyisége nem egyenld aranyban oszlik meg a 3 metanogén
csoport kozt, altaldban az acetotrof metanogének altal eldallitott mennyiség (~70%) dominal.
A maradék 30%-ot elsdsorban a hidrogenotrof metanogének allitjak el és elenyészd 1-2 %-0s
CHa termelés tudhatd be a metilotroéf metanogenezis eredményeként [14]. Megjegyzendd, hogy
a metanogén mikroorganizmusok altalaban lassan ndvekednek, ezért az anaerob mikroba

kozosségekben kis hanyadot képviselnek [11,43].

3.2.3.1 A hidrogenotréf metanogenezis biokémiai hattere

A citokrommal nem rendelkezé6 metanogénekben a CHs termelés elsd 1épése a CO2
redukcidja a metanofuran (MFR) és redukalt ferredoxin (Fdrd) segitségével, ami formil-
metanofuranna alakul (formil-MFR). A reakciét a formil-metanofuran dehidrognaz enzim
katalizalja. Ennek az enzimnek két izoform4ja fordul elé metanogénekben; az egyik molibdén
(Fmd), mig a masik wolfram (Fwd) iont tartalmaz a reakciocentrumaban. A formil-metanofuran
formil csoportjat a formiltranszferaz (Ftr) enzim egy tetrahidrometanopterinhez (HsMPT)
kapcsolja. Az igy létrejott N°-formil-tetrahidrometanopterin 3 1épéses enzimatikus atalakuldson
megy keresztiil metenil-tetrahidrometanopterin-ciklohidrolaz (Mch), Faxo-fiiggd metilén-
tetrahidrometanopterin dehidrogenaz (Mtd) és a Fao-fliggé metilén-tetrahidrometanopterin
reduktaz (Mer) enzimek segitségével. A képz6do termék a metil-tetrahidrometanopterin (metil-
hasznalodik fel Hz, mint elektron donor metilén-H4sMPT dehidrogenaz (Hmd) vagy a metilén-
tetrahidrometanopterin dehidrogenaz (Mtd) segitségével. Ha a metilén-tetrahidrometanopterin
dehidrogenaz (Mtd) katalizalja a redukciot, akkor a Fs20 redukalt formaja biztositja a H> forrast
(Fa20H2), ezt a Faxo-redukald [NiFe]-hidrogenaz (Frh) vagy a Hmd és a Mtd végzi H»
jelenlétében. A membran-asszocialt metiltranszferaz komplex (Mtr) altal katalizalt reakcio
soran a metil-tetrahidrometanopterin (metil-HsMPT) a koenzim M (CoM-SH) segitségével
létrehozza a metil-koenzim M-et (metil-S-CoM). Ez a reakcié Na* kiliritéssel jar egyiitt, ami az

A1Ao- tipusu adenozin-trifoszfat (ATP) szintaz mitkodését aktivalja. Ezaltal Na® kertil a sejtbe
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¢s adenozin-difoszfat (ADP) foszforilalodik, a mikroba energiahoz jut. Ezt kovetéen a metil-
koenzim M-et (metil-S-CoM) redukalja a koenzim B (CoB-SH) és heterodiszulfid (CoM-S-S-
CoB), CHj4 keletkezik. A reakciot a metil-S-CoM reduktaz (Mcr) katalizalja. A ciklus utolso,
Osszekapcsold  eleme az  elektron  bifurkdciés rendszer, amely a  [NiFe]-
hidrogenaz/heterodiszulfid reduktaz komplex (Mvh-Hdr) segitségével katalizdlja a
heterodiszulfid (CoM-S-S-CoB) redukcidjat Hz jelenlétében koenzim M-mé (CoM-SH) és
koenzim B-vé (CoB-SH). A heterodiszulfid (CoM-S-S-CoB) redukcidjaval parhuzamosan
torténik a ferredoxin (Fdox) redukcioja is Ho segitségével. Az igy keletkezett redukalt ferredoxin

forma (Fd?eq) egy 0j hidrogenotrof folyamat kiindulopontja [44-48].
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7. abra: A citokrommal nem rendelkez6 hidrogenotrof metanogén mikrobak anyagcseréjének
biokémiai sémaja (Wolfe-ciklus) [49].

A 7. é4bra altal Osszefoglalt hidrogenotrof metanogén utvonal mellett létezik egy,

citokromokkal kapcsolt CHs bioszintézis is (8. abra), amely a Methanosarcinales rend tagjai
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(pl.: Methanosarcina barkeri) kozott fejlodott ki. Az elsé eltérés a két reakciout kozott az
energianyer§ folyamatnal figyelhet6 meg: a citokrom nélkiili hidrogenotrof metanogének Na*-
ion altal hajtott pumpajaval szemben itt protonok (H") altal aktivalt A1Ao- tipusu adenozin-
trifoszfat (ATP) szintaz mikodik.

A ciklus végén a metano-fenazin redukalo [NiFe] hidrogenaz (VhoACG) és a
metanofenazin-fiiggé heterodiszulfid reduktaz (HdrDE) membranfehérje komplex tartja fent a
rendszer mozgato erejét biztositd proton (H") aramot, valamint ez az enzimkomplex redukalja

a heterodiszulfidot (CoM-S-S-CoB) az elektron bifurkacios rendszer hianyaban [47].
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8. abra: A citokrommal rendelkezd hidrogenotrof metanogén mikrobak anyagcseréjének biokémiai

sémaja [50].
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3.3 A mikrobakonzorcium megfelelé miikodéséhez sziikséges fermentacios

paraméterek

Ahhoz, hogy a biogaz fermentacidja a lehetd leghatékonyabban menjen végbe, a szerves
biomassza lebontdsat, a biogdz képzését végzd mikrobdk szamara biztositani kell a megfeleld
kornyezeti paramétereket. A mikroba kozdsség Osszetételét és anyagcesere folyamatait a
legnagyobb mértékben a homérséklet befolydsolja. A homérséklet befolyasold hatasat
részletesen a 3.3.1-es fejezetben mutatom be. A kozeg pH-ja szintén fontos paraméter a
fermentacio mindsége szempontjabol. A neutralistol kevéssé eltéré pH (7-7,5) kedvez a
leginkabb a biogaz fermentald kozosség mikrobainak. A lebontasban résztevé mikrobak
kapcsolatat az anyagcseretermékeik révén a pH szabalyozasaban a 3.3.2-es fejezetben
ismertetem részleteiben. A pH-nak, a gazosszetételnek, a szervessav oOsszetételnek és a
hémérsékletnek fontos jelentésége van az eredményeim bemutatdsa soran, azonban mas, a
kutatasomhoz szorosan nem kapcsolodo paraméterek is befolyasoljak a fermentacioban
résztvevé mikrobak anyagcsere folyamatait. Ilyen paraméterek ko6zé tartoznak a redox
potencidl, szén/nitrogén (C/N) arany, ammonium-ion (NHs") Kkoncentracio, nyomelem
Osszetétel, a szerves szubsztrat beviteli mennyis€gét meghataroz6 ORL (Organic Loading Rate)
¢és az ezzel szorosan Osszefliggé HRT (Hydraulic Retention Time) [11,51]. Az ORL értéke
hatdrozza meg a reaktorokba bevitt szerves szubsztrat mennyiségét adott iddegység alatt
(térfogat/id6) [51]. A HRT értéke a fermentacios folyadék, iszaprothasztokban eltoltott
(fermentacio) idejét fejezi ki [11]. A fermentacios kozeg redox potencidljanak az anaerob
mikroba kozosség megfeleld milkddése szempontjabdl van fontos szerepe. A biogiz
fermentacidja szempontjabol legjelentésebb mikrobak obligat anaerob koriilmények kozott (O2
hianyaban) képesek csak talélni, anyagcsere folyamataikat végezni. A metanogenezis
megfeleld mikodéséhez a kozegnek alacsony elektronelnyeld képességgel kell rendelkeznie, a
mikrobak anyagcsere folyamataihoz minél alacsonyabb, -200 és -400 mV kozotti redox
potencial érték az optimalis [11,52]. A C/N arany és az NH4" egymastol nem teljesen fliggetlen
paraméter. A fermentdcid sordn bejuttatott szerves szubsztrat Osszetétele nagyban
meghatarozza a fermentacié mindségét. Ha a bevitt szubsztrat C/N aranya alacsony, akkor tal
sok nitrogénben magas biomassza keriil a rendszerbe, amelynek a bomlastermékeként NHa"
keletkezik. Az NH4" sejtekbe jutva a mikrobak intracellularis pH-janak valtozasat eredményezi,
ami gyakran a mikrobak pusztulasat valtja ki. Az NHs" 3-4 g/l feletti koncentracié esetén
citotoxikus. Annak érdekében, hogy az NH4" felhalmozddasat elkeriilhessiik a bevitt szubsztrat

C/N aranyat 15-30:1 érték kozott kell tartani [51,53].
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3.3.1 Homérséklet

A homérséklet nagyban befolydsolja minden ¢€l6lény ¢életfolyamatait, igy a Szerves
biomassza anaerob lebontasat végz6é mikrobakdzosségét is. A biogdz fermentaciot végzd
mikroorganizmusokat széles hdmérséklet skalan, a pszikrofiltdl egészen a hipertermofilig
megfigyelhetjiik (1. tablazat). A hatékony CHs termelés szempontjabol a két legjelentésebb
hémérsékleti tartomany a mezofil és a termofil [54]. Ipari koriilmények kozott a mezofil az
elterjedtebb, annak ellenére, hogy szamos eredmény azt bizonyitja, hogy 25-50%-kal magasabb
CHs hozam érhetd el termofil fermentacido esetén. Azonban a termofil reaktorok
teljesitményének ingadozasat is eredményezheti a termofil kozosség [11]. A 6 kivaltdo oka
ezeknek az ingadozasoknak a termofil kozosségek alacsonyabb mikroba diverzitasa, kiilondsen
az Archaea-k esetében. A nagyobb mikroba valtozatossag szélesebb szubsztrat specificitast
nyujt a teljes kozosségnek, valamint biztositja a kozosség hatékony miikddését bizonyos
mikrobak pusztulasa esetén is [11,55,56]. A diverzitas csokkenésének eredménye, hogy magas
hémeérsékleten a fermentacios kozeg patogén mikrobai kis eséllyel élnek tul, igy ennek kezelése
nagyobb személyes biztonsagot nyujt [56]. A kisebb diverzitas mellett tovabbi stabilitasi
problémakat valthat ki, hogy a termofil mikrobak kisebb sejtstirtiséget képesek csak elérni,
szemben a mezofil kultarakkal. Termofil hdmérséklet-tartomanyban a gyorsabb enzimatikus
folyamatok eredményeként a kozosség mikrobainak pusztulasi gyakorisaga és sebessége
magasabb [11]. Ezen folyamatok eredményeként a termofil hdmérséklet-tartomanyban végzett
fermentécio kezelése sok esetben nehézségeket okoz és teszi ezzel kedvezdbb lehetdséggé a

mezofilt.

Hémérséklet-

Mikroba k6zosség tartomany [C°]

Pszikrofil 5-25
Mezofil 30-40
Termofil 50-60
Hipertermofil 65<

1. tablazat: A biogaz fermentald mikrobak6zosség hémérséklet optimuma ([3,11,54] alapjan

modositva).
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3.3.2 Kémhatas szerepe a kozosségre

Ahogy a legtobb mikroorganizmusnak, a metanogén mikrobaknak is a neutralis pH (7-7,5)
a legidealisabb a megfeleld anyagcsere megvalosulasahoz. A mikroba kozosségben
megtaladlhatdé mikroorganizmusoknak eltér a pH optimuma, ahogyan sok mas élolénynél, a
biogaz fermentacioban résztvevé mikrobaknal is megfigyelhetd az atfed6 pH tartomany, ahol a
ko6zosség minden tagjanak az anyagcseréje aktiv marad [57,58]. Az acidogén, acetogén
baktériumok enzimatikus folyamatai optimalis koriilmények kozott pH 5 felett miikkodnek
megfelelden. Ez a kdzeg a metanogén mikrobak megfeleld miikodéséhez tal savas, mivel
utobbiak a neutralistol jelentésen nem eltéré pH tartomanyt kedvelik [11]. Emiatt, ahogy a
természetben a k6zOsség tagjai alakitjadk anyagcseréjiik révén a kdzeg pH-jat, ugy sziikséges
egy jol miikddo ipari biogaz fermentacio pH-jat szabalyozni, hogy a biogdz termeld kdzosség
minden tagjanak megfelel6 legyen.

A mikrobdk anyagcseréjiik, anyagcseretermékeik altal szabalyozzak, befolyésoljak a
fermentacios kozeg pH-jat. Az acidogenezis soran illékony szerves savak keriilnek a
fermentacios elegybe, amelyek savasitjak a kozeg pH-jat. Szintén savas iranyba tolja a pH-t a
szerves savak hasitasa révén felszabadulo, és a folyadék fazisban karbonatok/bikarbonatok
formajaban oldott CO2. Ezeket a savasitd anyagcsereterméekeket felhasznalva ellenstilyozzék a
pH valtozasat a hidrogenotrof és acetotrof metanogén Archaea-k. Ez a két f6 metanogén
mikrobacsoport CHa-t allit el6 azaltal, hogy savas pH-t eredményez6 oldott CO2/bikarbonatokat
¢és ecetsavat hasznalnak fel. Ezzel a lugositjdk a kozeg pH-jat. A szervessav-képzd és a
metanogén mikrobdk anyagcsere-folyamataik altal szabalyozzék a fermentacios kozeg pH-jat,
a kozosség megfeleld, 6sszehangolt miikodése esetén a folyamatok kiegyenlitik egymast és az
optimalis tartomanyban tartjak azt, hogy a CHs termelé mikrobakozosség megfelelden
mikodhessen [11,59].

Megtigyelhetdk extremofil kulturdk is kornyezetiinkben, amelyek akar pH 9,5-6n, extrém
so6s koriilményekhez alkalmazkodta, valamint laboratoriumi koriilmények kozott is bizonyitott,

hogy pH 9-9,5 ko6z6tt is miikodoképes CH4 termeld kozosség johet 1étre [59,60].

3.3.3 Fermentacios maradék és felhasznalasi lehetéségei

A fermentacios maradék az anaerob fermentacid tobbnyire folyékony halmazallapoti
végterméke [61]. A fermentacios maradék tarolasa, kezelése fontos része az ipari biogaz

eldallitasnak. Mivel igen nagy mennyiségben keletkezik, ezért fontos kutatdsok iranyulnak
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megfeleld felhasznalasara. Napjainkban is folyik a vita, hogy a fermentéacios maradék hulladék,
vagy értékes végtermék, ami szamos gazdasagi-, kdrnyezeti és dkoldgiai haszonnal kecsegtet
[62]. A fermentacios maradék szervesanyag tartalma viszonylag magas (63-75%), habar ennek
jelentds része a mikrobak szamara nehezen hozzaférhetd formaban van jelen. Az anaerob
lebontds soran a konnyen hozzaférhetd szerves komponensek 20-95%-at a mikrobak
felhasznaljak anyagcseréjiilk soran energianyeré folyamataikhoz, melléktermékként ipari,
gazdasagi jelentséggel rendelkezd CHs keletkezik [63,64]. Igy a fermentaciés maradék
Osszetételében szervetlen komponensek ¢és nehezen lebonthatd és kevéssé oldékony
szervesanyagok és igen fontos mikro- és makro elemek maradnak vissza [62].

A magas nyomelem ¢és szervesanyag tartalméanak koszonhetden a fermentaciés maradék
alkalmazhat6 term6foldek tapanyag utanpotlasara, mezogazdasagi teriiletek tragyazasara, ezzel
a novények novekedéséhez megfelelé nyomelem bevitelt elérve, amivel terményndvekedés
érhetd el. Ez természetesen csak ellendrzott koriilmények kozott alkalmazhato, hiszen nagy
mennyiségben torténd kihelyezése a foldekre nemcsak a talaj mikrobioldgiai egyensulyat €s
novényvilagat veszélyezteti, hanem onnan a talajvizbe jutd nitrogén és nehézfémek akar az
emberi egészséget is. A nehézfémek felhalmozodast kovetéen valthatnak ki sulyos
egészségligyi problémakat, mig a nitrit (NO2") és nitrat (NOz") formaban a talajvizbe, onnan az
emberi szervezetbe keriilve methemoglobinémiat, ,,gyermek kékiilést” és stilyosabb esetekben
gyomorrakot is okozhat [62,65]. Az ehhez hasonlo esetek elkeriilésérdl, a termdfoldekre
kivihetd nitrogén mennyiségérél az Eurdpai Unid nitrat direktivdja gondoskodik, amely a
term6foldre kivihetd nitrogén mennyiségét 170 kg-ban maximalizalja [66]. A fermentacios
maradék tovabba alkalmazhat6 allatok szamara készitett takarmanyok keverékeként, valamint
tapoldatok eldallitasara. Csirketapba keverve kimutattak, hogy 5%-kal gyakrabban raktak tojast
¢s a tojas héja is vastagabb volt a fermentaciés maradék adalékkal taplalt baromfik esetén.
Haltapba kevert fermentacios maradék novelte a planktonok szaporodasanak intenzitasat [62],
felgyorsitotta a halndvekedés gyorsasagat, fejlodését, ezzel csokkentve a farmok kitermelési
ciklusainak hosszat, valamint egészségesebb kornyezetet teremt, jelentdésen visszavetve a
halakat fert6z6 betegségek gyakorisagat [62]. A fermentacios maradék felhasznalasa tapokban
is szamos elénnyel rendelkezik magas nyomelem tartalma miatt. A hagyomanyos gombatéap 1:1
aranyu keveréke a tisztitott biogaz maradékkal magas fehérje tartalmui, nagyobb termdtesteket
eredményez, valamint nyomelem tartalmat is jelentdsen gazdagitja [67]. Szamos zo6ldség
novesztéséhez haszndljak kiegészitd tapanyagként, ezzel ndvekedését -eldsegitve ¢és

vitaminokban, nyomelemekben gazdag egészséges zoldségeket eredményeznek [62].
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A fermentécids elegy mikroba Osszetétele nagyban befolydsolja a fermentacid mindségét,
amit a biogaz reaktor fermentacids paraméterei, a betaplalt szubsztrat dsszetétele befolyasol.
Ez az anaerob mikrobakdzosség Ilehetéséget biztosithat tovabbi anaerob folyamatok
katalizisére, oltdéanyagként szolgalhat mas fermentaciés folyamatok beinditasara. A
fermentacio soran alkalmazott szubsztrat hatékony lebontasara, hasznositasara képes mikroba
kozosség sok esetben képes adaptdlodni 10j kornyezethez, szubsztrathoz. A korabban
alkalmazott Gsszetételtdl eltéré szerves szubsztrat alkalmazasa esetén a lebontédsa
hatékonysagaban visszaesés figyelhetd meg, a kozosség alkalmazkodasaig az 0j kozeghez
[63,68]. A dolgozatom szempontjabdl jelentOsége lehet a fermenticios maradék
alkalmazasanak a ,,PtBioCH4” technoldgia soran eldallitott Hz atalakitasaban CHa-na, hiszen a
fermentacidos maradék tartalmazza a folyamat kataliziséhez sziikséges mikrobakat, amelyek
adaptacio soran hatékony bioCHs4 termelé kozosséggé alakithatok. A hidrogenotrof
mikrobak6zosség alkalmas az exogén forrasbol szdrmazo Hz hasznositasara CO2 redukcidjara
elektron donorként és a mikrobak biomassza mellett CHs-et allitanak eld. A fermentacios
maradék a 6 reaktortol elkiilonitett taroloban van elhelyezve, igy a ,,PtBioCH4” folyamat soran
fennall6 magas H» parcidlis nyomas gatldsa nem jelentkezik a gazdasagi szempontbdl jelentds
f6 reaktorban. A fermentaciés maradék alkalmazasa a ,,PtBioCH4” folyamatban lehetéséget
biztosit a termelt biogdz tisztitdsa soran keletkezd CO2 gazdasagos felhasznalasdra CHs-ként
[59].

A biogaz-fermentald mikrobak6zosség nemcesak gazdasagi szempontbodl jelentés, hanem
patogén mikrobakat is tartalmaz. Ezek artalmatlanitasa elengedhetetlen a term6foldekre valo
kihelyezés, tapként valo alkalmazas eldtt. Két leggyakrabban alkalmazott eljaras a hdmérséklet
¢s a nyomas novelése. Ahogy azt korabban bemutattam a 3.3.1 Hémérséklet cimi fejezetben,
mar termofil koriilmények kozott is a patogén mikrobak eléfordulasa, hémérséklet toleranciaja
a mezofil kozosségekkel szemben jelentdsen csokken. Igy tovabbi hémérséklet- és nyomas-
noveléssel a szabvanyoknak megfelelé fermentacios maradék allithatd eld, amely patogén

mikrobaktol és gyomok csirazoképes magjaitdol mentes [69].
3.4 Metagenomika

Az elmult évtizedben nagyon fontos fejlddésen mentek keresztiil a mikrobialis kozosségeket
vizsgalo eljarasok, koziiliik is kiemelkedve a metagenomika. Ezt kovetden valt a metagenomika
az egyik, ha nem a legfontosabb tudomanyagga a kornyezeti- és biologiai kutatasok teriiletén.

A bioinformatikai elemzések fejlodésével, melynek alapjat a mikrobakozdsségek Osszetételét
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vizsgald szekvenalasi eljarasok jelentették, biztos alapot szolgaltattak a metagenomika
elterjedésének, melynek eredményét a publikaciok szamanak stabil novekedése tamasztja ala
[70]. A metagenomika moddszere kornyezeti mintak éldvilaganak valds idejii Gsszetételét
vizsgalja a benne felelheté genomok genetikai analizisén keresztiil [71,72]. A metagenomikai
vizsgalatok nem csak a kornyezeti minta Osszetételérél adnak informaciot, hanem fizioldgiai
funkciot is képesek kapcsolni az egyes gének aktivitasa, enzimatikus folyamatok alapjan [73].

Az 1) generacioés szekvenalasi eljarasok elterjedése felgyorsitotta a metagenomika
elterjedését ¢és segitségével egyre szélesebb képet kaphatunk kornyezetiink mikroba
kozosségeirdl, igy az anaerob fermentacidé mikrobioldgiai Osszetétele és anyagesere Utvonalai
is konnyebben megérthetdvé valtak [74]. Az altalam alkalmazott Ion Torrent szekvenalasi
technoldgia 2011-12 kozott robbant be a tudomanyos kozéletbe, mint egyike az 01j generacios
szekvenalasi (NGS) technoldgidknak [75]. Az 0j generacids szekvenaldsi technologiak két
csoportba sorolhatdk; a hibridizacido €s a szintézis alapu eljardsokba. A hibridizacids Uj
generacios szekvenalasok a Sanger tipust modszert emelik hatékonyabb szintre a megismételt
szintézissel, fejlettebb képalkotassal és hatékonyabb mddszerekkel a nukleotidok beépitésére a
nukleotid lancba. Az lon Torrent eljarés a szintézis alapu technoldgidk kozé tartozik. A szintézis
alapt technologidkra jellemzd, hogy a Sanger szekvenalassal szemben joval rovidebb 200-500
bp (bazispar) leolvasasokon alapulnak (az Ion Torrent esetében ~200 bp) és a korabbi
technologiahoz képest magasabb hibarataval (az Ion Torrent esetében 1,71%) dolgozik, amit
viszont a nagyméretli lefedettséggel kompenzal szamos esetben [75,76]. Az lon torrent
szekvenalas alapja, hogy a DNS szal szintézise soran protonok szabadulnak fel a nukleotidok
beépiilése nyoméan, ami pH valtozast eredményez €és a rendszer alapjat képezd félvezetd
detektor segitségével ez nyomon kovethetd (9. abra) [75,77]. A H' felszabaduldsanak
detektalasdra szamos elektrokémiai eljarast vizsgaltak, mégis az érzékenységének ¢és
skalazhatosaganak koszonhetéen a leggyakrabban alkalmazott chip az ion-szenzitiv
térvezérlésti tranzisztor (ISFET), aminek tovabbi eldnye az 0Osszehangolhatéosaga a
leggyakrabban alkalmazott a komplementer fém-oxid félvezetével (CMOS) [77]. Az lon
Torrent eldnye a tobbi Uj generacids szekvendlo eljarasokkal szemben az olcsébb miiszerar,
ezzel kompenzalva a szekvenalasi koltségeket, ami az lllumina késziilékek esetében olykor
jelentdsen alacsonyabb. A dragabb koltségeket viszont jelentésen gyorsabb szekvendlasi
sebességgel halalja meg a késziilék, hiszen az Ion Torrent 2 oras futasi idejével csak a PacBio
RS képes versenyezni és ez eltdrpiil az Illumina gyartményok 1-11 napig terjedd

teljesitményétol [75].
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9. abra: Az lon Torrent szekvenalas technologiai hattere ([77] alapjan modositva)

Az anaerob degradaciot végzo mikrobakdzdsség igen sokféle, mind a természetben, mind az
ipari koriilmények kozott, ezeknek az Osszetételét a rendelkezésre allo szerves szubsztrat
Osszetétele és egyéb kornyezeti faktorok (pl.: fermentacios elrendezés, homérséklet,
szervesanyag betaplalas mértéke, stb.) befolyasoljak [78]. Archaea domén mikroorganizmusai
uraljak [73]. A Bacteria domén leggyakoribb osztalyai a Clostridia és a Bacteroidetes [79]. A
Clostridia taxon mikrobai feleldsek a celluloz bontasaért, igy a novényi alapti biomassza
folyamatanak legjelentdsebb képviseldje. Masodik legjelentésebb osztalyként van jelen a
Bacteria doménen beliil a Bacteroidetes osztaly mikrobai, amelyek a ndvényi komponensek
degradacioja soran felszabaduld poliszacharidok bontasat végzik és anyagcseréjiik révén
szerves savak maradnak vissza [73,80,81]. A CHs eldallitasara azonban a masik domén, csak
az Achaea-k alkalmasak a k6zosségbOl. Az Archaea kozosség leggyakoribb képviseld a
Methanomicrobiales és a Methanosarcinales rend képviseléi. A Methanosarcinales rend
metanogén mikrobdi az acetotrof anyagcsere utvonalat hasznaljak fel energianyerésre, mely
folyamat sordn ecetsav hasitdsanak melléktermékeként éllitanak eld CHas-t és CO2-t. Mig a
Methanomicrobiales tagjai a hidrogenotrof Gtvonalat részesitik elényben és az acetogenezis és
az acetotr6f metanogenezis sordn felszabaduld6 CO»-t redukaljdk H, segitségével CHas-na

[73,79,81-83].
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A ,,PtBioCH4” technolodgia ipari megvalositasa soran, jelentds mennyiségli Ha és CO; kertil
a kornyezetbe, ami nagyban befolyasolja a mikrobdk dsszetételét is. A Hz szelekcids nyomast
gyakorol a mikrobakozdsségre, hiszen szamos acetotrof, acetogén mikroba anyagcsere
folyamatai lassulnak, leallnak. A magas H parcialis nyomas hosszabb tavon pusztulasukhoz
vezet. Els6dlegesen a hidrogenotr6f metanogének feldasulasa jelzi a Hz adagolas hatasat, ennek
megfeleléen a Methanomicrobiales rend fajainak dominanciaja figyelheté meg az Archaea-k
kozott. Mezofil homérsékleti tartomanyban a Methanoculleus és a Methanothrix, még termofil
koriilmények kozott Methanothermobacter genusok térzsei szaporodnak fel a Hz és CO2 gazdag
koriilmények kozott. Ezzel szemben a Bacteria domén mikrobainak tobbsége csupan a
rendszeres szervesanyag-utanpotlas jelenlétében képesek fennmaradni. A Desulfovibrio
baktériumok szdmanak nodvekedése figyelheté meg, hiszen ezen nemzetség fajai kozott
bizonyos fajok képesek szulfat hidnydban COg2, H2 és ecetsav eldallitasara a hidrogenotrof
metanogén mikrobak jelenlétében. A domén tobbi taxonjdba tartozé mikrobdk szdma ¢és
diverzitdsa a H» adagolds hatasara csokken az eredeti kozOsséghez képest, viszont a
konzorciumban tovabbra is jelentOs szerepet toltenek be a Pseudomonadales renden beliil az

Acinetobacter és a Clostridiales rend fajai [84-86].

3.5 A biogaz tisztitasa

A mikrobék altal termelt biogaz az alkalmazott technologiatol és a lebontott szervesanyag
Osszetételétdl fiiggden 60-70% metanbdl 30-40% szén-dioxidbol all, de a két f6 komponens
mellett vizgéz, hidrogén-szulfid, nitrogén, ammonia, oxigén, halogén szénhidrogének és
sziloxanok is megfigyelhetok [87]. A biogaz tisztitasa alapvetden két célt szolgal: (1) a folyamat
soran alkalmazott eszkozoket, miiszereket, magat a gazhalézatot karositdé komponensek
eltavolitasa, (2) egy mindség javito 1€pés, amely soran a szén-dioxidot eltavolitjak a rendszerbol
¢és a termék energiatartalmat a Wobbe-Index kovetelményeinek megfelelore alakitjak [85-87].
A biogaz megtisztitasara a szennyez6 komponensektél szamos lehetOség létezik. A
szennyezoket el lehet tavolitani a fizikai és kémiai tulajdonsagaik alapjan, vagy a természetben
eloforduld mikrobak anyagcsere utvonalait felhasznalva, biologiai uton. Ezeket a
technologiakat alkalmazva érhet6 el a gazhalozatok altal befogadasra alkalmas gazelegy,
amelynek CHjy tartalma legalabb 95%-ot kell, hogy elérjen [8]. A fizikai, kémiai eljarasok koziil
napjainkban a biogaz tisztitasara adszorpcios eljarasok (vizes, szerves oldoszeres és kémiai

gazmosas), adszorbensek (PSA), a gdzok permeabilitasat (membran sziirési technologia) és a
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gazelegy komponenseinek molekularis tulajdonsagait felhasznald cseppfolyositasi (kriogén
gazelvalasztas) eljarasok allnak rendelkezésre (10. tablazat, fiiggelék). Mig a bioldgial iton
torténd biogaztisztitas torténhet elektrolizis celldk, kemoautotrdf, fotoautotrof, mikrobidlis €s

mas fermentacios rendszerek segitségével [8,87,89].
3.5.1 Fizikai és kémiai eljarasok
3.5.1.1 Vizes gazmosas (Water scrubbing)

Napjainkban a vizes gazmosas technoldgiaja egy jol leirt és igen széles korben alkalmazott
eljaras a CO,, H2S szennyezOk eltavolitasara, amely lehetdséget biztosit a nyers biogaz
tisztitdsara. A modszer a CHs és a HzS, CO; eltérd vizben vald oldhatdsédgan alapul kiilonb6zo
hémérsékleti tartomanyokban. A H,S, CO2 nagyobb mértékben képes vizben oldddni, mint a
CHs, ennek mértéke a hémérséklet csokkentésével novelhetd [87,89]. A nyers biogdz
komponensei diszpergalast kovetden az immar folytonos fazisban az abszorpcidés 0Szlopon
valnak el egymastol, a H2S és a CO2 oldodik a vizbe, mig a CH4 a géz fazisban marad. A nyomas
¢s homérséklet szabalyzasaval az abszorpcids €s a deszorpciods tartdlyban a vizes gdzmosas
segitségével 99%-0s CHg tartalom érhet6 el [87-91].

Az oldoszeres frakcionalt extrakcids biogaz tisztitasi technoldgidk kozé tartoznak a szerves
oldoszeres és a kémiai gazmosasi eljarasok. Mindkét folyamat elvben hasonlit a vizes gazmosas
folyamatara. A szerves oldoszeres technologia esetében a vizet polietilén-glikol alapu
vegylletekkel helyettesitik. Ennek elénye, hogy akar 6tszor nagyobb affinitissal abszorbealja
a CO2-ot, mint a viz, valamint a CO2 mellett a Hz, O2, H2S, N2 és a H2O eltavolitasara is
alkalmas. A szerves oldoszer alkalmazasa nagyban csokkenti a rendszer recirkulacio igényét,
ezaltal csokkentve az infrastruktura sziikséges méreteit és ezzel egyiitt a befektetési és
tizemeltetési koltségeit [87,88,92]. A szerves olddszeres gazmosas segitségével konzisztensen
96-98,5%-o0s tisztasagu CH4 érhet6 el [93,94].

A kémiai gdzmosasi technologia elvei megegyeznek a korabban bemutatott vizes és szerves
oldoszeres gazmosasi eljarasokkal, az lizemeltetési kiilonbséget az jelenti, hogy a CO:2
abszorpcidja soran alkalmazott vegyiiletek alkanol-aminok (monoetanol-amin, dietanol-amin,
stb.) vagy hidrofil oldatok (NaOH, KOH, CaOH, K>COs, stb.) lehetnek [95]. A folyamat
elénye, hogy a CO2 nem csak abszorbealodik a folyadékba, hanem kémiai reakcioba 1ép vele,
majd homérséklet emelésével konnyedén kinyerheté onnan. A reakcid eldnye a nagyfoku

szelektivitas, hiszen ez az eljaras kevesebb, mint 0,1%-0s CH4 veszteséget eredményez [87]. A
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folyamat végtermékeként keletkezo elegy CHa tartalma 99,5-99,9%, igy a mosasi technologiak
koziil a leghatékonyabb [88,93].

3.5.1.2 PSA (Presssure swing adsorption)

azok szerkezeti €s adszorpcios affinitasuk alapjan. Az elvalasztas altalaban nagy feliiletli
adszorbensek (zeolitok, aluminium, szilika gél vagy aktiv szén) segitségével torténik magas
nyomason [87,96]. A biogaz tisztitisa soran a szelektiven alkalmazott adszorbens képes
megkotni a feliiletével érintkez6 H20, CO2, N2, O2-t, vagy akar a HoS-t is, mindek6zben a CHas-
t keresztiil engedi [87-89,93]. A CO adszorpcidja a kolonnakon magas nyomason (1-es
kolonna, 4-10 bar) torténik, mig a CH4 akadaly nélkiil halad tovabb. Az egymas utan kotott
adszorpcids kolonnakon torténé masod-, harmadlagos tisztito 1épések (2-3-as kolonna) sora
biztositja az elérhetd legkisebb CO2 koncentraciot. A gazelegy recirkulaltatasaval a CHa
veszteség a PSA soran minimadlisra csOkkenthetd. Az adszorpcios felillet a nyomas
csokkentésével regeneralhato (4-es kolonna), tovabbra is alkalmas a biogaz tisztitasara [93,97].
A tisztitas végeredményeként 96-98%-0s CHy tartalom érhetd el, azonban gyakran 4% koriil
CHas veszteséggel kell szamolni, ami a szennyezd gazeleggyel egylitt tavozik a rendszerbdl

[88,93]. A PSA sematikus miikodésé a 10. abra mutatja be.
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10. abra:A PSA technoldgia sematikus miikodési elve [88,93] alapjan modositva
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3.5.1.3 Membran sziirési technologia

A membran szirési technologia a tisztitdsra szadnt gazelegy komponenseinek
permeabilitasan alapulo, permeszelektiv terminuszt alkalmazé eljaras [93]. A membran legtobb
esetben acetat-celluloz, vagy ehhez hasonlé polimer szerkezetii anyag, amely alkalmas a CO»,
0., vizgbz, H>S, NHs elvalasztasara a CHas-tol [87,88,93,98]. A membran sziirési
technologianak két tipusa 1étezik: a szaraz (gaz-gaz) technolédgia, ahol a szelektiv membran
mindkét oldalan gaz éaramlik és a nedves (gaz-folyadék) technologia, amely esetében az
elvalaszto membran taloldalan folyadék abszorbedlja az atdiffundalt molekulakat [88]. A
recirkulaltatott szaraz membransziirés esetén egy masodik membranfeliilet alkalmazasaval és a
nedves tisztitas segitségével a megfelel6 membran alkalmazasa esetén 98-99%-0s CHs tartalom
érhetd el. Osszetettebb rendszerek hasznalta esetén a tisztitasi 1épések sziirletét recirkulaltatva,

tobbszori sziirés segitségével 99-99,5%-0s CHy tartalom érhetd el [89].

3.5.1.4 Kriogén gazelvalasztas

A kriogén gazelvalasztas a gdzok szelektiv elkiilonitését teszi lehetévé azaltal, hogy a
gazelegy komponenseinek cseppfolyositasa kiilonbozé homérsékleten kovetkezik be [99].
Amennyiben a H20 és a HoS tisztitasa nem tortént meg kiilon 1épésként, akkor a gazelegy -
25°C-ra val6 lehttésével kezdddik a tisztitas, ekkor a H,O, H2S, halogének ¢és a sziloxanok
kinyerhetdk, ezzel elejét véve a fagyas és korroziv karoknak. A H20O és a HoS mentes elegyet
tovabb hiitve -55°C-ig, a CO2 cseppfolyos allapotba keriil, és lehetdvé valik a CO2 elvalasztasa
a CHas-t6l. A tovabbi hdmérséklet csokkentés eredményeként -85°C-on a maradék CO2 mar
szilard formaban tisztithato ki [88,89]. A tisztitas soran alkalmazott magas nyomas biztositja a
CO: lassu fagyasat, ami 6vja a vezetéket fagyasi karoktol és maximalizalja folyamat végén
kinyerheté CH4 mennyiségét [93]. A CO: eltavolitasat kovetden a nyomas csokkentésével és a
hémérséklet fokozatos emelésével a gazaram immar tiszta CHs-et tartalmaz [88].

A kriogén elvalasztas egyelére még nagyon fiatal technologia, tobbnyire kisérleti
biogaziizemekben terjedtek el [91,100,101], annak ellenére, hogy a szénhidrogének kitermelése
€s tisztitasa soran évek ota gazdasagosan alkalmazott rendszer [102]. A folyamat hatékonysaga
igen magas (~97%) ¢€s a korabbi eljarasokkal szemben a legkevesebb CHa veszteséggel jar
(~2%) [89,95]. A rendszer befektetési és lizemeltetésének koltségeirdl eddig csak becslések
vannak, amelyek jelenleg még igen magasnak szamitanak, de szamos kutatas foglalkozik az

olcsobba tétel lehetdségein [89,99].
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Tiszta Kondenzacids
, hémérséklet
gaz [C°]
H,S -60
CO; -78
CH, -161
02 -183
N, -196

2. tablazat: Tiszta gazok cseppfolyositasi hdmérséklete 1égkori nyomason [93].

3.5.2 Biologiai eljarasok

A Dbioldgiai biogaz tisztitasi eljarasokban dolgoz6 mikrobakat altaldnosan két utvonal
mentén csoportosithatjuk: megkiilonboztetiink kemoautotréf (energidjat kémiai uton,
szervetlen forrasbol nyeri) €s fotoszintetikus (energiajat fénybdl nyeri) élélényeket, amelyek a

feladat szempontjabol szamitasba johetnek [8].

3.5.2.1 Kemoautorof utvonalak

A biogaz kemoautotréf mikrobioldgiai tisztitasat a biogaztermelé mikrobak6zosségének
fontos csoportja a hidrogenotrof metanogén Archaea torzsek katalizaljak, amelyek anyagcsere
folyamataik révén képesek a rendelkezésiikre all6 CO»-t H> jelenlétében CHs-na redukalni (3.
egyenlet, metanogenezis) [8,103]. A hidrogenotr6éf metanogének anyagcseréje révén az anaerob
degradaciot végzé mikrobakdzosség alkalmas H jelenlétében a biogaz CO: tartalmédnak
csOkkentésére, valamint a folyamat termékeként CHs-t allitanak beldle eld, ezaltal tovabb

novelve a keletkezett gaz értékét, mindségét [8].
3.5.2.1.1In-situ biolégiai metantermelés

Az in-situ COz redukcio soran a folyamatosan biogazt termeld, szervesanyag-lebontast
végz6 reaktorba van adagolva a redukald szerként szolgald Ho. A stratégia elénye a tobbi

technologidval szemben, hogy nem igényel kiilon reakcidedényt, hiszen ugyanabban a
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reaktorban megy végbe, mint az anaerob degradacié [104]. Ilyenkor tehat nemcsak a
hidrogenotr6f metanogének, hanem a biomassza teljes lebontasi utvonalat végzé komplex
mikrobak6zosség is aktiv [105]. A H2 megfeleld litemii adagolasaval megkdzelitéleg 99%-0s
COz konverzi6 érhet6 el, de a fermentacios paramétercket és Ho adagolast nagyon pontosan kell
végezni. A szervesanyag lebonto (COz termeld) és CHa elballito mikroba-csoportok ugyanis
igen érzékeny szintropikus kapcsolatban élnek egymassal, amit éppen a rendszerben levé H»
koncentracidja szabalyoz. A H: tuladagolasanak, a magas parcialis H> nyomasnak az egyik
kovetkezménye a lebontdsi folyamatban fontos szerepet jatszo acetogén mikrobak
mitkodésének gatlasa, a fermentacios kozeg savasodasa és a mikrobak pusztulasa [13,106,107].
Ugyanakkor természetesen minél tobb H> van a rendszerben, a hidrogenotréfok annal tobb
CO2-t tudnak elredukalni. Tovabbi nehézségeket okoz, hogy az aktiv hidrogenotrof
metanogenezis hasznositja az oldott CO. nagy részét, ett6l a rendszer puffer kapacitasa
csokken, emelkedik a pH, és pH > 8.5 a metanogén mikrobak pusztulasat okozhatja [85,108].
CO:2 hidnyaban nem csak a hidrogenotr6f metanogén mikrobak szénforrasa fogy el, hanem a
homoacetogenezist végzé mikrobdk acetat termeld képessége is csokken. A homoacetogén
mikroorganizmusok a Wood-Ljungdahl anyagcsere Gitvonal alapjan (1. egyenlet, acidogenezis)
képesek a CO2 redukalasara, Ha segitségével acetat képzésre. Az igy keletkezd acetat szolgalhat
szerves szubsztratként a metanogének masik csoportja, az acetotrof metanogének szamara
[109,110].

Az in-situ mikrobiologiai rendszer stabilitasat konnyen felborithatja a Hz adagolas,
technikailag nehezen oldhatdé meg a paraméterek pontos ellendrzése és szabalyozasa a gyakran

2-3000 m?® biogaz iizemi reaktorokban, ezért ez a megkozelités nem ajanlott.

3.5.2.1.2 Ex-situ biologiai metantermelés

Az ex-situ technologidk lényege, hogy a biogdz mindségének javitdsa a hidrogenotrof
utvonal segitségével egy kiilon reaktorban zajlik. A H2 megujul6 ,,z61d” aram felhasznalasaval
a viz elektrolizise soran allithato eld és adagolhato a rendszerbe. A CO; szarmazhat fiistgazbol,
deponiagazbol, biogazbdl és szintézis gazbol. A két gaz elegyét egy fiiggetlen reaktorban
feldusitott hidrogenotrof metanogén kultira képes atalakitani a CO2-ot elektron akceptorként
és szénforrasként, a Ho-t redukaloszerként felhasznalva [104,108].

Az eljaras nyilvanvald hatranya a beruhazési koltség, ami egy ujabb reaktor edény és azt

kiszolgald berendezések beépitésével jar. Ezt tobb, technoldgiai eldony ellenstulyozza. A
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legfontosabb ezek koziil, hogy nem kell szamolni a H bevitel mikrobioldgiai hatasaival, hiszen
ebben az esetben csak a hidrogenotrof metanogének tevékenységét hasznaljuk ki. Az exogén
CO. szarmazhat barmilyen forrasbdl tehat csokkenti a karos iiveghazhatast gaz kibocsatasat a
kornyezetbe és konnyen tarolhato energiahordozova alakithato at CHs formajaban [8].

A legnagyobb kihivast az ex-situ technoldgiak esetében is a Hz rossz oldddasa jelenti a
légtérbdl a vizes fazisba. Az oldott H, koncentracid ndvelését intenziv keveréssel, a gaz-
folyadék feliilet novelésével és/vagy a Ho nyomas fokozasaval lehet elérni. CSTR (continuous
stirred tank reactor = folyamatosan kevert reaktorok) berendezésekkel végzett kisérletek soran
60:25:15 aranyt H2:CH4:CO2 elegybdl kiindulva értek el 95,4 %-0s CH4 tartalmat azaltal, hogy
a kevertetés sebességét 500-800 fordulat/percre novelték, ami persze megemelkedett
energiabefektetés-igénnyel jart [111].

Az ex situ biogaz-Osszetétel javitdsara iranyuld legfrissebb kutatdsi eredményeket,

eljarasokat a 3.6.1-es fejezetben taglalom részletesen.

3.5.2.2 Fotoautotrof modszerek

A fotoszintetikus biogaztisztitas soran a biogazbol mikroalgak kivonjak a CO»-t, igy CHs-
ben gazdag gazelegyet kapunk. A moddszer elénye, hogy a fotoszintetizalo szervezetek
(eukariota mikroalgak, cianobaktériumok) képesek a biogazban jelenlevé CO2-t megkotni €s
mikroalga biomasszava alakitva, feljavitva ezaltal a gazelegy Osszetételét. Ez egy redox COx-t
redukal6 folyamat, amely soran aerob koriilmények kozott a viz elektrolizise altal keletkeznek
az elektronok (4. egyenlet). A folyamat kulcsfontossagu 1épése a CO2 megfeleld hatékonysagu
oldodasa a biogazbol a folyadék fazisba. A fotoautotrof rendszer elméleti potencialja alapjan,
amennyiben a CO: oldékonysaga nem gatolja a folyamatot, 1 g mikroalga biomassza
eléallitasahoz a rendszer 1,8 g COz-t hasznal fel [89,112,113]. A fotoautotrof rendszerek
alkalmazasanak nagy elénye a biogaz tisztitasa soran, hogy a H.S-t is megkotik ezzel tovabb

tisztitva a gazelegyet.
CO2 + H20 + fotonok + nyomelemek — Oz + CH1,63No,1400,43P0,006S0,005 + héveszteség
4. egyenlet: A cianobaktériumok altal katalizalt fotoautotrof reakcio egyenlete [89].

Alapvetéen két tipusa létezik a fotobioreaktor rendszereknek: a zart (cs6 vagy téglatest
formaban) és nyitott (high rate algal ponds). A zart rendszerek hatékonysaga, kis helyigénye és

vizsziikséglete kedvezdbb a nyitott rendszerekkel szemben, de a feldllitasdhoz ¢és
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mukodtetéséhez sziikséges befektetés mértéke és energiasziikséglete nagyban megdragitja a
technologiat. Ezzel szemben a nyitott rendszerek igen alacsony beruhazasi és fenntartasi
koltséget igényelnek, azonban kevésbé hatékony CO: felvétellel rendelkeznek, valamint a
kultarak befertéz6dése mas fajokkal is konnyebben bekovetkezik. Mindkét rendszer képes a
fotoautotrofokkal végzett biogaz tisztitasnak, hogy a folyamatban képz6d6 biomassza értékes
Osszetevoket tartalmaz (pl.: fehérjék, antioxidansok, poliszacharidok), amik hasznosithatok,

vagy maga az organizmus szolgalhat szubsztratként a biogaz reaktorban [115-118].

3.5.2.3 Biogaztisztitas fermentacios rendszerek segitségével

Habar a biologiai biogaz tisztitasi technologiak leggyakoribb terméke a CH4, mas stratégiak
figyelembevétele is jelentds lehet. A Hz-nel torténé CO2 redukcei6 altal a CHs mellett szamos
mas értékes vegyiileteket is el6 tudunk allitani biotechnologiai uton, ilyenek pl. az ecetsav, a
vajsav, az etanol és a butanol [119]. Kiilonb6zé mikroorganizmusok (pl. Acetobacterium
woodii, Butyribacterium methylotrophicum, Clostridium scatologenes, stb.) képesek a CO»-t a
H2 segitségével szerves savakka és/vagy alkoholokka alakitani, amik értékes termékek illetve
vegyipari, gyogyszeripari alapanyagokként hasznosithatok [17,120,121]. A legnagyobb
kihivast a fermentacios rendszerekben a Hz olcsd beszerzése jelenti, ami az eljaras
nyereségességét leginkdbb befolyasolja. Alternativ megoldds lehet a H eldallitasara a
fermentacios lehetéség koziil egy a borostyankdsav elballitasa gliikozbol Actinobacillus
succinogenes segitségével [122]. Actinobacillus succinogenes alkalmazasa borostyankdsav
eléallitasara egy 0 technologia, elonye, hogy a korabban alkalmazott mikrobakkal ellentétben
a kizarolagos foszfoenol-piruvat karboxikindz anyagcsereitvonal hasznositasa, amelynek
toleranciaja. A borostyankdsav, mint a biogdz CO; tartalmanak terméke prekurzorként szolgal
mezdgazdasagi (pl.: allati taplalékkiegészitd, novény ndvekedés stimulator), élelmiszeripari és
gyogyszeripari termékek (pl.: biologiai uton lebomld milanyagok, detergensek, feliiletaktiv

anyagok) szintézisében [122,123].

3.5.2.4 Bioelektrokémiai rendszerek (BES)
Az egyik legkdltséghatékonyabb és megjuld energiaforrason alapuldé megoldas a biogaz

biologiai Giton torténd tisztitasara a bioelektrokémiai (BES) rendszerek alkalmazasa [124,125].
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A BES rendszerek altal végzett biogaz tisztitas soran a cellaban az anédon mikrobialis oxidacio
segitségével elektronokat allitanak el6 a mikrobak szerves, szervetlen elektron donorokat
hasznalva fel [126,127]. Az elektronok a katodra keriilnek, ahol értékes vegyiiletek (pl.: Ha,
CHa) keletkezik [128,129]. Az igy eldallitott Hz felhasznalhaté a CO2 redukcidjara, a biogaz
tisztitasara, CO; tartalmanak csOkkentésére. A mikrobialis elektrokémiai celldk biokatod
hasznalataval a CHs eldallitasara is alkalmasak a CO:z redukcidja altal. A redukciohoz

sziikséges H» extracellularis elektrontranszferrel és abiotikus uton eldallithaté a katédon
[130,131].
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11. abra: Bioelektrokémia rendszer sematikus felépitése ([128,132] alapjan modositva)
3.6 A ,,Power-to-BioCHs” technologia

Egyre inkabb kutatott és biztatd lehetdség a biogaz Osszetételének javitasara, CHs
tartalmanak novelésére a Power-to-BioCHs (PtBioCH4) technolégia. A fosszilis
energiahordozok kimeriilése ¢s a kornyezettudatos ¢életvitel és az egyre nagyobb
energianyereség elérése érdekében eredményeként egyre jobban elétérbe keriil a megujulod

energiahordozok (szél-, viz-, fotovoltaikus energia, biomassza) 4ltal biztositott energiatermeld
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technologiak felhasznalasa. A biomasszabol biogazt el6allitd technologia (pl.: biomassza
égetés) és a hot termeld technologiak (pl.: napkoho) kivételével a legtobb megtjuld elektromos
aramot ad. Az aramtermelést jelentdsen befolydsolja az energiahordozdk napi vagy szezonalis
energiadtadasi ingadozasa. Az intenziv iddszakokban a megujulé energiahordozokbol
eloallitott elektromos aram mennyisége fejlettebb régiokban meghaladja a felhasznalt
mennyiséget, ami az elektromos halézatok talterheltségét okozza és az energiatobblet taroldsa
hidnydban energiaveszteséghez vezet. A hullamzé taltermelés csillapitasara, az elektromos
energia tarolasara kedvez6 megoldés a plusz aram alternativ energiahordozokka, vegyiiletekké
torténd alakitasa. Ilyen technologiai lehetdség a ,,felesleges” aram felhasznalasa hidrogén (Hz)
eldallitasara a viz elektrolizisével. Ez egy jol jellemzett és vilagszerte alkalmazott eljaras, habar
az eloallitast kovetden az energetikailag, financidlisan és technoldgiai szempontbol kedvezé Hz
tarolasi és szallitasi megoldasok még varatnak magukra [133]. Ezért egy lehetséges és igen
kecsegtetd megoldas lehet az elektrolizis soran eldallitott Ho atalakitdsa CHs-na. A CH4 nagy
elénye a Hp-nel szemben, hogy tarolasi és szallitasi koltsége a toredéke a Ho-nek és a kiépitett
foldgaz haloézatok infrastruktarai is megfelelnek erre a funkcidra. A foldgazhaldzat sokkal
rugalmasabban tudja kezelni a hullamz6 betapldldst, a metan kisebb veszteséggel szallithato,
tarolhato, mint az d&ram. A folyamat katalizisére napjainkban szamos jol leirt modszer alkalmas,
de az egyik legkoltséghatékonyabb megoldast a biogaz fermentorok mikrobak6zosségének,
azon beliil is a hidrogenotrof metanogének anyagcseréjének felhasznalasa a CHjs eldallitasara

jelenti.
3.6.1 A ,,Power-to-bioCH4” alapu kutatasok, eljarasok

A bioldgiai tton torténd biogdz mindség javitds soran mikrobdkat alkalmazva tudunk
megszabadulni a f6 szennyezdként jelen levd CO2-t6l. A mikrobdk anyagcseréjiik révén
képesek 4talakitani a biogazban jelen levé CO2-ot CH4-nd H: segitségével, ez a Power-to-
BioCH4 (PtBioCH4) koncepcié alapja. A biogaz tisztitisa egyre jobban kutatott teriilet és
napjainkban mar novekvO szamu kisérleti biogaz tisztitd, mindségjavitdé bioldgiai eljaras
1étezik, s6t Dania, Németorszag, Svédorszag, Svajc és Nagy Britannia teriiletén mar féliizemi
és ipari egységek is miikodnek [134].

A biologiai uton torténd ,,PtBioCH4” katalizise torténhet a mikrobak altal eléallitott enzimek
segitségével, vagy magukkal az €16 mikrobdkkal. Habar az enzimatikus katalizis hatékonyabb,
de az enzimek érzékenysége és aktivitas vesztése nehezebben kezelhet6vé teszi a folyamatot.

Az ¢l6 organizmusok altal biztositott enzimatikus és biokémiai komplexitas nagyobb stabilitast
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biztosit a rendszereknek. Mikrobak segitségével végzett ,,PtBioCH4” alapu kutatasok,
technologidk két csoportra oszthatok: a tiszta kultardk, és a kevert mikroba kozosség
segitségével végzett eljarasokra.

A ,,PtBioCH4” megvalositasa tiszta metanogén kultara segitségével egy ismert anyagcsere
utvonalon torténik a Hz és a CO» atalakitasa a mikrobak segitségével CHs-na. Elonye, hogy a
mikrobiologiai komplexitas hidnya és a fermentacios kdzeg egyszeriisége miatt az anyagcsere
folyamatok jol nyomon kdvethetdk és konnyen kiszdmithatok. Hatranyai k6z¢ sorolhato, hogy
a tiszta kulturak fenntartasa nehéz, ehhez sziikséges technoldgiak, tapoldatok és nyomelem
keverékek dragak, valamint a tiszta kultlra stabil fenntartasa megfeleld szakértelmet igényel.
Ezen tul a fermentorok méretének novelésével a kultira fenntartdsanak koltségei nagyban
novekednek és a kultura tiszta fenntartasa tovabb nehezedik. Napjaink technologia fejlodésével
egyre tobb hidrogenotrof metanogén mikroba keriil azonositasra a F6ld szdmos pontjardol. Ezek
anyagcseré¢jének felfedezésével, leirasaval, szaporitisaval nap mint nap ujabb lehetséges
jeloltek keriilnek a kdztudatba. Ennek ellenére egyediil az 1972-ben izolalt Methanobacterium
thermoautotrophicus az egyetlen hidrogenotr6f torzs, amellyel ipari koriilmények kozott is
probalkoznak [135,136]. Mara ez a technologia hazankban is, mint szamos mas orszagokban
megvetette labat és az Electrochaea projekt honositasa laboratoriumi koriilmények kozott
sikeresen megvalosult [137].

A kevert kultirakkal végzett bioCHas el6allitas elényei a tiszta kulturakkal végzett
atalakitasokkal szemben a koltséghatékony kivitelezhetdség és a konnyebb kezelhetdség. A
kornyezetbdl izolalt és aztan ipari koriilmények kozott feldusitott, alkalmazott biogdz termeld
kozosségek Osszetettsége stabilitast biztosit a kevert kultiras eljarasoknak. Mezofil és termofil
fermentacidos technologiak egyarant elterjedtek [59,85,108,111,138-140]. Ezeknek a
technologiaknak a fejlesztését, hatékonysaganak novelését két megkozelitéssel célozza meg
napjaink tudomanyos tarsadalma. A kevert kozosségek 0sszetételének nyomon kdvetesével, és
a ,,PtBIoCH4” fermentacios koriilményei szempontjabol hasznos hidrogentrof kozosségek
feldusitasaval fokozhat6 a létrehozott rendszerek hatékonysaga, stabilitasa. A ,,PtBioCH4”
alapt rendszerek mikrobialis Osszetételét célzo kutatasok napjaink egyik leginkabb kutatott
teriilete [84,85,105,138]. Mikrobak 0Osszetétele mellett a kiépitett rendszer struktiraja,
hatékonysag fokozo technologidk alkalmazéasa is jelentdsen befolyasoljak a ,,PtBioCHs”
rendszerek teljesitményét. Legegyszeriibb fermentacidos elrendezések a batch, fed-batch
rendszerek, azonban a H rossz oldékonysaga miatt a fejlesztések ennél hatékonyabb eljarasokat
igényelnek [59,111,141]. Az egyéb reaktor geometriai megoldasok koziil az egyik leggyakoribb
a CSTR (continuous stirred-tank reactor; folyamatosan kevertetett reaktor), ahol a keverés
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sebességének fokozasaval a H gaz-folyadék tomegaramlasanak hatékonysaga fokozodik
[133,142,143]. Egy masik fermentor konstrukcio az UASB (upflow anaerobic sludge blanket),
amely esetében a gaz és a folyadék fazis nagyobb feliileten vald érintkezése érdekében alulrol
jut a reaktorokba a H: diffuzorok, porlaszt6 membranok segitségével [105,144]. Szintén a H»
és a mikrobdk érintkezési feliiletét ndveld rendszer a trickle-bed, fixed-bed reaktorok. Ebben a
két esetben a mikrobak a fermentacids folyadékkal egyiitt inert feliileten vannak immobilizalva
nagy érintkezési feliileti biofilmet 1étrehozva. Ez a biofilm réteg folyamatosan nedvesen van
tartva folyékony halmazallapoti tapoldattal, ami tartalmazza a mikrobak szamara sziikséges
vegyiileteket, ionokat, nyomelemeket. A gaz az altalaban hengeres alaka reaktor aljatol van
recirkulaltatva jra-és ujra, ezzel a Hyx és CO2 elegy oldddasi esélyeit megndvelve. Az
immobilizalt feliilet a korabban bemutatott fermentacios elrendezéseknél jelentésen nagyobb
aktiv feliiletet biztosit a gaz-folyadék transzferhez [145-149].

A reaktorok kialakitasan kiviil fermentacidés paraméterek valtoztatasaval is befolydsolni
lehet a H2 és CO2 elegy oldékonysagat. Ilyen lehetség a reaktor belsé nyomasanak novelése,
ezzel fokozva a gazelegy oldékonysagat a folyadék fazisba [133,150]. A trickle-bed, fixed-bed,
UASB reaktorok alkalmazasa esetén megfigyelhetd technoldgia a gazelegy folyamatos, vagy
szakaszos recirkuldltatisa a fermentacios elegyen keresztiil. Ezzel ndvelni lehet a gazelegy
érintkez6 feliiletét a folyadék fazissal, a mikrobakkal, emellett a be nem oldott H» és CO> tjra
oldédasanak hatékonysagat fokozza [105,138,147]. A Hz és COz oldékonysagat azzal is fokozni
lehet, ha a hagyomanyos gazinjektorok helyett diffizereket, membranokat alkalmazunk a gaz
»porlasztasara”. Ezzel a cél, hogy a gaz a lehetd legkisebb buborékok forméjaban jusson a
fermentacios folyadékba, ezzel is ndvelve a gaz retencids idejét a folyadékban, gaz-folyadek

tomegaramlas hatékonysaganak lehet6ségét [138,151,152].
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12. abra: A Power-to-Gas  technoldgia folyamatanak sematikus bemutatasa [59].

3.7 Hidrogén

A rohamos gazdasagi fejlodés és a népesség novekedés kétségteleniil ndveli az emberiség
energiaigényét. Ennek fedezésére szerencsére egyre tobb kutatas iranyul a megajulokkal
termelt energia tarolasanak fejlesztésébe, igy a Hz, mint a megljulo uton eldallithato egyik
legtisztabb energiahordozo is el6térbe keriilt [153,154]. A Hz a leggyakoribb elem a
naprendszeriinkben és energiastiriisége az 6sszes hagyomanyos lizemanyagnal magasabb (122
kJ/g), ami majdnem haromszorosa a szénhidrogén alapu {izemanyagoknak [155]. Manapsag
egyre tobb teriileten fordulnak eld technologidk, amelyek lokalisan kielégitik a H2
szlikségleteket, de a Hz globalis igényeinek fedezésére még szdmos infrastrukturalis és
technologiai fejlesztés sziikséges [156]. Hz szamos technologia révén eldallithato:
szénhidrogének atalakitasaval, deszulfurizacioval, pirolizissel, plazma- , vizes tazis- (APR) és
ammonia atalakitassal, kiilonb6z6 biomasszabdl kinyert eljarasokkal €s vizbontas segitségével
[157]. Ezek koziil a legmegfeleldbb eljarasok a ,,z6ld technologiak™ lehetnének. Ilyenkor a
megujuld energiahordozok energiaja aknédzhato ki, €s igy tiszta, nagy energia tartalmua és
valtozatos felhasznalasi lehet6séget biztositd energiahordozé allithato elé [154]. A H2
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lehetdséget biztosit a légkorbe juttatott szén alapu, liveghézhatést kivaltd €s noveld gazok
kibocsatott mennyiségének csokkentésére, ezaltal a globalis klimavaltozas mértékét csokkenti.
A H: segitségével ezek az liveghazhatast gdzok megkdthetdk és atalakithatok mas alternativ
lizemanyagga (pl.: metannd). Ez a folyamat teljesen kornyezetkimélé modon kivitelezhetd,
hiszen a H, termelést megujuld energia biztositja [158]. A H2 eléallitasara szamos technologia
l1étezik, viszont a taroldsa és szallitdsa sajndlatos modon még a mai napig kihivast jelent.
Hatranya, hogy tarolasa, hatasfoka, és a szallitasaval, felhasznalasaval kapcsolatos veszélyek
miatt ma még nem idedlis. [154,159]. A H: tarolhatdé gaz, szilard, vagy cseppfolyositott
halmazallapotban (13. abra) [159,160].

Siiritett gaz Kriogén tartalyok |
g g yok |

'\ /
/ \.
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anyagok
Abszorpc;o | Adszorpcid | | Kémiai reakcié

13. abra: A hidrogén tarolasi lehetdségei ([154,159] alapjan modositva).

A H: tarolasanak és szallitdsanak nehézségeire nyujthat megoldast, a H: alternativ,
biztonsagosabban, koltséghatékonyabban tarolhatd, szallithatd biolizemanyaggd torténd
atalakitasa pl. CHs-na. A hidrogenotroéf metanogén mikrobak, melyek fontos csoportjai a biogaz
fermentaldé mikroba konzorciumnak, képesek a Ho-t atalakitani CHs-na a 3. egyenlet alapjan
[161]. A biogaz termeléshez kapcsolva a hidrogenotroéf metanogének nem csak atalakitjak a Ho-
t CHs-na, hanem a keletkezd biogdz CO2-jat hasznaljdk fel szénforrasként a reakcidhoz, a
keletkez6 gazelegy mindségét javitva [8].

H> nem csak kiils6 forrasbol vihetd be a biogaz termeld kdzegbe, hanem a szerves szubsztrat
hidrolizise soran is keletkezik. Ha a mikrobakonzorcium szervesanyag ellatisa megfeleld,

akkor a szubsztrat fermentacidja soran felszabadul6 Ho-t a biogdz fermentald mikrobak6zosség
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fontos tagjai, a hidrogenotrof metanogének, CHa-t allitanak ¢l6, ezzel biztositva a H, alacsony
parcialis nyomasat a kdzegben [162].

A Hz nem csak kedvez6, hanem nagy mennyiségben karos is lehet a mikrobialis k6zosség
mukodésére. A hidrogenotrof metanogén mikrobak a H» felhasznalasaval a kozeg CO2, HCOgz
tartalmat redukaljak el, amelyek feleldsek a fermentacios folyadék pH-janak puffereléséért.
Abban az esetben, ha tul sok Hz keriil a kozegbe, az a fermentacios kozeg pH-janak
lagosodasahoz, hosszi tavon a kozoOsség pusztulasahoz vezethet [111]. Masik oldalrdl
megkozelitve, ha olyan nagy mennyiségben keletkezik, vagy juttatunk be Ho-t, hogy a
hidrogenotr6f mikrobdk nem képesek felhaszndlni, akkor az az acidogenezist vagy
acetogenezist végzé baktériumok anyagcseréjének leallasdhoz vezethet [163]. A H2 magas
parcialis nyomasa (> 10 Pa) az anaerob degradacié gatlasahoz, az illékony szerves savak
felhalmozodasadhoz, a pH elsavasodasdhoz és végiil a CHa, biogdz termelddés leallasdhoz

vezethet [164,165].

3.8 Metan

A ,,Power-t0-BioCH4” technoldgia masik fontos komponense a ,,z61d energia” tarolasanak
végso energiahordozoja, a CHa. A H2-nél a CHa sokkal kényelmesebb lehetdségeket biztosit az
energia taroldsara, hiszen szallitasara €s tarolasara a meglévd gazhaldzatok alkalmasak. Az
energiaraktarozo képessége jelentésen nagyobb (36 MJ/m®) a Ho-nél (10,88 MI/m?) [111], ez
mellett a szénhidrogéneknél is jobb energiastiriségel rendelkezik, mivel elégetése soran ~56
kJ/g energia szabadul fel [166].

A CHa a szén legredukaltabb formaja és a 1égkoriink legnagyobb relativ gyakorisagu szerves
gaza [167]. Légkori koncentracidja az ipari forradalom (1750) el6tt becsiilt értékének
megkozelitéleg a 2,6 szorosara emelkedett 2018-ra (1857 ppb), ily modon legnagyobb
mértékben jarul hozza Foldiink globalis klimajanak valtozasahoz [168]. CHs keletkezhet
antropogén (emberi tevékenység révén) €s biogén (mikrobidlis anyagcsere révén) uton.
Napjaink CHs termelésének jelentds része antropogén eredetli, melynek f6 forrasai a
szénhidrogének égetése, szén banyaszat, szennyvizkezelés ¢és mas mezdgazdasagi
tevékenységek [169-171]. Biogén eredetli CHs a szerves vegyiiletek anaerob lebontasa és
redukcidja révén keletkezik [172]. A mikrobialis eredetii CHs legjelentdsebb forrasai Foldiink
nedves-, vizes éléhelyei, amelyek évente akar 35 Tg (10'? g) CHa kibocsatasaért felelések
[168]. Jelentés mennyiségli CHa4 szabadul fel tovabba a rizsfoldekrdl, valamint a kérédzok

emésztérendszerében €16 mikrobak anyagcseréjének melléktermékeként [167]. Bizonyos
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becslések szerint azonban mégsem a korabban emlitett forrasok jelentik Foldiink legnagyobb
CHs készleteit, hanem a sarkkorokon tal talalhatdo permafroszt. Tarnocai €s munkatarsai
eredményei alapjan Foldiink teljes szénkészletének 50%-at a permafroszt zarja magaba
[173,174].

A mikrobialis CHs képzésért a metanogén mikrobak felelések, melyeknek fontos szerepe
van a ,Power-t0-BioCH4” technoldgidban is. A metanogén mikrobak taxonomiajat,
morfologiajat és anyagcsere-folyamatait a 3.2.3 Metanogenezis folyamata cimii fejezetben
taglaltam.

A CHg energiaraktarozo képessége miatt kivald energiahordoz6, melyet napjainkban szamos
technologia segitségével hasznosithatunk. A CHs leggyakoribb felhasznalasi formai az
elégetése soran keletkez6 ho (pl.: flités, f6z¢€s), gazmotorok segitségével eldallitott villamos
energia (pl.: vilagitas) [3] alkalmazésa, vagy alternativ energiahordozokka alakitasa (pl.:
metanol, szénhidrogének) [175].

A CH4 nem csak szamunkra jelentds energiahordozd, mikrobdk szamadara is nyujthat
energiaforrast. A leginkabb tanulmanyozott CHs hasznosit6 mikrobak az aerob metilotrof a-, y
Proteobacteria-k [176]. Ezek a mikrobak a CHs oxidacidja révén Oz segitségével allitanak el
metanolt anyagcseréjiik soran, amely tovabbi utvonalakon fajspecificitastol fiiggden oxidalodik
¢s biomassza ¢és egyéb melléktermékek keletkeznek (pl.: formaldehid, szerves savak, ectoin,
zsirsavak, B2 vitamin) [177]. A CH4 oxidécidja anaerob utvonalon is végbe mehet. Anaerob
metanotr6f Archaea-k megfeleld elektron akceptor (pl.: Fe3*, NOs,, SO4%) jelenlétében CHa
oxidacidja révén jutnak energiahoz [178].

A CHjs fiziko-kémiai tulajdonsagai miatt a Fold 1égkorében felhalmozddva jelentds szerepet
jatszik Foldiink globalis klimavaltozasaban, az iiveghdzhatas mértékének fokozasaban. A CHa
annak ellenére, hogy légkori tartozkodasi ideje jelentésen rovidebb (~10-12 év), mint a CO2-¢

(évezredek), a CHs altal abszorbealt hé mennyisége (28-36 GWP-global warming potential)

¢s ezzel a liveghazhatds mértékének kontrollalasara célzott stratégidk (pl.: husfogyasztas-
szarvasmarha tenyésztés-csokkentése, gyarak ventillacios rendszereinek fejlesztése,- szivargas
mentesitése, banyaszat soran melléktermékként keletkezd gazok kezelése, stb.) nyujthatnak

megoldast [180].
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4 Felhasznalt anyagok és modszerek

4.1 Kevert természetes kultiara (oltoiszap)

A kisérleteim sordn alkalmazott mezofil oltoéiszapot, amely tartalmazta a biogiz
fermentaciohoz sziikséges mikrobakozosséget a Zoldforras Energia Kft. biogaziizeme
biztositotta. Az lizem altal alkalmazott szubsztrat kukorica silo-cukorcirok €s sertéstragya 80:20
aranyu keveréke.

A termofil kisérletekhez alkalmazott oltdiszap a Batortrade Kft. (Nyirbator) biogaz
erdmivébol szarmazott, amit fél-folyamatos iizemu, 5 literes laboratériumi termofil
fermentorokban tartottam fent. Szubsztratként kukorica silot alkalmaztam.

Kisérleteim soran batch fermentacidt alkalmaztam. A rendszer Osszeallitdsdhoz 160 ml
térfogati Hypo-Vial iivegeket (Wheaton szérum iiveg, Z114014 Aldrich) hasznaltam. A
fermentacios elegyet a kovetkezoképpen allitottam 6ssze: 40 ml oltdiszap (Zoldforras Energia
Kft. biogaz iizem) keriilt a Hypo-Vial iivegekbe, ehhez sziikség esetén hozzdadtam a megfeleld
mennyiségii szubsztratot (a-celluloz (C8002 Sigma),3. tablazat), aminek mennyiségét a VDI
(Verein Deutcher Ingenieure 4630) protokoll irdnyelvei szerint megmért szarazanyag €s szerves
szérazanyag tartalom alapjan szdmoltam ki. Aluminium gylrQi és gumiszeptum segitségével
légmentesen zartam a reakcid edényeket. Ezt kdvetden a reakcid edényt anaerobizaltam
oxigénmentes nitrogén gazzal (Messer N2 4.5) torténd 5 perces atfivatds segitségével. Az
atfuvas soran keletkezett nyomast kiegyenlitettem. A reaktor légterébe milanyag fecskenddvel
adagoltam a kiilonb6z6 mennyiségii Ho-t, CO.-t az 3. tablazat alapjan bemutatott stratégiat
kovetve. A rendelkezésemre all6, nem nyomasalld milanyag fecskendd hasznalata miatt a
bemért Hz, CO2 pontos mennyiségét gazkromatograffal hataroztam meg.

Az els6é kisérlet sorozat soran (5.1 Egyszeri szubsztrat adagolds hatasa a PtBioCHa
rendszerre) szerves szubsztrat bevitel csupan a reaktorok inditasakor, egyszer tortént, a
késébbiekben ez nem ismétlédott meg (3. tablazat). A masodik mérési sorozat soran (5.2
Rendszeres szervesanyag-utanpétlas hatasa a PtBioCHs rendszerre ) a szerves szubsztratot
periodikusan, szakaszos rendszerességgel pdtoltam, amelynek pontos idejét, az eredmények
bemutatdsa sordn pontosan jeleztem. A harmadik kisérlet soran semmilyen szerves szubsztratot
nem adtam a fermentéacidos maradékhoz. Mindharom mérés sordn a Hz-t és a 3 mérés soran a

CO»-ot sziikség esetén napi rendszerességgel adagoltam a reaktorok 1égterébe.
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L: szervesanyag 2: szakaszos a- 3: szervesanya
Kisérletsorozat: bevitel a kisérlet C . ax C . y g
. arex celluléz hozzaadas bevitel nélkiil
inditasakor
H, (ml)?2 0O 2040 60| O 20 40 60 0 20 40 60
SZul()SZtrét 0 X X X X X X
a_
celluloz) " " " "
() 0,3 X X X X Xe | X¢ | X® | X¢
CO; (ML) | sztéchiometrikus XP o XP o XPoXP

3. tablazat: Fermentécios rendszer dsszeallitasanak terve; 2napi adagolas, ®a CHy termelés leallasat
kovetden adagolva; szubsztrat heti adagolasa; 9szubsztrat hozzdadasa a reaktorok Osszeallitasa soran

egyszeri alkalommal
4.2 Szarazanyag-tartalom meghatarozas

A szubsztratként felhasznalt biomassza szdrazanyag-tartalménak meghatarozasahoz 105°C-
os szaritészekrényben a mintdkat egy ¢jszakan keresztiil tomegallanddsagig szaritottam, majd

a visszamaradt tomeg alapjan kovetkeztettem azok szarazanyag-tartalmara.
4.3 Szervesanyag-tartalom meghatirozas

A széarazanyag-tartalom meghatarozas soran keletkezett mintdkat 550°C-on hevitettem

tomegallandosagig, a visszamaradt tomegbdl kovetkeztettem azok szervesanyag-tartalmara.
4.4 Légtér osszetétel meghatarozas

A reaktorok légterébdl vett minta CHs és Ho tartalmanak meghatarozasahoz Agilent 6890N
tipusu gazkromatografot hasznaltam. Az inletben a vivogaz aramlasi sebessége 22,4 ml/perc
volt, 1,1:1-hez split arannyal. A kromatografias eljaras soran HP-MOLESIEVE 5A kolonnat és
argon vivogazt hasznaltam, melynek aramldsi sebessége a kolonnan 9,6 ml/perc volt. A
kolonnatér hdmérséklete 47°C, TCD detektor hdmérséklete 160°C volt.

A reaktorok légterének CO> tartalmat TCD detektorral és HP PlotQ (30 m x 0,5 mm X 40
um) kolonnaval felszerelt Shimadzu GC 2010 (Shimadzu Corporation) segitségével hataroztam

meg. Az inletben a vivogaz aramlési sebessége 10 ml/perc volt, 4:1-hez split arannyal. A
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vivogaz N2 volt, amelynek aramlasi sebessége a kolonnan 1,25 ml/perc aramlasi volt. A
kolonnatér hdmérséklete 80°C, TCD detektor hdmérséklete 160°C volt.

A kromatografids mérésék soran kapott eredményeket a tovabbiakban a H &talakitési
hatékonysaganak szamitasara hasznaltam fel, amelyet hidrogén hidrogenotr6f metanogenezis
sztochiometrikus reakcidoegyenletét felhasznalva szamoltam ki [59,138,144].

_ (rCH4A - TCH4B)

= 100
(THZA - T'HZB) * 4 )

n- atalakitasi hatékonysag [%]

Tcn,a- @ vizsgalt reaktor CHa mennyisége [ml/nap]

Tcn, 5~ @ Kontroll reaktor CH4 mennyisége [ml/nap]

Ty, 4- @ befecskendezett H2 mennyisége a reaktorban [ml/nap]

Ty, - @ fel nem hasznalt H> mennyisége a reaktorban [ml/nap]

4.5 Tllékony szervessav (VFA) osszetétel meghatarozas

Fermentorok folyadékfazisabol vett mintat lecentrifugaltam, (10 perc 13000 rpm) a
feliiltszot centrifuga csébe helyezheté PES alapti membransziir6 (3 kDa) segitségével szlirtem
20 percen keresztiil. A szerves savak analizisét, HPLC-vel (Hitachi LaChrom Elite) végeztem
el. Az elvalasztas Agilent Hi-Plex H kolonna segitségével végeztem, a kolonnatér hdmérséklete
50°C, az eluens 0,01 M-os hig kénsav volt, melynek aramlasi sebessége 0,6 ml/ perc volt. A
szerves savak mindségi azonositasa L-2490 refraktiv index detektor segitségével retencios id6
alapjan, mennyiségi meghatarozasa a csucs alatti teriilet alapjan az EZChrome Elite program

segitségével tortént. A detektor hdmérséklete 41°C volt.
4.6 pH meghatarozas

A fermentor folyadék pH-ja OP-0808P pH elektroddal felszerelt Radelkis OP-211/2 pH

mérdvel hataroztam meg.
4.7 Szekvenalas

A mikrobidlis 6sszetétel meghatarozas lépéseit, eredmények kiértékelését, munkatarsam Dr.

Wirth Roland segitségével kozosen végeztiik.
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A szekvenalas soran az Ion Torrent PGM™ szekvenalasi utmutatojat kovettiik (Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific, USA). A mintakonyvtar készitéséhez az lon Xpress
Plus Fragment Library Kitet hasznaltuk (Cat. No. 4471269; Thermo Fisher Scientific, USA). A
Barcocde-olast az lon Xpress Barcode Adapters 1-16 Kit (Cat. No. 4,471,250 Thermo Fisher
Scientific, USA) segitségével végeztik. A szekvenalas Ion PGM 200 sequencing kit
felhasznalasaval az lon Torrent PGM 316-0s chip-jén késziilt.

4.8 Nyers szekvenciak sziirése

A nyers szekvencidk sziirése a Galaxy Europe szerveren tortént. A gyenge mindségii
leolvasasokat Prinseq program segitségével sziirtiik (alapbeallitasok + min. hossztsag: 150 bp).

A sziirt szekvencidkat a FastQC programmal ellendriztiik.
4.9 Leolvasas alapi metagenomika

A szlrt szekvenciakat Kaiju programmal annotaltuk az NCBInr adatbazisat felhasznalva
(beallitas: greedy run mode) [181]. A MEGANG6 programot hasznaltuk a mikrobialis 6sszetétel
elemzéséhez, statisztikai kiértékeléséhez [182]. A fermentacio soran végbement mikrobialis
valtozasok mértekét a log2FC fiiggvény segitségével szamoltuk ki. A nemzetségek fermentacio
végi és kezdeti relativ gyakorisaganak hanyadosanak kettes alapu logaritmusa fejezi ki ezt az

értéket (5. egyenlet).

rel.gyak.X )

log2FC = log2 (rel. gyak.START

5. egyenlet: A mikrobialis valtozasok mértékét kifejez6 log2FC egyenlete (X=a vizsgalt fermentor
mikroba nemzetségének relativ gyakorisdga, START=az X esetében vizsgalt mikroba nemzetség relativ

gyakorisaga a fermentacio kezdetén).

Az eredményeket az iTOL (Interaktive Tree of Life) interaktiv program segitségével

abrazoltuk [183].
4.10 Genom centrikus metagenomika

A genom alapi metagenomikai elemzéshez is a sziirt szekvenciakat hasznaltuk fel. A rovid
leolvasasokbol ugynevezett contig-okat (hosszabb leolvasasokat) épitettem Ossze Megahit
programmal (beallitasok: minimum contig hossz: 2000 bp, minimum k-mer méret: 21,

maximum k-mer méret: 141). A contig 6sszeszerelés utan a kapott FASTA (szekvencidk szoveg
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alapti formatuma) fajlt modositottuk (egyszerisitettiik a contig neveket tgy, hogy mindegyik
contig egy egyedi szamot kapott). Ezutan Bowtie 2 programmal a contigokra visszatérképeztiik
az egyes mintakbdl szdrmazé leolvasasokat (U.n.: mapping), hogy megkapjam melyik minta
melyik leolvasasabol szarmazik az adott contig. A contig-okbol az Anvi’o V6 (Analysis and
Visualization of O’mics data) program segitségével contig adatbazist hoztunk létre a
metagenomikai munkafolyamat alapjan [184]. Ennek menete roviden a kovetkezd volt. Elsé
1épésben nyitott leolvasasi kereteket kerestiink a contig-okon Prodigal program segitségével
[185]. Az egyedi géneket (SCGs: Single copy core genes) rejtett Markov modell (HMM)
HMMER program segitségével azonositottuk specialis egykopias géngylijteményeket
felhasznalva [186]. A contig-ok taxonomiai, illetve funkcionalis illesztéséhez Kaiju és
InterProScan programokat hasznaltunk a NCBInr és az Pfam adatbazisat felhasznalva.
Mindezen eredményeket beépitettilk a contig adatbazisba [181,187-189]. Majd a Bowtie 2
programmal generalt binaris térkép fajlokat (bam falj) hasznaltam fel a contig adatbazis
profilozasara, igy kaptuk meg a mintaspecifikus informacioikat (atlagos lefedettség). Ezek utan
harom automata genom 0sszeszereld (binning) program, nevezetesen a CONCOCT, MAXBIN
¢s METABAT segitségével szereltiik 6ssze a mintakban szereplé mikrobialis genomokat [190—
192]. Majd a programok altal kapott eredmények alapjan sajat keziileg is megkiséreltiik
Osszeszerelni a genomokat, illetve ezeket mindségileg ellendriztiikk (CheckM program). Az
Anvi’o anvi-refine szkriptet hasznaltuk az egyes dsszeszerelt genomok mindségének javitasara.

Az eredményeket az Anvi’o interaktiv feliileten keresztiil abrazoltuk.
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5 Eredmények, Kiértékelésiik

Irodalmi eredmények bizonyitjak, hogy az anaerob biogaztermeld mikrobakozosség
alkalmas a ,,Power-to-Gas” technologia katalizisére. Az dsszetett mikrobialis kultira azonban
jelentdsen alacsonyabb H» parcialis nyomashoz adaptalodott az anaerob lebontds soran, mint
amely a Hx segitségével torténd biogaz mindségjavitasanak gazdasagos folyamatahoz
sziikséges. Igy a Ha rendszeres bevitele és ezaltal kozel allandé jelenléte valtozasokat indukal
a mikrobialis anyagcsere-folyamatokban és Osszetételben. A legjelentésebb probléma in-situ
fermentacio esetén, hogy a H> magas parcialis nyomasa gatlo hatassal van az acetotrof és
acetogén mikrobdk anyagcsere-folyamataira, ami hosszitdvon a szerves komponensek
lebontasa soran felszabaduld illékony szerves savak felhalmozodasahoz vezet, és a
fermentécios folyadék savasodasat eredményezheti. Emellett a hidrogenotrof metanogenezis
soran a mikrobak az oldott CO2-t redukaljak CH4-nd. Ennek eredményeként a fermentacios
folyadék pH-jat szabalyzo karbonatok, bikarbonatok szintje csokken, ami ligosodast
eredményez. Az in-situ Hz bevitel soran keletkez6 problémakra jelenthet megoldast az ex-situ
biogaz mindségjavitasa. Az ex-situ H bevitel elkiiloniti egymastol a szerves biomassza anaerob
lebontasanak f6 folyamatat és a fermentdcios folyadék mikroba Osszetételét felhasznalo
masodlagos reaktort, ahol a biogdz Osszetételének javitasa végbe mehetne a Ho segitségével.
Ezzel a 1épéssel a fo reaktor miikddése zavartalan, és csupan a méasodlagos reaktorban lezajlo
folyamatokat kell ellendrzés alatt tartani a hatékony CHs termelés elérése érdekében.

Laboratoriumunkban az in-situ és ex-situ H> adagolas altal kivaltott mikrobiologiai
folyamatokat is vizsgaltam a mikrobak anyagcsere termékeit és a mikroba kozdsség
Osszetételének valtozasat nyomon kovetve. A fermentaciés maradék ex-situ PtBioCHa
katalizatorként valo felhasznalasa arra iranyult, hogy az egyszeriien €és olcson rendelkezésre
allo kevert mikrobidlis rendszerek miikddését Osszehasonlitsam a sokkal koltségesebb, de
mikrobiologiai szempontbdl egyszerlibb tiszta kulturds fermentaciok miikddésével.
fermentacios maradék tartalmazza a ,,PtBioCH4” folyamathoz sziikséges mikrobako6zosséget,
valamint a mikrobak anyagcsere-folyamataihoz sziikséges makro-, mikro- és, nyomelemeket.
A biogaz erémiivekben folyamatosan keletkez6 fermentaciés maradékot tarolo berendezések a
biogaz erdmiivek fontos részét képezik. Ennek a tarozonak és a fermentacios maradéknak uj

funkciot biztosithat a biogaz tizem ¢s a PtBioCH4 technologia 6sszekapcsolasa.
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5.1 Egyszeri szubsztrat adagolas hatasa a PtBioCH4 rendszerre

5.1.1 Mezofil rendszer

M¢éréseim soran a fermentacios maradék mikrobakdzosségének anyagceseréjét vizsgaltam,
hogy alkalmas-e napi rendszerességii, szakaszos H; betaplalas hatasara a CHs képzésre, és ha
igen, akkor milyen terheléssel ¢s meddig alkalmas ,,PtBioCH4” folyamat katalizisére. Mikodo
mezofil ipari biogazerémi fermentacidés maradékat hasznaltam reakciokozegként és szakaszos
fermentaciot alkalmaztam. A szerves szubsztratot (a-celluldz) a fermentacio kezdetén, egyszeri
alkalommal vittem be a rendszerbe, azonban a Hx-t napi rendszerességgel, szakaszos
betaplalassal juttattam a reaktorok légterébe (3. tablazat). Ennek oka, hogy korabbi kisérleti
eredmények alapjan megallapitottam, hogy a 1égtérbe bejuttatott Ha 24 ora elteltével teljesen
hasznosult. A kiilonb6z6 mennyiségli Ho adagolasat kovetden, gazkromatograffal ellenérizve
megfigyeltem, hogy a H: bejuttatasara alkalmazott nem nyomasalld6 mianyag fecskendd
hasznalata miatt a bemérni kivant Ha, és a valojaban bejuttatott Ho mennyisége ki nem
szamithato, szisztematikus hiba kovetkeztében jelentés mértékben eltért. Ezért a reakcid

edényekben levo tényleges Haz koncentraciot gazkromatograffal hataroztam meg (4. tablazat).

Reaktor I\(Izgg}:ﬁb)eg:t ngonta ,bevitt Nfaponta ,bevitt
tipus Mennyisége (VlSSZZ}H}GI‘t) H> (VlSSZEl.IIl,eI"[) H>
[mi] mennyisége [ml] | mennyisége [%]
Kontroll 0 0.0 0.0
20 21,4 + 0,61 17.8
40 37,75+ 1,7 31.46
60 48,94 + 3.8 41.62

4, tablazat: A fermentorok légterébe naponta adagolt H> mennyisége.

A fermentécio6 kezdetén a CH4 hozam jelentds része a kisérlet elején egyszer adagolt szerves
szubsztrat o-celluléz lebontasabol keletkezett illékony szerves savak hasznosulasa révén
szabadult fel. Ennek tudhat6 be mind a 4 fermentacio esetében megfigyelhetd intenziv kezdeti
CHg termelés (14. abra). A konnyen lebonthato és felhasznalhatd szubsztrat altal biztositott
szerves savakat az acetotr6f metanogén mikrobak hasitottak és CHa-t allitottak eld. Az acetotrof
utvonal mellett megfigyelheté a H2 adagolas pozitiv hatasa a CHs4 hozamra, mind a keletkezett
CO2 mennyiségére az egyes reaktorokban (15. abra). A fermentacié ezen szakaszaban

hidrogenotrof metanogén torzsek anyagesere-folyamataik révén a rendelkezésre allo teljes Hz
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mennyiségét felhasznaltak és CO; redukciojara forditottak 24 ora alatt, ezzel csokkentve a
reaktorok légterének COg tartalmat, novelve a CHs mennyiségét. A mikrobak CHs termeld
aktivitasa a 7. napig novekedett, ezutan a konnyen hasznosithato szerves szubsztrat mennyisége
folyamatosan csokkent, ami miatt az acetotrof metanogének ecetsav, valamint a hidrogenotrof
metanogének CO- utanpotlasa csokkent. A CO, fogyasanak sebességét a naponta felhasznalt
H> mennyisége szabalyozta. A nagyobb mennyiségli H> bejuttatdsa (B, C fermentorok),
nagyobb kezdeti napi CHs hozamot biztositott, felgyorsitotta a CO2 felhasznalasat, aminek
kedvezOtlen hatasai mar a 11. napot kovetden észrevehetdek voltak a legmagasabb H» ellatassal
mikodd fermentorokban (,,C”). A CO2 utanpotlas hidnyaban a hidrogenotrof metanogén
mikrobak szénforrasa eltiint a fermentacidos kozegbdl, emiatt a CHs termelés meredek
hanyatlasnak indult. Szénforras hianyaban mikrobak szamara rendelkezésre allo H> nem volt
tovabba felhasznalhato és a reaktorok légterében maradt vissza még 24 orat kovetden is (15.
abra). Ugyanez a folyamat volt megfigyelhet6 4 nappal késdbb a masodik legnagyobb napi Hz
bevitellel mikddé reaktorokban (,,B”’). Azonban a legalacsonyabb H> mennyiséggel ellatott
reaktorokban (,,A””) a CHa termelés és H» felhasznalas a fermentacid végezetéig kitartott és a
hidrogenotr6f metanogén mikrobak stabil CHas termelést biztositottak a rendszernek. Ezekben
a fermentorokban megfigyelt CO2 mennyiség alapjan viszont feltételezheten kozel jart a CHg
termelésének leallasdhoz a rendszer a 29. napon, hiszen a 26. napot kdvetéen nem tudtam CO»-

t visszamérni a fermentorok 1égterébdl (15. abra).
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14. abra: A mezofil biogaztermel6 kozosség kumulativ metantermelése (zold: kontroll, piros (A): 20
ml, kék (B): 40 ml, fekete (C): 60 ml Hy napi bevitel).
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15. abra: A fermentorok 1égterének CO; tartalma zold: kontroll, piros (A): 20 ml, kék (B): 40 ml,

H, mennyisége [ml]

fekete (C): 60 ml Hz napi bevitel) és a visszamaradt H> mennyisége (kék szaggatott (B): 40 ml, fekete

szaggatott (C): 60 ml Hz napi bevitel).
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A fermentacios kozeg illékony szervessav-tartalmat és pH-jat vizsgalva ujabb
megfigyeléseket tettem a kevert mikrobakozosség miikodésével kapcsolatban, kiilonbozo
mennyiségli Hz jelenlétében. A pH valtozésa a fermentécid ideje alatt, szorosan Osszefiigg a
szervesanyag-tartalom csokkenésével, valamint a hidrogenotr6f metanogének anyagcsere-
folyamataival. A szerves szubsztrat lebomlasa soran illékony szerves savak keletkeznek
(acidogenezis), amelyek a pH-t savas iranyba toljak el. Jelen kisérletem soran az acetotro6f
metanogének a fermentacio elején gyorsan és hatékonyan hasznositottak a keletkezd szerves
savakat, amit a megnovekedett CHs termelés bizonyit (14. abra). A szerves savak képzése és
hasitasa soran felszabaduld CO2 egy része tavozik a légtérbe, mig szintén jelentds hanyada
oldottan karbonatok/bikarbonatok formajaban a reakci6 kozegben marad. Ezek a
karbonatok/bikarbonatok fontos szerepet toltenek be a pH szabalyozasaban, hiszen savas pH-t
biztositanak. A hidrogenotrof metanogenezis végbemeneteléhez elengedhetetlen a mikrobak
szamara a szénforrds, amit ez a csoport a CO2-bodl, annak is az oldott formdjabal biztosit. A CHy
termelddés, Hz felhasznalas, illetve a 1égtér folyamatosan csokkend CO- tartalma bizonyitja az
aktiv hidrogenotr6f utvonalat, amit, a pH nagymértékii emelkedése is alatamaszt. A fermentacio
végére mind a 3 fermenticio esetén jelentdsen megemelkedett a pH, 9 feletti értéket
tapasztaltam a napi Ha betaplalas eredményeként (16. abra). A pH a Hz felhasznalas mértékével
aranyosan lagositotta a fermentacios kozeget. Erdekes azonban megfigyelni, hogy nem a ,,C”-
reaktor tipusban, amely a legmagasabb H> koncentracié mellett miikodott, tapasztalhato a
legligosabb pH, hanem a két kisebb napi H> mennyiséget kapo reaktorban, aminek okara a

szervessav-0sszetétel meghatarozésa soran deriilt fény.
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16. abra: A fermentorok pH-janak valtozasa a fermentaci6 végeztével (piros) a kiindulasi (kék)

ponthoz mérten.

A fermentacio6 végeztével megvizsgaltam a valtozasokat a szervessav osszetétel tekintetében
¢s azt tapasztaltam, hogy a napi beadagolt H> mennyiségének novekedésével a szerves savak
koncentracidja is emelkedett (17. abra). Ennek oka, hogy a H> magas parcialis nyomasa a
reaktorok légterében gatolhatja a savképzd és az acetotrof utvonalakat is. Ahogy az a
gazosszetétel-elemzéseknél kideriilt, a ,,C” fermentorokban allt le leghamarabb a
metantermelés, aminek oka a hidrogenotrof metanogének szdmara sziikséges szénforras a CO>
kimeriilése. Azonban megfigyelhetd, hogy 5 g/l feletti koncentracidban taldlhatd ecetsav a
fermentacids folyadékban, ami konnyen hozzaférhetd szubsztrat lehetett volna az acetotrof
metanogének szamara. Az ecetsav mellett hosszabb szénlancu szerves savak (pl.: vajsav,
izovalerian sav) is mérhetok voltak a reaktorokban, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a nagy
mennyiségben bevitt Hz gatolta az acetotr6f mikrobdk anyagceseréjét, igy a szerves szubsztratbol
keletkezett szerves savak nem voltak képesek hasznosulni. A szerves savak felhalmozodasa
vezethetd vissza arra a tényre, hogy a legmagasabb pH-t mégsem azokban a reaktorokban (16.
abra) mértem, amelyek a legnagyobb dozist Hz-nel voltak ellatva. Az acidogén és acetotrof
utvonalak gatlasa miatt felhalmozodott szerves savak kis mértékében kompenzaltak a

karbonatok/bikarbonatok kimeriilése altal kivaltott pH emelkedést.
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17. abra: A fermentacio ideje alatt végbemend valtozasok az illékony szervessav-osszetétel tekintetében

zold: kontroll, piros (A): 20 ml, kék (B): 40 ml, fekete (C): 60 ml Hz napi bevitel).

A kisérlet folyaman bebizonyosodott, hogy szakaszosan taplalt rendszerben alacsony
mennyiségll exogén Hz adagolas a leggazdasagosabb, hiszen mind az 6sszes megtermelt CHs
mennyisége (314,25 ml), mind az altalam bejuttatott H2-bdl keletkezett CHs mennyisége
(156,56 ml) meghaladja az ,,A”-reaktorok esetében a masik 2 teljesitményét (11. tablazat,
fiiggelék). Sajnos az is megfigyelhetd, hogy a szervesanyag és az annak lebontasa soran
felszabaduld CO2 hianyaban 2 héten tul az exogén Ho-t nem voltak képesek hasznositani a
hidrogenotr6f metanogén mikrobak, azokban a reaktorokban, amelyek megemelt H:
mennyiséget kaptak naponta (,,B”-, ,,C”-reaktor) és igy a bejuttatott Hz veszenddbe ment.
Abban az esetben, ha csak a felhasznalt Hz és az abbol megtermelt CHs mennyiségét veszem
szémitasba, akkor is a hidrogenotrof metanogén mikrobdk H» atalakitdsi hatékonysdga a
legkisebb H. adagolassal (,,A”-reaktor) miikdé fermentorokban volt a leghatékonyabb
(97,41%).

A mezofil fermentacios maradék kiils6 forrasbol bevitt H> segitségével biogaz
mindségjavitasra alkalmas. Miikddése nagyban fiigg a bevitt H> mennyiségétdl. Hosszabb
tdvon csak alacsony H2 parcidlis nyomason voltak a mikroba kozdsség tagjai megfeleléen
mikodoképesek. Mérték novelhetésége és ipari rendszerben valdo gazdasagos és megfeleld

kapacitasu megvalositasa kérdéses.
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5.1.2 Termofil rendszer

A mezofil iszap altal biztositott eredmények ¢és az irodalom alapjan bizonyossa valt, hogy a
fermentacios maradék mikrobak6zossége, ha biztositjuk szamara a megfeleld kornyezeti
paramétereket, akkor alkalmas a kiilsé forrasbol bejuttatott H. segitségével a keletkez6 biogaz
Osszetételén javitani. Ezért elengedhetetlennek talaltam, hogy azonos elven, azonos kisérleti
beallitasokkal (3. tablazat, 5. tablazat), egy mikodo termofil biogdz erdmii fermentacios

maradékat is teszteljem reakciokozegként.

realtor I\(Igﬁgggt?)e;[lzﬂ Naponta bevitt | Naponta bevitt
tipus mennyisége (Vlssza.m?ert) Hz (Vlssza.m,ert) EIZ
[mi] mennyisége [ml] | mennyisége [%]
Kontroll 0 0 0
20 23,82+ 0,52 19.85
40 40,83 £ 2,40 34.03
60 54,71 < 1,07 45.59

5. tablazat: A fermentorok légterébe naponta beadagolt H, mennyisége.

A fermentacio kezdete hasonld dinamikat mutatott, mint a mezofil kisérlet esetében, 1-2
napos adaptaciot kovetden a mikrobdk a konnyen hasznosithatd a-cellulozbdl és a hozzéaadott
H>-b6l nagy mennyiségii CHa-t fermentaltak (18. abra). Irodalmi adatok tdmasztjak ala, hogy
termofil homérsékleten a mikrobialis enzimatikus folyamatok gyorsabban zajlanak le. Ezen
kisérlet esetében is ez figyelhetd meg, hiszen itt a CHy termelésben bekdvetkezett hanyatlas
mar a 3-4. napot kovetden é€szlelhetd a két nagyobb Hz dozissal taplalt reaktor (,,B”, ,,C”)
esetében. Ezzel parhuzamosan a hozzdadott H; felhasznaldsanak hatékonysaga is csokken,
aminek kivalté oka nem feltétleniil az oldott CO2 hidnya, hiszen visszamérheté CO- talalhato
volt minden reaktorban az 5. napot kovetden is. Mennyiségének csokkenése, kdszonhetden a
hidrogenotr6f anyageserének folyamatosan nyomon kovethetd volt (19. dbra). Feltételezésem
szerint a CH4 termelés korai lecsokkenése és a Hz hasznosulds rossz hatékonysaga a
nyomasara, hiszen az alacsonyabb Hz betaplalassal miikodd reaktorban (,,A”) ezek a gatld
folyamatok joval késobb jelentek meg. A 10. napot kovetden itt is ledllt a mikrobak CHgy
termelése, ami viszont egyértelmien a CO. hianyara vezethetd vissza, hiszen a 8. napot

kdvetden nem mértem vissza CO2-ot az ,,A”-tipusti fermentorok légterébdl. Ezt kovetden a
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mikrobak aktivitasdnak helyreallasara a fermentécids koriilmények megvaltoztatasa nélkiil nem

volt lehetdség.
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18. abra: A termofil biogaztermel6 k6zosség kumulativ metantermelése (zold: kontroll, piros (A): 20
ml, kék (B): 40 ml, fekete (C): 60 ml Hz napi bevitel).
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19. abra: A fermentorok légterének CO; tartalma zold: kontroll, piros (A): 20 ml, kék (B): 40 ml,
fekete (C): 60 ml Hz napi bevitel) és a visszamaradt H> mennyisége (piros szaggatott (A): 20 ml, kék
szaggatott (B): 40 ml, fekete szaggatott (C): 60 ml Hz napi bevitel).
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A fermentacid ideje alatt végbement pH valtozasok kovetik a fermentorok légterének CO»
koncentraci6 valtozasat (19. abra, 20. abra). A 7. napot kdvetden a magas H> ellatassal miikodo,,B™-, ,,C-
fermentorok CO» tartalma teljesen kimertilt, ami a fermentacios folyadék ligosodasahoz vezetett, mig az
,,A”- reaktorban a CO> kontroll alatt tartotta a pH-t és a kiindulasi értékhez képest jelents eltérést nem
eredményezett. A 2. hetet kovetden ezeknek a reaktoroknak az oldott CO» tartalékait is hasznositottak a

hidrogenotrof metanogének, igy a ligosodas itt is megindult és 8,5 folé emelkedett.
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20. abra: A fermentorok pH-janak valtozasa (zold: kontroll, piros: 20 ml, kék: 40 ml, fekete: 60 ml H
napi bevitel)

A szervessav-Osszetétel az elsd hét utan 1 g/l feletti ecetsav-koncentraciot mutat minden reaktorban,
ami a szerves szubsztrat degradacios termékeként van jelen (21. abra). Mennyisége elmarad a mezofil
reaktorokban mért értéktdl, aminek oka a gyorsabb szubsztratmobilizalas volt termofil koriilmények
kozott. A gazosszetétel analizis soran egyértelmtien latszik (18. abra), hogy az acetotrof tGtvonalak
aktivitasanak csticsa a 3-4. napra volt tehetd, onnantél mind a CHs termelés, mind a H» felhasznalas
hatékonysaga csokkent. A 2. héten visszamért 0,5 g/l kortili ecetsav koncentréacié valdszintileg az acetotrof
metanogenezis gatlasanak koszonhetéen maradt vissza a reakciokozegben, hiszen acidogenezis

folyamatai ekkor méar szubsztrat hidnyaban gatoltak voltak.
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21. abra: A fermentacio ideje alatt végbemend valtozasok az illékony szervessav-osszetétel tekintetében

(zold: kontroll, piros (A): 20 ml, kék (B): 40 ml, fekete (C): 60 ml Hz napi bevitel).

A mezofil koriilményekhez képest a termofil iszap rosszabbul teljesitett fed-batch
korilmények kozott. A termofil mikrobak6zosség nem volt képes adaptalodni a nagy
mennyiségii H jelenlétéhez és hamar gatlast eredményezett ¢s sem az acetotr6f metanogének
aktivitasa nem volt megfeleld, sem a hidrogenotréf metanogéneké a ,,C”- reaktorokban. De az
alacsonyabb Ha parcialis nyomason mitkodo (,,A”, ,,B”) batch reaktorok aktivitasa is elmarad a
mezofil kisérlet eredményeitél. A termofil koriilmények kozott gyorsabban végbemend
anyagcserefolyamatok ebben az esetben nem kedveztek a mikrobdk szaméara, hiszen az
adaptaci6 nem valosult meg a magas Hz koncentracidhoz, ami gatl6 folyamatok sorat inditotta
be és gyors ledllashoz vezetett. A hidrogenotrof torzsek H. atalakitasi hatékonysaga is nagy
mennyiségli Hy jelenlétében (,,B”, ,,C”-reaktorok) elmaradt (63,18%, 38,38%) a mezofil
értékektol (12. tablazat, fliggelék). Az alacsony napi Hz dozissal ellatott ,,A”-fermentorokban
ez az érték meghaladta az elméleti maximumot, amire a magyarazat a mikrobakonzorcium éltal
eldallitott endogén Hy forras lehetett a kontroll reaktorokkal szemben, aminek mennyisége nem
beleszamithaté az exogén mennyiségébe, viszont plusz Hz forrdst biztosit a hidrogenotrof
metanogenezishez €s CHy tobbletet eredményezhet.

Osszességében elmondhatd, hogy az in-situ biogdz minéségjavitds termofil fermentacios
maradék segitségével fed-batch koriilmények kozott szamos nehézséggel jar, kdszonhetden a

mezofil kozosséghez képest jelentdsen gyorsabb anyagcsere folyamatoknak. Megfeleld
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adaptacios lépéseket kovetden mikkodOképes lehet a rendszer, de a befektetések kifizetodése

nem valdszind.

5.2 Rendszeres szervesanyag-utanpotlas hatasa a PtBioCH4 rendszerre

5.2.1 Mezofil rendszer

Korabbi eredmények alapjan bebizonyosodott, hogy az egyik legfontosabb korlatja a
fermentacios maradék hasznositdsdnak biogaz Osszetételének javitasara a korlatozott
szervesanyag-utanpoétlas hianya okozta CO> kimeriilés. A hidrogenotr6f metanogenezis soran
felhasznalt CO2 a reakciokozeg oldott karbonat/bikarbonat egyensulyat boritotta fel, aminek
tobbek kozott az iszap pH-ja latta karat. CO2 a szerves szubsztrat degradacidja sordn
felszabaduld6 monomerekbdl, oligomerekbdl képzett szerves savak, illetve az acetotrof
metanogenezis soran szabadul fel. A szerves szubsztrat utanpotlas biztositasa fed-batch kisérleti
elrendezésben, megoldast nyujthat a lugosodas és a CO2 forras kimeriilésére. El8szor mezofil
koriilmények kozott vizsgaltam a korabbi kisérleti beallitdsoknak megfeleléen a H>

mikrobiologiai hatasait szakaszos Szervesanyag-utanpotlas mellett (3. tablazat, fiiggelék, 6.

tablazat).
Reaktor Napon;e; bevitt Nfaponta ’bevitt Nf'iponta ’bevitt Hetente beyitt
tipus mennyisége (Vlsszgrr}ert) H> (Vlssza‘m’ert) H> szub‘sz’trat
[mI] mennyisége [ml] | mennyisége [%] mennyisége [g]
Kontroll 0 0.00 0.00 0.0
"A" 0 0.00 0.00 0.3
20 19,61 £0,51 16.34 0.3
40 39,08 + 1,35 32.57 0.3
60 58,30 £2,30 48.58 0.3

6. tablazat: A fermentorok légterébe naponta beadagolt H» mennyisége és a szubsztrat bevitel

mennyisége

A CHgs termelése hasonld dinamikat mutat, mint a Korabbi mezofil kisérlet esetében, ami a
szubsztratbevitel ciklusaival ismétlodott (22. abra). Az a-celluloz bevitelét kovetden a
hidrolizalé mikroorganizmusok aktivitasa kezd emelkedni, majd 2-3 napot kdvetéen valnak az

acetotrof metanogének szamara az illékony Szerves savak legnagyobb mennyiségben
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elérhetéveé, ekkor tapasztaltam a kiemelkedé CHa termelést. A hidrogenotrof metanogének
mindharom reaktorban, amelyekbe exogén Ho-t juttattam be, hatékonyan és maradéktalanul
hasznositottak. A CH4 termelések kozti kiilonbségeket a hidrogenotrofok szamara hozzaférhetd
H> mennyisége szabalyozta. A 20. napig hatékony CHa termelés volt megfigyelheté minden
reaktorban, koszonhetden a szakaszosan utdnpotolt szerves szubsztrat lebontasa soran
felszabadulé CO2-nak (23. abra). A 20. napot kovetéen azonban, mind a két legnagyobb napi
H> mennyiséget kapo (,,C”, ,,D”) fermentorok CHa termelése lecsokkent és a ,,D”-reaktorok Hy
felhasznalasa is hanyatlasnak indult. Ez a folyamat a fermentacidos koriilményekbe valo
beleavatkozas nélkiil visszafordithatatlannd valt, és a CHg4 termelés és Ho felhasznalas végleges
ledllasdhoz vezetett. Habar azoknak a reaktoroknak az aktivitdsa, amelyekbe 40 ml Ho-t
adagoltam (,,C”) latszolag helyreallt késébb a CHas termelése, azonban a 38. napot kdvetden
drasztikus romlas kovetkezett be és a H, felhaszndlésa is hanyatlasnak indult. Ez a fermentéacio
leallasahoz vezetett, amit a folyamatosan csokkend COg tartalom is bizonyit, és utanpétlasa
nem kovetkezett tobbé be. A gazosszetétel alapjan itt is azok a reaktorok voltak képesek hossza
tavon megbizhatéan mikddni, amelyekben a Hy parcialis nyomasa alacsony szintet ért csak el

(-B™).
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22. abra: A mezofil biogaztermeld k6zosség napi metantermelése (zold: kontroll, kontroll +

szubsztrat, piros (B): 20 ml+ szubsztrat, kék (C): 40 mH szubsztrat, fekete (D): 60 ml Hz napi bevitel +
szubsztrat) és a visszamaradt H> mennyisége (kék szaggatott (C): 40 ml + szubsztrat, fekete szaggatott
(D): 60 ml H2 napi bevitel + szubsztrat). A piros nyilak az a-celluldz bevitel idépontjait jelzik.
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23. abra: A fermentorok légterének CO tartalma (zold: kontroll, kontroll + szubsztrat, piros

(B): 20 ml+ szubsztrat, kék (C): 40 ml+ szubsztrat, fekete (D): 60 ml Hz napi bevitel + szubsztrat). A
piros nyilak az a-celluléz bevitel idépontjait jelzik.

A pH nyomon kovetése alapjan megfigyelhetd, hogy kezdetben minden reaktorban
lagosodas torténik (24. abra), aminek magyarazata, hogy a keletkezé Szerves savakat az
acetotr6f mikroorganizmusok gatlas nélkiil hasznositottdk, igy az nem befolyéasolta a
fermentacios folyadék pH-jat (46. abra, fliggelék), szemben a Hz-nel, ami kdszonhetden a
hidrogenotr6f metanogének  aktivitasanak nagy mértékben Kimeriti az  oldott
karbonatokat/bikarbonatokat. A 3. hetet kovetden minden reaktor pH-ja siillyedni kezdett, ezzel
parhuzamosan az illékony zsirsavak koncentracidja emelkedett. A 3. héten a két legmagasabb
ecetsav koncentraciot azokbdl a fermentorokbol tudtam visszamérni, amelyek légterébe a
legnagyobb mennyiségili napi He-t juttattam be. Azonban az a tény, hogy mar a 3. héten és azt
kovetd iddszakban is az alacsonyabb ecetsav koncentraciot az alacsonyabb H: parcialis
nyomassal rendelkez6 reaktorokbol (,,C’) mértem vissza, arra enged kovetkeztetni, hogy a
magas H> koncentracido nem csak az acetotrof metanogének aktivitasat gatolta, amit a CHa
termelés leallasa (22. abra) is bizonyit, hanem az acetogén baktériumok anyagcsere folyamatai
is lelassultak, lealltak, hiszen nem tortént szervessav-képzés, annak ellenére, hogy a sziikséges
szubsztrat jelen volt. Ezért fordulhatott eld, hogy a ,,D”’-fermentorok ecetsav koncentracidja
jelentdsen nem emelkedett €és még a metanogenezist nem gatlo 2 g/l korili
koncentracidtartomanyban maradt. A napi 40 ml Hz adagolasaval miikddtetett ,,C’-

fermentorokban a 4. hetet kovetéen pH csokkenés volt megfigyelhetd, amelynek hatterében, az

65



acetotr6f metanogén mikrobak lassuld anyagcseréje all. A szervessav analizis ald is tdmasztja
ezt, hiszen folyamatosan ndvekvd koncentracidban van az ecetsav jelen, ami a nem megfeleld

szervessav hasitasat timasztja ald. Azonban az ecetsav mellett hosszabb szénlanccal rendelkez6

crer

miitkodésére utal. A legalacsonyabb Hz napi bevitel mellett miikodé reaktorok (,,B”) pH-ja
allando, 8 kortili értéket adott a fermentacio teljes hossza alatt, ami Bassani és munkatarsai altal
bemutatott pH (7,78-8,17)-as értékkel egyezik [85]. A szerves savak jelenlétének hianya, a
gazosszetétel elemzés eredmények (22. abra) és az allando teljes Ho felhasznalas a konzorcium

megfeleld miikodésére enged kovetkeztetni.
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24. abra: A fermentorok pH-janak valtozasa (zold: kontroll, kontroll + szubsztrat, piros (B):
20 ml+ szubsztrat, kék (C): 40 ml+ szubsztrat, fekete (D): 60 ml Hz napi bevitel + szubsztrat).

A fermentacios maradék felhasznélasa Hz segitségével a biogaz COz tartalmanak és ezzel, a
gazosszetételének javitdsdra fed-batch alapi szervesanyag-utanpoétlasaval egy kedvezdbb
eljards a batch tipusu rendszernél. Szakaszos Szervesanyag ratdplalasanak koszonhetéen
hosszabb ideig képes a fermentacids elegy oldott CO: tartalméanak fenntartasara, amivel
biztositva van a hidrogenotrof metanogének szamara a sziikséges szénforras. A rendszeres
szervesanyag-utanpotlas egy masik problémat eredményezett magas H: parcialis nyomads
jelenlétében, ugyanis hosszabb tavon gatolta a mikrobak acidogén és acetotrof anyagcsere
utvonalait, ezzel szervessav felhalmozodast, pH csokkenést és a fermentacio leallasat
eredményezte. Ezek az eredmények hasonldak Bassani €s munkatarsainak eredményéhez [85],

amelyek szerint a Hy csak alacsony dézisban (192 ml 1! nap™?) adagolhat6 rendszeres szerves
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szubsztrat bevitel mellett. Basssani és mts eredményei azonban jelentésen alacsonyabbak az
altalam alkalmazott és miikodéképes ,,B” reaktorok (19,61 ml nap™= 490,25 ml It nap™?)
értékétol. A bejuttatott Ho atalakitasi hatékonysaga (83,56%) is esetiinkben magasabb, mint az
altaluk alkalmazott CSTR rendszerben (71%), azonban a légtér atlagos CHs tartalma (88,9%)
jelentésen magasabb volt az altalam elért értéknél (67,60%) [85].

Osszességében a szakaszos szervesanyag-utanpdtlasa javitotta a bioldgiai tton torténd
biogaz Osszetétel javitast, azonban a magas Hz koncentracio gatlast eredményezett, ami ipari
megvalodsitas esetén tovabbra sem a leggazdasagosabb megoldas. Ezen feliil a szakaszos szerves
szubsztrat betaplalasa jelentds mennyiségli CO2 felszabadulasat eredményezte, amely a
hidrogenotr6f metanogének CO: felhasznalasat meghaladta. A fermentacid soran keletkezo
végtermék bioCH4 forméajaban (95-98% CHjy tartalom) a gazrendszerbe vezethetd, amelyre a
rendszer sajnos nem alkalmas. Rendszeres, mégis nehezen nyomon kévetheté mennyiségii CO2
keriil a reaktorok légterébe, aminek teljes mértékli hasznositasa folyamatos monitorozast, és
rendkiviil preciz finomhangolast kovetelne a gazrendszerbe vezethetd mindség elérése

érdekében.

5.2.2 Termofil rendszer

A korabbi termofil mérés soran megfigyelhetd volt, hogy termofil hémérsékleten termofil
mikrobakonzorcium alkalmazaséval a szerves szubsztrat mobilizalasa és hasznositdsa sokkal
gyorsabban ment végbe, mint mezofil koriilmények kozott, valamint a magas Hz parcialis
nyomas altal kivaltott gatld folyamatok is sokkal hamarabb érvényesiiltek. A szerves szubsztrat
szakaszos betaplalasanak hatasat vizsgaltam termofil koriilmények kozott a korabban

alkalmazott fermentécios kortilmények kozott (3. tablazat, fiiggelék, 7. tdblazat).

Reaktor Naponlflaz bevitt ngonta ’bevitt Nfaponta ’bevitt Hetente beyitt
tipus mennyisége (Vlsszgrr}ert) H> (Vlssza‘m’ert) H> szub‘sz’trat
[mi] mennyisége [ml] | mennyisége [%] mennyisége [g]
Kontroll 0 0.00 0.00 0.0
"A" 0 0.00 0.00 0.3
20 21,31 +£0,35 17.76 0.3
40 40,37 £0,28 33.64 0.3
60 59,27 £ 1,06 49.39 0.3

7. tablazat: A fermentorok légterébe naponta beadagolt H> mennyisége és a szubsztrat bevitel

mennyisége.
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A fermentacio els6 hetében rovid adaptacios 1d6 utdn a szerves szubsztrat hasznositasa €s
foként az acetotrof metanogenezisnek koszonhetden hatékony CHa termelést tapasztaltam (25.
abra). A beadagolt H, mennyiségbdl keletkez6 CH4 mennyisége nem volt aranyos a bevitt Hz
mennyiségével és a legnagyobb H» napi mennyiséget kapo reaktor (,,D”) CHs termelése
elmarad a masik két Ho-nel ellatott reaktortol. A ,,.B” és a,,C” reaktor kozotti CH4 termelésbeli
kiilonbség a hidrogenotrof aktivitdsnak koszonhetden megfigyelhetd, habar aranyai nem
vezethetOk vissza a sztochiometrikus elméleti maximumra. A ,,D” reaktor alulteljesitése és a
,,C” reaktor alig eltér6 CHa termelése az acetotrof metanogenezis gatlasara utalnak, amelyet a
CO. felszabadulasanak hianya is alatamaszt (26. abra). Az 1. hetet kovetden a ,,D” fermentorok
CHjs termelése nem allt helyre, s6t a 9. napot kdvetden a Hz felhasznalasa is hanyatlani kezdett,
amit a 12. napon teljes leallas kdvetett mind Hz hasznositas, mind CH4 termelés tekintetében.
A kisebb dozisti H2 mennyiséget kap6 reaktorok CHa termelésének hatékonysaga is lecsokkent,
annak ellenére, hogy a szerves szubsztrat a mikrobdk rendelkezésére allt, és a 12. napot
kovetéen ez a hanyatlasi folyamat felgyorsult, melynek indikatorai, a visszamarado H>
mennyiségének novekedése a reaktorok légterében, valamint a CO; felszabadulas hidnya. A
legkisebb H: koncentracié mellett {izemel6 reaktorok (,,B””) CHa4 termelése stabil volt hosszabb
tavon is, habar a hozzaadott H: altal biztositott CHa tobblet alig volt megfigyelhetd, hiszen CHa
termelése a Ho-t nem kapo ,,A”-tipust reaktorokéval parhuzamosan fut. A naponta termelt CO-
mennyiségében a kiilonbség megfigyelhetd volt, ami az aktiv hidrogenotr6f anyagcserét

bizonyitja.
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25. abra: A termofil biogaztermel6 k6zosség napi metantermelése (z61d: kontroll, kontroll +

szubsztrat, piros (B): 20 mH- szubsztrat, kék (C): 40 ml+ szubsztrat, fekete (D): 60 ml Ha napi bevitel +
szubsztrat) és a visszamaradt H» mennyisége (kék szaggatott (C): 40 ml + szubsztrat, fekete szaggatott
(D): 60 ml Hz napi bevitel + szubsztrat). A piros nyilak az a-celluloz bevitel idépontjait jelzik.
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26. abra: A fermentorok légterének CO tartalma (zold: kontroll, kontroll + szubsztrat, piros: 20
ml+ szubsztrat, kék: 40 ml+ szubsztrat, fekete: 60 ml Hz napi bevitel + szubsztrat). A piros nyilak az o-

celluloz bevitel iddpontjait jelzik.

69



A pH valtozasat a hozzaadott Hz és a hidrogenotr6f metanogenezis aktivitasa befolyasolta.
Az elso hetet kdvetden lugosodas volt megfigyelhetd a fermentorokban, ami a felhasznalt H»
mennyiségének aranyait koveti (27. abra). Az elsé héten a felhalmozodott Szerves savak
koncentracidja alacsony volt, igy ez nem befolyasolta a pH-t (28. abra). Azonban érdekes
megfigyelni, hogy a ,,D” fermentorok, ahol az acetotrof metanogenezis mar az 1. héten gatolt
volt szintén alacsony Szervessav mennyiséget mutattak. Ez feltételezi, hogy a gatlas nem csak
az acetotrof metanogéneket érintette, hanem a szervessav képzd baktériumokat is. A masodik
hetet kovetéen a ,,C” reaktorokban kovetkezett be jelentds valtozas, ahol jelentésebb pH
csOkkenés volt megfigyelhetd, amit az acetotréf metanogenezis gatlasa eredményezett, ugyanis
ecetsav felhalmozodas figyelheté meg a reakcioelegyben. Az ecetsav mennyiségének tovabbi
novekedése a fermentacio végéig az acetogén utvonalak életképességét bizonyitottak viszont
az acetotrof metenogenezis teljes leallasat indikalta, amit korabban mar a gdzdsszetétel analizis
felfedett (25. abra). A tobbi reaktorban jelent6s valtozasok a pH-ban nem torténtek, az irodalmi
adatok altal reprezentalt tartomanyban (7,0-8,6) [85,86,193] talalhat6 pH 8,5 koriil allandosult,
illetve a szerves savak koncentracidja is az optimalis tartomanyon belil voltak, ami a
fermentéacio megfeleld mitkdésére utalt.

10.00
9.50
9.00
8.50
8.00
7.50
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6.50
6.00

5.50
5.00

pH

1d6 [hetek]

27. abra: A fermentorok pH-janak valtozasa (zold: kontroll, kontroll + szubsztrat, piros: 20 ml+
szubsztrat, kék: 40 ml+ szubsztrat, fekete: 60 ml Hz napi bevitel + szubsztrat).
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28. abra: A fermentacio ideje alatt végbemend valtozasok az illékony szervessav-Osszetétel tekintetében
(zold: kontroll, kontroll + szubsztrat, piros: 20 ml+ szubsztrat, kék: 40 ml+ szubsztrat, fekete:
60 ml H2 napi bevitel + szubsztrat).

Sajnalatos modon, ahogy a mezofil kisérlet esetében, termofil esetben is a magas H: parcialis
nyomas a konzorcium fontos részét képezd acetotrdf és acidogén mikrobdk anyagcseréjét
gatolta. A batch termofil rendszerhez képest a szakaszos szervesanyag-utanpotlas némileg
elnygjtja a mikrobak anyagcseréjének lassuldsat, leallasat, azonban megakadalyozni ezt nem
tudta. A szervesanyag-utanpoétlassal az alacsony koncentracioban bejuttatott Hz (,,B” reaktor)
képes novelni a mikrobdk CH4 termeld aktivitasat és csokkenteni a légtér CO2 tartalmat. Ez a
napi bevitt H, térfogat (532 mL L d?!) kordbban szdmos mas kisérlet soran alkalmazott
optimalis mennyiség volt, ami jol bemutatja a szerves szubsztrat utanpotlassal is ellatott
,PowertBioCH4” alapti rendszerek toleranciatartoméanyat. Mulat és tarsai U-C jeldlt és
jeloletlen kukorica szubsztrat degradaciojat végezte Ha jelenlétében (507 mL L dt) fed batch
reaktorokban [193], mig két CSTR reaktorral végzett mérés esetében hasonlo terhelés (510 és
550 mL L* d?) volt hatékony, biogiz &sszetételének javitdsira alkalmas [85,86]. Annak
ellenére, hogy a mikrobak anyagcseréje stabil maradt az alacsony Hz parcialis nyomas mellett,
sajnos a hidrogenotrof metanogének CHs-na vald atalakitdsanak hatékonysaga (39,63%)
elmarad a mezofil konzorciumban mérttdl és az irodalmi adatoktdl is. Ezen adatok alapjan in-
situ biogdz 0Osszetétel javitdsa termofil koriilmények kozott szakaszos szervesanyag-

utanpotlassal nem ajanlhato.
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5.3 Exogén H2 és CO: hatasa a PtBioCH4 rendszerre

Ahogy a korabbi mérési eredményeimbdl kideriilt, az exogén H: felhasznalasanak a
keletkezd biogaz Osszetételének javitdsara az egyik sarokpontja a CO2 mennyiségének
kimeriilése és az ezzel 6sszefliggd lugosodas. Célom az volt, hogy egy olyan rendszert hozzak
1étre, amely hosszatavon képes nagy mennyiségii H» felhasznalasaval a CO2 redukcidjara, ezzel
bioCH, tisztasagu gazelegyet elGallitani. A szakaszos szerves szubsztrat biztositotta a CO>
utanpotlast a hidrogenotrof metanogenezishez, de a H2 magas parcialis nyomasa az acetogén és
acetotrof Utvonalak ledllasat eredményezte, igy nagy mennyiségli Ho hasznositasara nem
alkalmas. Alternativ megoldasként jott szoba a CO: bevitele exogén forrasbol, attol a
fermentacios ponttél kezdve, hogy a fermentdciés maradék Szervesanyag-tartalmabol
felszabadulo CO: utanpodtlasa megsziint. Ezzel a 1épéssel biztositom a hidrogenotrof
metanogenezishez szlikséges szénforrast €s elejét veszem a savképzo baktériumok anyageseréje
révén keletkez6 és az acetotrof metanogének anyagcseréjének gatlasa miatt a szerves savak

felhalmozodasanak.
5.3.1 Mezofil rendszer

A korabban alkalmazott fed-batch napi Hz beviteli rendszert alkalmaztam a fermentacio
teljes ideje alatt (3. tablazat, 8. tablazat), szervesanyag-bevitel nélkiil. Attol a ponttdl kezdve,
hogy a hidrogenotr6f metanogenezis hanyatlasnak indul, exogén CO2 bevitelével probaltam
meg a mikrobak H» hasznositasat és ezzel a CHa termelését helyreallitani. A CO2 bevitele napi
rendszerességgel tortént a Hz-nel parhuzamosan, mennyiségét a hidrogenotrof mikrobak
anyagcseréjéhez igazitottam, tigy, hogy a keletkezd gazelegy lehetd legkisebb koncentracidban

tartalmazzon a CHs mellett egyéb gazokat.

Naponta bevitt Naponta
Naponta bevitt | Naponta bevitt | Naponta bevitt (VFi)sszamé ) bevitt
Reaktor | (elméleti) H> | (visszamért) Ho | (visszamért) Ho e (visszamért)
tipus mennyisége mennyisége mennyisége z CO2
a 071 mennyisége S
[ml] [mi] [%] P mennyisége
[m ] [%]b
Kontroll 0 0.00 0.00 0.00 0.00
20 17,42 + 0,45 14.52 5,88 +5,81 4.90
40 33,96 + 1,41 28.30 8,88+ 6,13 7.40
60 51,23+ 1,55 42.69 13,19 £ 6,15 10.99

8. tablazat: A fermentorok légterébe naponta beadagolt H> mennyisége (*napi bevitel, a CHa termelés

leallasat kovetéen adagolva).
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A fermentacio els6 szakaszaban a mikrobak anyagcseréje az 5.1.1-es fejezetben leirt batch
kisérlet muikodésével megegyezett. A fermentorok mikroba kozossége hatékonyan
hasznositotta a fermentacids maradék mobilizalhat6 szervesanyag tartalmat €s a rendelkezésre
allo Ho-t is maradéktalanul alakitottak a hidrogenotrof torzsek CHa-na (29. abra). A legnagyobb
H> mennyiséget kapo reaktorok (,,C’) gatldsa a 9., a kozepes mennyiséggel mukddtetett
fermentoroké (,,B”) 15., mig a legkisebb H, mennyiséget kapo reaktorok (,,A”) mikrobainak
24. napot kovetden kovetkezett be és allt le a CH4 termelése A metanogenezis és a H:
felhasznalas leallasanak észlelését kovetden exogén CO2 adagolasaval probaltam a
hidrogenotr6f metanogének aktivitasat helyreallitani (30. abra). A CO. adagolas kezdetét
kovetd elsd néhany napban a napi Hz mennyiségéhez viszonyitva a hidrogenotrof
metanogenezis sztochiometrikus egyenleténél nagyobb CO2 mennyiséget vittem be, amivel
célom a fermentacié kozeg felborult karbonat/bikarbonét haztartasanak helyreallitdsa volt. A
fermentorok mikrobai pozitivan fogadtak a valtozatlan mennyiségli napi Hz mellett az exogén
CO. bevitelét, aminek hatasara a CHs termelése és a Ho felhasznalasa is helyreallt. Ezt kovetéen
a napi CO: bevitelét lassan csokkenteni kezdtem, hogy megszabaduljak a légtérben
visszamarad6 CO2-tdl és tiszta bioCHa-t kapjak fermentacios termékként. A napi CO: bevitel
mennyiségének optimalizalasa az eldszor gatolt ,,C” és a ,,B” reaktor esetében a 28. napot
kovetden, mig az ,,A” reaktorokban a 39. napon tortént meg. Ezt kovetden a hidrogenotrof
metanogének a rendelkezésiikre allé6 Ha-t és CO2-0t 100%-o0s hatékonysaggal hasznositottak és

tiszta CHs-et allitottak eld beldle.

73



[EEN
[op}
1
(o2}
o

14

R L 50
=12 —
& L 40 £
2 10 : S
2 1
> L A
2 8 30 %,
O fm)
£ 6 Z
= - 20 £
O 4 I

) - 10

0 Lo

0 3 6 9121518212427303336394245485154576063 6669
1d6 [napok]

29. abra: A mezofil biogaztermel6 kozosség napi metantermelése (zold: kontroll, piros: 20 ml, kék: 40
ml, fekete: 60 ml Hz napi bevitel) és a visszamaradt H> mennyisége (kék szaggatott: 40 ml, fekete

szaggatott: 60 ml Hz napi bevitel.
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30. abra: A fermentorok légterének CO: tartalma (zold: kontroll, piros (A): 20 ml, kék (B): 40 ml,
fekete (C): 60 ml H2 napi bevitel), a CO2 adagolas kezdetét jelz6 pontok az egyes fermentaciok esetében
(piros nyil (A): 20 ml, kék nyil (B): 40 ml, fekete nyil (C): 60 ml Hz napi bevitel).
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A kezdeti pH wvaltozasat a szervesanyag-utanpotlds hidnya miatt a hidrogenotrof
metanogenezis altal kivaltott lagosodas vezérli. A 2. héten megfigyelhetd, hogy a H» adagolas
altal okozott pH emelkedés mértéke megfelel, az egyes reaktorok légterébe bevitt H»
mennyiségének (31. abra). A 2-4. hét kozott a két legmagasabb Ho bevitellel miikodtetett
fermentor (,,B”, ,,C”) légterébe mar a CO2 bevitel is tortént, aminek kezdeti nagy
mennyiségének koszonhetden jelentds pH csokkenés volt megfigyelhetd a kordbbi mérési
ponthoz képest. A 4. hetet kovetden mar az ,,A” reaktor légterébe is elkezdtem adagolni a CO»-
ot, igy itt is megfigyelheto lett a pH csokkenése a 6. hétre. Ezt kovetden optimalizaltam a CO2
bevitelét, Ggy, hogy 24 o6rat kovetden ne lehessen visszamaradd CO»-t detektdlni, a
hidrogenotrof mikrobak felhasznaljak a bevitt mennyiséget maradéktalanul. A kevesebb CO>
bevitel csak a hidrogenotroéf torzsek napi anyageseréjéhez sziikséges szénforras fedezésére volt
elegendd, a fermentacids maradék pH-janak jelentds befolydsoldsara nem, igy Gjboli emelkedés
volt megfigyelhetd a 8. hétre, ami a fermentaci6 végezetéig nem valtozott és a hidrogenotrof
metanogén mikrobdk szdmara még megfeleld ~pH 9,1-en allanddsult, ami a szerves szubsztrat
utanpotlas hianya miatt az irodalmi értékeknél magasabb (pH 7,5-8,17) [85,145,194].
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31. abra: A fermentorok pH-janak valtozasa (zold: kontroll, piros: 20 ml, kék: 40 ml, fekete: 60 ml H,
napi bevitel).

A szervessav-osszetétel szerint mind az acetotrof metanogenezis mind az acetogenezis a 4.
hétig aktiv maradt, amit a jelentésen nem valtozo 0,5-0,8 g/l-es ecetsav szint bizonyit (47. abra,

fliggelék). A hosszu szénlancu szerves savak mennyiségének novekedése sem jellemz6. A 6.
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hetet kdvetden az ecetsav koncentracidja mind a harom Hz-nel taplalt reaktorban emelkedni
kezdett, ami az acetotr6f metanogenezis gatlasanak jele. A reaktorokban megfigyelhetd ecetsav
koncentracidja 6sszhangban van a bejuttatott H, és ezzel dsszekapcsolt gatlas mértékével. A
legmagasabb ecetsav-koncentraci6 a legnagyobb H> adagolasi reaktorokban volt
megfigyelhetd, ahogy a H; mennyisége csokken, ugy az ecetsav koncentracidja is. A
fermentéacio ezt a tendenciat koveti a fermentacio végéig. Jelentds szervessav koncentracid
emelkedés ¢és gatldo mennyiségli szervessav felhalmozodds a tovabbiakban nem volt
megfigyelhetd.

A fermentdciés maradék mikroba kozosségének Hx felhasznéaladsi és CHs termelési
hanyatldsa az exogén forrasbol bevitt CO2 segitségével visszafordithatd folyamat. A CO:
bevitele nem csak a hidrogenotréf metanogének szamara biztositja a sziikséges szénforrast, de
oldott formaban, karbonatok, bikarbondtok savas kémhatdsa altal kompenzalja a lugositd
folyamatokat és a mikrobdk szdmara fenntartja a megfelel6 pH tartomanyt. Mezofil
koriilmények kozott a Ho/CO2 napi bevitelének dsszehangolasaval egy olyan rendszert biztosit
szamunkra a fermentdcios maradék mikroba kozossége, amellyel kozel 100%-os tisztasagi
bioCH4 allithato el6. A bejuttatott Ho-t a hidrogenotréf metanogének 90% feletti
hatékonysaggal alakitottak CH4-na (13. tablazat, fiiggelék). A kisérlet bizonyitotta, hogy ezzel
a rendszerrel hosszutavon, 70 napon tul is miikodo fermentacios kozosség hozhato 1étre szerves
szubsztrat bevitele nélkiil. Mezofil CSTR reaktorok segitségével Kim és munkatarsai 92%-0s
[195] Wang és munkatarsai 90-99%-0s [194], Bassani és munkatarsai 88,9%-0s [85] CH4
tartalmat értek el. Fixed-bed reaktorok segitségével ~90% CHa tartalmat és retencids idotol
fliggden akar 100%-0s H» atalakitasi hatékonysagot értek el Lee és munkatarsai [196], mig
trickle-bed reaktorok segitségével 96% alatti hatékonysag volt elérheté [145]. Egyszerii és a
bemutatottaknal sokkal olcsobb rendszeriink a legujabb technoldgidkkal Osszehasonlitva is
versenyképes lehet a bioCHs képzésre mezofil fermenticiés maradék mikrobdinak
segitségével.

Osszességében ipari koriilmények kozott is alkalmazhato eljaras lehet, hiszen a biogaz
tisztitdsa soran keletkez6 magas CO: tartalmi gazelegyet hasznéalva, tovabbi CHa4 termelés

elérhetd ugy, hogy az iiveghdzhatast, karos CO2-ot haszndlunk szénforrasként.
5.3.2 Termofil rendszer

Az 5.3.1-es fejezetben bebizonyosodott, hogy CO: adagolas segitségével a Ho adagolas, és

a szerves szubsztrat bevitel altal kivaltott negativ koriilmények elkeriilhetéek és a jo
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hatékonysagu, nagyon magas CHs tisztasdgi gazelegy atalakitdsara alkalmas a mezofil
fermentacid maradék mikrobakozossége. Ebbdl kiindulva fontos volt megvizsgalnom, hogy
termofil koriilmények kozott, gyorsabb mikrobidlis anyagcsere-folyamatokkal javitani lehet-e

a PtBioCHjs rendszer hatékonysagan, vagy a gyorsabb enzimaktivitas nehezebben kezelhetové

teszi a rendszert (3. tablazat, 9. tablazat)

. . ... | Naponta bevitt Napo_nta
Naponta bevitt | Naponta bevitt | Naponta bevitt (visszamért) bevitt
Reaktor | (elméleti) Hz |(visszamért) Hz | (visszamért) Ho e (visszamért)
tipus mennyisége mennyisége mennyisége 2 CO2
a a mennyisége 2
[ml] [ml] [%] b mennyisége
[ml] [%]b
Kontroll 0 0.00 0.00 0.00 0.00
20 21,61 £2,87 14.52 3,73+0,77 4.90
40 37,82 £2,05 28.30 6,55+ 1,24 7.40
60 52,24 + 1,82 42.69 9,85+ 1,87 10.99

9. tablazat: A fermentorok légterébe naponta beadagolt H> mennyisége (*napi bevitel, "a CHa termelés

leallasat kovetden adagolva).

Rogton a fermentacio elején megfigyelhetdveé valt, hogy szerves szubsztrat bevitel nélkiil a
mikroba k6z0sség nagy sebességgel felhasznalta a rendelkezésre allo CO2 mennyiséget, ami
intenziv Hz bevitel mellett (,,B”, ,,C” fermentacid) rogton a CHa termelés ledllasat
eredményezte (32. abra, 33. abra). Ennek kovetkeztében mar az elsé hetet kovetden el kellett
kezdenem a napi CO; bevitelt is, aminek kezdeti nagy mennyiségii bevitelével a Ha felhasznalas
¢s a CHs termelése is az elvart szintre emelkedett. A fermentacios folyadék oldott
karbonat/bikarbonat szintjének helyreallitisit kovetéen a CO, bevitelt a ,B” ¢és ,,C”
fermentorokba a sztochiometrikus mértékhez csokkentettem a Hz bevitelnek megfelelden.
Azonban az elsd hetet kovetéen a CO2 mennyiségének rohamos fogyasa a legkisebb H»
bevitellel mikddtetett reaktorokban (,,A”) figyelmeztetd jele volt a metanogenezis leallasara.
A 7. napot kovetden nem volt visszamérhetd CO2 a reaktorok légterébe, aminek oldott tartalékai
a 10. napig voltak elegenddek, majd a hidrogenotréf metanogenezis leallt. A CO; adagolas
megkezdése ezekben a fermentorokban is hamar helyreallitotta a mikrobak CH4 termelését és
a Hy felhasznalasat. Innent6l mindhdrom fermentéacio esetében hatékony és folyamatos CHgy
termelés volt megfigyelhetd, habar a termofil mikrobdk nagyobb érzékenysége és a gyorsabb
anyagcsere folyamatok miatt a rendszer stabil miikodésének fenntartasa sokkal nagyobb

odafigyelést és rendszeres kdzbeavatkozast igényelt.

77



25 - 60
20 - 50
% L 40 E
0 $
= < - 30 2
e 10 IR S
: L 20 B
I N
O I
° I v il - 10

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
1d6 [napok]

32. abra: A termofil biogaztermel6 kozosség napi metantermelése (zold: kontroll, piros: 20 ml, kék: 40

ml, fekete: 60 ml Hz napi bevitel) és a visszamaradt H» mennyisége (piros szaggatott: 20 ml, kék

szaggatott: 40 ml, fekete szaggatott: 60 ml H napi bevitel).
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33. abra: A fermentorok légterének CO tartalma (zold: kontroll, piros (A): 20 ml, kék (B): 40 ml,
fekete (C): 60 ml Hz napi bevitel), a CO» bevitel kezdetét jelz6 pontok az egyes fermentaciok esetében
(piros nyil (A): 20 ml, kék nyil (B): 40 ml, fekete nyil (C): 60 ml Hz napi bevitel).
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A fermentacid soran végbement valtozasok a pH-ban és a szervessav-osszetételben szorosan
Osszefonodtak. Az elsé hetet kdvetden megfigyelhetd volt, hogy a leggyorsabban gatolt két
reaktorban (,,B”, ,,C”) csokkent a pH a kiindulasi ponthoz képest, mig a legalacsonyabb H>
bevitel mellett funkcionald kézosségben (,,A” reaktor) a pH emelkedett (34. abra). Ennek
magyarazata, hogy az ,,A” reaktorban a hidrogenotr6f metanogenezis az elsé hetet kdvetden is
karbonat/bikarbonat szintjének csokkenésére, ami ellenstlyozta a hidrogenotrof anyagcsere
altal kivaltott ligosodast (34. abra). A ,,B” és ,,C” fermentorokban pH csokkenést figyeltem
meg, amire magyarazatot a Szervessav-osszetételben talaltam meg, hiszen a magas Ho parcialis
nyomas kezdett6l fogva gatolta az acetogén és acetotrof mikrobakat. A kontrol és az ,,A”
reaktorral szemben, ahol gyakorlatilag szervessav felhalmozodas nem volt megfigyelhetd,
ezekben a fermentorokban 0,5 g/l felett ecetsav koncentraciot mértem, ami az acetogenezis
megfeleld miikodésére utal (48. abra, fiiggelék). Az emelkedett ecetsav koncentracid és a
hidrogenotr6f metanogenezis gatlasa ligosodast eredményezett, emiatt mértem alacsonyabb
pH-t a ,,B” és ,,C”-tipusu reaktorokban. A masodik hétre a nagy mennyiségii hozzaadott CO>
hatasara tovabbi csdokkenés volt megfigyelhetd ezekben a mikrobakdzosségekben (pH 7,46, pH
7,5) (34. abra). Ekozben a CHs termelés leallasa és a 1égtér CO» tartalmanak kimeriilése,
valamint a szerves savak nagyon alacsony koncentracioja az ,,A” fermentacio erés lugosodasat
eredményezte (pH 9,44) (32. abra, 33. abra, 34. abra). A 2. hetet kdvetéen mar mind a 3
fermentorban a napi bevitt CO2 mennyiségét az alapjan szabalyoztam, hogy a lehetd legtisztabb
CHa tartalmu gazelegyet kapjam, igy a fermentécio hatralevd részében jelentds valtozasok a
pH-ban, valamint szervessav-osszetételben sem voltak megfigyelhetok. A rendszer az irodalmi
adatoktél (pH ~8-8,5) [85,86,108] némileg magasabb pH 8,5-9 kozotti értékeken

stabilizalodott, a szerves savak koncentracidja 0,1 g/l alatt maradt.
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34. abra: A fermentorok pH-janak valtozasa (zold: kontroll, piros: 20 ml, kék: 40 ml, fekete: 60 ml Hz

napi bevitel)

Mezofil koriilmények kozott mar bizonyitottam, hogy Hz és CO2 bevitel segitségével
hosszutavon hatékony CHs termelés érhetd el a biogaz reaktor fermentacids maradékabol
szdrmazo kevert mikroba kozosséggel. Termofil koriilmények kozott, ugyanez szintén
megvalosithatd, habar a bevitt Hz atalakitasi hatékonysaga kezdetben elmaradt a kimagaslo
90% feletti mezofil koriilmények kozott mért értékektdl (13. tablazat,14. tablazat, fiiggelék). A
fermentacio teljes idejét figyelembe véve, a termelt bioCH4 CH4 tartalma 64,97-73,43% kozott
ingadozott az instabil miikddési szakaszban a nagymennyiségii fel nem hasznalt H> mennyisége
miatt (18,14-32,97%). A stabilizaciot kovetden a fermentacio steady-state szakaszaban a 1égtér
Osszetételének mar a 87,48-95,48%-at tette ki a CHa. Szintén fed-batch alapti Ho-nel taplalt
reaktorokkal Mulat és tarsai [193] 89,4%-os tisztasagu bioCHa-t értek el. A Ha folyadékfazisba
oldédasanak eldsegitése érdekében alkalmazott CSTR reaktorokban 85,1-86,4% CHjy tartalom
volt elérheto [85,86]. A CH4 koncentracioja UASB és trickle bed reaktorok segitségével tovabb
novelhetd, hiszen ebben az esetben a gazelegy recirkuléltatasdval lehetdség nyilik a H»
beoldddasanak fokozasara. Corbellini €s tarsai CSTR reaktorban egy UASB reaktoron érte el a
91%-0s CH4 tartalmat [86]. Bassani és tarsai diszperzids keramia szivacsok segitségével
»porlasztva” injektaltak a Ho-t az UASB reaktorokba és 94-96%-0s CH4 tartalom volt a
legmagasabb mért érték [138]. Még az UASB rektoroknal is magasabb H atalakitasi
hatékonysagot értek el a trickle-bed, fixed bed reaktorokban (98-98,24%) [145,197], a

megndvelt immobilizalt érintkezési feliilet segitségével. Megjegyzendd, hogy a fenti reaktor
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tipusok bekertilési és lizemeltetési koltségei a meglehetdsen 0sszetett reaktor konfiguracidé miatt
jelentdsen meghaladjak az altalam alkalmazott, egyszerii reaktorok koltségeit.

A mikrobak gyorsabb anyagcserefolyamatai, illetve a Hz rosszabb oldékonysaga magasabb
homérsékleti tartomanyban megnehezitik a folyamat finom beallitasat. Hatékonysag és
kezelhetoség szempontjabol a mezofil homérséklet tartomanyt és mikroba Osszetételi
fermentacidos maradék bizonyult kedvezdbbnek ¢és minthogy az iparban is a mezofil biogaz
erdmiivek elterjedése a gyakoribb, ezért kivitelezés és iizembiztonsag szempontjabol is a

mezofil rendszereket tartanam kedvez6bbnek.

5.4 A hidrogén adagolasanak hatasa a fermentaciéos maradék mikroba

konzorciumara

5.4.1 Mezofil rendszer

Az 5.3.1-es fejezetben végzett kisérletek mikrobidlis valtozésait kdvettem nyomon, amely
soran a fermentaciés maradékban végbemend valtozasokat vizsgaltam a mikroba-6sszetétel
nyomon kovetésével. A mezofil fermentaciés maradék Osszetétele, a forrasként hasznalt
mezofil ipari biogdz erdmii altal mikodtetett reaktor mikrobakozosségét reprezentdlja. A
fermentacios folyadékban a Bacteria és az Archaea domén legjelentdsebb nemzetségeit
vizsgaltam. A kezdeti mikrobakdzosség legdominansabb nemzetsége a Methanosarcina volt
(58,2%) (35. abra). A Methanosarcina nemzetségbe tartozo fajok jellemzéen a leggyakoribb
mezofil metanogén csoportja a biogdz reaktoroknak, mivel a metanogenezis mindharom
anyagcsere utvonalanak megvalositasara képesek. Habar hidrogenotroéf és metilotrof
metanogén torzsek is el6fordulnak biogaz termeld kozosségekben a Methanosarcina-k
leggyakrabban mégis acetotrof anyagceserét folytatnak. A binelés eredményeként azonositott
Methanosarcina fajok (M. barkeri, M. acetivorans, M. horonobensis, M. mazei, M. siciliae)
fajok mindegyike acetotrof Utvonalat részesiti eldnyben energianyerd folyamataikhoz (36.
abra)[73,198]. A friss fermentacioés maradék optimalis szervesanyag tartalommal biztositotta a
savképz6 baktériumok szamara (pl. Clostridium, Sedimentibacter) a sziikséges szubsztratot, igy
az acetogenezis altal eléallitott Szerves savak tapanyagforrassal latjak el az acetotr6f metanogén
mikrobakat (35. abra). A Methanosarcina-kat gyakorisagban a Clostridium nemzetség kovette,
amelyek 13,9%-os relativ gyakorisaggal voltak jelen a fermentacios maradékban. A

Clostridium nemzetség képvisel6i a zsirsavak, aminosavak, szénhidrat monomerek,
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kozosségben tapanyagot szolgaltatnak az acetotrof metanogének szamara [58,73,199]. Szintén
a szerves savak képzésében vesznek részt a Sedimentibacter képviseldi (3,9%), amelyek
aminosavak (pl.: valin, leucin, triptofan, lizin, arginin, stb.), piruvat és melezitoz atalakitasaval
allitanak el6 indol vegyiileteket, szulfidot valamint szerves savakat (pl. ecetsav, propionsav,
vajsav) [200]. A fermentaciés maradék elsédleges lebontasaért a  hidrolizald
mikrobakozosségek feleldsek, amelyek leggyakoribb képviseléi a Herbinix (12,4%) és az
Acetomicrobium (2%) nemzetség voltak. A Herbinix nemzetség baktériumai poliszacharidok
vajsavat ¢és kis mennyiségben propionsavat képeznek H» felszabadulas mellett [201,202]. A
binelés eredménye alapjan az altalam alkalmazott fermentaciés maradékban Herbinix luporum
fordult eld, amely elsddleges szubsztratként a konnyebben degradéalhat6 gliikkdzt, arabinozt,
mannézt és oldott keményit6t fermental etanolla, ecetsavva és vajsavva (36. abra)[202]. Az
Acetomicrobium nemzetség fajai féleg termofil koriilmények kozott fordulnak el és
szénhidratok (arabindz, xiloz, riboz) fermentacidja soran képeznek etanolt és ecetsavat [203].
Jelent6sebb mennyiségben fordulnak el6 a fermentacios folyadékban a Candidatus
Cloacimonas képvisel6i (6,8%), amelyek szintrofikus anyagcseréjiik révén Hz és CO2
eléallitasa soran képesek propionsav hasitasara [204,205]. 5,9%-os relativ gyakorisaggal volt
jelen a metanogén Methanobacterium nemzetség a kozOsségben, amely mikrobai a
hidrogenotr6f ttvonalat hasznaljak energianyeré folyamatként, CO2z-ot redukaljak Ho>
segitségével CHs-n4. Habar a legtobb mikroba ebben a nemzetségben valoban az autotrof
utvonalat képviseli, el6fordulnak kozottiik propionsav-hasznositéd fajok is [136,206,207].

A fermentéacid sordn a fermentacios paraméterek jelentdsen kiilonboztek a hagyomanyos,
biogaz er6miiben alkalmazott koriilményektdl, ezért a mikrobakozosség is jelentds
valtozasokon ment keresztiil. Legfontosabb eltéréseket a szerves szubsztrat bevitelének teljes
hidnya, valamint a napi rendszerességgel bejuttatott valtozatos mennyiségli Hz és CO2
jelentette. A legjelentésebb valtozasok a Bacteroides (log2FC: 7,4) és a Romboutsia (log2FC:7)
nemzetségekben mentek végbe (35. abra). Mindkét nemzetség fajai elsédlegesen a polimer
bontasaért feleldsek. A Bacteroides-ek anyagcseréje igen valtozatos elsésorban tejsavat,
cellulozt, keményitdt hasitanak és szénhidrat monomereket, szerves savakat allitanak el6, mig
a Romboutsia képvisel6i gliikozt, maltozt, fruktozt, trehaldzt és szorbitolt hasznositanak és
etanolt valamint illékony szerves savakat (ecetsav, izo-vajsav, izo-valeriansav) allitanak el6
[73,208]. Mindkét nemzetség esetében azonban ovatosan kell kezelni a nagymértékii relativ

gyakorisag novekedést, hiszen relativ gyakorisaguk atlagos értéke a Hz-nel taplalt reaktorokban
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1,7% (Bacteroides), 1,3% (Romboutsia). Ezért relativ gyakorisiguknak valtozasat a nagyon
alacsony kezdeti mennyiségiik eredményezte. Hasonloan alacsony kiindulasi gyakorisag miatt
tortént jelentdsebb novekedés a Desulfotomaculum (log2FC:1,9), Sphaerochaeta (log2FC:1,4)
¢és a Lentimicrobium (log2FC:1) nemzetségeiben, hiszen relativ gyakorisaguk 1,7% alatt
talalhato a reaktorokban. Sphaerochaeta, Lentimicrobium képvisel6i szintén poliszacharidok
degradaciodja altal jutnak energidhoz és termékként illékony szerves savak keletkeznek [209-
211]. Desulfotomaculum-ok szerves savakat (pl.: hangyasav, propionsav, piruvat, malat,
szukcinat), szerves olddszereket (pl.: metanol, etanol, butanol, oktanol), valamint Ho-t és CO»-
ot hasznalnak szubsztratként. A szerves komponensek degradacidja soran végtermékként
legtobb esetben CO2 keletkezik, de rovidebb szénlanct szerves savak is eléfordulnak a
termékek kozott. Desulfotomaculum nemzetség fajainak jellemz6 tulajdonsaga a szulfat, szulfit
és tioszulfitok alkalmazasa elektron akceptorként anyagcsere folyamataik soran [212,213]. A
legfontosabb relativ gyakorisag novekedésen a hidrogenotr6f metanogén Methanobacterium
nemzetség mikrobai mentek keresztiil. Nemcsak a valtozas mértéke figyelemre mélto (log2FC:
1,9), hanem mindez szamottevé kiindulasi gyakorisagbol (5,9%) indult ki és a fermentacio
végére a Ho-nel taplalt reaktorokban atlagosan 23,6%-ra emelkedett. S6t, az is megfigyelhetd,
hogy a H2 bevitel mennyiségének novekedésével a Methanobacterium-ok relativ gyakorisaga
is emelkedett, igy a 60 ml Hz-nel taplalt reaktorban 27,7%-ot ért el gyakorisaguk. Azonban a
H2 nem csak pozitiv iranya valtozasokat indukalt a mikrobak6zosség Osszetételében, hiszen
szamos tOrzs anyagcsere folyamatait gatolja a magas Hz parcialis nyomas, illetve a fermentacio
végére a szerves szubsztrat mennyisége is minimalisra csokkent. A legjelentdsebb relativ
gyakorisag csokkenésen a Candidatus Cloacimonas (log2FC: -4,3), a Methanosarcina
(log2FC: -4,1), a Sedimentobacter (log2FC: -3,7) és a Clostridium (log2FC: -2,3) nemzettség
mikrobai mentek keresztiil. A felsorolt nemzetségek fajai anyagcseréjiik révén vagy az
acetogének vagy az acetotréfok kozé sorolhatdk, amelyek korabbi eredmények alapjan is
érzékenyek a Ho jelenlétére, igy relativ gyakorisaguknak visszaszorulasa a ,,PtBioCHas”
alapvetd miikodésének kovetkezménye, a fentmaradd konzorcium életképességére nem volt

hatassal [13,164].
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35. abra: A fermentacios maradék mikrobadsszetételének valtozasa a fermentacio soran mezofil
koriilmények kozott. Az abra legbelso részében a mikrobédk taxonomiai faja talalhato, melynek végén az
eléforduld nemzetségek nevei olvashatok. Az ezt kovetd iven a kiilonbozé nemzetségek reprezentaltsaga

figyelhetd meg a fermentacio egyes mintaiban. A legkiilsd iven a kiilonb6z6 nemzetségek valtozasanak

iranya €s mennyisége van abrazolva a fermentacio kezdeti mikrobadsszetételéhez viszonyitva (log2FC).

A genomcentrikus elemzések eredményei nagy hasonldsagot mutattak a leolvasas alap
eredményekkel. A fermentdcios maradék kiindulasi mikrobadsszetételébdl dsszeszerelt binek

kozott a Methanosarcina és Herbinix nemzetségek fajai voltak nagy mennyiségben
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megtalalhatok (36. abra). Methanosarcina horonobensis (6%), M mazei (2,6%), M. barkeri
(2,4%), M. siciliae (2,1 %) és egy azonositatlan Methanosarcina faj (13,4%) voltak a
leggyakoribb metanogén Archaea képviselok. A mezofil fermentacios maradék fajgazdagsagat
jol jellemzi, hogy az emlitett Methanosarcina nemzetség képvisel6in kiviil a Herbinix luporum
(5,8%) és Peptococcaceae bacterium 1109 (3,6%) genomként azonositott bin relativ
gyakorisdga haladta meg a 2%-ot.

A H: adagolasanak hatasara a Methanosarcina-k szama csokkent a legjelentésebben
(log2FC: -3,9). A Methanosarcina nemzetség gyakorisaganak visszaszorulasanak oka a szerves
szubsztrat utanpotlasanak hianya, aminek hatdsara a Methanosarcina-k tapanyag forrasaul
szolgalo szerves savak utanpoétlasa elapadt, valamint a magas H» parcialis nyomas gatolja az
acetotrof anyagcesere-titvonalat. A legjelentdsebb ndvekedés a Methanobacterium (log2FC: 1,4)
¢és a Lentimicrobium (log2FC: 1,5) nemzetségek atlagos relativ gyakorisaganak novekedésébe
figyelhetd meg. Az iparban alkalmazott biogaz fermentacios koriilményektdl jelentdsen eltérd
koriilményeket teremtettem a Ho és CO2 bevitelével, mint kizarolagosan utdnpotolt szubsztrat
forras. A legnagyobb mennyiségben bejuttatott H, a Methanobacterium formicicum (relativ
gyakorisag: 4,5%) és egy azonositatlan Methanobacterium faj (6,7%) szamara kedvezett
leginkabb, amelyek hidrogenotrof energianyerd folyamataik révén a folyamatosan
rendelkezésre 4ll6 szénforrast, a CO2-0t Hz segitségével CHs-na redukaljak [104]. A
Lentimicrobium saccharophilum egy szénhidrat bontd6 mikroba, amelynek relativ
paraméter volt jelen a kdzdsségben, igy a polimer degradalé mikrobak koziil Lentimicrobium
saccharophilum volt képes felszaporodni a rovid ideig elérhetd szerves szubsztraton, habar
alacsony gyakorisaga (0,9%) a fermentacid végén jelzi a szerves szubsztrat utanpotlasanak

hidnyat.

85



=
©
3
S
< E)
% = )
0“‘6 ‘F% ‘%‘ Taxon neve
£ 2 % =
5 ¢o0% i
'% ) Z v o
) [y ©, (= =
e [ s 2 >
69 < gﬁ - =
% % %, E CRY
% % 2, % 3 <
£ & ) < = =
& () e, © Qe Q >
) ) ® . [a]
%y, R % 9 T £ %
0, "~ % <, 3
d ~, © M 2
M “» = b3
4, ! <. ER
ﬂ’s;./] o be % %5 B _, Binneve
o, %, % 2 e 2 [
u & OV .
l’kfiow Sry ” e 2.7 _ Redundancia
M, Uy 4 % s - Teljessé
jesseg
Stb S Q{ o ". =
/;Or/]e Cug /i& & "' C"-reaktor
T, : "' B"-reaktor
than 063, &y, N9 ¢ S .
Obae ) Cton 2.9 ‘ — A'-reakior
tery o I ~=9 /, ‘ ’Kmnml reaktor
ngazEns 3 7 . ||
Lentimj in
ic , 11 170897
robium saccharaph; gy N 4 "
in_21 -

Unknown_Bacteroidetes

Osszes ratérképezett read szim
e [
Bin_9 l ‘llll' - 0

in 12 1 [/ P17 Methanosarcina barkeri
ppa 276 B0- vy, Bin_3>

\ Metp
By anog .
© \‘ \\ H‘ > & e Y rCIna gegy;
A0~ 7, ',
e " A" R # % 4,
. agke’ ° (0'&6 %‘35\/ PR, ,/
terf"d 330)‘9' , 1
gaC o -

bacterium 4

t
ko, Tvorang
& ~ 7] e
2 #, ~Cth,
il
o RV & N s L 055 iy
o
P A9 R ® G N 3 e
et S > QN % 3 “, g
2t v &N o e % 7 X % 7o, %o,
C (o} @ o MR e w LD Ay < Oy 53, op
5 ! — -
© o® s S & s 0T :;, 2 Ve ¥ <) %, Z, e,
. -~ c 2
o R qu & @ & A e e} o Ox S s
o o ~ S @ v e YA % 0y %,
< : p o
<© Rse S e £ 2 % % !
R (4 W& 3 ~ T <+ c S 7 ~
Q . <& & 9 v o 8 S = 2 2 % Sy
o? < ’ ] v oo g = 5 2 x © o
" @ & Q 3 ~ ® ) <
< 2 & 7 3 = 2 3 El el 3 © (&
& bt ] z <,
S § z L G £ E] ‘e s ) C
~ = < E] - % ©
& [s) o o © \ D ‘S
S < I3 o 1 b4 [e] (s} &
~ IS I - (2] [ & ®
S Iy 1= H ® s e, .
i) ~ Q = = Pl - ¥,
<= “« o 2 Q . \)o "a
Q c e E] e, %
< s = o v v 7
S 4 5 5 9 ® % %
‘1‘-’ = = w S P <l
<) b g
c
] o
= =
i <

36. abra: A mezofil fermentacids maradék genomcentrikus mikroba Osszetételének valtozasa
fermentéci6 ideje alatt. Az abra belsejében egy dendogramm lathato, mely az egyes binek egymashoz
valo hasonlosagat tiikrozi tetranukleotid szekvencidjuk alapjan. A kovetkezo gytirlikon az egyes binek
lefedettsége lathato az adott mintaban (a sotétedés mértéke a lefedettség mértékével aranyos). Efolott
talalhat6 az egyes binek mindségi értékei (teljesség, redundancia), majd a binek neve €s taxondmiai

besorolasuk lathato.

5.4.2 Termofil rendszer

Az 5.3.1 és az 5.3.2 fejezet eredményei alapjan jelentds kiilonbségek figyelhetok meg a két

kiilonbozo eredetii fermentacids maradék mikrobdinak anyagcsere-folyamatai kozott és a két
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kiilonbozé homérséklet-tartomanyban végzett fermentacio eltérd kezelést igényel. Ezek alapjan
a PtBioCHj, reakcio katalizatoraként alkalmazott fermentacios maradék kezdeti és fermentacio
végi mikrobadsszetétele is nagyban eltér egymastol. A termofil reakciokozeg leggyakoribb
mikroba nemzetsége is a Methanosarcina volt (21,7%) (37. abra). Methanosarcina-k ecetsav
hasitasa soran nyernek energiat, amelynek melléktermékeként acetotr6f utvonalon CHas
keletkezik. A Cladicoprobacter nemzetség 19,9%-os relativ gyakorisaggal volt jelen a
fermentacios folyadékban. A Cladicoprobacter-ek hidrolizald baktériumok, amelyek a
szénhidrat (pl.: arabindz, xiléz, ribdz, fruktdz) lebontdsban vesznek részt, amelynek
eredményeként biomasszat és ecetsavat, tejsavat, COz-ot és Ho-t allitanak el [214]. 9,1%-0s
relativ gyakorisagot képviselnek az Ureibacillus-ok, amik osszetett polimerek mellett ureat,
eszkulint hasznalnak fel energianyeré folyamataik soran [215,216]. A foként hidrogenotrof
metanogén utvonalat hasznositdé Methanothermobacter nemzettség mikrobai 8,4%-ot
képviseltek a mikroba kozosségb6l. A Methanothermobacter-ek COz redukcidja altal allitanak
elé CHa-t, Ho-t hasznalva elektron donorként [206]. Két nemzetség, a Clostridium (4,52%) és
a Lutispora (2,3%) a szerves savak képzésében jatszanak fontos szerepet. A Lutispora
nemzetség baktériumai foként fehérje (pl. tripton, pepton, kazein hidrolizatum) és aminosav
(metionin, treonin, triptofan, cisztein, lizin, szerin) tartalmi szerves szubsztrat bontasat végzik
¢s allitanak el6 beldle energiat, ecetsavat, izo-vajsavat, propionsavat és izo-valeriansavat [217].
Kis szamban, de jelen vannak a Desulfotomaculum és a Moorella nemzetség baktériumai is,
amelyek CO vagy CO: felhasznalasaval reduktiv utvonalon is képesek a szerves savak
elallitasara. Emellett kemoorganotrof utvonalon is képesek szerves savak (propionsav,
ecetsav) eldallitasara [212,218].

A rendszeres Hz és CO, adagolas hatasara, illetve a szerves szubsztrat bevitelének hianya
miatt a mikroba kozosség jelentés valtozasokon ment keresztiil. A Hz-ben és CO2-ban gazdag
légtér leginkabb az Actinotalea (log2FC: 5,3), a Methanobacterium (log2FC: 4,9),
Cellulomonas (log2FC: 4,1) és a Methanothermobacter (log2FC: 2,3) nemzetség képviseldinek
kedvezett (37. abra). A foként hidrogenotrof Gtvonalon energiat nyeré Methanothermobacter-
ek voltak a kozosség legdominansabb mikrobai, atlagos relativ gyakorisaguk 44,1% volt.
Azonban a naponta bevitt Hz és CO2 mennyisége befolyasolta a névekedésiiket, igy azokban a
fermentorokban, amelyek légterébe a legnagyobb mennyiségben adagoltam a Ha-t és a COq-t
(,,C”), relativ gyakorisaguk a 65,3%-ot is elérte. A szintén hidrogenotr6f Methanobacterium-
ok relativ gyakorisaga 8, 7% volt. Az Actinotalea-k (4,3%) fakultativ anaerob baktériumok,
amelyek széles valasztékban képesek a szerves szubsztratot (pl. celluldz, cellobioz, gliikdz,

raffindz, ecetsav) hasznositani, fermentacidos termékként ecetsavat, hangyasavat, etanolt,
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borostyankésavat és COp-t allitanak elé [219,220]. Cellulomonas nemzetség (2,1%)
baktériumai cellulolitikus aktivitasuknak koszonhetéen celluléz bontasra képesek, hasitas
eredményeként keletkez6 gliikoz molekulakat hasznositjak és szerves savakat képeznek beldle
[221]. A szerves szubsztrat fogyasa tapanyag hianyhoz vezet és a magas Hp parcialis nyomas
gatl6 folyamatokat valt ki bizonyos mikrobak anyagcsere folyamataiban, szaporodasukban, igy
ezek relativ gyakorisaga a fermentacid végére nagyban csokkent. Legnagyobb mértékii
csokkenést az Ureibacillus nemzetség baktériumainak szamaban figyelhetiink meg (log2FC: -
6,5), amelyek szamara nem maradt hasznosithatdo szubsztrat, igy nem voltak képesek
fennmaradni a kozosségben [215,216]. Jelentds csokkenés figyelheté meg a szerves
szubsztratot hasznosito mikrobdk mennyiségében, aminek az oka, fermentacids maradék
szervesanyag tartalmanak csokkenése és kimeriilése, ilyenek a Lutispora (log2FC: -3,9),
Herbinix (log2FC: -2,4), Clostridium (log2FC: -2,3), Bacillus (log2FC: -2,3) és a
Tepidanaerobacter (Iog2FC: -2) nemzetség baktériumai. Ezek a baktériumok a szénhidrat
lebontasi utvonal fontos részei, anyagcseréjiik eredményeként biomasszat, ecetsavat, CO2-ot €s
Ho-t allitanak el6 [73,201,202,222]. A Syntrophomonas nemzetség baktériumait is gatolta a
fermentéacio soran jelen levé magas Hz parcidlis nyomas, amelynek kdszonhetéen szdmuk
csokkent (Iog2FC: -2,5). Ezek a baktériumok szintén a szervessav képzésben vesznek részt,
azonban az energianyereséget a hossza szénlanc Szerves savak (pl.: vajsav, valeriansav,
kapronsav) kotéseinek bontasabol nyerik. Anyagcseréjiik révén propionsavat, ecetsavat, izo-

valeriansavat és Ho-t allitanak el6 [223].

88



Abundancia (%)

0
6

13
19
26
32
39
a5
52
58
65

log2

§
I =5 FJ
e} =2 I
oé.ﬁiu i 2% £ &
» mo 5583% ':."ng"égg § &,
5 0B un32333338285585.8 S&¢
% B3R LCSTRRa3ESSEEcEES SALy
g, % 2555255550035 L s s AL88SSS
g S \
. 5 LR SB I T E RS B ARES . 85 84888
; §8 .
%, 2550555333337 (1111 TIEESEESIF S8,
L Te QL

—

I
—A

=
\\F
M'

e
tre,

R

Lutispg T illus
Geo. ra — actobacil
'SPorobacter__ ){)JF:-: Iétrep LOCOCCUS

Fervidicolla — \ [~ " Ureibacillus

| | Desulfuribaciflus
— — Novibacillus
J,_ 7 7‘§-:faniﬁlum
— ——Aneurinii .
I s T
—Tna
Hessi s
s s

Clostridium
Clostridiisalibacter

Caminiceua—ﬂ
Ca!oranaerohacter-

calo ramator——

il ter
isalinibacte. -
caldlstaliPh'Ius —
incold

T Ciflus

ks,
Vs B,
R0, R0,
scc:”fa_,- s

E ) /0o,
& O iy, U
- D, et

KRN

FC
7

——

xapuowity -

YL

B|100
eyl

JeqosaRUEouLe

@ B oW N O O b A&

37. abra: A fermentacios maradék mikroba Gsszetételének valtozasa a fermentacio soran mezofil
koriilmények kozott. Az abra legbelso részében a mikrobédk taxonomiai faja talalhato, melynek végén az
eléforduld nemzetségek nevei olvashatok. Az ezt kovetd iven a kiilonbdzé nemzetségek reprezentéltsaga

figyelhetd meg a fermentacio egyes mintaiban. A legkiilsé iven a kiilonbdzd nemzetségek valtozasanak

iranya és mennyisége van abrazolva a fermentacio kezdeti mikrobadsszetételéhez viszonyitva (log2FC).

Hasonloan a mezofil kisérlethez, a termofil esetében is nagy a hasonlosag a genomcentrikus
¢s a leolvasas alapu eredmények k6zott. A kiindulasi fermentacios folyadék mikrobakdzosségét

a baktériumokbol Osszeszerelt binek uraljak (38. abra). A legnagyobb mennyiségben egy
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ismeretlen Caldicoprobacter (relativ abundancia: 15%), az Ureibacillus thermosphaericus
(7,1%), a Thermoclostridium stercorarium (5%), egy ismeretlen Clostridium (4,2%) és a
Defluviitalea phaphyphila (4,1%) volt. Ezek a mikrobak a szerves komponensek bontasaért,
szerves savak képzéséért felelosek [215,224-226]. Erdekesség, hogy a CHa termelésben
résztvevo leggyakoribb metanogén bin a Methanosarcina nemzetség egy ismeretlen tagja volt,
amely mindosszesen 0,9%-os relativ gyakorisaggal volt jelen a kiindulasi mikrobakdzosségben.

A Hz és CO2 adagolas és a szerves szubsztrat bevitelével jelentdsen valtozott a fermentacios
maradék mikrobialis 0sszetétele. A H, magas koncentracioja a reaktorok 1égterében szelekcios
nyomast gyakorolt a kozdsségre, amelyhez bizonyos mikrobdk nem voltak képesek
alkalmazkodni, mig masok adaptalodtak, nagy mennyiségben felszaporodtak. A 1égtér magas
H> parcidlis nyomésanak és a szerves szubsztrat hidnyanak koszonhetéen a fermentécios
folyadék kezdeti dominans baktériumainak szama nagyban lecs6kkent. A legjelentdsebb
valtozasok a Thermoclostridium stercorarium (log2FC: -3,7), egy ismeretlen Clostridium
(log2FC: -2,8), a Caldicoprobacter oshimai (log2FC: -2,1), Caldicoprobacter faecalis (log2FC:
-2,1) és egy ismeretlen Caldicoprobacter (log2FC: -1,9) esetében kovetkezett be a legnagyobb
H> mennyiséggel taplalt reaktorokban.

Ezzel szemben a metanogén mikrobaknak kedveztek az altalam létrehozott Hz-ben és COo-
ban gazdag kornyezet. Az Gsszeszerelt metanogén binek kozil 6 gyakorisiga emelkedett
jelentds mértékben. A legjelentésebb novekedést a Methanobacterium sp. MB1 (log2FC: 8,9),
Methanobacteriaceae archaeon 41 258 (log2FC: 6,1) és a Methanothermobacter wolfeii
(log2FC: 5,9) esetében figyeltem meg, de Methanosarcina thermophila (log2FC: 3) és két
ismeretlen Methanosarcina (log2FC: 2,9, log2FC: 2,7) novekedése is jelentds volt. Az
Osszeszerelt genomok relativ gyakorisdganak novekedése alapjan, illetve az irodalmi adatok
alapjan ezek a mikrobak a hidrogenotr6f anyagcserének kdszonhetden szaporodhattak fel
[227,228]. Nem csak metanogén mikrobak szamara kedveztek ezek a fermentacios
koriilmények, az Actinotalea fermentans-ként azonositott bin relativ gyakorisaga is jelentésen
valtozott (1og2FC: 8,3). Ennek jelentésége, hogy az Actinotalea fermentans egy cellulolitikus
aktivitassal rendelkezd baktérium, amely szénhidratok hasznositadsaval (pl. arabindz, celluléz,
fruktoz, galaktoz, gliikkoz) allit el6 szerves savakat (ecetsav, hangyasav, tejsavat,
borostyankdsavat) €s etanolt, azonban semmilyen irodalmi adat nem bizonyitja, hogy CO2 és
H>-ben gazdag 1égtér is kedvezne a ndvekedésének, anyagcsere folyamatainak [229,230]. A
genomcentrikus elemzés alapjan is a fermentaciot kdvetden a mikrobakdzosség Osszetételét a
hidrogenotrof anyagceserét végzé Methanobacterium nemzetség uralta. A legnagyobb H»
mennyiséggel ellatott reaktorokban a Methanothermobacter wolfeii (35,1%), a két ismeretlen
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Methanosarcina nemzetség (7,5%, 2,5%), a Methanobacterium sp. MB1 (4,8%), az ismeretlen
Caldicoprobacter (4%), a Methanobacteriaceae archaeon 41 258 (3,5%) és a Actinotalea

fermentans (3,2%) mikrobakként azonositott binek voltak a legnagyobb relativ gyakorisaggal

jelen.
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38. abra: A termofil fermentdcids maradék genomcentrikus mikroba Osszetételének valtozéasa
fermentacio ideje alatt. Az abra belsejében egy dendogramm lathato, mely az egyes binek egymashoz
val6 hasonloséagat tiikr6zi tetranukleotid szekvencidjuk alapjan. A kovetkezo gytirlikon az egyes binek

lefedettsége lathat6 az adott mintaban (a sotétedés mértéke a lefedettség mértékével aranyos). Efolott
talalhato6 az egyes binek mindségi értékei (teljesség, redundancia), majd a binek neve és taxondmiai

besorolasuk lathato.



5.4.3 H: hasznosité anyagcsere utvonalak keresése

A genom centrikus elemzés soran az Osszeszerelt binek teljessége alapjan atfogd képet
kaphatunk a mikrobak anyagcsere folyamatairol, az azonositott gének, enzimek aktivitasa altal.
Célom volt, hogy a harom fontos H: hasznositd anyagcsere utvonal (hidrogenotrof
metanogenezis, reduktiv acidogenezis, szulfat redukcid) enzimeinek aktivitisait nyomon
kovetve azonositsam a koézosségben jelen levd potencidlis Hz felhasznald mikrobakat a
binekben azonositott enzimek alapjan. Emellett a CHs képzésben résztvevé mikrobakat
anyagcseréjiik alapjan csoportositani kivantam, mivel szamos esetben megfigyelhetd, hogy a
metanogén mikrobak nem csak egy anyagcsere utvonal katalizisére alkalmasak, hanem akar 2
vagy akdr mind a 3 utvonal aktiv lehet. Fontos tényezd a vizsgalat soran, hogy a 3 metanogén
anyagcsere utvonal, bar a felhasznalt szubsztrat Osszetétele alapjan jelentésen eltér, mégis a
koenzim M szintézise és CHa képzés utolso 1épéseiben talalkoznak (39. abra). Az Gsszeszerelt
genomok enzimatikus folyamatai alapjan kiséreltem meg a metanogén mikrobak

anyagcseré¢jének valtozatossaganak bemutatasat.

- - - Koenzim M
Acetotrof Hidrogenotréf Metilotrof bioszintézis
metanogenezis metanogenezis metanogenezis
CH,COOH CO, R-CH;
H, Koenzim M
Metil-
koenzim M
CH,

39. abra: A metanogenezis 3 6 anyagcsere folyamatanak sematikus abraja.

A metanogén mikrobak igen véltozatos anyagcserét képesek alkalmazni a valtozo kornyezeti
hatdsokra valaszolva. Ezért taxondmiai elemzés mellett a genomcentrikus szekvenalas
eredményei alapjan Osszeszerelt genomokban azonositott enzimek alapjan igyekeztem

anyagcsere Utvonalat hozzdrendelni az egyes binekhez. 13 db mezofil és 7 db termofil
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metanogén genomot tudtam azonositani a mérésem soran. Az Osszeszerelt genomokban
talalhato enzimeket az egyes metanogén anyagcsere utvonalakra térképeztem (40. abra-42.
abra), ami alapjan anyagcsere folyamatot is hozza tudtam rendelni az egyes binekhez. Az 6sszes
azonositott binben megtalalhatok az acetotrof metanogenezis itvonalara jellemz6 enzimek (41.
abra). A binek az acetotrof metanogenezisre egyedileg jellemzd utvonalon talalhatdéak meg, igy
joggal feltételezhetd, hogy ezek a mikrobdk valdban képesek az acetotrof metanogenezis altal
energiat nyerni. A hidrogenotréf metanogenezis enzimei a kdvetkez6 mezofil: ismeretlen
Methanobacterium (3_1-es bin), ismeretlen Methanobacterium (3_2-es bin), ismeretlen
Methanosarcina (4-es bin), Methanobacterium formicicum (6-o0s bin), Methanobacterium sp.
Maddingley MBC34 (7_1-es bin), Methanosarcina horonobensis (11-es bin),
Methanobacterium congolense (14-es bin), Methanobacterium sp. MB1 (15-6s bin),
Methanosarcina mazei (16-0s bin) és termofil: ismeretlen Methanosarcina (1_1-es bin),
ismeretlen Methanosarcina (1_2-es bin), Methanobacterium sp. MB1 (3_1-es bin),
Methanobacteriaceae archaeon 41_258 (4-es bin), Methanothermobacter wolfeii (6-0s bin),
Methanosarcina thermophila (8-as bin), Methanothermobacter sp. MT-2 (15-6s bin) binekben
voltak megtalalhatoak (40. abra). Joggal feltételezhetd, hogy ezek az Archaeak mind
alkalmasak a hidrogenotr6f anyagcserére. Azonban két mezofil binben, a 4-es ismeretlen
Methanosarcina, valamint a 14-es Methanobacterium congolense genomban csupan a metil-
koenzimM reduktaz enzimét tudtam azonositani, ami mind a harom metanogén anyagcsere
utvonal jellemz6 enzime. Megfigyelhetd, hogy tobb, az acetotrof Gtvonalra jellemzd enzim
(acetat kinaz, CO dehidrogenaz, metiltranszferaz) volt azonosithatd ebben a két binben, igy
minden valdszinliség szerint ezek csak acetotrof metanogenezisre képes mikrobak (41. abra).
A metilotrof metanogenezisre jellemz6 enzimek koziil csupan a 3 metanogén utvonalra kdzosen
jellemzd enzimeket (koenzimM metiltranszferdz, metil-koenzimM reduktdz) tudtam
azonositani, az utvonalra egyedien jellemz6 enzimek koziil egyet sem (42. abra).

Az Osszeszerelt genomok teljessége fiiggvényében elmondhatd, hogy a fermentacié soran
megfigyelhetd metanogén mikrobdk tobbsége az acetotrof €és a hidrogenotrof anyagcserére
egyarant jellemz6 enzimekkel rendelkeztek. Ahogy korabban bemutattam a Hz és CO2 adagolas
hatasara és a szerves szubsztrat hidnya miatt a fermentdciés maradék mikroba Osszetétele
nagyban valtozott. A legnagyobb Hz mennyiséggel taplalt reaktorok legnagyobb relativ
gyakorisagu (1%<) mezofil metanogén binjei a Methanobacterium formicicum (6-0s bin,
4,5%), a Methanobacterium sp. Maddingley MBC34 (7_1-es bin, 3,3%) és a Methanobacterium
sp. MB1 (15 -6s bin, 1%), amelyek mindegyikében megtalaltam a hidrogenotrof és az acetotrof

metanogenezis Utvonalainak jellemzd enzimeit egyarant (38. abra, 40. abra, 41. abra). A
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termofil koriilmények kozott inkubalt k6zosség legnagyobb relativ gyakorisagh (1%<) binjei
egy ismeretlen Methanosarcina (1_1-es bin, 7,5%), ismeretlen Methanosarcina (1_2 -es bin,
2,8%), Methanobacterium sp. MB1 (3_1-es bin, 4,8%), Methanobacteriaceae archaeon 41_258
(4 -es bin, 3,5%), Methanothermobacter wolfeii (6-0s bin, 35,1%) és a Methanosarcina
thermophila (8-es bin, 1,9%) voltak (38. abra). A mezofil eredményekhez hasonléan ezekben a
genomokban is mind a hidrogenotrof, mind az acetotrof tUtvonalra jellemzd enzimek

megtalalhatok voltak (40. abra, 41. abra).

bin: taxon [mezofil):

3_1 Unknown_Methanobacterium

3_2 Unknown_Methanobacterium

4 Unknown_Methanosarcina

6  Methanobacterium formicicum

7_1 Methanobacterium sp. Maddingley MBC34
11 Methanosarcina horonobensis

14 Methanobacterium congolense CO?

15 Methanobacteriumsp. MB1
16 Methanasarcina mazel . Fromil-metanofurin dehidrogendz:
bin: taxon (termofil): Koenzim M Bin:3_1,3_2,6,7_1,11,15
1 1 Unknown_Methanosarcina biOSZilltéZiS Bin:1.1,1.2,31,4,6,8,15
1_2 Unknown_Methanosarcina H,MPT formiltranszferaz:
3_1 Methanobacteriumsp. MB1 Bin:7_1,15
4 Methanobacteriaceaearchason41_258 Bin:1_1,3_1,4,6,15
6  Methanothermobacter wolfeii Metenil-H,MPT ciklohidrolaz:
8  Methanosarcinathermophila Bin:7_1,15
15 Methanothermobactersp. MT-2 Bin:1_1,1_2,3_1,6
CH,
5, 10- metenil
Koenzim M tetrahidrometanopterin
Metil-koenzimeM
reduktsz: H, termeld N, N® metilén-
Bin:3.1,3.2,4,7 1,14 HyMPT dehidrogenaz:
Bin:1.1,1.2,3_1,4,6,15 Bin: 6
Bin: 4,15
Fayo fiiged metilén-H,MPT
- 5 . reduktaz:
Metil N®- metil Bin:3 1,3 2,6,16
- : - —
koenzim M Metil-H;MPT koenzimM tetrahidrometanopterin

metiltranszferdz:

Bin:3_1

Bin: -

40. abra: A genomokban fellelhetd hidrogenotrof metanogenezis utvonalhoz kapcsolhaté azonositott

enzimek.
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Ecetsav

€O dehidrogenaz:

Bin:3 1,3 2,4,6,7 1,11,1417, 20
Bin:11,1231,46,8
Acetat kinaz:
Bin: 4 CO CO,
Bin: 1_2 , Koenzim M
Foszfat acetiltranszferdz . L.
foszfotranszacetildz: bioszintézis
Bin: 4
Bin:1_2
Acetil- CO-metilalé acetil-koenzimA szintdz:
. Bin:3_1,3_2,4,7_1,20
koenzim A Bin:1_1,1.2,3_1,4,6,8
Koenzim M
; iz Metil-Co(III) S-metil- Koenzim M metiltranszferdz:
Metiltranszferaz: k inoid Fe-S B3 13246 14 16 22
— h— | OTT111 011 -5 m— . . . ——in:3 1,3 2,4,6, 14, 16,
Bin:3_1,3 2, 4,11, 14, 16, 19, 20 .
s e . tetrahidosarcinopterin Bin .
11,12,31,468 fehérje
bin: taxon (mezofil): bin: taxon (termofil): Metil-
wn_Methanobacterium 1_1 Unknown_Methanosarcina .
_Methanobacterium 1_2 Unknown_Methanosarcina koenzim M
wn_Methanosarcina 3_1 Methanobacteriumsp. MB1 Metil-konezim M reduktaz:
6  Methanobacterium formicicum 4 Methanobacteriaceaearchaeon41_258 Bin:3 1,3 2,4,7 1,14
7_1 Methanobacterium sp. Maddingley MBC34 6  Methanothermobacterwolfeii Bin:1 1,1 2,3 1, 4,86, 15
11 Methanosarcina horonobensis 8  Methanosarcinathermophila -
14 Methanobacterium congolense 15 Methanothermobactersp. MT-2 C‘H_1

15 Methanobacterium sp. MB1

16 Methanosarcina mazei

17 Methanosarcina barkeri

19 Methanosarcina siciliae

20 Methanobacterium sp. SMA-27
22 Methanosarcina acetivorans

41. abra: A genomokban fellelhetd acetotr6f metanogenezis itvonalhoz kapcsolhatd azonositott

enzimek.
R-CH, _
Koenzim M
b].OSlelteZlS bin: taxon (mezofil):
" A 3_1 Unknown_Methanobacterium

Cl.:i-m=1l|'ll'=n==f=F=== 3_2 Unknown_Methanobacterium
B.\ﬁl - 4 Unknown_Methanosarcina
Bin: - 6  Methanobacterium formicicum

7_1 Methanobacterium sp. Maddingley MBC34
14  Methanobacterium congolense
16 Methanosarcina mazei

bin: taxon (termofil):

1 1 Unknown_Methanosarcina

1_2 Unknown_Methanosarcina

3_1 Methanobacterium sp. MB1

4 Methanobacteriaceaearchaeon4l_258
6  Methanothermobacter wolfeil

15 Methanothermobactersp. MT-2

Koenzim M

Metilalt specifikus
korrinoid fehérje

Koenzim M metiltranszferaz:
Bin:3_1,3_2, 4,6, 14, 16, 22
Bin: -

Metil-

koenzim M

Metil-konezim M reduktaz:
Bin:3.1,3 2,4,7 1,14
Bin:1_1,1_2,3_1,4,6,15

CIHL,

42. abra: A genomokban fellelhetd metilotrof metanogenezis itvonalhoz kapcsolhat6 azonositott
enzimek.
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A hidrogenotrof metanogenezis mellett a biogaz fermentald mikroba k6zosségek fontos Ho
hasznosité mikrobai a homoacetogén baktériumok. Hz és COz szolgdl szubsztratként ezeknek a
baktériumoknak és reduktiv utvonalon allitanak el6 szerves savakat anyagcseréjiik révén.
Annak ellenére, hogy az irodalmi adatok alapjan nem képesek felvenni a versenyt mezofil és
annal magasabb homérsékleten a hidrogenotr6f metanogének energianyereségével, nem
zarhato ki a jelenlétiik, aktivitasuk [19-21]. Mind a 2 fermentaci6 esetében talaltam a bakterialis
genomokban olyan enzimeket, amelyek alapjan a mikrobdk képesek lehetnek a reduktiv
acidogenezisre (43. abra). A 2 kisérletsorozat soran 7 mezofil és 12 termofil baktérium
genomjdban taldltam meg a reduktiv acidogenezis enzimeit. Ezek koziil 3 esetében csak a
foszfotranszacetildz és az acetat kindz volt azonosithato, amelyek a heterotrof itvonalon torténd
ecetsav képzésben is részt vesznek. Ezek alapjan mezofil mérés soran a 2 1-es Peptococcaceae
bacterium 1109, termofil esetben a 12-es Thermoclostridium stercorarium és a 42-es
Hungateiclostridium cellulolyticum esetében nem bizonyithaté a reduktiv szervessav képzo
aktivitas.

A fermentacid végén jelentds szamban mar csak azok a baktériumok voltak képesek
fennmaradni, amelyek jol toleraljak a H> magas parcialis nyomasat a légtérben, valamint
autotrof anyagcsere révén tovabb képesek szaporodni. Mezofil kisérletsorozat soran
jelentdsebb relativ gyakorisaggal (1%<) csak a Herbinix luporum (1-es bin, 6,9%), Clostridium
sp. CAG:221 (5-6s bin, 2,6%), egy ismeretlen Bacteroidetes (9-es bin, 3,4%) és a Bacteroidetes
bacterium 4484_276 (12-es bin, 3,9%) volt jelen. Termofil koriilmények kozott egy ismeretlen
Caldicoprobacter (2_1-es bin, 4%) és az Actinotalea fermentans (5-6s bin, 3,2%) képviselt
jelentdsebb relativ gyakorisagot.

A szulfatredukal6 utvonal 2 enzimét talaltam meg a termofil és mezofil genomokban (44.
abra). Mezofil esetben a szulfat adenililtranszferazt azonositottam a 12-es binnel jeldlt
Bacteroidetes bacterium 4484 _276-ban, mig termofil genomok kozott az adenililszulfat
reduktazt egy ismeretlen Clostridiumban (24-es bin). Ezek alapjan jelent6s szulfat redukcio a

fermentacio soran nem ment végbe.
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bin: taxon {mezofil):

€O dehidrogendz/acetil-CoA szintdz: 1 Herbinixluporum

Bin: 5 2_1 Peptococcaceae bacterium 1109

Bin: 13 2_2 Peptococcaceae bacterium 1109
CO} 5  Clostridiumsp. CAG:221

9  Unknown_Bacteroidetes

12 Bacteroidetes bacterium4484 276
Formit dehidrogensz: 27 Bacteroidetes bacterium 4484 249
Bin:1,2_2,5, 12,27
Bin: 2_1, 5,9, 10, 31, 35
Formil- tetrahidrofolat

Foszfotranszacetildz:

szintaz: Bin:1,2 1,4,5,9,12
Bin:1,2_2,5,9 Bin:2_1,5,9,12, 42
Bin: 2_1, 22, 35 Acetdt kindz:
Bini1,2 1,2 2,4
acetil-CoA i ecetsav
5, 10- metilén
tetrahidrofolat
Metilén-tetrahidrofolst bin: taxon (termofil):
reduktaz: 2_1 Unknown_Caldicoprobacter
Bin: 1 €O dehidrogenaz/acetil-CoA szintdz: 5  Actinotalea fermentans
Bin: 10, 13, 32 Bin: 5 9 Unknown_Clostridia
5, 10 metilén- Bin: 13 10 Unknown_Bacteria
tetrahidrofolat reduktaz: 12 Thermoclostridium stercorarium
Bin: 1 13 Firmicutes bacteriumML8_F2
Bin: 10, 13, 32 22 Dethiobacteralkaliphilus
5 metil 114 31 Moorellathermoacetica
: L —— l}den_lalt 32 Cellulomonas sp. KRMCY2
tetrahidrofolat korrionoid-vas- 35 Cellulomonas carbonis

36 Unknown_Actinobacteria
42  Hungateiclostridium cellulolyticum

kén-fehérje

43. abra: A genomokban fellelhetd reduktiv acetogenezis itvonalhoz kapcsolhatd azonositott enzimek.

Szulfat
Szulfit adenililtranszferaz:
Bin: 12
Bin: -
Adenililszulfat reduktiz:
Bin: -
Bin: 24

Szulfit

bin: taxon (mezofil):
12 Bacteroidetes bacterium 4484 276

Disszimildlé szulfit reduktaz:

Bin: - bin: taxon (termofil):
Bin: - 24 Unknown_Clostridium

Disszimilalo szulfit
redukalo fehérje

[DsrCl-triszulfid reduktaz:
Bin: -
Bin: -

Hidrogén
szulfid

44, abra: A genomokban fellelhetd szulfat redukcei6 Gtvonalhoz kapesolhatd azonositott enzimek.
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5.5 Kovetkeztetések, javaslatok

Az eredményeim bizonyitjak, hogy a fermentacidés maradék mikrobak6zossége jelentds

potenciallal rendelkezik a H> hatékony atalakitasara CHs-na a kovetkezé megkotésekkel:

Az aktiv hidrogenotr6f metanogenezis folyamatosan felhasznalja a fermentacios kozeg
CO; tartalmat, emiatt a keletkez6 gazelegy energiatartalma novekszik, ellenben
hosszttavon, illetve nagy mennyiségii H> bevitele esetén a CO, utdnpotlasat meg kell
oldani. Ezért a PtBioCH4 batch rendszerek hosszi idon keresztiil nem fenntarthatok
legalabb sztochiometrikus mennyiségli CO2 adagolas nélkiil.

A CO> utanpotlasanak lehet6ségeként a szerves szubsztrat rendszeres bevitele kevert
mikroba kozosségek esetében lehetséges, de preciz monitorozast igényel, hiszen az in-
situ rendszerekhez hasonléan a H; magas parcidlis nyomdsa a szerves savak
felhalmozodasahoz és a reakciokozeg elsavasodasahoz vezethet.

Megfeleld idében és mennyiségben adagolt CO- bevitelével azonban rendszer alakithato
ki mind mezofil, mind termofil fermentaciés maradékon alapuldé mikroba kozosséggel,
amely akéar a f6ldgaz tisztasagaval megegyez6 bioCHy eldallitasara alkalmas.

A mezofil mikrobakdzosségek a valtozatosabb mikroba-Osszetétel miatt stabilabb
PtBioCH4 miikodést biztositanak. Termofil kozosség alkalmazasa az alacsonyabb
mikrobadiverzitds és a gyorsabb enzimatikus folyamatok miatt rendszeresebb

monitorozast igényel a stabil, nagytisztasagi bioCHj4 termelés elérése érdekében.

A bemutatott eredmények alapjan elmondhatd, hogy a fermentaciés maradék kivaldan

alkalmas a ,,Power-to-Gas rendszerbe vald implementélasra. Az altalam javasolt ,,PtBioCH4

rendszer eltérése a hagyomanyos ,,Power-to-Gas technologiatol (12. abra), hogy a biogaz

Osszetételének javitasa a Hy bevitel segitségével nem a biogdz reaktorban zajlana, hanem a

biogaz erémiivek fontos részét képez6 fermentacios maradék tarozoban (45. abra). Az ex-situ

alapll biogaz Gsszetétel javitas segitségével a H2 magas parcialis nyomasa nem veszélyeztetné

a biogaz reaktor stabilitdsat és a biogaz tisztitasa soran eltavolitott CO2 visszairanyitasaval a

maradék taroloba a hidrogenotréf metanogének CO: utanpodtlasa is biztositva lehet.

Osszességében elmondhatd, hogy a fermentacios maradék mikrobakdzosségének hasznositasa

a ,,PtBioCH4” technologiaban szamos kecsegtetd lehetdséget kinal:

e A fermentaciés maradék olcsd, rendszeresen keletkezik és valtozatos
mikrobak6zossége révén hatékony katalizatora a ,,PtBioCH4” folyamatnak.
e A rendszer mikrobak6zossége képes rugalmasan reagalni az esetleges H2/CO:

szegény idOszakokra, majd a betaplalas Gjrakezdésére, ezzel biztonsagot nyujt a

98



crer

,Z0ld aram” termel6 technoldgidk fluktudciojabol szarmazd ingadozasok
kiegyensulyozasara.

e Szerves szubsztrat rendszeres bevitelének hianya mellett is a folyamat jol
iranyithat6 és a megfeleld aranyt Ho/CO2 betaplalas esetén végtermékként bioCHg
keletkezik, amelyet ipari hasznositas el6tt mar legfeljebb csak a H2S-t6l és a
vizgdztol kell megtisztitani.

o Az jatalakitashoz sziikséges szénforras a CO2z, amely a fermentdciés maradék
szerves komponenseibdl acetotrof metanogenezis révén szabadul fel, a szerves
biomassza anaerob fermentacidja soran keletkezo biogadz {6 6sszetevdje, amelyet a
CHa hasznositasa el6tt el kell tavolitani. A fizikai-, kémiai tisztitasok révén
kinyerhetd CO, a maradék tarozokba vezethetd és a hidrogenotrof metanogén
mikrobak szamara szolgalhat szénforrasként a CHs4 termelés soran. CO2 forrasként
természetesen ipari gazok, motorok kipufogdgaza és a 1égkorbdl levalaszthato CO2
is megfelel.

e A rendszer kiépitése és ipari megvaldsitasa a hasonld PtBioCH4 berendezésekhez
hasonlitva jelentds anyagi befektetéseket nem igényelne, mivel a folyamatnak
helyet ado fermentéacios maradék tarozo a legtobb miikodd biogéz erémii fontos, az

lizembiztonsag miatt kotelez6 eleme

»
(11T
Foldgaz hélzat

FERMENTACIOS
MQRAD@K
Biogaz reaktor TAROLO Elektrolizis

t
I
D
0
D
D

haldzat

fiist gaz

---

s

----------1--’

45, abra: Az éltalam javasolt ,,PtBioCH4” alapu rendszer megvaldsitasanak sematikus elrendezése.
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8 Ph.D. dolgozatban bemutatott munka osszefoglalasa

A globalis népességnovekedés és a technoldgia rohamos fejlodése miatt tarsadalmunk
fokozott mértékben nyult hozza bolygonk fosszilis készleteihez. Foldiink fosszilis készletei
azonban kimeriildben vannak, és hamarosan nem lesznek képesek ellatni folyamatosan
novekvo sziikségleteket, valamint felhasznalasuk soran a légkorbe keriil6 tiveghazhaté gazok
jelentds mértékben jarulnak hozza Foldiink klimajanak rohamos mértékii eldnytelen
valtozasahoz.

Az elmult néhany évtizedben a megljuld energiaforrasok hasznositasara alkalmazott
technologidk rohamos fejlddésen mentek keresztiil, amelyeknek koszonhetéen napjainkban
mar egész régiok energiasziikségletét képesek vagyunk fedezni csupan megajuld forrasbol.
Azonban a megujuld energiahordozok altal biztositott fel nem hasznalt ,,z0ld-aramot” a
veszteségek elkertilése érdekében érdemes alternativ energiahordozok formajaban tarolni. Ilyen
alternativ energiahordozé a Hp, amely amellett, hogy szamos eldnnyel rendelkezik, tarolasara
¢s szallitasara létezd technoldgidk nem elég biztonsagosak és gazdasdgosak. A ,,Power-to-Gas”
technologia sordn az anaerob biogaz fermentald mikrobakozosség fontos részét képezd
hidrogenotr6f metanogének segitségével a Ho CH4-na alakithato. A CHs konnyen tarolhato,
széllithatd energiahordozo a 1étezd foldgaz halozatok segitségével és kényelmes potencialis
alternativ energiahordozoja a ,,z6ld d&ramnak™.

Dolgozatomban a biogdz fermentacidja soran keletkezd fermentaciés maradék és annak
mikrobakozosségének felhasznalasi lehetdségeit mutatom be, mint a ,,PtBioCH4” folyamat
alternativ katalizatorat. Célom az anaerob kevert mikrobakultira anyagcsere folyamatainak
vizsgalata, nyomon kovetése, Ho-ben gazdag fermentacios koriilmények kozott, valamint a
mikrobialis dsszetétel-valtozasok bemutatésa.

Vizsgalataim sordn a fermentaciés maradék mikrobainak anyagcserefolyamatait 120 ml
térfogatli szérum tivegekben kdvettem nyomon. A méréseim soran a Ho-t, CO2-0t szakaszosan,
mianyag fecskendd segitségével juttattam a reaktorok légterébe. A fermentdcid soran
végbemend gazosszetételi valtozasokat gazkromatograf (GC) segitségével kovettem nyomon.
A fermentacids elegy pH-jat pH méré segitségével hatdroztam meg. A mikrobidlis
anyagcserefolyamtok altal katalizalt szervessav-Osszetétel valtozasokat folyadékkromatograf
(HPLC) segitségével ellendriztem.

A H2/COz-ban gazdag kornyezet hatasara atalakult mikrobialis Osszetétel metagenomikai
vizsgalatok segitségével kovettem nyomon. A mintdk szekvenalasat Ion Torrent PGMTM

utmutatoja alapjan végeztem. Leolvasds- ¢és genomcentrikus elemzések segitségével
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meghataroztam legjelentdsebb valtozasokat a mikrobidlis Gsszetételben mezofil és termofil
kozosség esetén. A genomcentrikus metagenomikai eredmények kiértékelése segitségével Ho-
hasznositd- és metanogén anyagcsere-utvonalak enzimeit azonositottam.

Dolgozatomban a biogdz fermentacidja soran keletkez6 fermentaciés maradék
mikrobak6zosségének felhasznalasi lehetdségeit mutattam be, mint a ,,PtBioCH4” folyamat
alternativ katalizatorat. A vizsgalatok fobb megallapitasai a kdvetkezdkben foglalhatoak dssze:

1. A szakaszosan beadagolt Ho-t felhasznalasaval a hidrogenotrof metanogén mikrobak a
kozegben oldott CO2 redukciojat hatékonyan megvalositottak, amit megndvekedett CHa
termelés bizonyitott. A hasznositott H» mennyiségével aranyosan emelkedett a termelt
CHs mennyisége és csokkent a reaktorok 1égterének CO» tartalma. Amikor a reaktorban
az oldott CO; elfogyott, a naponta beadagolt H> tovabbi felhasznalasa nem volt
lehetséges, ezért a Hz felhalmozddott a 1égtérben és a fermentacios kozeg lugosodasa
kovetkezett be. Mezofil koriilmények kozott ez a gatlo folyamat 48,94 ml Ho (40,78%)
napi adagolas mellett a 11. napon, még 37,75 ml H2 (31,46%) esetén a 14. napon
jelentkezett. A napi 21,4 ml (17,83%) H2 bevitel mellett a CO. redukcidja CHs4-na
hatékonyan ment végbe, a H> atalakitasi hatékonysaga 97,41% volt a fermentacio teljes
id6tartama alatt (29 nap). Termofil koriilmények kozott a rendszerbdl hamarabb
elfogyott az oldott és szabad CO», ezért mar a 4-5. nap kozott megfigyelhetd volt a CHy
képzddés ledllasa 40,53 (33,78%) és 54,71 ml (45,59%) napi Hz bevitel esetén. A
fermentécios kozeg CO> tartalmanak kimeriilése a 10. naptol a 23,82 ml (19,85%) Ho-
nel ,,taplalt” reaktorokban is bekovetkezett.

2. A Power-to-Gas technologia megvalositdsanak feltételeit megvizsgaltam szakaszos
szerves szubsztrat adagolds esetében a labor reaktorokban. A szerves szubsztrat
utanpotlasa az ipari biogdz erdmil szakaszos miikodését modellezte. A H2 adagolas
hatdsara megnovekedett CH4 hozamot és csokkent CO2 képzddést tapasztaltam a
bejuttatott H2 mennyiségével aranyosan a mérés korai szakaszaban. A H. emelkedd
napi dozisa (~40-60 ml (33,33-50%) napi adagolas) mezofil és termofil koriilmények
kozott is a CO2 készlet kimertilését eredményezte a kisérlet masodik szakaszaban. A
metanogén mikrobdk anyagcseréjének leallasa szerves savak felhalmozddasat és a pH
csokkenését eredményezte. A korabbi megfigyelésekhez hasonloan az alacsonyabb napi
H> bevitellel (~20 ml (16,67%)) miikddtetett reaktorok CHa termelése stabil tudott
maradni a fermentéci6 teljes idejében és a hidrogenotroéf metanogének aktivitasa révén

23,5% -o0s (mezofil), 10,15%-os (termofil) CH4 tobbletet biztositottak.
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3. Afolyamat hosszua tavon valé fenntarthatosagat biztositotta, a sztochiometrikus Ho/CO»
gazelegy adagolasa. A COz bevitellel egyrészt biztositottam a hidrogenotr6f
metanogének szénforrasat, masrészt oldott (karbonat/bikarbonat) forméaban pufferelte a
rendszert. A 4H,+CO, gazelegyet mikroba kozosség a kisérlet teljes futamidejét
figyelembe véve mezofil koriilmények kozott 90%, még termofil esetben 74% feletti
hatékonysaggal alakitottak 4t CHs-na. A 1égtérben mérhetd gazelegy atlagos bioCHa
tartalma mezofil esetben 97%-nal, mig termofil esetben 95%-nal magasabb volt.

4. A reaktorok mikrobialis Osszetételét természetesen befolyasolta az iizemi biogaz
termeld koriilményektdl eltéré kornyezet, ami szerves komponensekben szegény de
H2/CO»-ban kellden ellatott. Az elvégzett leolvasas alapti elemzések alapjan mezofil
koriilmények kozott a Methanobacterium, Herbinix és a Clostridium nemzetség
mikrobai dominaltak, mig termofil fermentacié soran a Methanothermobacter,
Methanosarcina, Caldicoprobacter és a Methanobacterium nemzetségek relativ
gyakorisaga volt a legmagasabb (37. abra).

5. Genom centrikus elemzések sordn a mezofil konzorciumbol 34 db, mig a termofilbol
43 db bint tudtam Osszeszerelni. Az Osszeszerelt genomok relativ gyakorisaganak
valtozasa szorosan kovette a leolvasas alapu eredményeket (36., 38. abra). A genomok
azonositott génkészlete alapjan a Ho/COz-ban gazdag kornyezetben a hidrogenotrof,
acetotrof metanogenezis €s a reduktiv acidogenezis Gtvonalai maradtak aktivak. Ezzel
szemben a metilotrof metanogenezisre és szulfat redukciora jellemzd géneket alig, vagy
egyaltalan nem tudtam azonositani (40-44. abra). Igy gyakorlatilag feltérképezhetok
voltak a mintavétel idépontjaban a rendszerben megnyilvanuld fébb reakcio utak, ami
a Power-to-Gas technologia miikodésének mikrobiologiai ellendrzését és szabalyozasat

teszi lehet6vé.
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9 Summary of the Ph.D. Thesis

The global energy consumption increases continuously and rapidly while the available fossil
energy carriers become limited. This, together with the alarming climate change, put a special
emphasis on the development of the renewables. The rapidly expanding renewable energy
technologies, i.e. photovoltaics and wind power, generate fluctuating “green electricity”. The
excess “green electricity” needs to be stored independently from the electricity grid. H» is a
promising alternative energy carrier despite of the existing underdeveloped storage,
transportation technologies. Hz can be converted to CHa via hydrogenotrophic methanogenesis.
This microbiological by-pass route offers an affluent solution of the energy storage and
transportation problems. The “Power-t0o-Gas” technology directs the fluctuating “green
electricity” to the more flexible natural gas grid by converting it to CHs. BioCHg4 is chemically
indistinguishable from the fossil “natural gas” and can replace “natural gas” in every
applications the non-renewable and environmentally unfriendly energy carrier.

In this Thesis work, | investigated the application of a mixed microbial community
developed from the fermentation effluents of biogas plants. The results corroborated the
advantages of using mixed anaerobic communities in the Power-to-Gas conversion. The major

findings were as follows:

1. In a batch-type fermentation system H> was daily injected into the reactor head space.
Although H> is poorly soluble in the aqueous medium, it was converted by the
hydrogenotrophic methanogens as indicated by the increased yield of CHs and concomitant
reduction of CO». The depletion of the residual organic substrate supply and dissolved CO-
resulted in diminishing CH4 production in time. This was also accompanied by H:
accumulation in the headspace and elevation of pH due to the lack of the buffering capacity
of CO2/HCOg3". At mesophilic temperature these effects were apparent on days 11 and 14
in the case of 48.94 mL (40.78%) and 37.75 mL (31.46%) daily H> dosages, respectively.
The reactors receiving 21.4 mL (17.83%) daily H> dosage converted the H2 to CH4 with
97.4% efficiency throughout the 29-days long experimental period. At thermophilic
temperature the conversion took place substantially faster.

2. The effects of a systematic organic substrate supply were also investigated. The regular
organic substrate addition mimicked the industrial conditions of the in-situ P2G process on

the one hand, and on the other hand, it was expected to balance the dangerous pH increase
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caused by the dissolved CO depletion. The results indicated an intricate and sensitive
equilibrium between H>/CO. consumption and system stability at both mesophilic and
thermophilic temperatures. The inhibition of the acetoclastic pathway resulted in the
accumulation of volatile organic acids (VFASs) and acidification of the pH. Close to the
optimal conditions stabile microbial activity could be maintained. Surplus CH4 evolution
of 23.5% (mesophilic) and 10.15% (thermophilic) were measured, respectively.

The stoichiometric mixture of H2+CO», i.e. 4H>+CO>, successfully modeled the ex-situ
P2G industrial process conditions. Long term bioCH4 production was achieved at balanced
pH. The hydrogenotrophic methanogens converted the injected Hz to CH4 with 90%, 74%
efficiency at mesophilic and thermophilic temperatures, respectively. The bioCH4 content
of the reactor’s headspace was over 97% in the mesophilic and over 95% in the
thermophilic reactors. Both values are compatible with the quality requirements for
injection into the natural gas grid.

The read based metagenomic analyses revealed a shift in the microbial community. In the
mesophilic reactors the H2/CO. rich headspace diminished the genera Candidatus
Cloacimonas, Methanosarcina, Sedimentobacter and the Clostridium while the genera
Bacteroides, Romboutsia and the Ha utilizing Methanobacter and Methanoculleus became
predominant. At thermophilic temperature the abundance of the genera Ureibacillus,
Lutispora, Herbinix, Clostridium, Bacillus and the Tepidanaerobacter decreased and the
growth of Actinotalea, Methanobacterium, Cellulomonas and the hydrogenotrophic
Methanothermobacter was facilitated.

34 and 43 bins were assembled from the mesophilic and thermophilic consortia,
respectively. The genome-centric read-based analyses corroborated and validated each
other. In the H2/CO- rich environment hydrogenotrophic-, acetotrophic methanogenesis
and reductive acidogenesis specific genes were observed in the assembled genomes.

Methylotrophic methanogenesis or sulfate reduction specific genes were scarcely detected.

120



10 Fuggelék

. . Membran L Kémiai
Vizes Szerves Kémiai Vg Kriogén : ,
4zmosas gazmosas 4zmosas PSA SZUTES azelvalasztas hidrogén
& & & technologai & kezelés
Energiasziikséglet
nyers biogazbol 0,25-0,3 0,2-0,3 0,05-0,15  0,23-0,3 0,18-0,2 0,76 n.a.
[KWh/Nm®]
Befektetési koltség ~ Kozepes Kozepes  Magas Kozepes Magas Magas n.a.
[}gr]nerseklet '8Ny 1040  55-80 100-180 1540 - -25-(-196) 270
CHgs veszteség [%] <2 2-4 <0,1 <4 <0,6 2 -
CHjy tisztasag [%] 96-98 96-98 96-99 96-98  92-98 97-98 97-99
El6tisztitasi igény Javasolt  Javasolt Igen Igen Javasolt Igen Igen
I[\é-‘gl‘r’]mas fartomany 410 4.8 1-5 310 48 8-80 8-10

10. tablazat: A fizikai és kémiai biogaz tisztit6 eljarasok ([8,231] alapjan modositva)
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Osszesen Osszes beadagolt | Fel nem hasznalt Exogén H> Felhaszndlt Ferlhasznalrt .HZ
termelt CH4 . - , fots H2 atalakulasi
. H2 mennyisége | H2 mennyisége | atalakitasabol termelt - , .
mennyisége [mi] [mi] CHa mennyisége [ml] mennyisége | hatékonysaga CHa-
[mI] 4 yiseg [mI] né [%]
157,68 0,00 0,00 0,00 0,00 n.a.
314,25 642,93 0,00 156,56 642,93 97,41
287,43 1132,47 459,03 129,74 673,44 77,06
262,75 1468,04 835,38 105,07 632,66 66,43

11. tablazat: A mezofil batch kisérlet dsszesitett eredményei
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Osszesen termelt Osszes Fel nem hasznalt Exogén H> Felhasznalt H Feé{?aﬁf(?l?gsin
CHs mennyisége | beadagolt H H2 mennyisége | atalakitasabol termelt mennviséoe [mzl] hatékonvsaea CHa-nd
[ml] mennyisége [ml] [ml] CHs mennyisége [ml] yIseg y[%‘(’i !
46,94 0,00 0,00 0,00 0,00 n.a.
101,68 404,91 241,44 94,75 163,47 133,96
120,96 694,09 225,42 74,02 468,67 63,18
110,16 930,03 271,03 63,23 659,00 38,38

12. tablazat: A termofil batch kisérlet 6sszesitett eredményei
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mKontroll reaktor
"A" reaktor

m"B" reaktor

m"C" reaktor
B'"D" reaktor

Aesuordesy
ARSURTIS[BAOZ]
ARSTRTIS[R A
Aesfeaoz]
Aesfep
Aesuordorg

FISER |

Aesuordesy
ARSURTID[RAOZ]
ARSURTID[R A
Aesfeaoz]
aesfep
aesuoidorg

Aes120F

Aesuordesy
ARSURTIO[BAOZ]
ARSURTID[R/\
Aesfeaoz]
Aesfep
Aesuordorg

ApS]2dq

Aesuoidesy
ARSURTIS[BAOZ]
ARSURTID[R A
Aesfeaoz]
Aesfep
Aesuordorg
ABSROT
Aesuordesy
ARSURTID[BAOZ]
ARSURTID[R
aesfeaoz]
aesfep
aesuordorg
Aes}OH
Aesuordesy
ARSURTIO[BAOZ]
ARSURTID[RA
Aesfeaoz]
Aesfep
aesuotdorg
FLNER |
Aesuordesy
ARSURTIO[EAOZ]
ARSTRTIO[E A
Aesfeaoz]
Aesfen
aesuordorg
AesROH
Aesuoxdes]
ARSURLID[BAOZ]
ARSURTIA[E
aesfeaoz]
Aesfep
aesuordorg

ARS]H

6.00

5.00

=]
<
~

=)
<
o

[1/5] owpnmou0y

=)
<
e

1.00

=)
<
=]

Szerves savak, 1d6 [hetek]

kontroll, kontroll +

40 ml+ szubsztrat, fekete (D): 60 ml Hz napi bevitel + szubsztrat).

tel tekintetében (zold:

k az illékony szervessav-Osszeté

4

altozaso

74

€meno va

deje alatt végb

acio i

r

46. abra: A ferment

szubsztrat, piros (B): 20 ml+ szubsztrat, kék (C)
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Aesuoidey
ABSUBLIO[B A
Aeslenoz|
Neslep
Aesuoldold

AES]192]

o
i

Aesuoldey
ABSUBLIOTB A
Aeslenoz|
Neslep
Aesuoldoid

Aes]ad]

Aesuoidey
ABSUBLIO[B A
Aeslenoz|
Neslep
Aesuoldold

A\ES]192]

Aesuoldey
ABSUBLIO[B A
Aeslenoz|
Neslep
Aesuoldoid

Aes]add

Aesuoldoid

A\ES]907

Aesuoldold

A\ES]92]

2.00
1.80
1.60
1.40

1.20
1.00
0.80
0.60

[1/3] oroenuaouoy

0.40
0.20
0.00

Szerves savak, 1d0 [hetek]

47, abra: A mezofil fermentacio ideje alatt végbemend valtozasok az illékony szervessav osszetétel tekintetében (zold: kontroll, piros (A): 20 ml, kék (B): 40

ml, fekete (C): 60 ml H; bevitel)
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Aesuoldoid

Nes]add

10

Aesuoidey)
Aesuoldoid

ESERE

Aesuoidey]
ABSUBLIO[B A
Neslep
Aesuoldoid

Nes]add

Aesuoidey)
ABSUBLIO[B A
neslep
Aesuoldoid

AES]92]

Lo

Aesuoidey
Neslep
Aesuoldoid

Aes]add

Aesuosdey)
ABSURLIO[B A
neslep
Aesuoldoid

AES]92d

Aesuoidey
ABSUBLIS[B A
Aeslenoz|
neslep
Aesuoldoid

Nes]add

Aes]add

o

1.00
0.90
0.80

0.70
0.60
0.50
0.40
0.30

[1/3] oroenUoUOY]

0.20
0.10
0.00

Szerves savak, 1d6 [hetek]

48. abra: A termofil fermentacio ideje alatt végbemend valtozasok az illékony szervessav Osszetétel tekintetében (zold: kontroll, piros (A): 20 ml, kék (B): 40

ml, fekete (C): 60 ml Hy bevitel)
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Atlagos CH4

Osszesen " , Exogén H» , Felhasznalt H»
termelt CHa Osszes beafla’golt Fel nem ha.szrnalt stalakitasabol Felhaszn'alrt H> stalakuldsi tar'Fa.I o’m’
. H> mennyisége H> mennyisége mennyisége . . (stabilizalast
mennyisége [mi] [mi] termelt CH4 [mi] hatékonysaga CHa- Kovetden)
[ml] mennyisége [ml] na [%] [%]
30.26 5.13 0.00 0.00 0.00 n.a. 9.32 (9.32)
328.75 1254.19 50.03 298.49 1204.15 99.15 78.11 (98.28)
628.73 2445.17 42.94 598.48 2402.24 99.65 87.87 (97.73)
801.59 3688.66 291.78 771.34 3396.88 90.83 80.83 (98.40)

13. tablazat: A hosszitava mezofil kisérlet 6sszesitett eredményei.
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Osszesen

Exogén H>

Osszes Fel nem . > 1.1 | Felhasznalt Felhasznalt Hp Atlagos CHy
termelt CH4 beadagolt H> hasznalt H» atalakitasabol H2 atalakulasi tartalom
mennyisége mennyisége mennyisége termelt. C,H4 mennyisége | hatékonysaga CHa- (stabilizalast

mennyisége
[ml] [ml] [mI] [r%ll] 8 [ml] na [%] kovetden) [%]
56.09 0.00 0.00 0.00 0.00 n.a. 7.07 (7.07)
372.49 1556.01 19.98 316.40 1536.03 82.39 83.59 (89.53)
560.30 2723.33 8.39 504.21 2714.94 74.29 84.50 (95.30)
768.77 3761.01 34.62 712.68 3726.39 76.50 84.00 (94.06)

14. tablazat: A hossztavu termofil kisérlet dsszesitett eredmeényei.

128




