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Roviditések jegyzéke

NGS — Next Generation Sequencing (Kovetkez6/Gjgeneracios szekvenalas)
TGS — Third Generation Sequencing (Harmadik generacios szekvenalas)
CoA — Koenzim A

F420 — 8-hidroxi-5-deazaflavin

PCR — Polymerase Chain Reaction (Polimeraz lancreakcio)

SSCP - Single Strand Conformation Polymorphism (Egyszalu konforméacios
polimorfizmus)

DGGE — Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (Denatural6 gelelektroforézis)
FISH — Fluorescent In Situ Hybridization (Fluoreszcens in situ hibridizacio)
UASB — Upflow Anaerobic Sludge Blanket (Fermentortipus)

VDI — Verein Deutscher Ingenieure (Egységesitett vizsgalati modszer, VDI Richtlinien
2006).

TAP — Tris-acetat-foszfat

EDTA — Etilén-diamin-tetraecetsav

GC — Gas Chromatograph (Gazkromatogréaf)

FOS — Fliichtige Organische Sauren (Osszes szerves sav)

TAC — Totales Anorganisches Carbonat (Pufferkapacitas)

CTAB — Cetil-trimetilammonium-bromid

TE —Tris-EDTA

gPCR — Quantitative Polymerase Chain Reaction (Kvantitativ PCR)
PTFE — Politetrafluoretilén

COG - Clasters of Orthologous Group (Funkcionalis fehérje klaszter)
0TS — Organic Total Solid (Osszes szerves anyag)

CoM-S-S-HTP —Koenzim M heterodiszulfid-heptamil treonin
HS-HTP — 7 merkaptoheptamil L treonin foszfat

KVIC - Khadi and Village Industries Comission (Fermentortipus)



1. Bevezetés

Napjaink tarsadalménak gazdasdga fosszilis energiahordozékon (kéolaj, szén,
foldgaz) alapszik, melyek energiafelhasznaldsunk 80%-at teszik ki (Omer és mitsai.
2006). Kivaltasuk szuksegességét sirgeti a Fold népességének ndvekedeése, és az ezzel
parhuzamosan egyre novekvé ipari energiaigény. A gazdasagosan kiaknazhaté fosszilis
energiahordozok a jovében mar nem fogjak tudni kielégiteni a fogyasztok
energiasziikségletét. A fosszilis energiahordozok versenyképességiiket elsésorban a
kitermelés koltségének rohamos ndvekedése miatt veszitik el. Ennél is riasztobb a
globalis klimavaltozas jelensége, a fosszilis energiahordozdk fokozott hasznalata miatt a
légkdrbe juté Uveghdzhatdsl gazok az egész bolygonkon veszélyeztetik az
életfeltételeket. Ezért a kutatok figyelmének kdzéppontjaban mar évek 6ta a jelenlegi
energiahordozok kivaltasa all alternativ, megujuld energiahordozdkkal, melynek
koszonhetéen az Ujabb technologiak rohamosan fejlédnek. Szamos kutatas foglalkozik
ilyen alternativakkal, melyekben a kozds pont az, hogy az energia teljes mértékben
megUjulé forrashbol szarmazik, azaz az alkalmazott alapanyag a felhasznalas mértékében
ujratermelddik (Beneman 2000, Yadvika és mtsai. 2004, Balint és mtsai. 2005, Sharma
és mtsai. 2008). Ezeknek a megujul6 energiahordozoknak a hasznalata csokkenthetné a
légkorbe keriild karosanyag kibocsajtast, ami a klimavaltozas elleni klzdelmet is
eldsegitené.

A megujulé energiahordozok soraba tartozik a szélenergia, a geotermikus energia, a
viz Kkinetikus energidja (pl.: hulldm- és &rapalymozgasok, vagy folyami erémiivek),
fotoelektromos technoldgiak, valamint a biomassza felhasznalasa. A biomassza
hasznositas kulonféle modjai kozé tartozik a biodizel, bioetanol, biohidrogén és a
biogdz gyartasa (Bai és mtsai. 2002, Bai 2003, Omer 2006, Celik 2008, Kovacs és
mtsai. 2014). Biogaz eldallitasahoz sokféle biomasszat felhasznalhatunk, mely lehet
novenyi biomassza, allati Urtlék, ipari vagy kommunalis hulladék (Bai 2007). A
novenyi hulladékokrol altalanossagban elmondhato, hogy f6 alkotoik a celluloz,
hemicelluldz, valamint a lignin. Az allati eredetti biomasszak pedig altalaban a ndvényi
hulladékoknal nagyobb mennyiségben tartalmaznak kilonféle fehérjéket, zsirokat,
olajokat. A biogaz gyartas soran keletkez6 termékek sokféleképpen felhasznalhatoak. A
legegyszeriibb és legelterjedtebb a biogaz elégetése, melybdl egyszerre nyerhetiink hot

és elektromos energiat. A keletkezé fermentacios maradékot pedig talajeré potloként



miitragya kivaltasara hasznosithatjuk (Gerardi 2003, Bai 2007, Kovéacs és mtsai. 2014).
A biogaz legnagyobb része metéan, mely a fermentacios alapanyagoktol fiiggéen a gaz
50-75%-at teszi ki, ezen Kivil ugyancsak alapanyagtol fiiggéen szén-dioxidot (28-48%),
és ~1-2%-ban egyeb gazt, kénhidrogént, nitrogén vegyileteket tartalmaz (Gerardi 2003,
Bai 2007). A foldgdz tébb mint 90%-a metan, mely a flitéértékének kb. 70%-at adja.
Ezt az értéket a biogaz esetén is elérhetjik, ha a keletkezett biogazbdl a szén-dioxidot
eltavolitjuk (Bai 2007, Kovéacs és mtsai. 2014). Tisztitas utan a biogdz gyakorlatilag a
foldgazzal egyenértékii futdértékkel rendelkezhet, igy a gdz akar a foldgazhalozatba is
taplalhato.

Régota ismeretes, hogy a biogdz termelddése spontan is lejatszodik mocsarakban,
hulladéktarolo telepeken, ahol kialakulhat anaerob kdrnyezet. Tehat a biogaz képzédési
folyamat anaerob kériilmények kozott zajlik le, azonban a szerves anyagok bontasaban
fakultativ anaerobok is részt vesznek (Winter 1984). A kiilonb6z6é anyagok anaerob
atalakitasa bonyolult biokémiai folyamatok lancolata, mely az erjesztésre keriil anyag
Osszetételétdl, mindségétol fliggben valtozo Osszetételti mikroorganizmus kdzossegek
segitségével torténik. A mikroorganizmusok tevékenysége meghatarozott sorrendben
koveti egymast, minden Iépést mas specialis mikroba csoport veégez. A kiilonb6z6
tipust mikrobdk egymasra utaltak, és egymadssal 6sszhangban miitkodnek. A komplex
szerves molekulak metanna torténd atalakitasa csak akkor sikeres, ha kialakul a
baktériumok specialis kozossége, melyben mindegyik faj meg tud élni, valamint olyan
terméket hagy hatra, mely a kovetkez6 mikroba csoportnak taplalékul szolgal (Winter
1984). Az ilyen kozosségekben minden mikroba faj a tulélésért versenyez, a gy6ztesen
kikerulé fajok, melyek leginkdbb képesek az adott kortilményekhez adaptalodni,
tulélnek, dominanssa valnak. A nagy szerves molekuldju anyagok lebontasabdl egyre
egyszeriibb szerkezeti vegylletek jonnek létre a folyamat soradn, melyeknek
energiatartalma is egyre alacsonyabb, igy mar kevesebb organizmus szaméra nyujtanak
tapanyagforrast (Gerardi 2003).

A szerves anyagok anaerob biodegradécidjdban részt vevé mikroorganizmusok
harom f6 csoportba sorolhatok (Thielke és mtsai. 1988, Kovacs és mtsai. 2014). Az els6
csoport tagjai a polimerek lebontasaért felelosek, 6k a nagy molekuldju szerves
vegytileteket bontjak. Az altaluk eléallitott termékeket hasznalja fel az acetogén
baktériumok csoportja, amely szerves savakat allit eld, illetve bizonyos mikrobak
hidrogent is termelnek (Wolin 1975, Conrad és mtsai. 1985, Thiele és mtsai.1988,

Cayol és mtsai. 2002, Kovacs és mtsai. 2014). A harmadik csoportot a metanogén
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mikroorganizmusok alkotjék, 6k a biogaz két f6 komponensét, a metant és a szén-
dioxidot allitjak el6. Ezek kozott megkulonboztetiink hidrogenotrdf, acetotrof, és
metilotrof metanogéneket. Tehat a biogaz termelés 6sszetett mikrobioldgiai folyamat,
melyben a biogaz termelé mikroorganizmusok bonyolult lancolatot épitenek fel, s ennek
vegtermékeként keletkezik a biogaz (Bryant és mtsai. 1967, Wolin 1975, Conradés
mtsai. 1985, Schmidt és mtsai. 1993, Kovacs és mtsai. 2014).

A f6 probléma jelenleg a megujulo energiahordozokkal, hogy arban nem veszik fel
a versenyt a fosszilis energiahordozokkal. Ezért a bioenergetikaban a gazdasagos
megoldasok kifejlesztése, valamint a hatékonyséag ndvelése a minél gyorsabb elterjedést
segitheti eld, igy meghatarozé fontossagu. A biogaz gyartas szempontjabdl az olyan
ismeretek, melyek segitségével megismerhetjik a folyamatban részt vevd
mikroorganizmusokat, valamint ezek funkcioit egyre jobb és hatékonyabb rendszerek
kialakitasat teszik lehet6vé. A metagenomika —mikroorganizmusok kodzosségeinek
genom szintli analizise— egy ujfajta lehet6ség a mikrobiologiai ismeretek bévitésére,
amely meghaladja az egyes gének szintjét (Handelsman 2004). A metagenomikai
modszerek alkalmazasaval olyan ismeretekre tehetlink szert, amelyeknek alkalmazésa
hatékonyabb, gazdasdgosabb biogdz termeld mikroba kozosségek kifejlesztéséhez
vezet. llyen vizsgalatok Kivitelezéséhez napjainkban rendelkezésre allnak a ,,masodik”
vagy ,,Next Generation Sequencing” (NGS), valamint a legujabb ,,harmadik generaci6s”
(,,Third Generation Sequencing -TGS”) szekvenalo technologiak (Mardis 2008,
Metzker 2009, Schadt és mtsai. 2010, Kovéacs és mtsai. 2014). Ezek az eljarasok Uj utat
nyitnak a mikrobiélis kozosségek vizsgélatdban. A metagenomikai elemzés soran a
teljes kozosségi DNS reprezentélja a templatot, amit szekvenalassal nukleotid szinten
azonositunk, majd elemziink filogenetikai és funkcionalis szempontbdl (Mardis 2008,
Metzker 2009, Pop és Salzberg. 2008). Az Gjgeneracios szekvenatorok Ujabb és Gjabb
verzioinak megjelenésével a genomika gyorsan fejlodik, egyre kifinomultabba eés
hatekonyabbd valik. Az NGS és TGS technologiak altal biztositott hatalmas
mennyiségii adathalmazokon keresztiil lehetdség nyilt nagyszabasu Osszehasonlito,
valamint evollciés vizsgéalatokra. Ezek a vizsgalatok néhany évvel ezel6tt
elképzelhetetlenek voltak. A metagenomika segitségével belatast nyerhetlink a gének
kozosseégebe, amelynek segitségével feltarhatjuk a sokféle eddig azonositatlan
biogaztermelé mikroorganizmus vilagat. A folyamatban szerepl6 legtobb mikroba tiszta
kultardban a jelenlegi ismereteink szerint nem tenyészthet6, igy azokat a klasszikus

mikrobioldgiai eszkézokkel vizsgalni, jellemezni nem tudjuk.
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Napjainkban a modern biogaz gyarak szubsztratként 80%-ban kukorica szilazst
hasznélnak (Shildermann 2012). Azonban a kukorica szilazs elballitasi és tarolasi &ra
egyre nd, valamint a kukorica biogaz celu felhasznalasa miatt csokken az
élelmiszertermelésre hasznalhatd foldterilet. A biogdz gyartas szempontjabol komoly
lehetdségek rejlenck a napenergiat hasznosité mikroorganizmusok hasznélataban. Ezért
egyre nagyobb érdeklédés mutatkozik vilagszerte a kiilonbozé alga —kiléndsen az an.
,mikroalga” — fajok irant. A mikroalgak mikroszkdpikus autotrof organizmusok nagy és
fajgazdag csoportja. A mikroalga biomassza hasznositdsanak a biogdz gyartas
szempontjabol szamos elonye van a hagyomdnyosan hasznalt kukorica szildzzsal
szemben. Egyes fajaik képesek megdupléazni biomasszajukat 24 6ra alatt, igy joval
nagyobb mennyiségii biomasszat nyeriink, mint barmely mas, talajon termesztett
novennyel (Rodolfi és mtsai. 2009). Tovabba nincs szikség gyomirtokra és novényvédo
szerekre sem. Sokféle vizes kdzegben megélnek, de az eléallitott biomassza tomegre
vetitett vizigénylk kisebb, mint a széarazfoldi novényeknek (Richmond 2004). A
minésége jobb (60-75% metdn tartalom, mig kukorica szildzs esetében 50-55%).
Megfelel6 infrastruktira mellett elvi lehetéség a biogaz elégetése soran keletkezé szén-
dioxid elnyeletése, ugyanis a mikroalga fotoszintézis utjan a CO,-ot ismét felveheti
sajat biomasszajanak novelésére (de Morais és mtsai. 2007). Igy egy olyan kérfolyamat
épitheté fel, mely még alacsonyabb emisszios eljardssd teheti a biogdz gyartas
esetleg mas értékes vegylletek gyartdsara is biomasszajuk biogazza torténd
fermentaldsa eldtt. Az eljardsokat kombindlva sokkal tobb energiat nyerhetink

ugyanabbol a biomasszabdl (Sialve és mtsai. 2009, Lakainemi és mtsai. 2011).



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A biogaz termel6 kozosségek felépitése

Az emberiség mar régodta ismeri a szerves anyagokbol torténé természetes biogaz
képz6désének jelenségét. irasos emlékek talalhatdak arrol, hogy idészamitasunk elétt a
10. szazadban Assziriaban és ie. a 16. szazadban Perzsiaban biogazt hasznaltak fiird6viz
melegitésére. Evezredekkel késbb tjra felfedezték jelentéségét. Volta 1776-ban
megallapitotta a mocsarakban képz6d6 gazrél, hogy égheté anyag, majd Dalton 1804-
ben kimutatta a mocsargazb6l a metant (Bai és mtsai. 2002), melynek képletét
Avogadro hatarozta meg 1821-ben (Schulz és Eber 2005). Ezekben az idékben a biogaz
termeld mikrobakrol még nem volt tudomasuk, de ma mar ismeretes, hogy a szerves
anyagok lebontasaban fajgazdag mikroba kozosség vesz részt, mely egy bonyolult
taplaléklancon keresztll dsszetett szerves anyagokbdl allitja el6 a szén-dioxid és metan
keverékét (Cirne és mtsai. 2004).

2.1.1 Nagy molekulaju szerves anyagok hidrolizise

Az elsd 1épés a nagy molekuldju anyagok (6sszetett cukrok, zsirok és fehérjék)
lebontdsa Kkisebb szerves anyagokka (egyszeri cukrok, aminosavak, zsirsavak,
alkoholok). Ebben a lépésben olyan mikrobak jatszanak fontos szerepet, melyek
kiilonb6z6 tipusu extracellularis enzimekkel rendelkeznek (Bayer és mtsai. 2004).
Ezeknek az enzimeknek a segitségével képesek hidrolizalni a nagy molekulajd
anyagokat Osszetartd kotéseket, igy kis molekulatomegli termékeket allitanak eld,
melyeket mar képesek a sejtek felvenni. A legtobb hidrolizisben részt vevo torzs csak
bizonyos tipusu exoenzimet tud eldallitani, igy ahhoz hogy az Osszetett, nagy
molekulakat tartalmazo biomassza megfeleléen lebomolhasson, gazdag mikroba
kdzosségre van szilkség. A bomlas sebessége a hidrolizis fazisban fligg a szubsztrat
jellegétol. A celluldz, és hemicelluloz bontasa lassabban megy végbe, mint a fehérjéké

és zsiroké (Warren 1996).
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2.1.2 Savképzo szakasz

A hidrolizal6 torzsek fermentacids termékeit a savképzd (acetogén) baktériumok
alakitjak tovabb. Ebben a szakaszban talalhatdé a legdsszetettebb mikroba kdzosség,
ugyanis itt sokféle anyag felhasznalasara van lehetésége a baktériumoknak (Colberg
1988, Mclnerney 1988). Ebben a szakaszban foként illékony szerves savak (ecetsav,
proprionsav, vajsav), nem illékony savak (borostyankdsav, tejsav, hosszil szénlanct
zsirsavak), alkoholok, ammonia, szén-dioxid, és hidrogén keletkeznek. Az, hogy
pontosan mely anyagok milyen aranyban keletkeznek a szubsztrattdl, a kornyezeti
feltételektol (pl.: homérséklet, keverés) €s a kdzosségben 1évé mikroba csoportoktol
figg. (Madigan és Martinko 2006).

2.1.3 Metantermelo szakasz

Ebben a szakaszban torténik a metanogenezis, melyet specidlis archaeak az un.
metanogén mikroorganizmusok végeznek. Ezeknek az organizmusoknak legfontosabb
szubsztratjai a szén-dioxid, a hidrogén és az acetat, de mas anyagokat is, mint példaul
metil-aminokat, bizonyos alkoholokat és formiatot is képesek felhasznalni
metantermelésre. Ezek a mikroorganizmusok oxigénre érzékenyek, sejtfaluk
kulonleges, membranjuk egyedi lipid dsszetételii, s nem tartalmaz mureinsavat (Zeikus
1977). Talajban, vizi kdrnyezetben, emésztd szervrendszerben (pl. a kér6dz6 allatok
Osszetett gyomraban, de a human bélfléraban is) megtalalhatéak. A metanogének harom
fo csoportjat kiilonboztetjiik meg. Az acetotréf metanogének acetatot hasznalnak fel
metantermelésre, melyb6l a szén-szén kotésekben tarolt kémiai energiat nyerik Ki
(Zinder 1993). Ez a folyamat a Wood-Ljungdahl atvonalon keresztiil torténik, melynek
soran az acetatot acetil-CoA-va alakitjak foszfotranszacetilaz és acetat kinaz
segitségével (Ferry 1997). A szén-monoxid dehidrogenaz az acetil-CoA-t metil
csoportokra, CO-ra és CoA-ra bontja (Grahame és mtsai. 1991). A folyamat végén a CO
oxidalodik szén-dioxidda, ez elektronokat biztosit a metil gyokok metanna vald
redukciojahoz (Fischer és Thauer 1991). A hidrogenotrof metanogenek a CO,-ot
metanna redukaljak, mely folyamatban a hidrogen elektron donorként szolgal (Thauer
és mtsai. 2008). Ebben a folyamatban a CO, redukciéos utvonal az N-

karboximetanofurdn formilmetanofuranna torténé redukciojaval kezdédik. A redukald
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er6t az F420 (8-hidroxi-5-deazaflavin) koenzimen keresztil a hidrogenazok biztositjak.
A kozponti elektronhordoz6 a hidrogenotrof metanogénekben az F420 (Deppenmeier és
mtsai.1996). A metilotréfok metil csoportokkal rendelkez6 anyagokat (metanol,
metilamin) hasznalnak fel szubsztratként, melybél metant termelnek (Deppenmeier
2002). A metilotrof utvonal sordn a metil csoportok el6szOr a metanol:5-
hidroxibenzimidazolil metiltranszferdzhoz kapcsolddnak, majd onnan
tetrahidrometanopterin  segitségével metiltranszferazra kerlilnek. Ezutan a metil
csoportok CHg4-nad redukalddnak, melyhez az F420 biztosit redukaldo erét. Egyes
metanogének tobbféle metantermelé Gtvonalat is képesek folytatni, ezeket mixotrof
metanogéneknek nevezzilk. A metantermelék reprodukcios ideje hosszabb a baktérium
torzsekénél (3-50 nap homérséklettdl fliggben), ezért a fermentacido soran megfeleléen
hosszu retencios idével kell szamolni (Liu és Withman 2008). Ezek az Archaea fajok
egyedi szerkezeti és funkciondlis tulajdonsdgaik miatt a biogdz termeld kozosség
legérzékenyebb tagjai, igy a metanogének az els6k, melyek érintettek a fermentécioban
bekovetkezé zavarokban (pH valtozas, mérgez6 vegyiiletek) (Chen és mtsai. 2008, Liu
és Withman 2008).

2.2 Biogaz termel6 kozosségek molekularis vizsgalatai

A biogdz termelés folyamataban részt vevé fajok azonositdsa gyakorlati
jelentdséggel bir, ugyanis igy kovetkeztethetiink arra, hogy az egyes fajok hol
helyezkednek el a taplaléklancban, milyen feladatot lathatnak el, tovabba lehetdség
nyilik arra, hogy a folyamatot, hatékonyabbd tegylk. A biogaz termeld kozOsség
Osszetételének DNS alapu meghatdrozasara alapvetden két megkozelités all
rendelkezésre. Az els6 a teljes k6zOsség egy részének vizsgalata (pl. egy jellegzetes gén

szekvencian keresztil), a masik stratégia a teljes értékii kozosség vizsgalatok.

2.2.1 Biogaz termelé mikrobak kozosségének célzott vizsgalati modszerei

A biogaz termel6 kozosség celzott vizsgalati modszerei olyan technikékat foglalnak
magukban, amelyek a teljes kdzosseg genetikai informéacidjanak egy részét vizsgaljak
(nem metagenomikai eljarasok).
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2.2.1.1 A 16S rRNS-t kddolé DNS szakasz vizsgéalata

Ez az eljards PCR-t hasznal fel, hogy a szelektalni kivant régiot felsokszorozza a
genomi DNS-b6l a kimutathatdésdg érdekében. Az egyik kedvelt célpont a 16S
riboszémalis RNS-t kddoldé DNS szakasz. Ez a génszakasz minden Eubacterium-ban és
Archaea-ban megtalalhatd, mely egyedi azonositast tesz lehetévé. Ezt a molekuléris
marker gént hasznaltak fel anaerob biogaz fermentor mikrobialis vizsgalatara (Raskin és
mtsai. 1995). Az oligonukleotid probdk a metanogenek és szulfatredukalé mikrobak
csoportjanak 16S rRNS-t kddol6 DNS egyes szakaszait vizsgaltak. Az eredmények
alapjan a szulfat redukcidban a Desulfovibrio és Desulfobulbus nemzetseégek voltak
dominénsak, illetve a Desulfobacter és Desulfobacterium nemzetségek Kkisebb
mennyiségben voltak jelen. A metanogének kdzott pedig a Methanosarcinales rend volt
a dominans, melynek tagjai a metanogenezis mindharom uUtvonaléat képesek hasznalni.
Griffin és munkatarsai hasonl6 eredményre jutottak az emlitett marker gént hasznalva a
metanogének gyakorisagat illetéen (1998). Kisérletiikben a mixotréf Methanosarcina
nemzetség volt tulnyomd tébbségben, mig a csak hidrogenotrof Gtvonalat hasznald
Methanobacteriaceae csaladjaba tartozO metanogének hattérbe szorultak. A tovabbi
vizsgalatok riboszomalis RNS-t kodol6 DNS alapl oligonukleotid prébai ugyancsak
kilonféle metanogéneket vettek célba (McMahon és mtsai. 2001). Az eredmények az
el6z6 két kisérlet sorozatot tdmasztottak ald, miszerint a Methanosarcina nemzetség
felelds leginkabb az anaerob biogdz fermentorokban a metan termeléséért. Azonban a
16S rRNS-t kddold DNS szakasz vizsgalatok ezekkel ellentétes eredményeket is hoztak
az Archaea doménben. Delbes és kutatocsoportja a hidrogenotréf Methanobacterium
nemzetséget talaltdk dominansnak (2001). Szerintlik az acetotrof Methanoseata-k csak
masodlagos szerepet kapnak a metantermelésben. Fontos szerepet tulajdonitottak a
fermentacioban a Firmicutes és a Bacteroides torzsek tagjainak. McHugh eés
munkatarsai  kiilonboz6 hémérsékleten mikodé bioreaktorokban az  acetotrof
Methanosaeta fajok dominanciajat figyelte meg (2003). Ezzel ellentétben Collins és
munkacsoportja egy mezofil reaktorban a Methanosarcina nemzetség tagjait talalta
dominéansnak (2003). Ujabb eredmények azt tamasztottdk al4, hogy a dominans
metanogének a hidrogenotréfok csoportjaba tartoznak a mezofil biogaz fermentorban
(Liu és mtsai. 2009, Bergmann és mtsai. 2010).
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2.2.1.2 A Metil koenzim M reduktaz A szakaszanak vizsgalata

A 16S rRNS-t kodold DNS vizsgalat alternativajakent léteznek mas specialis gének
is. llyen az mcrA gén, mely a metanogenezis egyik kulcs enzimét a metil koenzim M
reduktdz A-t kddolja, amely az Archaea-kon belil csak a metanogén kdzdsségre
jellemzé (Luton és mtsai. 2002). Ezt a specialis gént is tobben hasznéltdk a biogaz
reaktor metanogén kozosségének vizsgalatara (Rastogi és mtsai. 2008, Acs és mtsai.
2013). Rastogi és kutatocsoportja munkajukban a reaktor mikodésének két
idépontjaban vizsgaltak a metanogének 0sszetételének valtozasat. Mindkét idépontban a
hidrogenotr6f Methanomicrobiales rend tagjai voltak tobbségben, az egyikben a
Methanosarcinales a masikban a Methanobacteriales rend  kovette a
Methanomicrobiales rendet. Masok ett6l eltéré eredményeket kaptak (Zhu és mitsai.
2011). Azt taldltdk, hogy a Methanobacteriales rend van tdbbségben a
Methanomicrobiales és Methanosarcinales rendek felett. Tehat a két munka egyetért
abban, hogy a hidrogenotr6f metanogenezis vezeti a metantermelést a mixotréf
Methanosarcinales rend helyett, azonban a hidrogenotréf rendek dominanciajaban nem
mutattak ki egyezést. Késébbi tanulmanyok a hidrogenotrof utvonal dominanciajat
megerdsitik (Kampmann és mtsai. 2012, Barret és mtsai. 2013). Ezek a munkéak a

Methanomicrobiales rend képvisel6it mutattak dominansnak.

2.2.1.3 SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) vizsgalatok

Ez az an. genetikai ujjlenyomat modszer az egyszali DNS szerkezeti
tulajdonsagain alapszik. A mddszer alapelve, hogy az egyszald DNS fragmentumok -
melyek kiilonb6z6 nukleotid sorrenddel rendelkeznek - egyedi masodlagos szerkezetet
vesznek fel. A PCR terméket denaturdljak az amplifikécié utdn, majd az egyszall
konforméacidk szétvalasztasa nem denaturdlé poliakrilamid gélen, vagy kapillaris
geélelektroforézis segitsegével torténik (Hiss eés mtsai. 1994). SSCP technoldgiat
alkalmaztak munkajuk soran Delbes és kollégai. Laboratoriumi anaerob fermentorukban
Spirochaetes és Clostridia fajokat detektaltak (2000). Leclerc és kutatdcsoportja egy
mezofil kisérleti reaktor metanogén kozosségét vizsgaltak. Megfigyelték, hogy a
kisérlet idOtartama alatt a metanogén kozosség megvaltozik, kezdetben a
Methanomicrobia  képvisel6i dominansak, majd a fermenticidé végére a

Methanobacterium-ok keriilnek tobbségbe (Leclerc és mtsai. 2001). Chachkhiani és
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munkatarsai termofil batch fermentorukban a hidrogenotrof Methanoculleus
nemzetséget talaltdk dominansnak. A Bacteria doménben féleg a Firmicutes torzshe
tartoz0 Bacillus fajokat azonositottak (Chachkhiani és mtsai. 2004). Egy termofil
szennyviziszappal miikkodé reaktor metanogénjeit vizsgalta Hori és kutatocsoportja.
Eredményeik alapjan az Archaea kozosség foként a két hidrogenotrof
Methanothermobacter és Methanoculleus fajok képvisel6ibol allt. Megfigyelték, hogy
az illékony szerves savak alacsony koncentraciojanal -amikor a fermentacio stabilan
miikodott- a Methanoculleus nemzetseg kertlt toébbségbe (Hori és mtsai. 2006). A
hidrogenotr6f metanogének jelentdségét emelik ki az acetotrofok felett Bauer és
munkatarsai is. Eredményeik szerint a Methanosarcinaceae csalad dominal, valamint
jelentés mennyiségii Methanobacteriales rendbe tartozé fajt azonositottak. Csupan egy
acetotr6f Methanosaetaceae osztalyba tartozd szekvenciat taldltak termofil
fermentorukban (Bauer és mtsai. 2008). Mnif és munkacsoportja egy anaerob membrén
bioreaktor mikrobialis kdz0sségét vizsgaltdk. Eredményeik azt mutattdk, hogy a
Bacteria doménen belill a Bacteroides, Firmicutes, Synergistetes és Proteobacteria
képvisel6i dominalnak, mig az Archaea doménben -ellentétben a fenti tanulméanyokkal-

az acetotr6f Methanosaeta-k (Mnif és mtsai. 2012).

2.2.1.4 DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) vizsgalatok

Az ugynevezett genetikai ujjlenyomat modszerek kozé tartozik a denaturdld
gradiens gélelektroforézis (DGGE) is. Az alapelv itt az, hogy a kiilonb6zé PCR
termékek szekvenciai nem azonosak, igy kiilonb6z6 olvadasi hdémérséklettel
rendelkeznek. A PCR termékeket poliakrilamid gélen, egy denatural6 agenst (karbamid,
formamid) tartalmaz6 gradiensen szepardljak. Ezutan a megfelelé savokat kivagjak a
g¢lbol, amplifikaljak és szekvenaljak. Ezt a mddszert hasznalték Liu és kollégai mezofil
(37°C) és termofil (55°C) kisérleti reaktorok mikrobialis vizsgalatara. A
Methanomicrobiales rendet talaltdk mindkét korilmeny kozoétt a leggyakoribbnak a
Methanobacteriales és Methanococcales felett (Liu és mtsai. 2002). Termofil
korilmények kozott a Methanoculleus nemzetség dominanciajat mutattdk ki Tang és
munkatarsai alatamasztva a hidrogenotrof metanogenezis jelentGségét. Eredmenyeik
alapjan a Bacteria doménben a Firmicutes torzs képvisel6i a dominansak (2004). Weiss
és munkatarsai termofil kérilmények kdzott alatdmasztottak a Firmicutes torzs, illetve a
Methanobacteriales és Methanomicrobiales rendek dominanciajat (2008). Hwang és
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kutatocsoportja DGGE technikét alkalmazva mezofil (37°C) batch fermentorukban a
mixotrof Methanosarcinales rend képviseldit talaltak tobbségben a Methanobacteriales
és Methanomicrobiales rendekkel szemben (2008). A fentiekkel ellentétben Supaphol és
munkatarsai mezofil fermentorban az acetotr6f Methanosaeta nemzetség képviseldit
talaltak dominansnak, bar a Firmicutes térzs dominancidjat ez a munka is alatdmasztja
(2011).

2.2.1.5 Fluoreszcens In Situ Hibridizacios vizsgalatok

Egy masik eljaras a FISH (Fluorescent In Situ Hybridization), mely a filogenetikai
Osszetétel vizsgalatat teljes sejt hibridizacion keresztil fluoreszcensen jel6lt
oligonukleotid probak segitségével végzi. Ez a modszer is az egyes filogenetikai
csoportokra jellemzd specidlis gének létét akndzza ki, igy az el6zd eljarasokhoz
hasonl6an hatranya, hogy ismeretlen gének vagy nem célpont mikrobdk azonositasat
nem teszi lehetdvé. Azonban gyors €s egyszerli egyes mikroba csoportok jelenlétének
Kimutatdsara, valamint a sejtszdmra is kovetkeztethetlink (Price 1993). FISH
technoldgiat alkalmazott Sekiguchi és kutatdcsoportja is (1999). Munkajukban egy
mezofil és egy termofil UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) fermentor mikroba
kdzosségét vizsgaltdk. Kimutattdk, hogy a fermentor granulumainak belsejében az
acetotr6f Methanosaeta nemzetség van tobbsegben, melyeket a Methanobacterium,
Methanospirillum és Methanosarcina nemzetségek képviseldi kovetnek. Ezt a technikat
alkalmazva Karakashev és munkatarsai ugyancsak arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy
az acetotrof utvonal a domindns a metanogenezisben (2006), eredményeik a
Methanosaeta nemzetseég dominancigjat erdsitették. Megfigyelték, hogy magas
ammonia és illékony szerves sav koncentracié mellett a Methanosarcina nemzetség,
mig alacsony ammonia és illékony szerves sav tartalom mellett a Methanosaeta
nemzetseg a dominans (Karakashev es mtsai. 2005). A FISH technoldgiat alkalmazva
sem egyértelmiiek a metanogén mikrobdk kozotti dominancia viszonyok. Montero és
kollégai a hidrogenotréf metanogenezis dominancidjat talaltdk az acetotr6f helyett
(2009). Banks és munkatarsai a FISH modszerrel szintén a hidrogenotrof dtvonal
képviseldit emelték ki a metdn termelésében f6 szereploként (2012). Regueiro és
kutatocsoportja megerésitették a hidrogenotrofok jelentdségét, valamint kimutattak a
Bactéria doménben a Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria térzsek dominanciajat
(2012).
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2.2.2 Teljes kdzosségi vizsgalatok

Az automatizalt Sanger szekvenalast altalaban ,.els6 generacios” szekvenalasi
technikanak nevezik (Metzker 2009, Schadt és mtsai. 2010, Kovacs és mtsai. 2014). A
szekvenalasi technologiak gyors fejlddésével a genomika tudomanya a masodik (NGS-
Next Generation Sequencing), majd a legujabb fejlesztések alapjan a harmadik
generacios (TGS-Third Generation Sequencing) szekvenatorok altal Uj korszakba Iépett.
A metagenomika, azaz a teljes kozOsségi vizsgalatok korebe tartoznak azok a
modszerek, melyek egy adott minta teljes genetikai informéacié tartalmat vizsgaljak.
Ennek segitségével teljes képet kaphatunk egy adott kornyezetben €16 kozosségrol. A
DNS szekvencidkat egyedi leolvasasokként vagy ezekbdl dsszeszerelt egybefliggé DNS
szakaszokként an. kontig-okként hasznalhatjuk filogenetikai vagy funkcionalis
vizsgalatokra. Szamos eszkdz all rendelkezésre metagenom adatok elemzésére. Egy
kozosség dsszetetelére kovetkeztethetiink kozvetleniil a nukleotid szekvenciabdl (Huson
és mtsai. 2007, Brady és Salzberg 2009), a fehérje domént kodolo6 szekvenciakbol (Finn
és mtsai. 2010), vagy a 16S rRNS-t kédolé DNS szakaszokbol (Schloss és mtsai. 2009).
Az elemzésekbdl kapott eredményeket relativ értelemben in. abundanciaban mérhetjiik
(relativ fajmennyiség, egymashoz viszonyitott tébbség/kisebbség). Az Ujgeneracios
szekvenatorok technoldgiaja a jovében varhatéan tovabb fog fejlédni, mely magaval
vonja az adatok kiértékelésére hasznalt bioinformatikai mddszerek fejlédését is. 2003-
ban az adenovirus DNS-ének megfejtésével a szekvendlasi technoldgia belépett a
kovetkezd korszakba. Ezt a munkat a Roche 454 piroszekvenatora segitségével
végezték, mely lehetdvé tette a rendkivil nagyszamul szekvenalasi reakcid egyidejii
monitorozasat (Margulies és mtsai. 2005). AzG6ta mar szamos Ujgeneracids technoldgia
latott napvilagot, melyek kiillonféle mechanizmusok alapjan mikodnek. A
kovetkezOkben a dolgozatban emlitett €s munkam soran hasznalt szekvenalasi
technologia tipusokat, illetve a biogaz termelé mikroba k6z6sség metagenom ismereteit

mutatom be.

2.2.2.1 Szintézis alapu szekvenalas

A szintézis alapl szekvenalasi technologia Iényege, hogy a DNS polimeraz altal
vegzett nukleotid beépiléseket fotokémiai és/vagy fluoreszcens rendszerrel kovetik
nyomon (Kovacs és mtsai. 2014). Ebbe a kategoOridba tartozik a Roche 454
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piroszekvenatora. A szekvenalas el6tti minta elokészités sordn a DNS fragmentumokat
adapterekkel (rovid mesterseges DNS szakasszal) latjak el, majd ePCR (emulziés PCR)
segitségével viz-olaj emulzidban mikrogyéngyokon konyvtarakat hoznak létre (Leamon
2003, Margulies és mtsai. 2005, Bentley és mtsai. 2008), ezzel felerdsitve a szekvenalas
soran kapott jelerdsséget. A 454 piroszekvenator tipustdl fiiggden (GS FLX, Titanium)
200-400bp hosszUséagu leolvasasokat készit. A teljes kimeneteli szekvencia mennyiség
atlagosan 300 és 500Mbp kozott mozog. A 454 megbizhatdsdga a vizsgalt DNS
homopolimer szakaszainak hosszatdl fligg, ugyanis minél hosszabb ez a szakasz az
annal negativabban befolyasolja a hibaaranyt (Marguiles és mtsai. 2005, Huse és mtsai.
2007). A piroszekvenator altal készitett hosszu leolvasasok lehet6vé teszik a kozvetlen
felhasznalast filogenetikai, vagy funkcionalis elemzésre bioinformatikai szoftverek

segitségével.

2.2.2.2 Ligalas alapu szekvenalas

A legtdbb szekvenator megbizhatdsdga a DNS polimerdz nukleotid specificitasatol
és a beépités pontossagatol fligg. Az Applied Biosystem SOLID (Sequencing by
Oligonucleotide Ligation and Detection) szekvenatora polimerdz helyett DNS ligazt
hasznal a DNS fragmentumok maésolasara (Durfee és mtsai. 2008, Sivastan és mtsai.
2008). A minta el6készités ePCR segitségével torténik a fragmentumokat adapterekkel
val6 ellatas utan mikrogydngyokhoz kotott primerekhez hibridizaljak (hasonldan a 454
elékészitési mechanizmusahoz). A szekvenalas soran a DNS ligdz nukleotidok helyett
fluoreszcensen jelolt probak dsszekotesevel épiti fel a komplementéaris szalat. Minden
egyes templatot a rendszer tobbszor szekvenal, minden korben egy el6z6t6l n-1-es
pozicidju primer segitségével. A  tobbszori leolvasasoknak kdszonhetéen a
szekvenalandé DNS minden egyes nukleotidjat kétszer olvassa le a rendszer, igy igen
magas megbizhatosagot kolcsondzve annak. A SOLID rovid 35-50 nukleotid
hosszUsagl masolatokat készit, azonban szekvencia kihozatala atlagban 60-100Gbp,
mely joval magasabb a 454-énél (Voelkerding és mtsai. 2009). A rdvid leolvasasokat
gyakorlatban filogenetikai vagy funkcionalis vizsgalathoz kontigokba (in silico

leolvasas Gsszeszerelés) rendezik dssze bioinformatikai szoftverek segitsegével.
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2.2.2.3 Masodik és harmadik generacios szekvenalasi technologiak hataran

Az NGS és TGS technologidk kozott helyezkedik el a Life Technologies lon
Torrent PGM szekvenatora. Az lon Torrent szekvenalé berendezés egy nagy
érzékenységli félvezetd chip segitségével érzékeli a szintézis alapti szekvenalas soran
felszabaduld hidrogén ionokat. Ez a fajta eljaras szlikségtelenné teszi a szintézis soran
felszabadul6 fény detektalasat, igy olcsdbba, gyorsabba téve a folyamatot (Rothberg és
mtsai. 2011). Habar ez a technoldgia egy masik megkdzelitése a DNS nukleotid
Osszetételének meghatarozasara, mégis a tobbi Ujgeneracids szekvenatorhoz hasonléan
nukleotid detektalassal muikodik, illetve a minta el6készités is a fentiekben targyalt
Iépéseken keresztill torténik. Az lon Torrent hasonléan a 454 piroszekvenator egyes
tipusaihoz 100-400bp hosszUséagu leolvsasokat készit.

2.2.2.4 A biogaz termel6 mikroorganizmus kézosségek metagenomikai vizsgalata

Az (jgeneracids szekvenatorok utat nyitottak a biogaz termelé anaerob mikroba
kozosségek dsszetételének és a mikrobak kozotti kapcsolatoknak a vizsgalataban. A
szakmai irodalomban fellelheté els6 beszdmoldkban, a biogaz iparban leggyakrabban
haszndlt allati Grilék és zold biomassza, tipikusan silokukorica keverékét, hasznositd
mezofil biogaz lizemek mikroba k6z0sségét vizsgaltak (Schliter és mtsai. 2008, Krause
és mtsai. 2008, Krober és mtsai. 2009, Jeanicke és mtsai. 2011). Ezekben a munkakban
két hasonl6 piroszekvenatort hasznaltak a 454 GS FLX-et és a 454 Titanium-ot. A
Titanium atlagos leolvasasi hossza valamivel tobb, mint a GS FLX-é, valamint a
kihozatala is magasabb (a GS FLX éatlagos leolvasasi hossza ~ 200-250 nukleotid, mig a
Titanium ~350-400 nukleotid hosszUsagu leolvasasokat készit). A két piroszekvenator
szolgéltatta leolvasasokat kdzvetlendil, kontig dsszeszerelés nélkil hasonlitottak dssze
kiilonb6z6 adatbazisokkal. Az adatok szoros korrelaciot mutattak.

A Bacteria doménen belul a két szekvenator nyujtotta informacio szerint a
Clostridia osztaly képviseldi voltak a legnagyobb mennyiségben a biogaz
fermentorokban. A Clostridumok  hatékony  cellul6zbonté  tulajdonsagokkal
rendelkeznek (Jeanicke és mtsai. 2011), igy jelenlétiik esszencialis a lignocelluldz
tartalm0 szubsztratok bontasaban. Ugyancsak ismeretes errdl az osztalyrol, hogy igen

valtozatos anyagcsere utakat tudnak megvaldsitani és szamos képvisel6jik
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hidrogéntermel6 aktivitassal is rendelkezik. A vizsgalatok soran bebizonyosodott, hogy
a poliszacharidok bontasaban legjelentésebb Clostridium fajok a Clostridium
thermocellum, C. cellulolyticum és Caldicellulosiruptor saccharolyticus fiiggetlenil
attol, hogy melyik piroszekvenator adatait vessziik alapul.

A Bacteria doménhez hasonldan egybecsengé eredményeket kaptak az Archaea
domenben is. A 454 GS FLX és Titanium adatai szerint a Methanomicrobiales rend a
legelterjedtebb csoport az Archaea-k kozétt. A Methanomicrobiales rend képviseléinek
mindegyike hidrogenotréf metanogén, melyek a szén-dioxidot redukaljak, ehhez
elektron donorként hidrogent hasznéalnak. Ebben a taxonban a Methanoculleus
nemzetség Methanoculleus marisnigri volt taInyomé tébbségben.

A Két Ujgeneracios szekvenator adatainak 0sszegzéseként tehat elmondhatd, hogy a
Firmicutes és a Bacteroides torzsek tagjai nagy mennyiségben vannak jelen a vizsgalt
mezofil biog4z fermentorban, igy fontos szerepet jatszhatnak a ndvényi biomassza, mint
szubsztrat bontasaban. Az Archaea doménben a Methanomicrobiales rend tagjai vannak
tulnyomaé tébbségben, melyek hidrogenotréf metanogének.

Kukorica siloval taplalt mezofil reaktorban a Clostridiales, Bacteroidales rendek
dominancidjat Hanreich és munkatérsai megerésitik (2013). 454 GS FLX segitségével
végzett vizsgalatuk alapjan a Clostridiales rend tagjai felelosek leginkabb a cellul6z
bontasdért, mig a masodlagos fermentacidéért a Bacteroidales rend. Az Archaea
doménben a Methanomicrobiales, Methanobacteriales, Methanosarcinales rendek
dominancidjat mutattdk ki, azonban a hidrogenotr6f metanogenezissel egyenértékiinek
tekintik az acetotrof Gtvonal jelent6ségét. A metanogének aranya a fermentorban csupan
4% volt, melyb6l arra kovetkeztettek, hogy a metanogének metabolikus aktivitasa
magas a rendszerben.

Sundberg és munkatarsai 21 Gizemi méretii biogaz fermentor mikrobialis kbzdssegét
elemezték a 16S rRNS gén vizsgalatan keresztil 454 GS FLX piroszekvenator
segitségével (2013). Ezen reaktorok kozil hét (hat mezofil és egy termofil) szennyviz
iszappal és 14 (10 mezofil és 4 termofil) kilonb6z6 Gsszetételtt biomassza (vagohidi,
éttermi, és héaztartasbeli hulladék) kofermentécidjaval mikodott. Az eredmények
alapjan a bakterialis k6zésseg minden esetben nagyobb szamu és fajgazdagabb volt,
mint az archeak kozdssege. Torzs szinten a szennyviz iszappal mikodé reaktorokban az
Actinobacteria, Proteobacteria, Chloroflexi, Spirochetes és Euryarcheoata-k voltak
tobbségben, mig a kiilonb6z6, Osszetett biomasszdval miikod6 reaktorokban a

Firmicutes volt dominans. A leggyakrabban el6fordulé baktérium osztaly a Clostridia
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volt ezekben a reaktorokban. A szennyviz iszappal miikodé reaktorokban az acetotrof
metanogének voltak tébbségben, mig a kofermentacios fermentorokban a hidrogenotrof
Methanoculleus és Methanobrevibacter fajok. Az acetotréf metanogenek relativ hianya
a kofermentaciot végzé fermentorokban arra utalt, hogy az acetatbdl torténé metéan
eldallitaisban a szintrofikus acetat oxidalok vesznek féként részt a valtozatosabb
Osszetételli biomasszaval miikodé reaktorokban. Tehat a mikrobialis kdzosség

Osszetételét foként a szubsztrat dsszetétele s a fermentacids homérséklet befolyasolja.

2.3 Mikroalga biomassza, mint alternativ szubsztrat

Ma a legtébb mez6gazdasagi biogaz Uzemben kukorica szildzst és tragyéat
hasznélnak f6 biomassza szubsztratként. A kukorica szilazs termesztési és feldolgozasi
ara egyre nd, valamint biogaz el6allitasra vald felhasznaldsa miatt csokken az
élelmiszertermelésre hasznalhatd foldterllet. A mikroalgdk egy lehetséges alternativat
nyUjthatnak a silé6 kukorica Kivaltdsara. A mikroalgakat felépité vegyiiletek kdzott
taladlunk lipideket, fehérjéket, szénhidratokat, tovabbd maéas értékes anyagokat
(antioxidansokat, zsirsavakat, vitaminokat), melyek mind kival6 tdpanyagok a biogaz
termelé mikroba kozOsség szamara (Schmidt-Straiger 2009). Tovabbi pozitiv
biogdz magasabb metan tartalommal rendelkezik (60-75%), mint a ndvényi
biomasszabol nyerheté gaz (De Schamphelarie és mtsai. 2009), valamint az ilyen
modon keletkezett biogdz kevesebb ként tartalmaz, mely kén a gdzmotorok életidejét
karosan befolydsolja (Sun és mtsai. 2002). Az mikroalga anaerob bomlasanak
hatékonysaga tobbek kozott fligg azok betaplalasi modjatdl, a mikroalga fajatol,
sejtfaluk vastagsagatol, a pH-tdl, a homérséklettdl és a retencids id6t6l (Kovacs és
mtsai. 2014).

2.3.1 Mikroalgék anaerob fermentécioja

A mikroalga biomasszaval valé biogaz termelés csekély szamu kisérleti adatra
tamaszkodik, de torténete mégis tobb mint 50 évre nydlik vissza. Golueke és
munkatarsai munkajukban Scenedesmus sp. és Chlorella sp. zold algak keverékét
hasznaltak fel anaerob fermentorok taplalasara. Arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a

legjobb emésztési teljesitmény 11-30 nap utan 50°C-on kovetkezik be. Illyen
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kortlmények kozott (20 literes fermentorban, melyben 11 liter volt a fermentacios
térfogat) ~227 liter biogazt termeltek, melyben 71 liter CO,, 142 liter CHy4, 14 liter H,
nitrogen és egyéb gazok voltak mérhetok (Golueke és mtsai. 1956). Masok vizsgaltak a
kiilonb6zé mikroalga fajok biomasszajabol szarmazo biogédz jellemzoéit, valamint a
fermentéacio stabilitasat (Uziel és mtsai. 1974, Keenan 1977, Binot és mtsai. 1978,
Samson és mtsai. 1982, Becker és mtsai. 1983, Klaus és mtsai. 1984, Hernandez és
mtsai. 1993). Napjainkban is kutatas targya ez a téma. Mezofil koriilmények kozott hat
kiilonboz6 elterjedt mikroalga faj anaerob fermentacidjat 6sszehasonlitva (édes és sos
vizi algékat, valamint cianobaktériumokat) a biomasszajukbol szarmazd biogdz CH,4
tartalma atlagosan 7-13%-al volt magasabb, mint a kukorica szilazsbél szarmazé biogaz
esetében. Azonban a keletkezé biogaz mennyisége a kiilonb6z6 mikroalga fajok
esetében 10-40%-al alacsonyabb volt. A legjobb biogaz hozamot a Chlamydomonas
reinhardtii szubsztratként valé felhasznélasakor sikerult elérni (Mussgnug és mtsai.
2010). Megfigyelték, hogy a biogaz hozam 6sszefiiggesben van a mikroalga sejtfalanak
vastagsagaval, valamint a szubsztrat mindségével, a mikroalga szaritasa 20%-al
csokkentette a gazhozamot.

Egy szennyviztisztitobol kinyert természetes alga kdzosség (meg nem hatérozott
fajok) mezofil anaerob fermentaciojanak metanogén k6zosségét vizsgaltak az mcrA gén
és 454 GS FLX piroszekvenator segitségével (Ellis és mtsai. 2012). Az mcrA
szekvenciakat foként a Methanosaeta nemzetséghez lehetett kdtni a Methanosarcinales
renden belll. A Methanosaeta-k obligéat acetotr6f metanogének, tehat az eredmények
alapjan a vizsgalt alga fermentaciéban az acetotrofoknak tulajdonitottak dominans
szerepet. Szamos szekvenciat nem tudtak azonositani, igy az alga fermentécio
metanogén kozdsségének pontos 0sszetétele ismeretlen maradt.

A mikroalga fermentéciordl tehat annyi ismert, hogy a legelterjedtebb
szubsztrathoz, a kukorica szilazshoz képest valamivel kevesebb a biogaz egyseégnyi
szerves szarazanyagra vonatkoztatott mennyisége, azonban minésége a magasabb CH,
tartalom miatt jobb. A mennyiséget és a mindséget befolyasold tényezék minden egyes
faj esetében egyediek. A mikroalga fermentacié soran az Archaea doménben a
Methanosarcinales rend dominans, azonban a fermentacio teljes mikrobioldgiai hattere

munkam kezdetekor még ismeretlen volt.
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3.CELKITUZESEK

A dolgozatban bemutatott munkaban a biogaz termeléssel kapcsolatos specifikus

kérdéseket tanulmanyoztam, amelyek a kovetkezok voltak:

1. A biogaz uUzem szimulacios kisérlet sordn a kukorica szilazs és higtragya
szubsztratokkal miikodtetett tizemi biogaz fermentorokat kivantam modellezni.
Célom ebben a kisérlet sorozatban az volt, hogy megvizsgaljam az anaerob
lebontasban részt vevd mikroba konzorcium Osszetételét, tovabba a kapott
eredményeket 6sszehasonlitsam az irodalombdl ismert nem metagenomikai
vizsgalatok, és mas ujgeneracids szekvenatorok (454 GS FLX és 454 Titanium)
adataival. Igy kiegészithetjiik és validalhatjuk az Gjgeneracios szekvenatorok
eredményeit és hasznalatukat az olyan komplex mintak vizsgalataban, mint a
biogaz termeld kozdsség.

2. A mikroalgakat felhasznalhatjuk biohidrogén gyartasara is biomasszajuk
biogazza torténd fermentalasa el6tt. A hidrogéntermelés utdn visszamarado
biomassza anaerob fermentaciojanak modellezése sordn célom volt az alga-
baktérium keverékbdl keletkez biogdz mindségének, mennyiségének
Osszevetése a kukorica szilazsbol és a kofermentaciobdl keletkezett biogazéval.
Feladatul tliztem ki tovabba a kisérlet teljes idGtartama alatt a fermentacios
paraméterek nyomon kovetését, a fermentacié stabilitasanak, illetve a
fermentorok biogaz termel6 mikroba kozosségének vizsgalatat. Ezek a
paraméterek validalhatjdk az alternativ szubsztrat hasznositasat biogaz
eloallitasra.

3. Fotoautotr6f modon tenyésztett Scenedesmus obliquus mikroalga mellett
jelentésen kevesebb a szintrof baktériumok mennyisége, igy meghatarozhatjuk a
mikroalga fermentacidjaban szerepet jatszO mikroba kodzdsséget. Ezekben a
kisérletekben az el6z6hoz hasonloan a fermentacid stabilitdsanak, és a
keletkezett biogaz mennyiségének, mindségének vizsgalata, tovabba a
fermentaciok mikroba kozosségének monitorozasa volt a cél, 0sszevetve a
baktériummal erdsen kevert korabbi mintakkal.

4. A Sc. obliquus mikroalga fajra jellemz6, hogy vastag sejtfallal rendelkezik, ezért
nehezen fermentalhatd. Azonban minden olyan anyagot tartalmaz, mely a

fermentor mikroba kozosségének értékes tapanyag lehet. Igy a mikroalga
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biomasszat hékezelésnek és a mikrohullamu kezelésnek vetettem ala. Ezekben a
kisérletekben a cél a mikroalga biomassza kiilonféle elékezelését kovetd

valtozasok vizsgalata volt az eredményesebb biogaz termelés szempontjabol.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

A Kisérletben hasznalt vegyszerek a Qiagen, Zymo Research, Sigma, Reanal, és a
Merck gyartok termékei. A Kkiserlethez hasznalt mikroalga torzsek az Nyugat
Magyarorszagi Egyetem Mosonmagyardvari gyiijteményébdl (Chlamydomonas sp. és
Scenedesmus sp. keverék), valamint az ELMAT Kft.-tél (Els6 Magyar Algatechnika
Kft.) szarmaztak (Scenedesmus obliquus.).

4.1. Alkalmazott fermentacids technoldgia
4.1.1. Félfolyamatos iizemii fermentacio

A félfolyamatos lizemli fermentacié specialisan erre a célra egyedileg gyartott
fermentorokkal tortént (1. &bra). Az alkalmazott fermentor egy é&talakitott verzidja a
Kovéacs és munkatarsai altal leirt laboratériumi anaerob fermentornak (2013).

keverdmotor

gazmennyiség mérd

hémérséklet szenzor
redox elektrod
pH elektrad

= .

vezérls, adatgydjté
szamitogep

gazmintavevs csonk

flitéképeny

*

keverdlapatok biomassza mintavevé
csonk

biomassza szivattyu

biomassza tarold fermentacios maradék tarold

1. abra. 5 literes folyamatos iizemii fermentorok sematikus felépitése.
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A reaktor hasznos térfogata 5 liter, felette 1 liter géaztérfogat taldlhatd. A redox
potencialt, pH-t, valamint a keletkez0 gazmennyiséget a fermentorhoz kapcsolt
szamitégép rogziti 4 oranként (napi 6 mintavételi pont). A szubsztrat biomassza egy
tarolo tartadlyban kerult elhelyezésre, majd a kivant tartdzkodasi id6 fiiggvényében a
rendszer megfeleld id6kozonként (esetlinkben naponta egyszer —részletesebb leiras: 5.1,
5.2.1 és 5.2.2 fejezetek-) a fermentorba adagolja. A keverés spirdlis kever6lapat
segitségével torténik. Az egyedi fermentorokon kialakitasra kertlt egy folyadék és egy
gaz mintavételi csonk. A fermentacio teljes idétartama alatt a pH-t és a tartdzkodasi id6t
(naponta beadagolt friss biomassza mennyiségét) meghatérozott értéken tartottam. A
hémérsékletet elektromos flitékopeny segitségével az automatika a kivant értéken
(37°C+£1°C) szabalyozta. A pH-t 7,5-8,5 kozotti tartomanyba allitottam be. A gaz
mennyiségét kozvetlen tomegaramu érzékeldkkel rogzitettik (DMFC Brooks
Instruments). A kapott adatok gyiijtése, tarolasa és kiertékelése egy specidlis szoftver
segitségével tortént, melyet a Merat Kft. (Budapest) fejlesztett.

4.1.2. Batch tipusu fermentécid

A batch tipusu fermentacié soran a vizsgalni kivant biomasszat a fermentorba
helyezzik, majd a rendszert lezarjuk. A biogaz keletkezése a fermentorban 1évé
biomassza elfogyasaval ledll, ellentétben a folyamatos fermentacioval, ahol a tdpanyag
utanpotlas folyamatos vagy szakaszos lehet. A batch-tipust fermentacié soran a vizsgalt
biomassza biogdzza valo atalakitdsat légmentesen zarhat6 150 ml-es térfogatd
laboratériumi reaktorokban végeztem. A folyadék fazis terfogata 100 ml volt. A
fermentorokat kevert természetes kultarat tartalmazo oltoiszappal inditottam, mely egy
stabilan mtikod6 biogaz lizem fermentorabdl szarmazott (ZOldforrds Energia Kft.,
Szeged). Az lGzemi fermentor sertés higtragya és novényi biomassza (silokukorica és
silozott cukorcirok) keverékét hasznositja. A vizsgalt biomasszaval a reaktorokat 3 g
széraz szerves anyag/liter -VDI 4630 1X- terterhelésnyi mennyiséggel toltéttem meg, a
maradék térfogatot desztillalt vizzel potoltam. A VDI (Verein Deutscher Ingenieure)
4630 egy olyan szabvany, mely az adott szubsztrat maximalis biogaz potencialjanak

meghatarozasahoz nyujt egységesitett vizsgalati modszert (VDI Richtlinien 2006).
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2. abra. Batch fermentaci6 kisérleti elrendezése.

A reaktorok légterét nitrogén gazzal cseréltem ki, hogy biztositsam az anaerob
kornyezetet. A fermentorokat 37°C-os inkubatorba helyeztem. A keletkezett biogaz
mennyiségét vizkiszoritas elvén alapul6 rendszer segitségével vizsgéltam (2. &bra). Az
eljaras lényege, hogy a fermentorhoz, amelyben az oltdiszap és a vizsgalni kivant
biomassza van egy masodik, vizzel toltott Gveget csatlakoztatunk, igy a gaz (sarga
korok az &bran) szabadon aramolhat a masodik Uvegbe. A bearaml6 gaz a sajat
térfogataval egyenld vizet szorit ki a harmadik iires livegbe, melynek mennyiségét
mérbhenger segitségével mértem le. A kisérlet soran figyelembe kell venni, hogy a
gazok térfogata kiilonbozé hémérsékleten eltérd. Igy a keletkezett gaztérfogatot normal
allapotra szamitottam at (15°C 1 bar) Gay-Lussac 2. térvénye alapjan. A keletkezett
biogdz mindségi meghatarozasa gazkromatograf segitségével tortént (Agilent

Technologies 6890N GC) a 4.8. pontban leirtak szerint.
4.2. Szérazanyag tartalom meghatarozés
A szubsztratként hasznalt biomassza szarazanyag tartalmanak meghatarozasahoz

105°C-o0s szaritoszekrényben a mintadkat egy éjszakan keresztul szaritottam, majd a

visszamaradt tomeg alapjan kovetkeztettem azok szarazanyag tartalmara.

4.3. Szervesanyag tartalom meghatarozas

A szérazanyag tartalom meghatarozas utan keletkezett mintakat 550°C-on
hevitettem tomegallandosagig (Nabertherm LE 4/11/R6 kemence), a visszamaradt

tomegbol kovetkeztettem azok szervesanyag tartalmara.
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4.4, Osszes széntartalom, dsszes nitrogén tartalom meghatarozas

A mintdk vizsgalatdt Elementar automata analizatorral (Thermo Scientific,
Elementar Vario MAX CN) végeztem. A miiszer katalitikus oxidacio elvén muikodik,
melyet magas ho és allandd oxigén ellatds alatt miikodtetiink (égési homérséklet:
900°C, utdégetés homérséklet 900°C, redukcios hoémérséklet: 830°C, oszlop
hémérséklete 250°C). A kivant komponensek elvalasztisa egymastol abszorbcids csd
segitségével tortént (Sicapent-et tartalmazo, C/N méréshez tartozd csé), a detektalas
termikus vezet6képesség detektorral tortént. A méres sordn kalibraciot kovetden (a
kalibracio aszkorbinsavval tortént) kovetkeztettem a minték szén és nitrogén tartalméra.

A merés soran hélium volt a hordoz6 gaz.

4.5. A biogaz mindségi 6sszetételének vizsgalata

A keletkezett biogaz dsszetételének meghatarozasat gazkromatograf (GC) segitségével
végeztem el. A GC tipusa: Agilent Technologies 6890N GC. Ennek részletei:
Split/splitlers inlet HP —MOLESIEVE 54 30m, 0,53mm X 25um filmvastagsag,
nitrogén vivégaz. 0,2:1 splittarany 150°C-0s belhémérséklet 160ml/min &ramlasi
sebesség a kolonnan, 60°C-os kolonnatér homérséklet, TCD detektor hémérséklet
160°C. A folyamatos iizem(i fermentorokon kialakitottunk egy gazminta vételre
alkalmas szeptumot, melyen keresztil vettem a gazmintadkat (1. abra). A batch

fermentor Uvegek szajara egy gazminta vételre alkalmas szeptumot erésitettem, ezen

keresztil vettem a gazmintakat.

4.6. pH meghatérozas

A mintak pH értékét pH mér6 elektrod (Radelkis 1, Budapest) segitségével mértem.

4.7. Stirliség meghatarozas

A mintak slriségét automata stiriségmérd berendezéssel hataroztam meg (Grabner

Instruments, MINIDENS).
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4.8. Ammonium- ion tartalom meghatarozas

A mintdk ammonium—ion tartalménak vizsgalata Spectoquant Nova 60 (Merck)
reagensteszt (1.00683.0001) segitségével tortént. A hasznalt miiszer spektrofotometrias
elven miukodik, ezért a mintdkat mérés elott eldszor szlirOpapiron, majd 0,2um
porusatmérével rendelkez6 fecskenddsziiron leszlirtem, hogy az esetleges

szennyez6dések fényszorasabol szarmazo hibat kikiiszoboljem.

4.9. Az 0sszes szerves sav és pufferkapacitas meghatarozasa

A mintdk 0Osszes szerves sav tartalmat, valamint pufferkapacitasat Pronova
FOS/TAC 2000 tipusu automata titralo6 berendezéssel vizsgaltam. 0,1N H,SO, titrald
oldat felhasznalasaval a mintakat pH=4,3-ig titraltam. A mérés soran az FOS (Fluchtige
Organische Sduren: 6sszes szerves sav), a TAC (Totales Anorganisches Carbonat:
pufferkapacitas) és a ketté hanyadosa (FOS/TAC) hatarozhaté meg. A FOS értékét g
ecetsav-egyenérték/l - ben hatadrozzuk meg, mig a TAC mérés elfogadott egysége g
CaCOg/l-ben adunk meg.

4.10. Mikroorganizmusok
4.10.1. Kevert természetes kultura (oltdiszap)

A Kisérletben hasznalt biogaz fermentaciot inditd oltdiszap mikroba keverék egy
miik6do biogéz lizem anaerob reaktorabdl szarmazott (Zoldforras Energia Kft., Szeged).
A reaktorokat kukorica szilazs (70% szaraz anyag tartalom —széa.—) és sertés higtragya
(~ 30% szaa.) keverekével taplaltak, a fermentacos hémérséklet 37°C, pH= 7,5-8,5.

A biogaz Uzem szimulacié soran a laboratériumi reaktorokban a fermentacios
paraméterek a kovetkezOk voltak: pH= 7,9 — 8,2, ammodnium tartalom: 1,5-2,1g/l, acetéat
koncentracio: 0,1g/ml, 6sszes szerves sav mennyisége: 1,6¢/l, pufferkapacitas: 9,289
CaCO4ll.

A kiilonb6zé mikroalga biomasszak biogazzad vald fermentdldsanak kisérleteit
megelézden az oltdiszapban maradt szerves anyagok lebomlédsa érdekében a kisérleti
fermentorokba betoltott 5 liter oltoiszapot egy hétig 37°C-on inkubaltam. Ennek célja,
hogy az oltdiszapban maradt szerves anyag maradek is lebomolhasson és a szubsztratok

hatdsat a mikroba konzorciumra és a biogdz termelddésre zavartalanul nyomon
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kovethessem. A mikroalgakkal folytatott kisérletekben hasznélt oltoiszapok
paramétereit az 1. tablazat foglalja 6ssze.

Oltoiszap paraméter Alga és szintroéf Sc. ElGkezelt

[kisérlet baktériumok obliquus | Sc. obliquus
keveréke

Ammonium (mg/l) 1100 2280 2130

pH 7,5 8 8

FOS (g/1) 1,5 2,47 2,13

TAC (gCaCOs/l) 7,5 13,22 13,54

FOS/TAC 0,2 0,19 0,16

1. tablazat. A folyamatos fermentacié soran hasznalt oltéiszapok paraméterei a
kiindulasi idopontban.

4.11. Szubsztrat biomasszak

Az alabbi tablazat a dolgozatban targyalt négy kisérlet sorozat (1.: biogaz izem
szimulacio, 2.: mikroalga-baktérium keverék fermentacio, 3.: fotoautotr6f maddon
tenyésztett mikroalga fermentacio 4.: S. obliquus elékezelés hatasanak vizsgalata a

fermentéciora) soran hasznalt szubsztratok fobb paramétereit foglalja Gssze.

Nedves | Nedves C/N Szarazanyag Szervesanyag
tomeg | tomeg C | arany | tartalom (%) tartalom
Szubsztrat N (mg/g) (%/SZAA)
(mg/g)
1., 2. és 4. kisérlet
kukorica silé (kontroll) 4,35 196,86 | 45,3:1 41,19 94,59
Harmadik kisérlet
kukorica sil6 (kontroll) 4,86 147,05 | 30,3:1 32,28 91,79
Scenedesmus sp. és
Chlamydomonas sp.
keverek és szintrofjai 1865 | 9833 | 53:1 30,30 88,83
(vizsgalt szubsztrat)
Fotoautotrof Sc. obliquus
(vizsgalt szubsztrat) 8,10 72,22 89:1 16,99 97,71

2. tablazat. Szubsztrat biomasszak parameterei.
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A mikroalga keverék—baktérium biomasszat atfolyds centrifuga segitsegével
valasztottam el a tapfolyadéktol. A centrifugalt biomasszat, illetve a tobbi szubsztratot

(kukorica sild, Sc. obliquus) felhasznalasig -20°C-on taroltam.

4.12.Mikroalga tapoldatok

4.12.1. Chlamydomonas sp. és Scenedesmus sp. kevert mikroalga kultura tapoldata

A kevert mikroalga kultura novesztéséhez TAP (TRIS-acetat-foszfat) tapoldatot

hasznaltunk fel, mely a kdvetkez6 komponensekbdl all (Gorman és mtsai. 1965):

1. TAP sok:
NH,CI 1509
MgSO, . 7H,0 4049
CaCl, . 2H,0 209

1 liter vizzel kiegésziteni

2. Foszféat oldat:

K2HPO, 2839
KH,PO, 14.4 ¢
100 ml vizzel kiegésziteni

3. Hunter féle nyomelemek:

EDTA Na; 50g 250 ml
ZnSQOy4 . 7 H,0 22.g 100 ml
HsBOs 11.4g 200 ml
MnCl, . 4 H,O 506g 50ml
CoCl,. 6 H,0O 1.61g 50ml
CuS0O, .5 H,0 1.57g 50ml
(NH4)6M07024. 4 H,0 1.10 g 50 ml
FeSO,. 7 H,0 4999 50ml

4. A végs0 tapoldat elkészitése:2.42 g Tris-HCI, 25 ml 1. oldat (sok), 0.375 ml 2.

oldat (foszfat), 1.0 ml 3. oldat (hyomelemek), 1.0 ml acetat, 1 liter vizzel
Kiegésziteni, pH 7-re allitani HCl-el.
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4.12.2. Scenedesmus sp. tapoldata (BG11)

A novesztéshez hasznalt tapoldat Osszetett, kiilonb6z6 részkomponensek
keverékébdl épiil fel, melyek a kovetkezOk (Rippka és mtsai. 1979, Stainer és mtsai.
1971).

e Stock I. (100 ml):
= 0,3g Citromsav;

» 0,3g Vas-ammoniumcitrat;
= 0,059 EDTA-Na,
e Stock I1. (1000 ml):
= 30g NaNOs;
= 0,789 KoHPOy;
= 1,59 MgSO4x7H,0
e Stock I11. (100 ml):
= 1,99 CaCl,x2 H,0O
e Stock 1V. (100 ml):
= 29 Na,COg3
= (5,04g Na,CO3x10 H,0)
e Stock V. (1000 ml):
= 2,86g H3BO;3
1,81g MnClx4 H,O
0,222g ZnSO4x7 H,0
0,39g Na;,MoO,x2 H,0
0,079g CuSO4x5 H,0
0,04g Co(NO3),x6 H,O

Végsb tapoldat elkészitése:1000 ml BG11 esetében = 904 ml desztillalt viz + 2 ml Stock
I. + 50 ml Stock II. + 2 ml Stock I1l. + 1 ml Stock IV. + 1 ml Stock V. A tenyésztest
az ELMAT kft. vegezte.
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4.13. DNS izolalasi technikak
4.13.1. CTAB alapu tisztitas

A fermentorokbdl szdrmaz6 2ml minta pelletjét (centrifuga: 13000 rpm 10 perc)
hasznéltam a teljes kozossegi DNS preparalasara, melyet CTAB (cetil-
trimetilammonium-bromid) alapu lizisoldattal tartam fel (Miller és mtsai. 1999,
Entcheva és mtsai. 2001, Minas és mtsai. 2011). Ennek 6sszetétele 1 literre: 1M Tris-
HCI (tris-hidroximetil-aminometan — sosav) 100ml, 500mM EDTA (etilén-diamin-
tetraecetsav) 50ml, 5M NaCl 300ml, 10% CTAB (10g), 20% SDS (natrium-dodecil-
szulfat) (20g), pH=8. A lizalas egész éjszakan at 50°C-on tortént. Fenol-kloroform 1:1-
es térfogati ardnyu keverékét haszndltam a szennyezddések eltavolitdsara, majd a
genomi DNS-t 90%-os etanollal csaptam ki. A DNS pelletet 100ul TE (Tris-EDTA
Osszetétel: 1M Tris, 1M EDTA) pufferben vettem fel (Sambrook és mtsai. 1989). A
tisztitott DNS mennyiségét NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Washington,
USA) segitségevel spektrofotometrikusan hatdroztam meg. A DNS tisztasagat agardz
gélelektroforézissel teszteltem (1%-os agardz gél, felvitt DNS oldat térfogata 2ul). Az
elfogadhatd DNS tisztasadga Azeo/Azs0=1.8, mennyisége legalabb 200-800 ng/pl.

4.13.2. Médositott Zymo Research Kkittel torténé genomi DNS tisztitas

A kittel torténd genomi DNS preparalds soran harom lizisoldat keveréket

hasznaltam minden egyes mintara (2ml minta tledéke) parhuzamosan.

1. Lizisoldat dsszetétele:
550ul Zymo Research (ZR) lizis oldat
100ul 10% CTAB
100p1 Qiagen lizis oldat
2. Lizisoldat 0sszetétele:
300ul Zymo Research lizis oldat
250ul lizozim (100mg/ml)
100pI Qiagen lizis oldat
100pl 10% CTAB

3. Lizisoldat dsszetétele:
300l genomi CTAB alapu lizis oldat
250ul lizozim (100mg/ml)
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200ul Qiagen lizis oldat

A Zymo Research lizis oldat a ZR Fecal DNA MiniPrep-hez tartozo lizisoldat, a Qiagen
lizisoldat pedig a QIAmp DNA Stool minikit-hez tartozé6 ASL puffer, a genomi CTAB
alapt lizis oldat az el6z0 protokollban hasznalt oldat. Az egy tipusi harom parhuzamos
minta pelletjét harom lizis oldattal szuszpendaltam fel, majd ez a Zymo Research kit
protokollja alapjan golyos lizalocsébe helyeztem, és maximalis sebességen 3-5 percig

vortexeltem. A feltaras utan a ZR kit protokolljat kovettem.

4.14. Metagenomika
4.14.1. A kisérletekben hasznalt szekvenal6 berendezések

A Kisérletek sordn két eltér6 mechanizmus alapjan miikodé ujgeneracios
szekvenatort hasznaltunk az Applied Biosystems SOLID V4 tipusi szekvenatorat,

valamint a Life Technologies lon Torrent PGM szekvenatorat.

Applied Biosystems SOLiD Life Technologies lon Torrent PGM
V4
Leolvasasi hossz 35-50bp 100-200bp
Szekvencidk szdma 100 millié 100-200 ezer
Megbizhatdsag 99,99% 98-98,5%
Futasi id6 3-7 nap 3-6 6ra

3. tablazat: A két szekvenator fébb paramétereinek dsszehasonlitasa.

4.14.2. Mintak elokészitése, szekvenalasa

SOLID V4 szekvenétor esetében:

A fragment konyvtar készitésére a SOLID Fragment Library Core Kit-el tortent
(Life Technologies, LT). A genomi DNS 100-250bp-os darabolasara a Covaris S2
rendszert hasznaltuk. A darabolt DNS-eket P1 és P2 adapterekkel lattuk el. Ezutan a
templatokat meret szerint elkilonitettiik, majd AgencourtAMPure XP (Beckman
Coulter) segitségevel a PCR termékeket tisztitottuk. Nick transzlaciéhoz Platinum PCR
Amplification Mix-et (reagens keverék) alkalmaztunk, majd a fragment konyvtarat
gPCR készilékkel kvantitaltuk a SOLID Library TagMan Quantitation kit segitségével
(Life Technologies). A templatok koldnia amplifikacioja emulziés PCR-el tortént. A
templatokkal dusitott gyongyodket SOLiDFlowchip-re toltottik, majd a slide-ot SOLID

V4 rendszerbe helyeztiik és a gyarto protokollja alapjan szekvenaltunk.
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lon Torrent PGM esetében:

A minta konyvtarak el6készitése a Life Technologies IonXpress plus fragment
library kit (4471269) protokollja szerint tortént. Az elékészitett mintak kvantitalasat
Step One Real time PCR (Applied Biosystems) késziilék segitsegével az lon library
(Tachman) Quantitation kit (4468802) hasznalataval végeztik. Az emulziét lon
OneTouch 2 és lon OneTouch ES keészulékkel végeztiik az lon PGM Template OT2 200
kit felhasznalasaval (4480974). Minden szekvenalas soran a mintak elkilonitése
céljabol a DNS szekvenciakat molekularis ,,vonalkédokkal” (barcode) lattuk el. A
barcode-olasra az lonXpress barcode kitet hasznéltuk (4471250). A szekvenalést lon
PGM 200 seq. kit-el végeztiik (4474004) az lon Torrent PGM 316-0s chip-jén.

4.14 3. Kiértékelésre hasznalt bioinformatikai szoftverek

A Kisérletek soran a két tipusu szekvenatorbdl nyert adatokat eltéréen kezeltlik. A
SOLID tulajdonsaga (2.2.2.2 fejezet es 3. tablazat), hogy nagy mennyiségii leolvasast
produkal, azonban ezek hossza atlagosan 35-50 nukleotid, mig az lon Torrent 100-200
nukleotid hosszlsagu leolvasasokat készit. Ezért a tovabbi (faj, funkcionalis) elemzések
elétt a SOLID szekvenator altal kapott leolvasasokat kontigokba rendeztiik 6ssze, mig

az lon Torrent esetében a nyers szekvencidkat hasznaltuk.

4.14.3.1. Kontig 0sszeszerelés

Az atlagosan 50 nukleotid hosszisagu leolvasasokat a CLC Bio cég Genomics
Workbench 4.6 programja segitségével illesztettem 6ssze kontigokba (CLC Bio
Genomics Workbench). A beallitott paraméterek a programban a kovetkezéek voltak:
minimum contig length=200, similarity=0.8, length fraction=0.5, insertion cost=3,
deletion cost=3, mismatch cost=2, color space alignment=yes, color error cost=3. Az
Osszeszerelt kontigok szama 26892 volt, melyek 8978367bp-t foglaltak magukba. Az
Osszeszerelés soran 288 toébb mint 1000bp hosszusagu kontig keletkezett. Az atlagos

kontig hossz 333bp. A kontighosszak eloszlasat az 3. abra foglalja dssze.
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3. abra. A SOL.ID szekvenalassal nyert kontigok hosszusagéanak eloszlasa.

4.14.3.2. Adatok kiértékelésére hasznalt online szerver

Az osszeszerelt kontigokat, valamint az lon Torrent segitségével kapott nyers
leolvasasokat az MG-RAST online szoftver csomag segitségével elemeztem, amely a
RAST (Rapid Annotations based on Subsystem Technology) mddositott valtozata
(Meyer és mtsai. 2008). Az MG-RAST szerver kezdetben egy mindség ellenérz6 tesztet
futtat. Ha az adatok megbhizhatonak bizonyulnak (egy automatikusan beallitott minéségi
hatart meghaladnak), akkor a rendszer az adatokat automatikusan potencialis fehérje
kodold régidkhoz kéti (PEGs: Protein Encoding regions) a BLASTX keres6n (Atschul
és mtsai. 1997), valamint a SEED adatbdzison keresztil, melyet aztdn tovabbi
nyilvanosan elérheté szekvencia kozpontokkal vet 0ssze (Overbeek és mtsai. 2005).
Ezek az adatbazisok magukba foglalnak riboszoméalis DNS adatbazisokat, mint a
GREENGENES (DeSantis eés mtsai. 2006), RDP Il (Cole és mtsai. 2007), és az
European 16 S RNA (Wuyts és mtsai. 2002), valamint mas forrasokat is. A biogaz tizem
szimulacids kisérlet soran az Osszeszerelt kontigokat funkcionalisan un. klaszterekbe
soroltam (COGs: Clusters of Orthologous Groups of proteins) az MG-RAST szerver
segitségével, hogy a gének eloszlasat is nyomon kovethessik. A filogenetikai
rekonstrukciohoz a SEED és a riboszomalis RNS adatbazisokat hasznaltam. A
funkcionalis dsszehasonlitasok soran elészor tehat PEG szamitas torténik, majd ezeket
SEED FIGfams-hoz (Meyer és mtsai. 2009), illetve tovabbi adatbazisokhoz kotjuk
(Overbeek és mtsai 2005), az MG-RAST egyedi Mb5nr bazisan keresztul (M5nr: non

redundant protein database). Az automatikus elemzések utan a filogenetikus és
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funkciondlis rekonstrukciohoz a felhasznaloi fellillet tovabbi paraméterek beallitasat
teszi lehetévé (Meyer és mtsai. 2008). A vizsgalatok sordn ezek a bedllitdsok a
kovetkezbek voltak: a kontigok/leolvasasok adatbdzisokhoz val6 szazalékos egyezése:

>70%, minimum leolvasasi hosszak: 35 nukleotid, e-érték hatar: <10°®.

4.14.3.3 Az adatok kiértékelése

A biogaz izem szimul&cios kisérletben a metagenomikai adatok kiértékelésekor az
MG-RAST Mbnr adatbazisa nydjtotta abundancia értékeket tintettem fel az el6z6
fejezetben targyalt bedllitott paraméterek szerint.

A mikroalga biomassza fermentacios kisérletekben ugyancsak az M5nr adatbazist
hasznaltam a megadott paraméterekkel, bar itt a mikrobdk egymashoz viszonyitott
arényét a fermentaciok soréan atlagos relativ abundancia értékben adom meg (szazalékos

abundancia érték) (Kovacs és mtsai. 2013).

4.15 Scenedesmus obliquus mikrohullamu kezelése

A mikrohulldm( kezeléseket egy haztartdsi mikrohulldmi berendezésbol
atalakitott, folyamatos anyagtovabbitasi készulékben végeztik. A berendezesben a
mikrohulldmd energidt 700W teljesitménnyel, 2450 MHz frekvencian sugarzo
magnetron biztositja. Az anyagtovabbitasra perisztaltikus pumpat hasznaltunk. A kezelt
anyag a rezonator-térben egy 8mm belsé atmérdji spiralis csdben aramlott, amely - a
mikrohullama hoékeltés minimalizalasa céljabol- PTFE alapanyagbol készilt. A
folyamatos anyagtovabbitasi kezeléseknél 150ml/perc atadramlasi térfogataramot
alkalmaztunk, a fajlagos kezelési teljesitményintenzitas (mikrohullami teljesitmény/a
kezel6térben aktualisan tartozkodd anyag térfogata) 5,3W/ml volt. A kezelt minta
hémérséklete 82-85°C tartomanyban valtozott. A munkat az SZTE Mérnoki Karaval

egyiittmiikodésben végeztem.
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5. EREDMENYEK ES TARGYALASUK

Az eredményeket két részre osztottam: az els6 részben egy kukorica szilazzsal
miilkodtetett kisérleti 5 literes fermentor mikroba kdzosségét vizsgalom meg SOLID
ujgeneracios szekvenator segitségével. A kukorica szilazs a legelterjedtebb szubsztrat a
biogaz Uzemekben, de gazdasagi és élelmiszer biztonsdgi megfontolasok alapjan a
biogaz Uzemek alternativakat keresnek. Olyan megoldasok johetnek szamitasba, melyek
segitségével megtarthatd az eléallitott biogaz minésége és szervesanyag tartalméara
vonatkoztatott mennyisége. Egy igéretes jeldlt lehet erre a mikroalga biomassza.
Biomasszajukat  kozvetve, illetve kozvetlenil csak biogaz elddllitdsra s
felhasznalhatjuk. A dolgozat masodik felében az alga biomasszat, mint alternativ
szubsztratot vizsgaljuk a biogaz termelés és stabilitas szempontjabol, valamint ennek

mikrobiélis hatterét.

5.1 Biogaz Gizem szimulacio

A Kkisérletek soran a kukorica szilazzsal és allati tragyaval, mint szubsztrattal
miitkodtetett zemi biogaz fermentorokat kivantuk modellezni. Célunk az volt, hogy
megvizsgaljuk az anaerob lebontasban részt vevé mikroba konzorcium Osszetételét,
tovabba, hogy a kapott eredményeket Osszehasonlitsuk az irodalombdl ismert nem
metagenomikai vizsgalatok, illetve mas Gjgeneracios szekvenatorok (454 GS FLX és
454 Titanium) adataival. A 454 piroszekvenatorok eltér6 mechanizmussal és
kihozatallal dolgoznak, mint az altalunk hasznalt SOLID szekvenator. A SOLID
szekvenator nagy pontossaga és szekvencia kihozatala lehetévé tette, hogy az
irodalomban egyediilalld6 modon biogaz termel6 k6zoss€g tanulmanyozasara hasznaljuk.
Az egyeéb ujgeneracios szekvenatorok eredmenyeit kivantuk igy validalni, illetve azok

hasznélatat az ilyen komplex mintak tanulmanyozasaban.

5.1.1 A szimulacié mikrobialis k6zosségének metabolikus vizsgalata

Annak érdekében, hogy betekintést nyerjink a biogaz termel6 kozosségek dsszetett
biokémidjaba az ©sszeszerelt kontigokat funkcionalisan fehérje klaszterekbe (FK)
csoportositottuk. Ennek eredményét a 4. abran foglaltam dssze.

38



Fehérje metabolizmus

Klaszter alapu alrendszerek

DNS metabolizmus

Amindsavak és szarmazékaik metabolizmusa
Egyebek

Szénhidrat metabolizmus

RNS metabolizmus

Fagok, profagok, transzpozabilis elemek, plazmidok
Kofaktorok, vitaminok, prosztetikus csoportok, pigmentek
Nukleotidok és nukleozidok metabolizmusa
Sejtfal és tok szintézis

Respiracio

Stressz vélasz

Virulencia és védekezés

Membran transzport

Foszfat anyagcsere

Sejt osztoddas és sejtciklus

Szabdlyozas és sejt szignalizacio

Zsirsavak, lipidek és izoprenoidok

Kén anyagcsere

Nitrogén anyagcsere

Kemotaxis és motilitds

Sporulacié

lon felvétel és anyagcsere

Aromas vegyiiletek anyagcseréje
Fotoszintézis

Kalium anyagcsere

Masodlagos metabolizmus

1
0% 10% 20%

4. abra: Funkcionalis hierarchikus osztéalyozas.

A legtébb FK az informacioraktarozashoz és szerves makromolekuldk (fehérjek,
nukleinsavak, lipidek, és szénhidratok) anyagcseréjéhez kothetd. Tovabba sok FK a sejt
komponensek bioszintéziséhez sorolhatd, mint a sejtfal és vitaminok szintéziséhez,
valamint a védekez6é mechanizmusokhoz, stressz valaszokhoz. Ezek a funkciok a
mikrobialis kozosség megfeleld mikodésehez sziikségesek. A nagyszamu feherje és
DNS metabolizmussal kapcsolatos fehérje kalszterekb6l arra kdvetkeztethetiink, hogy a
sejtek a fermentorban aktivak. Az energiatermelés és raktarozds funkciok szintén
jelent6s szerepet képviselnek a rendszerben. Ezek az eredmények 6sszhangban vannak
kordbbi tanulmanyokkal, melyek azt mutattak, hogy a ,,haztartasi” (house keeping) és
szénhidrat anyagcsere mechanizmusok dominélnak. A szénhidrat anyagcsere COG-be
tartoznak azok a gének is, melyek fehérje termékei a celluléz bontasaban jatszanak
szerepet, tehat fontosak a celluléz tartalmu biomassza degradaciojaban. A filogenetikus
és funkciondlis vizsgalatok azt bizonyitjak, hogy a Firmicutes toérzs cellulézbonto

tulajdonsaga miatt kiemelkedd jelent6ségii a biogaz termel6 kdzosségunkben, mely
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eredmény dsszhangban van korabbi vizsgalatokkal (Schluter és mtsai. 2008, Krause és
mtsai. 2008, Krober és mtsai. 2009, Jeanicke és mtsai. 2011).

5.1.2 A Kisérleti biogaz fermentorok mikrobialis dsszetételének vizsgalata

A SOLID altal kapott nyers leolvasasokat kontigokba szereltiik 0ssze, ezeket
hasznaltuk fel a taxondmiai vizsgalatok soran. A beazonositott mikrobak listaja alapjan
a Bacteria és Archaea domének fajai a mikroba k6z6sség dominans képvisel6i. A relativ

eloszlast foglalja 6ssze az 5. bra.

Erysipelotrichi 1% Egyéb Firmicutes

Gammaproteobact. 3%
» Deltaproteobact. 1%

/ Alphaproteobact. 1%
i Betaproteobact. 1%
/ Egyéb Proteobact.
- / Bacteroidia 3%

Egyéb Bacteroidetes

Proteobact.
Mollicutes 3%
Bacteroid,

Actinobacteria (class) 3%

Besorolatlan
Bacteria 7%

Bacilli 11%

i Fusobacteria (class) 2%

Firmicutes = |Chlorobia 1%

Egyéb Bacteria

Meghatarozatlan 11%

Euryarcheoata

Eukaryota 0,3% (44)
lethanomicrobia 6%

Besorolatlan szekvenciak 0,09% (11)
Virus szekvencik 0,03% (4)

Mas metanogéne|

5. abra. Biogaz kozosség taxondmiai eloszlasa. A koncentrikus korszelvényekben
beliilrél kifelé haladva a kozosség domén, torzs és osztaly szerinti besorolasait
tintettem fel.

Altalaban megallapithatjuk, hogy a Bacteria doménen beliil a Firmicutes torzs
bizonyult leggyakoribbnak. A Clostridia és Bacilli osztalyok képviselik a torzson beliil
eléforduld legnagyobb gyakorisaggal rendelkezd taxonomiai egységet. Az Archaea
doménben a beazonositott fajok nagy része a Methanomicrobiales rendbe tartozik. A
fent emlitett szisztematikus csoportokat a korabbi vizsgalatok sordn is azonositottak
sertés higtragyaval és kukorica szilazzsal miikodtetett biogaz reaktorokban (Schliiter és

mtsai. 2008, Krause és mtsai. 2008, Krober és mtsai. 2009, Jeanicke és mtsai. 2011,
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Wirth és mtsai. 2012). Megjegyzendd, hogy szdmos szekvencia nem mutatott
homoldgiat egyetlen ismert szekvencidju mikrobaval sem. Ebbél arra kdvetkeztetiink,
hogy a biogaz fermentorokban szdmos beazonositatlan faj él. A tovabbiakban az adatok

részletes elemzését mutatom be.

5.1.2.1 Bacteria domén

A metagenom adatbazisokban a Bacteria domén tébb mint 1000 kiilonboz6
képvisel6jét azonositottam. Az els6 1épés az anaerob bomlas soran az 6sszetett szerves
anyagok hidrolizise (Lynd és mtsai. 2002, Drake és mtsai. 2002). A fermentacios
szubsztrat legnagyobb szerves tomegét kitevd lignocellulézban gazdag novényi
biomassza hidrolizisét szamos mikroba képes elvégezni. A legtdbb ilyen baktérium a
Clostridia és Bacilli osztalyokba tartozik. Ennek megfeleléen a legtdbb talélat a vizsgalt
biogaz fermentorban a Clostridia (36%) és Bacilli (11%) osztalyra esett, ezen
osztalyokon kivil a Bacteroidia (3%), Mollicutes (3%), Gammaproteobacteria (3%) és
Actinobacteria (3%) osztalyok tagjai voltak még nagyobb mennyiségben jelen (5. abra).

A Clostridia osztalyon belul a Clostridium thermocellum bizonyult a
leggyakoribbnak (4. Tablazat). Ez a faj celluloszomaba rendez6d6 extracellularis
cellulazai segitsegével hatékonyan hidrolizalja a cellulézt (Zverlov és mtsai. 2005, Gold
¢s mtsai. 2007). Kiemelkedd tagja ennek az osztalynak a C. Kluyveri is, mely a
Clostridiumok kozott egyedilalldé médon képes etanolt és acetatot hasznalni egyeddili
energiaforrasként, és atalakitani ezeket butiratta és hidrogénné (Seedorf és mtsai.2008).
Jol jellemzett faj a C. acetobutylicum, melyr6l ismert cellulolitikus és hidrogéntermeld
tulajdonsaga is. Fermentalni képes szerves savakat, mint pl. az ecetsav és vajsav
(acetogenezis), vagy alkoholokat: acetont, butanolt, vagy etanolt (szolventogenezis)
(Jones és Woods 1986, Sabathe és mtsai. 2002). A C. perfingens cukrokbdl acetatot,
butiratot, laktatot készit valamint [FeFe] hidrogenaza segitségével hidrogént termel
(Kaji és mtsai. 1999). A C. thermocellum-hoz hasonléan a C cellulolyticum is
rendelkezik cellulolitikus tulajdonsaggal, igy hatékonyan bontja a cellulozt, melybdl
acetatot készit, emellett CO,-t és H,-t termel (Guedon és mtsai. 2002). A C.
saccharolyticum ugyancsak celluléz hidrolizalo, melybdl acetatot, etanolt készit,
valamint CO,-t és H,-t (Murray és mtsai. 1982). A C. difficile egyike a gyakori
korokozoknak, amelyet a biogaz kdzosségben talaltunk (Larson és mtsai. 1978). A

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum egy H, termel6 baktérium, mely a
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Torzs Osztaly Faj Abundancia  Cellulaz H2

termelés

Firmicutes Clostridia Clostridium thermocellum 406 + +

Firmicutes Clostridia Alkaliphilus 310 - +
metalliredigens

Firmicutes Clostridia Desulfitobacterium 246 - +
hafniense

Firmicutes Clostridia Caldanaerobacter 237 - +
subterraneus

Firmicutes Clostridia Pelotomaculum 227 - +
thermopropionicum

Firmicutes Clostridia Finegoldia magna 208 - +

Firmicutes Clostridia Syntrophomonas wolfei 203 - +

Firmicutes Clostridia Clostridium difficile 188 + +

Firmicutes Clostridia Moorella thermoacetica 186 - +

Firmicutes Clostridia Clostridium kluyveri 176 n.a. +

Firmicutes Clostridia Carboxydothermus 161 - +
hydrogenoformans

Firmicutes Clostridia Heliobacterium 150 - +
modesticaldum

Firmicutes Clostridia Desulfotomaculum 139 - +
reducens

Firmicutes Clostridia Clostridium 126 + +
cellulolyticum

Firmicutes Bacilli Enterococcus faecalis 112 n.a. +

Firmicutes Bacilli Bacillus cereus 102 + +

Firmicutes Bacilli Streptococcus suis 93 + -

Firmicutes Clostridia Caldicellulosiruptor 93 + +
saccharolyticus

Firmicutes Clostridia Clostridium perfringens 87 - +

Firmicutes Clostridia Thermoanaerobacterium 86 - +
thermosaccharolyticum

Firmicutes Clostridia Ruminococcus albus 83 + +

Firmicutes Clostridia Clostridium 78 + +
saccharolyticum

Firmicutes Clostridia Clostridium 63 + +
acetobutylicum

Firmicutes Bacilli Bacillus thuringiensis 62 + +

Firmicutes Bacilli Streptococcus 61 - n.a.
pneumoniae

Firmicutes Bacilli Listeria monocytogenes 61 n.a. n.a.

Firmicutes Bacilli Streptococcus agalactiae 57 n.a.

Firmicutes Bacilli Enterococcus faecium 57 n.a. +

Firmicutes Clostridia Anaerotruncus 55 n.a. n.a.
colihominis

Firmicutes Clostridia Faecalibacterium 54 - +
prausnitzii

Firmicutes Clostridia Clostridium 49 - +
carboxidivorans

Firmicutes Bacilli Staphylococcus 44 + +
epidermidis

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroides capillosus 73 + +

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroides 46 + +
thetaiotaomicron

Bacteroidetes Bacteroidia Parabacteroides 46 - +
distasonis

Tenericutes Mollicutes Acholeplasma laidlawii 247 - -

Proteabacteria Gammaproteobacteria Escherichia coli 23 - +

Actinobacteria Actinobacteria (oztaly) Slackia heliotrinireducens 70 - +

Actinobacteria Actinobacteria (osztaly)  Bifidobacterium longum 46 - -

Meghatérozatlan Meghatarozatlan Candidatus Cloacamonas 889 - +

(Bacteria domén) (Bacteria domén) acidaminovorans

4. tablazat: A 40 leggyakoribb faj a Bacteria doménen belll, illetve ezek
cellulolitikus és hidrogéntermelé képessége. Az eredmények az M5nr adatbazis
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alapjan készultek. n.a.: nem taldltam adatot a fehérje adatbazisban, vagy
hipotetikus proteinként ismert.

C. thermocellum-al gyakran képez ko-kultdrat, melynek koszonhetéen tobb hidrogént
képes termelni, mint a tiszta kultdra (Shin és mtsai. 2004, Liu és mtsai. 2008). A
Ruminococcus albus is hatékony cellulozbontd aktivitassal bir, f6 fermentacios terméke
az etanol (Mutolik és mtsai. 2011). Az Anaerotruncus colihominis és a
Faecalibacterium prausnitzki megtalalhatéak a bélfloraban, mindketté gliik6zbol és
acetatbol szerves savakat allit el6 (Lawson és mtsai. 2004, Duncan és mtsai. 2002). A
Desulfitobacterium hafniense képes szulfidot termelni szulfitb6l, de nem tudja redukalni
a szulfatot. Szén forrasként piruvatot és laktatot hasznal, valamint ismeretes err6l a
fajrol, hogy Hup (hydrogen uptake) tipust [NiFe] hidrogenazzal rendelkezik (Nokaga €s
mtsai. 2006). A Heliobacterium modesticalum kepes fototrdf, illetve kemotréf modon is
élni. Kemotréf modon acetatot fermentdl CO, és Hp-re. Ez a faj [NiFe] és [FeFe]
hidrogenadzzal is rendelkezik (Tang és mtsai. 2010). Laktozbol, glikdzbol, és
cellobiézbdl a Caldanaerobacter subterraneus hidrogént és acetatot készit (Yokoyama
és mtsai. 2007). A metanogén archeakkal ko-kultaraban €16 Syntrophomonas wolferi
eldszeretettel hossz( lancu zsirsavakat fermentdl (Mclnerney és mtsai. 1981). Az
anaerob kdzosség fontos tagja a Pelotomaculum thermopropionicum, mely ugyancsak
szintrofikus kapcsolatot tart fenn metanogénekkel. A szintrof mikrobak fontos szerepet
jatszanak a hatékony biogaz termelésben (Schink 1997). Figyelemre mélt6 tagjai a
Clostridia osztalynak az Alkaliphilus metalliredigens és a Desulfotomaculum reducens,
melyeket relative nagyobb mennyiségben talaltunk a vizsgalt kisérleti fermentorunkban.
Ezek a fajok acetatot és laktatot hasznalnak fel elektron forrasként a vas és kobalt
anaerob respiraciojahoz (Ye és mtsai. 2004). Jelenlétiik az anaerob biogdz reaktorban
nem trivialis, de érdemes megemliteni, mivel ezek a baktériumok is rendelkeznek
[FeFe] hidrogenazzal (Junier és mtsai. 2010). A Caldicellulosiruptor saccharolyticus
egy hatékony cellul6zbonté faj, mely hidrogén termelésére is képes. Allati Uiriilékkel és
novényi biomasszaval miikodo reaktor mikrobialis kozosségéhez vald hozzdadasa
jelentdsen megnovelte a biogaz termelés sebességét (Bagi és mtsai. 2007). A Finegoldia
magna egy szubsztrat-specifikus mikroba ugyanis csak fruktdzt képes hasznositani,
melyb6l acetdtot gyart (Goto és mtsai. 2008). A Clostridiales rend tagjainak nagy
ardnyabdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy nagyon fontos szerepet jatszanak a komplex
szubsztrat bontasaban az anaerob fermentorban. A Clostridiaceae csalad képvisel6i

altalaban cukrokat és szerves savakat fermentalnak (Demian és mtsai. 2005), azonban
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mas Utvonalon is energiahoz tudnak jutni. llyen a Wood-Ljungdahl metabolikus
utvonal, melyet reduktiv acetil-CoA (acetil koenzim A) Gtvonalként is ismeriink. Ez a
folyamat acetogén baktériumokban, illetve ennek reverz valtozata acetotrof archeakban
is lejatszodik (Mdiller 2003). Az acetogén Clostridiak mellett a Moorella thermoacetica
és Carboxidothermus hydrogenoformans fajok is képesek energiat elallitani a Wood-
Ljungdahl uatvonalon. Ebben a folyamatban a CO, redukalodik CO-4 majd ez
konvertalddik acetil-CoA-va, a reakcid sorban a hidrogén elektron donorként jatszik
szerepet (Rother és mtsai. 2008). Az anaerob reaktorban az acetotrof archeak energia
eléallitasra acetatot hasznalnak fel, a folyamatban CH, és CO; keletkezik (Ragsdale és
mtsai. 2008). A Clostridia fajok nagy része hidrogéntermeld aktivitassal bir, igy a
celluléz tartalmd fermentacioban nem csak cellulolitikus, hanem hidrogéntermeld
aktivitasuk miatt is fontosak lehetnek, ugyanis a hidrogén redukal6 er6ként szolgal a
hidrogenotrdf metanogenek szdméra. A Clostrididk és a hidrogenotrof metanogének
kozott egyensulyt feltételezink, melynek megléte fontos a hatékony biogaz
termelédéshez. A Ca. hydrogenoformans képes CO-t hasznalni egyeddili szén forrasként
és elektron donorként, valamint vizet elektron akceptorként, hogy acetatot és hidrogént
allitson el6 (Wu és mtsai. 2005, Debarati és mtsai. 2010). A Ca. hydrogenoformans és a
M. thermoacetica is hidrogént tud termelni (Pierche és mtsai. 2008).

A masodik legnépesebb csoport a Bacteria doménen belill a Bacilli osztaly. A
Bacilli osztalybol a leggyakoribb fajnak az Enterococcus faecalis bizonyult, amely egy
Gram pozitiv baktérium és a normal bélfléraban megtalalhat6, ahol poliszacharidokat
hidrolizal (Xu és mtsai. 1998). Az E. faecium is egy gyakori faj a bélrendszerben,
szénhidratokat (fruktéz, maltéz, laktdéz és galaktdz) hasznal fel acetat és etanol
eléallitasara (Wei és mtsai. 1987, Guerra és mtsai. 2010). A Bacillus cereus és B.
thuringiensis baktériumok fakultativ anaerobok. Anaerob korilmények kozott a B.
cereus glukozbol acetatot, laktatot és etanolt allit el6, mig a B. thuringiensis toébbnyire
laktatot termel (Duport és mtsai. 2006, Ohara és Yakata 1996). A Streptococcus
pneumoniae egy patogén, mely a glikozt laktatta alakitja (Hoskins és mtsai. 2001).
Rokona a S. suis glukozt, maltozt, laktozt és trehalozt alakit at kiilonbozé illékony
szerves savakka (Klipper-Balz és Schliefer 1987), mig az S. agalactiae etanolt is keszit
az illékony szerves savak mellett (Glaser es mtsai. 2002). Tovabbi Bacillus csaladba
tartozé patogének a Staphylococcus epidermis és a Listeria monocytogenes (Ramick és
mtsai. 1996), amelyek kis szamban fordulnak el6 a biogdz reaktor mikroba

kdzosségeben.
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A Clostridia és Bacilli osztalyokon kiviil mas csoportok is képviseltetik magukat.
Relativ. mennyiségiiket tekintve jelentdségiik valoszinileg kisebb, de nem
elhanyagolhatd a biogaz termelé mikrobialis taplalék lancban. A Bacteroidia tagjai
gyakoriak a természetben, ahol boml6 szerves anyagok, ndvényi vagy mas eredetii
biomasszak talalhatoak. A Bacteroides capillosus egy bélbaktérium, mely laktatot
fermental és hidrogént allit el6, tovabba cellulolitikus aktivitassal is bir (Betian és mtsai.
1977). Kiemelked6 példaja az ember-baktérium szimbiozisnak a Bacteroides
thetaiotamicron, mely fontos és allando alkotdeleme a bélfloranak, cellulozt és
keményit6t hasznal fel szén forrasként (Bjursel és mtsai. 2006). A Parabacteroides
distasionis egy Gram-negativ baktérium, mely illékony szerves savakat termel
(Sakamato és mtsai. 2006).

A Mollicutes osztaly tagja az Acoleplasma laidlawii, mely glukdzbdl telitett
zsirsavakat, laktatot és acetatot allit elé (Lazarev és mtsai. 2011). Ezeket a fermentacios
termékeket biogazza konvertaljdk az acetotrof archeak a metanogén kozdsségben. A
Gammaproteobacteria osztalyon belul a leggyakoribb és egyben legjobban
tanulmanyozott faj az Escherichia coli, mely rendkiviil sokoldalii anyagcserét folytat.
Anaerob korilmények kozott fermentacios termékei a laktat, a szukcinat, etanol, acetat,
CO,, H, és kolonféle egyéb savak (Han és mtsai. 1992), raadasul toébb hidrogenazzal is
rendelkezik (Menon és mtsai. 1994). Az Actinobacteria tagjai gyakran megtalalhatéak a
talajban és természetes vizekben. Némelyikik hatékonyan bontja a komplex szerves
anyagokat, mint a cellul6z, ezért fontos szerepet jatszik a szén ciklusban (Ventura és
msai. 2007). Ennek a csoportnak néhéany tagja a rendkivil ellendllé lignin bontéséara is
képes (Kirby és mtsai. 2006). Az Actinobacteria-k kozll ket faj volt szamottevo
mennyiségben jelen a biogaz fermentorban a Slackia heliotrinireducens és a
Bifidobacterium longum. A SI. heliotrinireducens Gram-pozitiv baktérium, mely a
nitratot ammoniava redukalja elektron donor jelenlétében (hidrogén vagy format). Err6l
az organizmusrél azt is leirtak, hogy acetatot és laktatot is képes termelni (Pukal és
mtsai. 2009). A Bf. longum egy Gram-pozitiv baktérium, mely a huméan bélfléraban is
megtalalhat6 (Schell és mtsai. 2002). Ez a faj oligoszacharidokat metabolizal és laktatot
allit eld ezzel segitve a normal mikroflora szabalyozasat.

Az ismert filogenetikai kategoridkon kivil 7%-nyi olyan szekvenciat talaltunk,
melyet a Bacteria doménhez lehetett kotni, de részletesebb besorolasa jelenleg még
kérdeses. Ebbe a csoportba tartozik a Candidatus Cloacamonas acidaminovorans, mely

torzset viszonylag nagy mennyisegben talaltuk a vizsgalt biogaz fermentorban és mas
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anaerob reaktorban is leirtdk mar jelenlétét (Krober és mtsai. 2009, Pelletier és mtsai.
2008). A C. C. acidaminovorans energidjat az Embden-Meyerhof Utvonalon kereszl
cukrokbdl nyeri, tovabba képes aminosavakat fermentalni, valamint [FeFe] hidrogenaza
segitségével hidrogént termel, igy ugyancsak fontos szerepe lehet a szintrofikus

metabolizmusban (Chouari €s mtsai. 2005).

5.1.2.2 Archaea domén

Az acetogén baktériumok illékony szerves savakat, CO,-t, és H,-t termelnek,
melyek a metanogenezist végz06 kiilonféle archeak szamara tdpanyagok (Deppenmeier
és mtsai. 2008, Thauer és mtsai. 2008, Kovacs és mtsai. 2014).

A vizsgalt biogaz fermentorban az azonositott mikrobak kozil szamossagban
mintegy 10%-ot tesznek ki az Archaea domén képvisel6i (5. €s 6. abra). Ez jol korrelal
a korabbi vizsgalatok eredményeivel (Krause és mtsai. 2008, Jeanicke és mtsai. 2011,
Wirth és mtsai. 2012). Az Archaea domén kdzosseégén beliill a Methanomicrobiales rend
domindl. Az emlitett renden belll a Methanoculleus marisnigri volt a leggyakoribb
(Anderson és mtsai. 2009). Ezt az archeét tobb metanogén kdzosségben is megtalaltak
(Nettman és mtsai. 2010, Ziganshin és mtsai. 2011, Wirth és mtsai. 2012). A
Methanoculleusok mellett a Methanomicrobiales rend tovabbi hidrogenotréf
metanogénjei is képviseltették magukat, mint a Methanospirillum hungatei (Southam és
mtsai. 1990), Methanosphaerula palustris (Cabillo-Quiroz és mtsai. 2009),
Methanoregula boonei (Brauer és mtsai. 2010), Methanocorpusculum labreanum (Zhao
és mtsai. 1989), és a Methanoplanus petrolearius (Brambilla és mtsai. 2010). A
Methanococci osztalybol pedig a Methanococcus maripalidus volt nagyobb szamban
jelen, mely ugyancsak hidrogenotrof metanogén (Klessler és mtsai. 1998) (8. abra). Az
acetotrof metanogenek kozott a Methanosarcina acetivorans (Galagan és mtsai. 2002)
volt relativ tobbségben. A biogdz termeld kozdsségben egy ismeretlen archeat is
talaltunk, melyet korabban rizs rizoszférdban irtak le. Leirtak err6l a torzsrél, hogy
aerotolerans szén-dioxid és hidrogénfiiggd életmodot folytat, valamint szulfat

redukciojara is képes (Ercel és mtsai. 2006).
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6. abra: A 10 leggyakoribb archea a kisérleti biogaz fermentorban. A
hidrogenotrof (kék), acetotrof (z6ld) metanogének, és egyéb (narancssarga)
archaea fajok relativ gyakorisagat tintettuk fel.

A hidrogenotrof metanogének tulsulya arra enged kdvetkeztetni, hogy a kisérleti
fermentorunkban ez a f6 metantermel6 utvonal, és az acetotrofok a folyamatban csak
masodlagos szerepet jatszanak. Az acetat azonban szintén fontos kozti termék a biogaz
termelésben, mivel az acetdt bizonyitottan serkenti a ndvekedést a Methanospirillum
hungatei (Southam és mtsai. 1990), Methanosphaerula palustris (Cabillo-Quiroz és
mtsai. 2009), Methanoregula boonei (Brauer és mtsai. 2010), Methanocorpusculum
labreanum (Zhao es mtsai. 1989), Methanococcus maripalidus (Klessler és mitsai.
1998), és a Methanoplanus petrolearius (Brambilla és mtsai. 2010) metanogéneknél.
Ezzel szemben a Methanoculleus marisnigri csak CO,-t képes felhasznalni
szénforrasként (Anderson és mtsai. 2009).

A hidrogenaz enzimekhez kothetd DNS leolvasasok relative nagy gyakorisagabol
arra lehet kovetkeztetni, hogy ezek az enzimek fontos szerepet jatszanak a kdzdsség
életében (7. abra). A hidrogenazok mellett mas redox enzimeket is azonositottam,
melyek a hidrogén anyagcseréhez kapcsolddnak. Ilyen enzimek a Thauer és Ferry altal
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leirt koenzim M heterodiszulfid heptanil treonin foszfat (CoM-S-S-HTP) oxidoreduktaz,
a forméat dehidrogenaz és a koenzim F420 hidrogendz. CoM-S-S-HTP oxidoreduktaz
katalizalja a CoM-S-S-HTP atalakitasat HS-HTP (7-merkaptoheptanil-L-treonin

foszfat)-ra, amely egyedulallo kofaktor minden metanogénben (Thauer és mtsai. 1993).

Hidrogenazok 37
H2:CoM-S-S-HTP oxidoreduktdz

Format dehidrogenaz

rnf-szer(i csoportja az elektron transzport komplexeknek
Respirdcios dehidrogendazok 1

Koenzim F420 hidrogenaz

[NiFe] hidrogendz érés

Energia konzervalé hidrogenaz (ferredoxin) Ech
Respiracids komplex

7. abra. A biogaz termelé kozosség energia és hidrogén anyagcseréhez kotheto
enzimei. A szamok a sziirt talalatok szdméat jelzik. A beéllitasok: 4.14.3.2 fejezet.

A forméat dehidrogenaz hidrogént allit elé6 a formatbdl CO, felszabaduléssal (Ferry
1990). A redukalt F420 a membran kotott elektron transzport segitsegével oxidalodik.
Amikor az F420 oxidalodik a CoM-S-S-HTP redukéalodik. A CoM-S-S-HTP
oxidoreduktaz altaldnos a metanogénekben de a forméat dehidrogendz csak a

hidrogenotrof metanogénekre jellemz6 (Ferry és mtsai. 1997).

5.1.3 A SOLID metagenom adatok dsszehasonlitdsa mas eredményekkel

A koradbbi tanulményokban az UGjgeneracios szekvenatorok kozil a 454
piroszekvenator technikat hasznaltdk a biogaz termelé kozosségek mikrobidlis
Osszetételének tanulmanyozésara (Schliiter és mtsai. 2008, Krause és mtsai. 2008,
Krober és mtsai. 2009, Jeanicke és mtsai. 2011). A vizsgélt iizemi méreti fermentorok
mindegyike allati Urulékkel és z6ld novényi biomasszaval (kukorica és rozs sildval)
milkodtek. Az altalunk hasznalt laboratériumi fermentorban ugyancsak ezeket a
szubsztratokat hasznaltuk hasonlo Osszetételben. Ezért eredményeink Gsszevethetoek a
Kisszdmu irodalmi adattal.

A biogaz Uzemet modellez6 kisérlet mikrobialis elemzésére hasznalt SOLID
ujgeneracios szekvenator altal kapott eredmények jo egyezést mutattak a korabbi,
ugyancsak Ujgeneracos 454 piroszekvenator segitségével nyert adatokkal (8. abra).

Minden esetben a Clostridia osztaly képviseldi voltak a leggyakoribb mikrobédk a biogaz
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fermentorokban. A Clostridia-k jelenléte a fentebb targyalt okok miatt elengedhetetlen a
magas celluléz tartalmu biomasszak bontaséban (Jeanicke és mtsai. 2011). Az is ismert
az osztaly szamos tagjarél, hogy hidrogenaz enzimekkel rendelkeznek. A Clostridia
osztaly abundancigja és a hidrogenazok nagy mennyiségii jelenléte a redox enzimek
kozott a funkcionalis vizsgalat soran dsszefiiggésben lehet egymassal (5. és 7. &bra). Igy
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Clostridium-ok két fontos szerepet is betdltenek
a biogaz termeld kozosségben. Az egyik a poliszacharid szubsztratok hidrolizise a
masik a hidrogéntermelés, mely fontos a hidrogenotréf metanogének szamara (Herbel
és mtsai. 2010, Wirth és mtsai. 2012).

SOLID 4

Actinobacteria
(class)
4%

Methanococci
Thermococci
Meth i b'\
ethanomicro m\ 17%
B%

Mollicutes
4%

Bacteroidia
4%

Gammaprotechacteria 4%
Clostridia

43%

2008. LutzKrause és mtsai. 454 GS FLX Actinobacteria 2011. Sebastian Jaenicke és mtsai. 454 GS FLX Titanium
: (class)

Bacilli 4% Thermoprotei
Methanococci

Methanomicrobia Others
10%

Actinobacteria
(class)
3%

Methanomicrobia

Thermaoprotei
Bacteroidia

Gammaproteohacteria 1

Mollicutes
2%

Clostridia Clostridia

G tecbacteri
ammaproteobacteria 37% 38%

8. abra: Az azonositott leggyakoribb osztalyok eloszlasanak 6sszehasonlitasa (Lutz
Krause és Sebastian Jeanicke munkdaja ugyanabbdl a DNS mintabdl indult ki, a kiilénbség a 454
szekvenator tipusa volt).

Nem csak a relativ mennyiségben, hanem az egyes fajok szintjén is egyezéseket
talaltunk a ketféle NGS szekvenaldsi technikdval kapott adatok kozott. Ilyen
baktériumok az el6zéleg mar emlitett magas cellulolitikus aktivitassal bird fajok, mint
példaul a Clostridium thermocellum, C. cellulolyticum és a Caldicellulosiruptor
saccharolyticus. Az Archaea doménben is egyezéseket fedeztiink fel. A hidrogenotréf
Methanomicrobiales rend bizonyult a legelterjedtebbnek, mint ahogy azt a korabbi 454-
es vizsgalatok is kimutattak (Schlter és mtsai. 2008, Krause és mtsai. 2008, Krober és
mtsai. 2009, Jeanicke és mtsai. 2011). Ezen belil a Methanoculleus marisnigri

bizonyult dominansnak, mely faj dominancidjat a mar emlitett forrdsok mindegyike
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alatamasztja. Erdekes maodon szilard fazisi anaerob fermentacioban az acetotrof és
hidrogenotréf metanogének egyarant megtalélhatok voltak (Li és mtsi. 2013).

A metagenomikai vizsgalatokban altalanosan az egyes rendszertani kategoriak
képviseldinek relativ gyakorisagat tekintjiikk a biogdz képzddésben jatszott fontossagat
mérd tulajdonsagnak. Kétséget kizaréan azonban nincs bizonyitva, hogy a fiziologias
szerep es relativ szamossag kozott feltételezett szoros 6sszefuggés valdban minden
esetben létezik. A kérdés eldontéséhez nagy szamban elvégzett funkcionalis
vizsgalatokra (metatranszkriptomika, metaproteomika) lesz szikség. Az egyetlen ismert
metatranszkriptomikai  tanulmany altaldban meger6siti, hogy a legnagyobb
gyakorisdgban jelen levé mikrobak transzkriptjei fordulnak elé leggyakrabban, de
kiemeli, hogy az archaedk metabolikus aktivitdsa sokkal erdteljesebb, mint a
kozosségben mérhetd relativ szamossaguk (Zakrzewski és mtsai. 2012). Az eldzetes
metaproteomikai eredmények ugyan nagyon fragmentaltak és kevés kovetkeztetést
engednek meg, de szintén arra utalnak, hogy a filogenetikai eloszlas és az aktiv fehérjék
alapjan talalt kozosségi struktdra csak részlegesen hozhato fedésbe. (Abram és mtsai.
2011).

Nem metagenom vizsgalatok kozil a specidlis mcrA alapl azonositasi
modszerrel szarvasmarhatragyaval miik6d6 mezofil KVIC (statikus, nem kevert,
»lebegd” gaztartadlyos, kisméretli, egyszeri berendezés, elsOsorban Indidban
hasznalatos) tipusu biogaz berendezésben ugyancsak a Methanomicrobiales rend
képvisel6it mutattdk ki dominansnak (Rastogi és mtsai. 2008). Egy sertéstragyaval
miikodd 105m3-es mezofil reaktorban szintén a hidrogenotr6f metanogéneket talaltak
nagyobb szdmban (Zhu és mtsai. 2011). A 16S rDNS vizsgalatok sordn Delbes és
kutatdcsoportja a Firmicutes és Bacteroides fajok képviseldit azonositottdk nagy
mennyiségben 10 literes Kisérleti mezofil anaerob reaktorukban, melyet m{ikodé biogaz
lizembdl szarmazo oltoiszappal toltottek meg, és szubsztratként gliikozt adagoltak. A
metanogének kozott a hidrogenotrof Methanobacterium fajokat talaltak dominansnak
(Delbés és mtsai 2001). Szintén riboszémalis RNS géneket vizsgalva 600m>-es sertés
tragyaval miikodé mezofil reaktorban ugyancsak a hidrogenotrofok voltak tobbségben
(Liu és mtsai. 2009). A FISH technikat hasznalva batch tipust fermentaciokban mezofil
hémérsékleten a metanogének kozott szintén a hidrogenotrofok voltak tdlnyomo
tobbségben (Banks és mtsai. 2012). A metanogének kimutatasara alkalmas
ANAEROCHIP rendszert alkalmazva egy kevert, de lignocellulzban gazdag

szubsztratokkal taplalt termofil biogdz Uzem mikroba elemzése soran a hidrogenotréfok,
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ezen belll a Methanoculleus nemzetség tulsulyat talaltdk (Franke-Whittle és mitsi.
2009).

A hidrogenotr6f metanogenezis dominanciajat azonban nem minden vizsgalat
tdmasztja ala. Raskin és munkatarsai egy szennyviz telep mezofil biogaz fermentoraban
kialakult metanogen kozosség Osszetételét vizsgaltak 16S rRNS gének segitségével.
Eredményeik azt mutattdk, hogy a metanogeének kozott a mixotréf Methanosarcina
nemzetség volt tobbségben. Laboratoriumi méretii reaktorban, amely szennyviziszappal
és szarvasmarhatragyaval miikodott megerdsitették ezeket az eredményeket (Raskin és
mtsai. 1995, Griffin és mtsai. 1998). FISH adatok az acetotréf életmodot folytatd
Methanosaeta nemzetséget mutattdk jelentdsnek a biogiz termelésben. Hasonld
eredményre jutottak a metanogén kdzosség vizsgalata soran egy szintetikus szubsztrattal
taplalt UASB tipusi fermentor esetében, valamint egy tizemi méretii reaktorban,
melyben allati tragyat eés eételmaradékokat dolgoztak fel (Sekiguchi és mtsai. 1999,
Karakashev és mtsai. 2006).

5.2 Mikroalga biomassza fermentacio

A mikroalga biomasszat kozvetlenil és kozvetve is felhasznalhatjuk biogéz
gyartasara. A kozvetett felhasznalas soran a mikroalgaval megtermeltetjik, illetve abbdl
kinyerjuk a kivant terméket (pl. biodizel, biohidrogén, élelmiszeriparban vagy
gyogyszeriparban hasznalhaté vegylletek), majd az alga biomassza maradékot
hasznositjuk biogaz termelésre (Brennan és mtsai. 2010). A mikroalga biomassza
fermentacidval kapcsolatos munkam harom nagy kisérlet sorozatot foglalt magaba. Az
els6 esetben a kozvetett felhasznalast kivantuk modellezni. Ennek sordn egy nem steril
mixotréf modon  Tris-foszfat-acetaton  (TAP) novesztett mikroalga keverék
(Scenedesmus sp. és Chlamydomonas sp.) és szintrof baktériumok egyuittes
biomasszajat hasznaltuk fel biogaz alapanyagkent. Tehat a keverék kdnnyen
(Chlamydomonas sp.) és nehezebben (Scenedesmus sp.) fermentalhaté mikroalgakat
tartalmazott (Mussgnug és mtsai. 2010). A kisérletben hasznalt mikroalga keverék és
szintrofjainak hasznalata egy masik parhuzamos munkahoz kapcsolodik, mely soran
alga és baktérium keveréket hasznalnak fel biohidrogén eldallitasara. (A

hidrogéntermeléssel kapcsolatos vizsgalatok eredményeit Lakatos Gergely PhD
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dolgozata foglalja 6ssze). A mikroalgdk mellett természetesen kialakuld baktérium
florat és elonyos hatasukat a mikroalga novekedésére mar kordbban is megfigyeltek
(Keshtacher-Lubson és mtsai. 1995, Watanabe és mtsai. 2005, Nikolaev és mtsai. 2008,
Amin és mtsai. 2009). A kapcsolodd munka lényege, hogy az elterjedt kénmegvonas
segitségével indukalt biohidrogén termeltetés mellett (Melis és mtsai. 2001, Zhang és
mtsai. 2002, Fouchard és mtsai. 2005, Laurinavichene és mtsai. 2006, Tsygankov és
mtsai. 2006) egy masfajta alternativat nyujtson. Kollégaim arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a mikroalga és a mellette kialakul6 szintrof mikroorganizmusok keveréke
alkalmas fenntarthat6 biohidrogén termelésre kénmegvonas nélkil is (Lakatos és mtsai.
publikalés alatt).

A masodik kisérlet sorozat egy fotoautotéf médon BG11 tapoldatban, 2,5m? ipari
fotofermentorban novesztett mikroalga (Scenedesmus obliquus) faj fermentaciojat
vizsgélta. E Kisérlet soran a mikroalga szerves szaraz anyagra vonatkoztatott adagolasi
mennyisége megegyezett a Scenedesmus sp. és Chlamydomonas sp. keverék adagolasi
mennyiségével. A hasznalt Sc. obliquus biomassza csak kis mennyiségben tartalmazott
szintrofikus baktériumokat.

A harmadik Kisérlet sorozatban fotoautotr6f maddon tenyésztett mikroalga
biomasszat kiilonbozd mddon eldkezeltem, illetve vizsgéaltam annak hatasat a biogaz

termelddésre batch-tipusd fermentécidval a VDI alapjan.

5.2.1 Mikroalga keverék és szintrofjainak fermentacidja

A mikroalga keveréket 1g szerves szaraz anyag/liter térterheléssel naponta
adagoltam az 5 literes kiserleti fermentorba (4.1.1. fejezet), illetve ezzel parhuzamosan
masik két reaktor egyikébe 0,5-0,5g szerves szaraz anyag/liter térterheléssel
kofermentécioban kukorica szilazst és mikroalga keveréket, valamint a harmadikba csak
kukorica szildzst adagoltam (1g szerves szaraz anyag/l). A fermentacié két hdénapig
tartott, ebbdl az elsé honap volt az un. felfutasi fazis, mely sorén a vizsgalni kivant
szubsztrattal fokozatosan toltottem fel a reaktorokat és stabilizalt biogaz termelést értem
el. A masodik hénapban a kialakult mikroba kozosség folyamatos biogaz termeld
aktivitasat kisértem figyelemmel. Célom ebben a kisérletben a mikroalgabdl keletkez6
biogaz mindségének, mennyiségének Osszevetése volt a kukorica szilazsbol és a

kofermentaciobol keletkezett biogazéval, tovabba a kisérlet teljes két honapja alatt a
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fermentéacios paraméterek nyomon kovetése, a fermentacio stabilitdsanak vizsgalata,
mely megerdsitheti ennek az alternativ szubsztratnak hasznosithatdsagat biogaz
eléallitasra. A haromféle fermentaciobol 06ssz-DNS mintakat készitettem. A
fermentacionként négy idO6pontban vett DNS mintakat vetettem ald részletes
metagenomikai vizsgalatnak. A kisérlet kezdetén, illetve egy, 6t, és kilenc héttel a
fermentaciok inditasat kovetden tanulmanyoztam a mikroba k6zosség Osszetételét. A
kivalasztott idépontok a fermentacio kezdeti, felfutasi, legjobban termel6 szakaszanak
és végpontjanak felelnek meg. A mintdkat lon Torrent PGM tipusu Ujgeneracios
szekvenatorral szekvenaltuk. A viszonylag hosszu atlagos leolvasasi hosszaknak (100-
200bp) koOszonhetéen a nukleotid leolvasasokat kontig ©sszeszerelés nélkil

hasznalhattam filogenetikai vizsgalatokra (4.14.3.2 fejezet).

5.2.1.1 A keletkezett biogaz vizsgalata

A Kkisérletben hasznalt szubsztratokbol keletkezett biogaz mindségének és
mennyiségének rendszeres mérése az egy honapos felfutasi fazis utan, a biogaz termelés
stabilizalodasat kovetéen ad értékes informéaciot. Az eredmenyek alapjan elmondhato,
hogy a mikroalga és szintrofjainak fermentaciojabol keletkezett biogdz mindsége jobb
(58-61% CH, tartalom —irodalmi adatoknak megfelel-), azonban a termelt gaz
mennyisége atlagban néhany szdzalékkal (4-6%) elmarad a kiilonbozé mikroalga
fajokbol masok altal mért biogaz hozamoktél (Mussgnug és mtsai. 2010, De
Schampelarie és mtsai. 2009), melynek oka a mikroalgaval egyitt bevitt mikroba
mennyisége lehet. A kukorica szildzsbol termel6dott biogaz mindsége (50-52% CHy
tartalom) megfelel az irodalmi adatoknak (Amon és mtsai. 2010), illetve a
kofermentéacio az el6z6 ketté kdzott helyezkedik el a minéséget tekintve (54-57% CH,
tartalom). A keletkezett biogdz mennyisége atlagosan a kukorica szilazs esetében 3,2
I/nap, kofermentacional 3,15 I/nap és a mikroalga keveréknél 2,2 I/nap volt (6sszes
keletkezett metan mennyiség: kofermentacio: 51,97 I, kukorica sil6: 48,96 |, mikroalga-

baktérium keverék: 39,27 ). Az adatokat a 9. abran tiintettem fel.
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9. abra. Kiilonboz6 szubsztratokbol keletkezett kumulativ metan tartalom normél
literben (Alga+sz: mikroalga keverék és szintrofjai)

A naponta adagolt szubsztratokbol keletkezO metan tartalomat 1g Szerves szaraz

anyagra vonatkoztatva a 10. abran tlntettem fel.
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10. abra. Kiilonbo6zé szubsztratokbol keletkezett metan tartalom 1g szerves szaraz
anyagra vonatkoztatva (Alga+sz: mikroalga keverék és szintrdfjai).

A napi biometan hozam eredmények azt jelzik, hogy az alga keverék olyan jo biogaz
szubsztrat, mint a koltségesebb és tarolasra szorulé kukorica szilazs hiszen
kofermentacioban helyettesitette a kukorica szilazs felét. Onmagaban kevésbé
elényosen hasznalhatd, mivel ugyanannyi bevitt szerves anyaghbdl a kukorica szilazshoz
hasonlitva csak mintegy 75%-nyi metan keletkezett (ez a kiilonbség feltehetéen a

mikroalga kezelésével csokkentheté). Az mindenesetre figyelemre mélto, hogy a
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teriiletegységen el6allithatd biomassza hozamokat is szdmitdsba véve (alga csaknem
egész ¢éven keresztlil, folyamatosan tenyészthetd ¢és joval magasabb biomassza
hozamokat produkal, mint a silokukorica) a nem-steril algakeverék biogaz
alapanyagkent nagyon igéretes biomassza forrés. Ez a kisérlet nem adott valaszt arra a
kérdésre, hogy a vizsgalt 30 napos idészak elegendd volt-e az alga biomassza teljes
lebomldsdhoz. Azt tudjuk irodalmi adatok alapjan, hogy a kukorica szilazs biogdzza
alakitasahoz ez az id6 eclegendd, de lehetséges, hogy a keverékbdl a nehezebben
lebonthato Scenedesmus sejtfallal ennyi id6 alatt nem tudnak hasonld eredményességgel

megbirkdzni a fermentor mikroba kézosség tagjai.

5.2.1.2 Osszes szerves sav és pufferkapacitas (FOS/TAC) meghatarozasa

A fermentécid stabilitisanak nyomon kodvetésére hasznalt egyik fontos
paraméter az 0Osszes szerves sav és pufferkapacitas, illetve ezek hanyadosanak
(FOS/TAC) meghatarozasa (Nordmann és mtsai. 1977, McGhee és mtsai. 1968). Ha a
FOS/TAC arany 0,1 alatt van, akkor a reaktor éhezik, biomassza bevitel sziikséges.
Azonban ha FOS/TAC érték 0,5 felett van akkor a rendszer talterhelt. A folyamat soran
az 0sszes szerves sav mennyisége 3 g/l (teoretikus fels6 hatar, mely a metanogén
kdzosség novekedesét és aktivitasat gatolja) alatt volt -atlagosan 1,5 ¢/l-, az 0sszes
szervetlen széntartalom (TAC) atlagosan 9-10 gCaCOs/l volt. A hetente mért FOS/TAC
aranyokat a 11. &bra foglalja dssze.

0,6 -

FOS/TAC

0,2 -

0,0

Alga (+5z.) Kofermentdcid Kukorica szildazs

11. abra. Hetente mért FOS/TAC aranyok. A piros szaggatott vonalak az irodalmi
adatok mutatta hatarértékeket jelolik (Alga+sz: mikroalga keverék és szintrofjai).

A fermentéaciok soran a biomasszabevitel (1g/l) alacsonynak bizonyult, nem tortént
tuladagolas. A FOS/TAC aranyanak kozel allando értéke az egyik megbizhatd mutatdja
a fermentécios folyamatok stabilitasanak.

55



5.2.1.3 NH,4" tartalom valtozasanak vizsgalata

A nitrogén tartalmd komponensek bomlasabdl ammonia keletkezik, ez a vizes
kdzegben ammonium ion forméban van jelen (Alexander 1985). Az ammonium
tartalom 3000mg/I feletti értéke negativan hathat a metanogén kdzosségre (Chen és
mtsai. 2008, Nielsen és mtsai. 2008). A kisérlet sordn az ammadnium tartalom a kukorica
szilazs esetében kozel azonos értékeket mutatott, mig a kofermentacional az érték
ingadozott 1000-2000mg/l kdzott. A mikroalga keverék és szintréfjainak fermentécidja
soran az ammonium tartalom novekedett, de a két hdnapos fermentacio soran 3000mg/|
alatt maradt. Azonban a tendencia szerinti tovabbi emelkedése mar negativan hatna a

fermentéciora, igy hosszu tdvon problémat okozhat (12. &bra).
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Alga [+sz.) Kofermentacié  Kukorica szildzs

12. abra. Heti szintenmonitorozott ammonium tartalom. A piros szaggatott vonal
az irodalmi adatok alapjan ajanlott felsé hatart jelzi (Alga+sz: mikroalga keverék
és szintrofjai).

A fermentéacid soran az 0sszes szerves sav mennyis€gebdl a folyamat savassagat, az
ammonium tartalombdl pedig lugossagat allapithatjuk meg. Amennyiben a reaktorban a
kétféle komponens kozel azonos mennyiségben és egyszerre termelddik, akkor a
fermentacid enyhén lagos pH-ja, mely a metantermel6 mikroba konzorcium szamara
megfeleld, fennmarad. A kisérlet sordn a pH értékek nem valtoztak szamottevéen (13.

abra).
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Alga (+sz.)  Kof. K. szilazs

13. abra. Kiilonbozo fermentaciok pH értékeinek valtozasa a kisérlet soran
(Alga+sz: mikroalga keverék és szintrofjai).

Az ammonium ion koncentrdcié az alga biomassza esetén emelkedést mutatott (14.
abra), a lugosodds mértéke azonban nem volt jelentés, mely a rendszer magas

pufferkapacitasaval magyarazhat6 (~10gCaCOs/l).

5.2.1.4 C/N arény vizsgalat eredményei

Az anaerob bomlasi folyamat soran lényeges paraméter a szubsztratok
szén/nitrogén (C/N) aranya. A szakirodalomban ennek ideélis értékét 20-30 kozott
allapitjdk meg (Parkin és Owen 1986, Yadvika és mtsai. 2004). A fermentéacié soran
ugyanis a reaktorban ¢16 mikrobdk 20-30-szor gyorsabban hasznositjak a szenet, mint a
nitrogént (Yadvika és mtsai. 2004). Ha a szubsztrat C/N aranya alacsony, akkor fennall
a tapanyaghiany veszélye és alacsony pufferkapacitas esetén a bomlasi folyamat
sérulékennyé valik, mivel a magas nitrogén tartalmu komponensek fermentécidjabol
szabad ammonia keletkezik, ami végsdé soron gatolhatja a metanogenezist. Ha a C/N
arany tal magas, akkor pedig az illékony zsirsavak mennyisége novekszik meg, ami
ugyancsak negativan hathat a fermentacios folyamatra.

A Kkisérletben hasznalt szubsztratok C/N aranyat a 4.11 fejezet tablazata foglalja
Ossze. A fermentorokb6l minden héten vett mintdkbol C/N méréseket végeztem. A
mikroalga keverék és szintrofjainak fermentacidja soran a N tartalom novekedését
tapasztaltam a fermentécios folyadékban, amely 6sszefiiggésben van az ammadnium
tartalom novekedésével. A mikroalga keverék C/N aranya (5,3:1) alacsonynak
bizonyult. Magas volt a szubsztrat N tartalma a fermentécio soran, igy a biomassza
adagolasaval és bomlasaval parhuzamosan nétt a fermentorban a N tartalom a C

tartalommal szemben (14. abra). Ennek valdszinli magyarazata, hogy a fermentor
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mikroba kozdssége a mikroalga (kiléndsen a kénnyen bomlé Chlamydomonas sp.) C
tartalmat rovid id6 alatt felhasznalta, ezzel szemben a N tartalmu vegylletek a
mikroalga sejtbdl kikeriilve lassabban bomlottak, melynek kdvetkezmeénye az lett, hogy
a fermentacid végére a szabad ammonia tartalom lassan ndvekedett a fermentacios
folyadékban. A kofermentacié kisebb mértékti N felhalmozodast mutatott (5.2.1.3
fejezet), mely magyarazhaté a fele annyi mikroalga biomassza bevitellel, illetve a
magasabb C/N arannyal rendelkezé kukorica szilazs (45,3:1) kompenzécios hatasaval.
A kukorica szilazs fermentécidjanal a N mennyisége végig kozel allandé maradt, a

fermentécio kiegyensulyozott volt.
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Hét

14. abra. A fermentéciok N tartalmanak alakulasa az id6 folyaman (Alga+sz:
mikroalga keverék és szintrofjai).

Olsson és mtsai.-nak megfigyelése hasonld eredményeket mutatott. Kisérletlikben
szennyviz iszappal kevertek 6ssze egy tobdl izolalt mikroalga biomasszat. Vizsgalatuk
alapjan a mikroalga biomassza nagy mennyiségben torténd adagoldsa a fermentéaciora
negativ hatassal jart termofil (55°C) és mezofil (37°C) koériilmények kozott egyarant.
Ennek magyarazatat a mikroalga magas nitrogén tartalmaval hoztak 6sszefliggésbe
(Olsson és mtsai. 2013). Hasonlo kdvetkeztetésre jutott Yen és Brune is (2007). Ezért
munkajukban a kofermentacio hasznossagat emelik ki, melyet mikroalga és hulladék
C/N arany egyensulya. Ennek optimalis értékét 20-25-ben allapitottdk meg. A masik
elony a cellulaz aktivitds novekedése. Ez az elony kifejezetten a kofermentélt papir
jotékony hatésarol szol, ugyanis a papir (magasabb C/N aranya) miatt a megndvekedett
cellulaz aktivitds hatdsdra a mikroalga biomassza is hatékonyabban bomlik, igy az
algdban taldlhato értékes tapanyagok gyorsabban szabadulnak fel, ami végsd soron

noveli a biometan hozamot. Az altalam végzett kisérlet eredménye megerdsiteni latszik
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ezeket a megfigyeléseket, az alacsony C/N ardnnyal rendelkez6 alga fermentaciojanal
elényos a kofermentacio, ugyanis igy a N kevésbé halmozaddik fel, tehat a fermentécios
folyamat tovabb fenntarthatd, mint az alacsony C/N arannyal rendelkezé mikroalga
monoszubsztratként tortén6 adagolasaval. A keletkez6 biogaz mennyisége is magasabb

kofermentacio esetén.

5.2.2 Metagenomikai vizsgalatok

A kovetkezoekben a mikroalga keverék és szintrofjainak fermentacios kisérletébdl
vett mintdk metagenomikai vizsgalatanak eredményeit mutatom be. A kisérlet soran
négy kiilonb6z6 iddben (kiindulds, 1, 5, 9 héttel a fermentdcid inditast kdvetden)
vizsgaltam a harom féle fermentacié mikrobidlis k6zosségének valtozasat. Tovabba

megvizsgaltuk a szubsztratokon él6/egyiitt €16 mikroba kozosséget és azok aranyat.

5.2.2.1 Kukorica szildzs mikrobioldgiai 6sszetétele

A kozvetett felhaszndldst modellezd mikroalga keverék ¢és szintréfjainak
fermentacios kisérlete soran az irodalomban egyedllallé moddon megvizsgaltuk
maganak a beadagolt szubsztratnak is a mikrobialis dsszetételét lon Torrent PGM
Ujgeneracios szekvenator segitségével (15. abra).

Bacillus nemzetséeg 3%

dcetobacter nemzetséyg 23%

B Act.: Actinobacteria (Tézs)
] Act.: Actinobacteria ( 0sztaly)
n Ap.: Alphaproteobacteria

L sac.:Bacili

. Bp.: Betaproteobacteria

. Firm.: Firmicutes
Act. . Bp.

Act. \
’ Burkholderia nemzetség 2%
Eukaryota 15% Actinomyces nemzetség 4%

Zea nemzetség 15%

Lactobacillus nemzetség 53%

15. abra. A kukorica szilazs mikrobioldgiai dsszetétele. A koncentrikus
korszelvényeken beliilrdl kifelé haladva a kozosség domén, torzs osztaly és
nemzetség szerinti bersorolasat ttintettem fel.

A szilazs készitése soran a zold silokukorica ndévényt 6sszeszecskazzak 1-5 cm

nagysagu darabokra, tomoritik és lefedik. Az eléfermentacids folyamat 1ényegében egy
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tejsavas részleges fermentacio, mely legaldbb két hétig tart mikdzben a szénhidratok
egy része acetatta és laktatta fermentdlodik és a biomassza az alacsony pH miatt
stabilizalodik, sokaig tarolhatova valik (Pelhate 1977). Ennek megfelelden a kukorica
szilazs mikrobidlis elemzése soran Lactobacillus és Acetobacter fajok képvisel6it
talaltuk nagy szdmban. A Dbélflérdban is el6forduldo Lactobacillusok a tejsav
baktériumok csoportjaba tartoznak, melyek megtalalhatéak bomlé ndvényi anyagokon
is. Ezek a mikrobak cukrokbdl tejsavat termelnek (Makarova és mtsai. 2006). Az
Acetobacter nemzetség képviseléi pedig az acetat termelésért felelnek (Yamada és
Yukphan 2008).

5.2.2.2 Mikroalga és szintréfikus baktérium kozdsség mikrobioldgiai dsszetétele

A kevert mikroalga kultara mellett f6ként a Rhizobium nemzetségbe tartozé fajokat
talaltam a mikroalga és szintrofikus baktérium keverékben (15. abra). Ezen fajok
képvisel6i nitrogénfixald baktériumok, melyek a talajban szimbiotikus kapcsolat
Kiépitésére képesek novényekkel (Sawada és mtsai. 2003). Korabban kulonféle
mikrobidlis kapcsolatokat mar megfigyeltek mikroalga és baktériumok kozott
(Keshtacher-Lubson és mtsai. 1995, Watanabe és mtsai. 2005, Nikolaev és mtsai. 2008,
Amin és mtsai. 2009).

Burkholderia nemzetség 4%

Rhizobium nemzetség 51% Bacillus nemzetség 15%

D Ap.: Alphaproteobacteria

] Bac.:Bacilii

. Bp.: Betaproteobacteria
. Firm.: Firmicutes

. Prot.: Proteobhacteria

Eukaryota 30%
Chiamydomonas nemzetség 10%

Scenedesmus nemzetség 20%

16. abra. Kevert mikroalga kultura és szintrofikus kozossege. A koncentrikus
korszelvényeken beliilrol kifelé haladva a kozosség domén, torzs osztaly és
nemzetség szerinti bersorolasat ttintettem fel.
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5.2.2.3 A biogaz termel6 mikroba kdzdsseg vizsgélata

A kiindulasi id6ben vett mintaban a biogaz tUzem szimulacios kisérletéhez hasonld
mikrobidlis Osszetételt talaltam, annak ellenére, hogy a vizsgalt oltoiszap és a
szekvenator tipusa sem egyezett (csak az oltoiszap szarmazasi helye). A beazonositott
fajok listaja alapjan itt is a Bacteria és az Archaea domén képvisel6i vannak jelen nagy
szdmban, hasonléan a SOLID ujgeneracios szekvenator nyujtotta adatokhoz (5. 4bra).
Ennek relativ eloszlasét a 17. bra foglalja dssze.

Deltaproteobact. 2%
Alphaproteobact. 5%

Gammaproteobact. 5%
Bacteroidia 8%

Flavobacteriia 3%
Egyéb Bacteroidetes

Basorolatlan
Bacteria 5%

Bacteroidetes

/ Proteobacteria

= sne
Egyéb Firmicutes Actinobacteria 3%

Erysipelotrichi 1%
Synergistia 1%
Bacteria
(26,754)

Bacilli 7% Egyéb Bacteria

Meghatarozatlan 10%
(3,516)

Euryarchaeoata

Methanomicrobia 9%
Eukaryota 0,09% (30)

Besorolatlan szekvenciak 0,06% (22)

Virus szek iak 0,04% (14)
Methanobacteria 1%

Mas metanogének

17. abra. A kiindulasi inokulum taxondmiai eloszlasa. A koncentrikus
korszelvényekben beliilrdl kifelé haladva a kozosség domén, torzs és osztaly
szerinti besorolasait tiintettem fel.

A relativ eloszlas alapjan a Bacteria doménben a Firmicutes torzs a leggyakoribb. Ezen
torzson belll a Clostridia és Bacilli osztalyok képvisel6i voltak a leghagyobb szamban,
melyek —mint ahogy a korabbiakban targyaltuk- a lignocellul6z tartalm( szubsztatok
bontasdban fontos szerepet jatszanak. A Bacteroidetes torzs tagjai ugyancsak nagy
szamban képviseltetik magukat, mely mikrobak szintén jelentés szerepet jatszanak a
cellul6z tartalmi szubsztrat anaerob fermentécidjaban. Az Archaea doménben az

azonositott nemzetségek nagy része a metanogenezis mindharom atvonalat hasznosit6
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Methanosarcinales rendbe tartozik (Methanomicrobia osztaly). A fermentor
taplaléklancaban a valtozasokra legérzékenyebb elem a metanogének csoportja, igy az
Archea doménen belili dominancia valtozas hatterében a masok altal mar megfigyelt
szezondlis, illetve a fermentacios koztestermékek mindségének, mennyiségének
valtozésa allhat (Rastogi és mtsai. 2008, Lee és mtsai. 2009, Blume és mtsai. 2010). A
SOLID szekvenélashoz hasonléan szamos szekvenciat egyetlen ismert mikrobahoz sem
tudtam kotni. A tovabbiakban a metagenom vizsgalatok eredményeit részletezem, ennek
soran a meghatarozatlan és az eukariota szekvencidktdl eltekintek és csak a
beazonositott mikrobak relativ abundancidjan, egyméashoz viszonyitott aranyan alapul
az eredmények értékelése a 4.14.3.2 és 4.14.3.3 fejezetekben leirtak alapjan. Kilon

targyalom a Bacteria és az Archaea domént.

5.2.2.3.1 Kukorica szilazs fermentaciojanak mikrobialis kdzosseg vizsgalata (Bacteria
domén)

A Kukorica szilazs fermentacidja soran a dominans torzsek a kiindulasi allapottdl a
fermentacié végéig megmaradtak, relativ eloszlasukban csak kisebb valtozasok
torténtek (18. abra).

Kiindulas 1 hét 5 hét 9 hét

M Firmicutes

M Protecbacteria
W Bacteroidetes

M Actinobacteria

W Egyeb Bacteria torzsek

18. abra. A kukorica szilazs fermentéacié mikrobialis 6sszetételének alakulasa a
Bacteria doménen belil torzs szinten.

A valtozasok a Proteobacteria torzset érintik, ennek képvisel6it — foként a Rhizobiales
és Burkholderiales rendeket - kiszoritjdk a Firmicutes és a Bacteroides torzsek tagjai
(19. abra).
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19. abra. A Bacteria domén rendjeinek alakulasa a kukorica szilazs
fermentéaciojaban.

A Firmicutes torzsben a Clostridium nemzetség van tdlnyomo tébbségben jelen, amit a
Bacillus kovet, mig a Bacteroidetes tdrzson belll a Bacteroides nemzetség képvisel6i a
leggyakoribbak. A Bacteria doménben a mikrobidlis kdzosség alakulasa a fermentéacio
soran nagyban hasonlit a kiindulasi allapothoz, ami a SOLID uj generacids szekvenalasi

technikaval kapott eredményekkel j6 egyezést mutat.

5.2.2.3.2 A kofermentacio mikrobialis kdzosségenek vizsgalata (Bacteria domén)

A kofermentacié soran tendencidzus valtozasok torténtek az elézd fermentacidohoz
képest (20. abra).

Kiindulas 1 hét 5 hét 9 hét

B Firmicutes

M Protecbacteria

W Bacteroidetes

M Actinobacteria

W Egyéb Bacteria torzsek

20. abra. A Bacteria doménen bellli valtozasok a kofermentacié mikrobialis
koz0sségének torzs szintjén.

A kiindulasi id6ben a fajgazdag Proteobacteria torzs tagjai felett atvették a mikroalga
keverékkel bevitt ugyancsak Proteobacteria torzsbe tartoz6 Rhizobium és Burkholderia
fajok a relativ tobbséget, majd a fermentacido idejének elérehaladtaval perifériara

szoritottak a tobbi dominans torzs képviseldit is (21. abra).
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21. abra. Bacteria doménen bellli valtozasok rend szinten a kofermentacio soran.
Az alga fermentaciohoz viszonyitva (5.2.2.3.3 fejezet) kevésbé markans atrendez6dés

hatterében a fele akkora mennyiségli mikroalga keverék adagolasa, illetve a kukorica

szilazs és mikroba kozosségének kiegyenlit6 hatasa allhat.

5.2.2.3.3 Mikroalga keverék fermentaciojanak mikrobialis valtozasai (Bacteria domén)

A mikroalga keverék és szintrofjainak fermentacidja soran a fermentor mikroba
kozosségének Osszetétele a Bacteria doménen beliil jelentésen megvaltozott a kiindulasi
allapothoz képest (22. &bra).

Kiindulas 1 hét 5 hét 9 hét

1% 1%2% 195 3%
4% . . l .
22. abra. A mikroalga keverék és szintrofjainak fermentacidja soran
bekdvetkezett mikrobialis valtozasok torzs szinten a Bacteria doménben.

M Firmicutes

M Protecbacteria

W Bacteroidetes

M Actinobacteria

M Egyéb Bacteria torzsek

A kiindulasi idében a Proteobacteria torzs egy sok nemzetségb6l all6 Osszetett
kdzosség. A mikroalgaval egyitt bevitt Rhizobium és Burkholderia nemzetségek
azonban, melyek szintén a Proteobacteria torzsbe tartoznak a fermentor mikrobialis
kozosségében hétrdl hétre atveszik a dominanciat kiszoritva a kiindulasi idében egyiitt

é16 kozosséget (23. abra).
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23. abra. Bacteria doménen bellli rendek alakuldsa a mikroalga keverék és
szintréfjainak fermentacioja soran.

A Rhizobium-okrol irodalombdl ismert, hogy szabadon ¢é16 formaban is (nem csak
novenyekkel valé szimbidzisuk sorén) képesek anaerob maédon élni (Daniel és mtsai.
1980, Tjepkema es Evans 1975). A Burkholderia-k pedig talajvizekben és foldben
gyakran fellelheté fajok (Master és Mohn 1998). A napi szubsztrat adagolas miatt
relativ szamossaguk novekedése nem meglepd, azonban a fermentorban életképességiik
a DNS szekvenalassal nem bizonyithatd. A sejtek fermentorba keriilésével n6 a relativ
abundanciajuk, mely tdlhaladja a fermentorban talalhatd természetes kozdsséget, igy

eltolva az aranyokat.

5.2.2.3.4 A kilonfele fermentacidk Archaea doménjének vizsgélata

A kiindulsi allapotban az Archaea doménen beliil a Methanomicrobia osztalyban a
Methanosarcinales rend a legelterjedtebb, melynek képvisel6i koziil a mixotrof
Methanosarcina nemzetség a leggyakoribb. Ez a nemzetség mindharom fermentacio

soran végig megmaradt dominansnak (24. abra).
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24. abra. Az Archaea domén négy leggyakoribb rendje a harom féle fermentécié
soran.

Korédbban, szintén Ujgeneracids szekvenator segitségével mcrA géneket vizsgalva
ugyancsak a Methanosarcinales rendet talaltdk dominansnak szenyviztisztitobdl izolalt
ismeretlen alga keverék anaerob fermentéacidja sordn. Azonban vizsgélatukban a
Methanosarcinales renden beliil az acetotr6f Methanosaeta nemzetséget talaltak
legnagyobb mennyiségben (Ellis és mtsai. 2012). A Methanosaeta-k a négy
leggyakoribb metanogén archaea csoport kdzott az altalam kapott eredményekben is
megtalalhatéak, bar a Methanosarcina-k relativ mennyisége joval magasabb. A
kilonféle fermentaciok sordn az Archaea doménben a Methanosarcina nemzetség
dominancidja érdekes modon a metanképzOdéshez vezetd anyagcsere utvonalak
sokféleségét tamasztjak ala, az ebbe a nemzetségbe tartoz6 fajok mindharom metanogén

Utvonalat képesek hasznalni (Sirohi és mtsai. 2010).
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5.2.3 Fotoautotrof médon ndvesztett Scenedesmus obliquus fermentacioja

A Kisérlet sordn hasznalt Scenedesmus obliquus mikroalga biomasszat speciélis,
ipari 1éptékii fotofermentorban fotoautotr6f médon BG11 tapoldatban tenyésztette az
ELMAT kft. A mikroalga, kukorica szilazs és ezek keverékének adagolasa megegyezett
az el6z0 kisérlet sorozatban hasznalt adagolasi mennyiségekkel (1 és 0,5-0,5g szerves
szaraz anyag/liter). A fermentaciét 5 literes kisérleti fermentorokban végeztem (4.1.1.
fejezet). A kisérlet harom honapig tartott, melyb6l az elsé honap volt a felfutasi fazis, a
masodik honap a mikroalga hatdsdnak monitorozasa, illetve a harmadik honapban a
szubsztratok adagolasa nélkiili miikodést figyeltem a biometan termelés leallasaig. A cél
ebben a kisérletben is a fermentacid stabilitisanak eés a keletkezett biogaz
mennyiségének, mindségének vizsgalata, valamint a fermentaciokban részvevé mikroba

kdzOsség monitorozasa volt.

5.2.3.1 A keletkezett biogaz vizsgalata

A kisérletben keletkezett gaz mennyiségének ¢és mindségének mérése az el6zd
kisérlethez hasonldan az egy honapos felfutasi fazis utan tortént, hogy szelektiven a
mikroalga hatasat kovethessiik nyomon. Ebben a kisérletben megvizsgaltuk a napi
szubsztrat bevitel utani idoszakaszban is a metantermelést, melyet a 25. &bran a piros
szaggatott vonal utani idéskala mutat. Ennek célja az volt, hogy megvizsgaljuk, maradt-
e még emészthetd, de a betaplalas ideje alatt fel nem dolgozott biomassza a
rendszerben, tehat hosszabb tartézkodasi id6vel novelheté-e a biogaz és biometan
kihozatal.

A keletkez6 gazban a legmagasabb metan tartalmat a Sc. obliquus fermentécidja
sorén figyeltem meg (55-62% CHj, tartalom). A mikroalga fajokbol keletkezé magasabb
metan tartalom 6sszefligghet azzal, hogy a fermentor mikrobai szdmara olyan értekes
tapanyagok lehetnek a biomasszajukban, amik a kukorica szilazsban nincsenek meg. A
maximalis érték jol egyezik a kordabban mas laboratériumokban batch fermentacioban
tapasztalt értékekkel (62%, Mussgnug és mtsai. 2010), bar az atlagos CH, tartalom az 5
literes fermentorban kicsit alacsonyabb volt. Az el6z6é kisérletsorozatban hasznalttol
eltérd forrasbol szarmazo kukorica szilazsbol keletkezett metan minésége gyengébb volt
(45-53% CHj, tartalom), mig a kofermentacioé a kett6 kozott helyezkedett el (51-56%
CH, tartalom). A keletkezett gdz mennyiségét tekintve atlagosan a kofermentacio soran

figyeltem meg a legmagasabb értéket a szubsztrat adagolasanak ideje alatt: 1,99 I/nap, a
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mikroalgabdl 1,86 1/nap, mig a kukorica szilazsbol csupan 1 liter biogaz termel6dott
naponta (6sszes keletkezett metan tartalom: kofermentécié: 31,64 |1, kukorica silo: 14,7,
mikroalga: 32,64 I).

-+ Sc. obliquus
-m- Kofermentacio

-+~ Kukorica szilazs
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25. abra. Keletkezett kumulativ metadn mennyisége normal literben. A fiiggéleges
szaggatott piros vonal el6tt naponta azonos mennyiségii szubsztratot vittiink be a reaktorokba. A
barna egyenes az el6z6 kisérlet kukorica szilazsabél keletkezett metan tartalmat mutatja.

A szubsztrat adagolasanak idészakaban a naponta beadagolt szubsztratokbol keletkezett
metadn mennyiségét 1g szerves szaraz anyagra vonatkoztatva a 26. abran tlintettem fel.
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26. abra. Kiilonb6z6 szubsztratokbdl keletkezett metan tartalom 1g szerves szaraz
anyagra vonatkoztatva (Alga+sz: mikroalga keverék és szintrofjai).

A keletkezett biometdn mennyiségét tekintve a szubsztrat beviteli idészakban a

kofermentacio bizonyult a legjobbnak, ett6l csak kis mértékben tért el a mikroalga
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fermentéacio. A Sc. obliquus-bol keletkez6 CH, mennyisége 17%-al elmarad az el6z6
Kisérletben hasznalt mikroalga-baktérium keverékét6l, ami magyarézhatd a keverékben
talalhato és a fermentor mikrobai szamara konnyebben emészthet6 C. reinhardtii
tartalommal, illetve az eltéré tulajdonsagokkal rendelkezé kiinduldsi inokulummal. A
kukorica szilazsbol keletkezett metan mennyisége az el6z6 kontrolloktdl azonban
jelentésen elmaradt, ami azt mutatja, hogy ugyanazon alapanyag esetén, elvileg
ugyanolyan taroldsi koriilmények kozott nagyon eltérd biogaz potenciallal rendelkez6
kukorica szilazst is el lehet allitani. Bar ebben a kisérletben a kukorica szilazs és a
fermentorokba adagolt olt6iszap egyarant mas rendszerbdél szarmazott, feltlintettem az
el6zd kisérletben hasznalt normal értékeket mutatd kukorica szildzs eredményét is.
Figyelemre mélto, hogy a kofermentacids kisérletben a mikroalga biomassza nagyrészt
kompenzalni tudta a kukorica szilazs gyenge biogdz hozamat.

A biomassza napi beadagolasa utani id6szakban a mikroalga biomasszabol
szarmazo biogaz termelés meghaladja a kofermentaciot. Az Sc. obliquus biomasszajabél
tovabbi 7,5 | biometan keletkezett, mig a kofermentaciobdl 3,3 | és a kukorica szilazshol
3,9 I. Ennek lehetséges oka a mikroalga biomassza emésztésének hosszabb retencids
ideje a Sc. obliquus vastag sejtfala miatt (Mussgnug és mtsai. 2010), illetve a kukorica
szilazs gyenge mindsége. Ismet fel kell hivni a figyelmet a kukorica szilazs és a
mikroalga biomassza eloallitasi koltségének és egyéb eldnyei kozotti jelentds

kilonbségere ezeknek az eredményeknek a megfeleld értékelése érdekében.

5.2.3.2 Osszes szerves sav és pufferkapacitas (FOS/TAC) meghatarozasa

A fermentacio stabilitdsdnak nyomon kovetése a harom honapos kisérlet sorozat
alatt hetente tortént. A fermentacio tizenegyedik hetéig az 0sszes szerves sav
mennyisége 3 ¢/l alattmaradt (~ a biomasszak adagolasanak megsziintetése utan 5-6
héttel), majd kis mértékben ndvekedett elérve az emlitett értéket. A biomassza
adagolasaig az 6sszes szerves sav atlagosan 2,5g/l volt, majd ndvekedett és 11-13. héten
3,19/l ertéket érte el. Az §sszes szervetlen szén tartalom az el6z6 fermentaciohoz képest
magasabb volt, értéke 11-13g CaCOgj/l-ig mozgott. Az hetente mért FOS/TAC

aranyokat a 27. &bra foglalja dssze.
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Alga (5.0.) Kofermentacio Kukorica szilazs

27. abra. A hetente mért FOS/TAC aranyok.

A fermentacidk soran a biomasszabevitel (1g oTS/I) alacsonynak bizonyult, nem tértént

tuladagolas.

5.2.3.3 NH,4" tartalom valtozasanak vizsgalata

A kukorica szilazs mintdban az ammodnium mennyisége a Kisérlet ideja alatt
végére az ammoénium tartalom megkozelitette a hatarértéket. Ebben a kisérletben is
hasonl6 jelenséget figyeltem meg, itt a harmadik hdnap végén mar tul is lépte az ajanlott
hatarértéket, bar mar az oltéiszap ammonium tartalma is magas volt, igy a névekedés
mértéke a mikroalga fermentacional nem jelent6s. A kofermentacio esetében pedig az
ammonium tartalom a monoszubsztratként adagolt kukorica szilazs és mikroalga kozott
helyezkedett el, tovabba itt is a fermentacid végen ndvekedést tapasztaltam (28. abra).
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Alga (5.0.) Kofermentacio Kukorica szilazs

28. abra. A hetente monitorozott ammaonium tartalom.

Ebben a kisérletben a pH értékek egyltt mozogtak, nem tortént egyik irdnyban sem
kilengés. A fermentacio végén tapasztaltam kisebb lGgosodast (pH= 8,37 a mikrolaga
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fermentéciojanal), de egészében ez sem jelenés valtozas, mely az eléz6 kisérlethez

hasonléan a magas pufferkapacitassal fligghet 6ssze (11-13g/CaCO3) (29. &bra).

Alga (S.0.) Kof. K. szildzs

29. abra. A kiilonb6z6 fermentaciok pH értékei.

5.2.3.4 C/N arany vizsgalat eredményei

A fotoautotréf mddon tenyésztett Sc. obliquus C/N ardnya magasabb volt (8,9),
mint az el6z6 kisérletben hasznalt mikroalga keveréké (5,3). A fermentacio soran a C/N
aranyok novekedését tapasztaltam. Mindegyik fermentacié soran a széntartalom
novekedett, mely 0osszefliggésben van a keletkezett biogdz mennyiségével. A
szubsztratok lasst bomlasa miatt tobb szén ker(lt a rendszerbe, mint amennyi egységnyi
id6 alatt képes volt metannd alakulni. A kukorica szilazs esetében figyeltem meg a
legnagyobb szén mennyiség novekedést, ahol a biogdz mennyisége is alacsonyabb volt.
A C/N arany ndvekedése 6sszefliggésben lehet a nitrogén tartalom csokkenésével, a
széntartalommal szemben (30. abra), mely al6l - az el6z6 kisérlettel ellentétben - a
mikroalga fermentacidja kivétel. A Sc. obliquus fermentacidja sordn annak vastag
sejtfala miatt lassabban bomlott, mint az el6z6 kisérletben hasznalt mikroalga keverék,
igy a sejtekbdl a N tartalm0 anyagok lassabban szabadultak fel. Ez magyarazhatja, hogy
a mikroalga fermentacido soran nem nétt jelentésen az ammonium tartalom, mert

fermentacidja nagyrészt egyensulyban volt.
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30. abra. Nitrogén tartalom alakulasa a kiillonb6z6 fermentaciokban az id6
folyaman.

Azokban a fermentécidkban, melyekbe kukorica szildzst adagoltam a széntartalom
jelentésebb mértékii ndvekedését tapasztaltam, illetve a N tartalom csokkenését, ami a

szubsztrat nem megfelelé bomlasaval allhat kapcsolatban.

5.2.4 Metagenomikai vizsgélatok

=z 7

kisérletben is megvizsgaltuk a fermentorok mikroba kozosségének felépitését. A
kisérlet soran 6t kiilonboz6 idépontban vettilk mintakat (kiindulas, 1, 5, 9, 13 hét),
melyek a fermentacio kezdeti, felfutdsi, legjobban termeld szakaszanak, valamint a
szubsztratok adagolésa utolsd hetének, illetve a szubsztrdtok adagoldsa nélkili
végpontjanak felelnek meg. A fermentorbdl szarmazd mintakat lon Torrent PGM tipusi
Ujgeneracios szekvenatorral —szekvenaltuk, a nukleotid leolvasasokat kontig

Osszeszerelés nélkil hasznaltam filogenetikus vizsgélatokra (4.14.3.2 fejezet).

5.2.4.1 Fotoautotrof madon nevelt Sc. obliquus kultira metagenomikai vizsgalata.

A fotoautotréf mddon tenyésztett Scenedesmus obliquus kultira dsszetételét ebben

a kisérletben is megvizsgaltam, melynek eredményet a 31. abra foglalja 6ssze.
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Scenedesmus nemzetseg 91%

Eukaryota 99%

Bacteria 1% Mas Eukaryota (gombak) 8%

31. abra. Fotoautotr6f médon tenyésztett mikroalga dsszetétele.

A fotofermentorban tenyésztett alga mellett csak kis mennyiségben talalhatunk

baktériumokat, illetve gombakat, a kultura 91% tisztasagban tartalmazott Sc. obliquus

= sz

meghatarozni, ugyanis arrél megfelelé mennyiségii és mindségii 6ssz DNS-t nem
sikeriilt izolalni. Feltételezziik, hogy a kukorica sil6 gyenge gazkihozatali eredménye és

mikroba k6z0sségének hianya mogott a nem megfeleld silozasi eljaras allhat.

5.2.4.2 A biogaz termel6 mikroba kozosség vizsgalata

A kiindulési iddben a biogaz lizem szimulacids kisérlethez és a mikroalga keverék

=z

Osszetételt talaltam. A Bacteria és Archaea domén képvisel6i vannak jelen nagy
szamban. Ennek relativ eloszlasat a 32. abra foglalja ssze.
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Flavobacteriia 2%

Bacteroidia 23% '

Bacteroidetes

Egyéb Bacteroidetes

Gammaproteobacteria 3%

Deltaproteobacteria 2%
Betaproteobacteria 2%
Proteobacteria ‘ Alphaproteobacteria 1%
‘ o

Actinobacteria 2%

Egyéb Firmicutes

Bacteria
(71,029)

Bacilli 7%

Firmicutes

Egyéb Bacteria
Archaea

(4,756)
Meghatarozatlan 9%
(8,088)

Clostridia 25%

Eukaryota 0,04% (32)
Besorolatlan szekvenciak 0,1 (68)
Virus szekvencidk 0,02 (16)

Methanomicrobia 4%
Méas metanogének és Archaeak

32. abra. A kiindulési inokulim taxondmiai eloszlasa. A koncentrikus
korszelvényekben beliilrdl kifelé haladva a kozosség domén, torzs és osztaly
szerinti besorolasait tintettem fel.

Az ¢el6z6 kisérletekhez hasonloan a Bacteria doménben a Firmicutes torzs relativ
mennyisége volt a legnagyobb, illetve ezen a torzson belil a Clostridia osztaly
képvisel6i voltak a leggyakoribbak. Nagy szamban képviseltetik magukat tovabba a
Bacteroidetes és a Proteobacteria torzsek is. Az Archaea doménben a mixotrof
Methanosarcinales rend dominans (Methanomicrobia osztaly), bar az arheak relativ
mennyisége kevesebb az el6z6 kisérletekben megfigyeltekhez viszonyitva (~9-11%).
Hasonlé Archaea mennyiseget figyeltek meg masok is jol miikdé biogaz reaktorukban,
melybdl arra kdvetkeztettek, hogy a metanogének aktivitasa magasabb, mint a Bacteria
domén képviseléié (Hanreich és mtsai. 2013, Li és mtsai. 2013). Ezeket a
kovetkeztetéseket metatranszkriptomikai eredmények is alatdmasztottak (Zakrewski és
mtsai. 2012). Az Archaedk relativ mennyiségét befolyasolhatja tovabba a fermentacios
koztitermékek mindsége és mennyisége is (Lee és mtsai. 2008, Blume és mtsai. 2010).
Az el6z6 vizsgalatokhoz hasonléan szamos szekvenciat taladltam, melyeket egyetlen

ismert mikrobahoz sem tudtam kotni. A tovabbiakban a metagenom eredményeket
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részletezem (kiilon a Bacteria és Archaea domeéneket), melyek az azonositott mikrobak

relativ szamossagéan alapulnak (4.14.3.2 és 4.14.3.3 fejezetek).

5.2.4.2.1 Kukorica szilazs fermentéciojanak mikrobialis kozdsség vizsgalata (Bacteria

domén)

A

ferment

kukorica szilazs fermentécidjaban szerepet jatsz6 meghatarozd térzsek a

acio kiindulasi idépontjatol a végéig megmaradtak a kukorica szildzs gyenge

min6ségétdl fiiggetlentil (33. &bra).

Kiindulas

1 hét 9 hét 13 hét

®Firmicutes ™ Protecbacteria ™ Bacteroidetes m Actinobacteria w Egyéb Bacteria torzsek

33. abra. A kukorica szilazs fermentacié mikrobialis 0sszetételének alakulasa a

Bacteria doménen belil torzs szinten.

A fermentécio sordn a Firmicutes és Bacteroidetes torzsek tagjai dominalnak, ezek
illetve a tobbi torzs tagjainak gyakorisagukban csupan kisebb valtozasok torténnek (34.
abra).
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A Clostridium nemzetség dominanciajat figyeltem meg a Firmicutes torzsén beliil, mig

a Bacte

roidetes torzsben a Bacteroides nemzetség tagjai voltak relativ tobbségben. A
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silokukorica fermentécidja soran azonositott mikroba kozosség felépitése és annak
id6beli alakulasa nagyban hasonlit az el6z6 kisérletsorozatokban megfigyelthez, bar
biometan hozamban ennek hatdsa nem érvényesiil feltehetden a kukorica szilazs gyenge

mindsége miatt (5.2.2.3.1 fejezet).

5.2.4.2.2 A kofermentacio mikrobialis kozosségének vizsgalata (Bacteria domén)

A Sc. obliquus és a kukorica szildzs kofermentacidja soran is megfigyeltiink a
mikrobidlis kozosségben véaltozasokat, azonban a mikroalga-baktérium keverékkel

végzett kofermentaciotdl eltéré eredményeket kaptunk (35. bra).

Kiindulas 1 hét 5 hét 9 hét 13 hét

2%
® Firmicutes ™ Proteobecteria m Bacteroidetes m Actinobacteria B Egyéb Bacteria térzsek

35. abra. A Bacteria doménen bellli valtozasok a kofermentacié mikrobidlis
kozosségének torzs szintjén.

Az el6z6 kisérlettel ellentétben a Proteobacteria (Burkholderiales, Rhizobiales torzsek),

illetve méas a mikroalgaval egyitt bevitt prokatiota sem halmozddott fel (36. abra).
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36. abra. Bacteria doménen bellli valtozasok rend szinten a kofermentéacio soran.

Az Sc. obliquus-al tortént kofermentacid soran a szubsztrat adagolasanak idétartama

alatt (1, 5, 9. hét) a Clostridiales rend dominans maradt. A szubsztrat adagolasanak
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megsziintetése utdn a fermentacié végén a Bacteroidales rend kerilt tobbségbe, bar
ebben a szakaszban csak egy mérési pontunk van (35. abra). A Clostridiales rend
képviseléi hatékony cellulézbontd extracellularis enzimekkel (celluloszomakkal)
rendelkeznek (Schwarz 2001), igy a szubsztratok adagolasanak iddszakdban a
cellulolitikus aktivitas feltehetéen magasabb lehetett a kukorica sil6 hozzdadasa
kovetkeztében, aminek eredményeként a mikroalga biomasszat a fermentor mikroba
kdzossége hatékonyabban hasznosithatta. Ez a hatas dsszefliggesben lehet Yen és Brune
megfigyelésével miszerint kofermentacioban a megndvekedett celluldz aktivitas miatt
az algaban talalhatd értékes tdpanyagok is gyorsabban szabadulhatnak fel, ami végs6
soron novelheti a biogdz hozamot (Yen és Brune 2007). A szubsztat adagolasanak
megszunésével a Clostridiales rend visszaszorul, melynek kdvetkeztében a cellulolitikus
aktivitds is feltehetden lecsokken. Ezeket a hatasokat megfigyelhetjik a biometan
termelésben is, ugyanis a szubsztrat adagolas iddszakdban a mikroalga biomassza
kompenzalni tudta a kukorica sil6 gyenge gézhozamat, illetve a szubsztratok
adagolasanak megszinésével a fermentacié végén mar nagyrészt csak a lassabban
boml6 Sc obliquus biomassza maradhatott hatra, melyet a visszaszorult Clostridiales
rend képviseldi mar nem tudtak hatékonyan bontani, igy a biometan termelddése is

visszaesik.

domén)

Az Sc. obliquus fermentéacidja sordn a fermentor mikroba kdzdssége a Bacteria

domeénen belll megvaltozik a kiindulasi allapothoz képest (37. abra).

Kiindulas 1 hét 5 hét 9 hét 13 hét

Doddd

32%
B Firmicutes ® Proteobacteria Bacteroidetes m Actinobacteria m Egyéb Bacteria térzsek

37. abra. Sc. obliquus biomassza fermentéacioja soran bekovetkezett mikrobiélis
valtozasok torzs szinten a Bacteria doménben.

Ebben a kisérletsorozatban a mikroalga biomassza szubsztat sokkal kevesebb szintrof
baktériumot tartalmazott (1%), igy jobban kdvethettik nyomon a mikroalga biomassza
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bontdsdban résztvevd mikroba kozosséget. A fermentacié eldrehaladtaval a
Bacteroidetes torzson belul a Bacteroidales rend dominanciajat figyeltem meg, mely

kiszoritja a fermentacios kozosségbdl a Clostridiales rend képvisel6it (38. abra).
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38. abra. A Bacteria doménen beluli rendek alakulasa a mikroalga keverék és
szintréfjainak fermentacioja soran.

Az Sc. obliquus fermentacidja sordn visszaszoruld Clostridiales rend tagjai relativ
szamossaguk visszaesése miatt nem tudjak olyan hatékonyan emészteni a mikroalga
biomasszat, mint a kofermentacié esetében. Ez hatassal van a biogaz termeld
mikrobialis taplaléklanc tovabbi Iépéseire, igy végsd soron a biogdz hozam is
alacsonyabb. Bar a Bacteroidales rend egyes tagjai, melyeket kordbban biogaz
reaktorokban azonositottak rendelkeznek cellulézbontd tulajdonsaggal (Betian és mtsai.
1977, Bjursel és mtsai. 2006, Wirth és mtsai. 2012), ezt a rendet inkabb a méasodlagos
fermentacioban emlitik jelentésebb szereploként (Delbes és mtsai. 2001, Hanreich és
mtsai. 2013). A biomassza adagolasanak megsziinése utani idészakban termel6dott
biometan mennyiseg hatterében pedig az alga tovabbi lassu emeésztése allhat, amiben

elsésorban a Clostridiales rend képviseldi vesznek részt.
5.2.4.2.4 A kulonféle fermentaciok Archaea doménjének vizsgalata

A mikroalga keverék és szintréfjainak fermentaciojdhoz hasonloan az Sc. obliquus
biomassza fermentacidja sordn az Archaea doménen belil a Methanomicrobia

osztalyban a Methanosarcinales rend volt dominans, melynek képviseléi koziil a
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mixotrof Methanosarcina nemzetség a leggyakoribb. A Methanosarcina-k mindharom

fermentécio sorén végig megmaradnak dominénsnak (39. &bra).
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39. abra. Az Archaea domén négy leggyakoribb rendje a harom féle fermentacio
soran.

Az Archaea-k relativ szamossaga ebben a kisérletsorozatban alacsonyabb volt, mint az
el6zOben, bar itt a doménen beliili diverzitds volt magasabb. Azonban a metan
termelésért felelés Archaeca-k nagyrészt a 39. &brédn feltintetett négy rendbe tartoztak
(Methanosarcinales, Methanobacteriales, Methanomicrobiales, Methanococcales).

5.2.5 Scenedesmus obliguus elékezelésének hatasa az anaerob fermentaciéra

A Scenedesmus obliquus vastag, szénhidrat alapt hemicellul6zban gazdag sejtfallal
rendelkezik, mely rendkiviil ellenallé (Takeda 1991, Takeda 1996). Ennek megfeleléen
az anaerob fermentacié sordn nehezebben, lassabban bonthatd (lasd el6z6 kisérlet
sorozat), mint egy olyan mikroalga, mely fehérje alapi sejtfallal rendelkezik
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(Chlamydomonas reinhardtii) (Miller és mtsai. 1972, Golueke és mtsai. 1956,
Mussgnug és mtsai. 2010). Nem meglep6 tehat, hogy a Sc. obliquus-bol keletkezd
biogdz mennyisége elmarad a jo minéségii kukorica szilazshoz keépest (és a C.
reinhardtii-tdl is). Mivel az emlitett mikroalga tartalmaz minden olyan anyagot, mely
egy fermentorban €16 mikroba kdz0sség szamara hasznos pl. vitaminokat, zsirsavakat,
lipideket (Becker 1994, Sigh és mtsai. 2011), kiilonféle elékezeléseknek vetettem ala a
Sc. obliquus mikroalgat annak érdekében, hogy magasabb gaztermelést, illetve
esetlegesen magasabb metan tartalmat érjek el.

Az irodalomban szdmos el6kezelési modszert targyalnak mikroalgdkra kilonféle
célbdl. Tobbek kozott a hokezelés (Passos és mtsai. 2013), a szonikalas (Jeon és mtsai.
2013) és a mikrohulldammal torténé kezelés (Passos és mtsai. 2013) bizonyult
eredményesnek a sejt feltdras szempontjabdl. Ezek kozil a hokezelést és a
mikrohulldmU kezelést alkalmaztam. A kulonféle kezelések hatékonysagéat a biogaz
termelésre batch tipust fermentacioban 150ml terfogatban vizsgaltam a VDI alapjan
(VDI Richtlinien 2006).

A Kisérletekben két féle hokezelést, illetve mikrohullam( kezelést végeztem. Az
elsé eldkezelés tobbszords (10-szer ismételt) fagyasztas - felolvasztas mddszert foglal
magaban (folyékony nitrogén, forré vizben olvasztas). A méasodik el6kezelés soran 2
oraig autoklavoztam a mikroalgat, mig a harmadik kezelés mikrohullammal tortént a
4.15. fejezetben leirtak alapjan. Mindegyik minifermentorba 3g szerves szaraz anyag/|
mennyiségben adagoltam a szubsztratokat (VDI 4630 1X, VDI Richtlinien 2006). A
kezeletlen mikroalga nagyjabol fele annyi metant termelt ebben a kisérletben, mint a
kukorica szilazs (2. tablazat), illetve a kiilonb6z6 el6kezelések koziil az autoklavozas
bizonyult a legjobbnak, bar a hatékonysag nem kiemelkedd, ennek eredményeit a 40.

abra foglalja 0ssze.
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40. abra. A Sc. obliquus kiilonb6z6 elokezeléseinek hatékonysaga. (Elékezelés 1:
fagyasztas-felolvasztas, Elokezelés 2: autoklavozas, Elokezelés 3: mikrohullaimu
kezelés).

A kezelések hatékonysaga nem volt 100%-0s, mindegyik esetben mikroszkoppal
végzett vizsgalat sordn talaltam épen maradt sejteket. Az autoklav és a mikrohullamu
kezelés bizonyult a mikroszkdpos képek alapjan a leghatékonyabbnak, itt kortlbelul a
mikroalgdk haromnegyede tarddott fel. A mikrohullam( és az autoklavval tortént
kezelések eredményeképp az els6 napon a keletkezett gazmennyiség meghaladta a
kukorica szilazsét, ez a kezelés hatékonyagat mutatja, ugyanis a fermentorban él6
mikrobdk igy konnyebben, gyorsabban hozzaférhettek a szamukra fontos
tapanyagokhoz. Azonban ez a hatés kortlbelll egy napig tart a batch fermentacié soran,
ugyanis a fermentaciotipusnak megfeleléen nem torténik ujboli biomassza bevitel, igy a
gyorsan emésztheté értékes tapanyagok nem poétlodnak, ezért az egészben maradt
mikroalgak sejtfalanak lassu bontasara kényszeril a fermentor mikroba k6zdssége. Ez a
hatas megfigyelhetd a fermentorokban keletkezett gz metan tartalmaban is. Az
autoklavozott és mikrohullamu kezelésen atesett mikroalgdbol az els6 napokon jobb
mindségii gaz keletkezik, mint a kezeletlen algabol (kezeletlen: 61-62% CH, tartalom,
kezelt: 65-66% CH, tartalom). A fermentacié végén megvizsgaltam a fermentacios
paramétereket is. Az eredmények azt mutattdk, hogy a kiinduldsi idépontban mért

paraméterek nem valtoztak, a minifermentorok stabilan mitkodtek.
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6. OSSZEFOGLALAS

A Dbiogaz termel6 mikroorganizmusok metagenomikai elemzése egy teljesen
ujszeric megkozelités, amely lehetévé teszi az egész mikroba kozOsség sajat
kornyezetiikben torténé megfigyelését, ez egyarant fontos gyakorlati és alapkutatasi
szempontbdl. Dolgozatomban el6szor az Applied Bisoystems SOLID Ujgeneracios
szekvenatorat alkalmaztam a biogaz fermentorban é16 mikroba k6zosség dsszetételének
vizsgalatara. Ezt a szekvenatort korabban ilyen jellegli munkakra nem hasznaltak. Méas
rendszerekben azonban mar alkalmaztak korabban Gjgeneracids szekvenatorokat (Roche
454 GS FLX és Titanium) biogdz termeld kozosségek vizsgalatara. Az eredmények
6sszhangban vannak az altalam kapott eredményekkel (Schliiter és mtsai. 2008, Krause
és mtsai. 2008, Krober és mtsai. 2009, Jeanicke és mtsai 2011, Hanreich és mtsai.
2013). A SOLID és a 454 szekvenatorok szamos technikai aspektusban kilonboznek. A
SOLID egy ligalas alapu rovid leolvasasokat készitd, nagy ateresztoképességi
szekvenator, mely minden nukleotidot kétszer olvas le, szemben a 454-gyel, melynek
kihozatala és miikodesének elve is eltér6. A SOLID és a 454 adatok mégis jol
korrelalnak egymassal annak ellenére, hogy a vizsgalt mintak eredete sem volt azonos,
bar a kisérleti Osszedllitast a lehetdségekhez mérten igyekeztem az irodalmi adatok
szerint megismételni (kukorica szildzzsal és higtragyaval taplalt mezofil biogaz
fermentor). Az Ujgeneréaciés szekvenatorok hasznélataval kapott eredmények
megbizhatoak és reprodukalhatoak. Az altalam hasznalt Gjgeneracios szekvenator adatai
szerint a Bacteroides és a Firmicutes torzsek tagjai jatszanak fontos szerepet a névényi
biomassza hidroliziseben és a masodlagos fermentacioban. Szamos Clostridium fajt
azonositottam, melyek koziil sokan egyarant rendelkeznek hidrogéntermeld ¢és
cellulolitikus tulajdonsaggal, igy jelenlétiik valoszintisithetéen jelentds a biomassza
hatéekony bontasaban. Az Archaea doménben a Methanomicrobiales rendet talaltam
leggyakoribbnak, melynek tagjai hidrogenotrof metanogenek. A renden belil a
Methanoculleus marisnigri bizonyult a leggyakoribb fajnak, ezt a tdrzset a korabbi
vizsgalatok is nagy gyakorisaggal mutattak ki (Schluter és mtsai. 2008, Krause és mtsai.
2008, Krober és mtsai. 2009, Jeanicke és mtsai 2011).

A nem metagenomikai modszerrel nyert ismeretek szdmos altalunk is megfigyelt
jelenséget jeleztek kordbban is. Szennyviz iszappal miik6dé reaktorokban az acetotrof,

mig a kiilonb6z6 hulladékokkal mitkdé reaktorokban a hidrogenotrdéf metanogéneket
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talaltak tobbségben (Sundberg és mtsai. 2013). Ezt a megfigyelést erdsitették meg egy
termofil kisérleti reaktorban, melyet magas cellul6z tartalmd szubsztrattal tapléltak: a
termofil Methanotermobacter nemzetség tagjai voltak dominansak, mig a Bacteria
doménben a Firmicutes torzs emelkedett ki (Li és mtsai. 2013). Tébbek kdzott a reaktor
térterhelése is befolyésolja a metanogén kozosség felépitését: a térterhelés novelésével
és a reaktor savasodasdval parhuzamosan a kukorica szildzzsal taplalt mezofil
fermentorban a hidrogenotrofok dominanciajat figyelték meg (Blume és mtsai. 2010).

Napjaink modern biogdz Uzemei 80%-ban kukorica szilazst hasznalnak
szubsztratként (Shildermann 2012). A biogaz gyaraknak jelentés koltséget jelent a
kukorica szilazs biztositasa, igy az ipardgnak sziksége van alternativ biomassza
forrasokra. Az alternativak megvéalasztasanal fontos szempont a hatékonysag
megtartasa. Egyre nagyobb az érdekl6dés a napenergiat hasznositd mikroorganizmusok
biomasszajanak energetikai hasznositasara. Az algak teriletegységre vonatkoztatva
jelentés biomassza hozamot biztositanak folyamatosan és az élelmiszertermelésre
alkalmatlan helyeken is tenyészthetok (Schmid-Staiger 2009). Elényos tulajdonsédga a
mikroalgdk anaerob fermentacidjanak, hogy a biomasszajukbol keletkezé biogaz
altaldban magasabb metan tartalommal rendelkezik (~60-75%), mint a novényi
biomasszabol nyerhet6 gaz (De Schamphelarie és mtsai. 2009). A mikroalga biomasszat
kdzvetlenll és kozvetve is felhaznalhatjuk biogaz gyartasara.

A kozvetett felhasznalast modellez6 kisérletiinkben hasznalt mikroalga keverék
és szintrofjainak biogaz alapanyagként valé hasznalata egy masik kisérlet sorozathoz
kapcsolodik, mely soran hasonl6 alga és mikroba keveréket hasznalnak fel biohidrogén
termelésre. A biohidrogén termeltetés utan a mikroalga biomassza visszamarad, ez
alkalmas lehet biogaz eldallitasra. A  kisérlet sordn monoszubsztratként és
kofermentécidban fele-fele aranyban adagolt mikrobialis biomassza keverék és kukorica
szilazs fermentécidjanak eredményei alapjan a mikroba keverékbol keletkezett biogaz
mindsége igen jonak bizonyult (58-61% CH, tartalom), bar biomasszajabol kevesebb
metan keletkezik 1g széaraz szerves anyagra vonatkoztatva, mint a kukorica szilazsbél.
A fermentacié stabilan miikodott a két hdnapos kisérlet sordn, azonban a Kisérlet vegén
a mikroalga fermentaciojanal az ammonium tartalom nodvekedését tapasztaltam a
fermentacios folyadékban. Ennek lehetséges oka a mikroalga alacsony C/N aranya
(5,3:1). Magasabb C/N arannyal rendelkez6 kukorica szildzzsal valé kofermentacio
sordn a kumulativ biometan mennyisége kdzel megegyezik a monoszubsztratként

adagolt kukorica szilazséval, illetve az ammonium tartalom ndvekedése kevésbé
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tapasztalhatd. A metagenom eredmények alapjan a mikroalga keverék és szintréfjainak
hatasara mar az elsé héten jelentds valtozasok torténnek a fermentorok mikrobidlis
kdzosségeben. A mikroalga keverékkel egydtt bevitt Rhizobium illetve Burkholderia
nemzetségek nagy mennyisége a fermentor kiinduldsi idOpontjaban jelen 1évo
kozosséget megvaltoztatja. A kofermentacioban kompenzalddik a Rhizobium és
Burkholderia talsaly, mig a kukorica szilazs fermentécidja sordn lényegéeben
megmaradnak a celluléoz tartalm alapanyag bontdsdban jelentds szerepet jatszo
mikroba csoportok, csak a Proteobacteria torzs képvisel6i szorulnak vissza a Firmicutes
és Bacteroides torzsek tagjaival szemben. A Bacteria doménben megfigyelt valtozasok
nem okoztak atrendez6dést az Archaea doménben. A Methanomicrobia osztalyon beldl
a Methanosarcinales rend bizonyult a leggyakoribbnak, melynek képvieldi kozil a
mixotréf Methanosarcina nemzetség volt dominans szubsztrat dsszetétel valtozasatol
fuggetlentl. Tovabbi kiserleteket igényelt annak megéallapitasa, hogy az 0ssz-DNS
alapjan végzett metagenomikai kdvetkeztetések a mikroba kozosség funkcionalis
allapotat mennyire hiien tiikrozik.

A fotoautotr6f mdédon ndvesztett Sc. obliquus fermentéacidja sordn a reaktorok
térterhelése megegyezett a keverék mikroalga adagolasi mennyiségeivel, hogy a két
Kisérlet sorozat eredményei minél jobban 6sszehasonlithatéak legyenek. A keletkezett
biogaz 0sszetétele nagyban hasonlitott az el6z6 kisérletben tapasztaltakhoz, bar
mennyiségben kissé elmaradt a konnyebben fermentalhaté mikroalgat is tartalmazé (C.
reinhardtii) keveréktdl. A kisérlet harom honapos ideje alatt, melybdl az utols6 honap
biomassza beadagolas nélkil folyt a fermentacids paraméterek stabilak maradtak. A Sc.
obliquus C/N aranya jobbnak bizonyult, mint az el6z6 kisérletben hasznalt keveréké,
ezert a N tartalom nem véltozott fermentécidja soran, az ammonium tartalom sem nott
jelentésen, csak a fermentécié vegen szaporodott fel, de nem kritikus mértékben. Bar a
kukorica szilazsnal és a kofermentacional az arany a szén iranyaba tolddott el, a gyenge
mindségli szilazs nem megfelel6 bomlasa magyarazhatja egyrészt a fermentacio
alacsonyabb gazhozamat, masrészt a mikroalga fermentaciéhoz viszonyitott
alacsonyabb ammdnium tartalmat a fermentacios folyadékban. Az Sc. obliquus vastag
sejtfala miatt a fermentorban lassabban bomlott, igy csak a biomassza adagolasanak
megszinése utan lépte tal a kofermentaciobdl keletkezett kukorica szilazs metan
hozamokat. Ebben a kisérletben is a kofermentaci6 a biometan mennyiség
szempontjabol az adagolasi idszakban jobbnak bizonyult. A metagenom adatok

alapjan a fotoautotréf koérulmények kozott tenyésztett Sc. obliquus mikroalga mellett
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csak kis mennyiségben talaltunk szintrof baktériumokat. igy a mikroalga keverék és
szintrof baktériumainak fermentacios kisérletsorozataval ellentétben nem Kkerultek
tobbségbe olyan mikroorganizmusok, melyeket a mikroalga biomasszaval egyitt
vittiink be a rendszerbe. Ennek kdszonhetéen nyomon tudtuk kdvetni, hogy az altalunk
adagolt szubsztratok fermentaciojaban mely mikroba csoportok jatszanak fontos
szerepet. Az Sc. obliquus mikroalga anaerob bomlasa sorén a Bacteriales rend kiszoritja
a Clostridiales rend képvisel6it, ezzel ellentétben a mikroalga és kukorica szilazs fele-
fele aranyu kofermentaciojaban a szubsztrat adagolasanak idészakaban a kezdetektdl
relativ  tobbségben 1évé Clostridiales rend megmarad domindnsnak, és csak a
fermentacid végén a szubsztratok adagolasanak megysziintetése utan Kkerllnek
kisebbségbe. Ez 06sszefligghet a szubsztratokbol keletkezett biometan hozam
eredményekkel. A Kkukorica szilazs fermentacidja sordn a Clostridiales rend veégig
megmarad dominansnak, az el6z6 Kkisérletsorozathoz hasonldan. Az Archaea domeén
képviseldinek relativ mennyisége mar a kiindulasi inokulumban is alacsonyabb volt
(5%), mint amit az el6z6 kisérletsorozatokban tapasztaltunk (9-12%), mely a kiilonb6z6
szubsztrat tulajdonsadgok mellett tovabbi magyarazatot adhat az eltéré gazhozamokra. A
fermentécio teljes ideje alatt az Archaea doménben a Methanosarcinales renden belil a
Methanosarcina fajok dominanciajat figyeltik meg. Tehat az Aaltalunk végzett
fermentacio ideje alatt a szubsztratok fajtaja, minsége nem befolyasolta jelentésen a
metanogen kozosség felépitesét. Lényeges megjegyezni, hogy az 6sszemérhetd biogaz
illetve metan hozamok egyértelmiien azt mutatjdk, hogy a mikroalga gazdasdgosabban
termelhetd és hasznalhato biomassza forras, mint az etalonnak szamit6é kukorica szilazs.
A teriiletegységre vetitett magasabb biomassza hozam mellett figyelembe kell itt venni,
hogy az algak folyamatosan tenyészthetok és betakarithatok gyakorlatilag egész éven at
¢és sokkal igénytelenebbek (gyomirtd, miitragya, Ont6zés nem szikséges), mint a
termesztett energiantvények.

A Sc. obliquus vastag, hemicelluloz tartalmd sejtfallal rendelkezik, mely
rendkivil ellendlld (Takeda 1991, Takeda 1996). Ezért a biogaz fermentor mikrobai
csak lassan képesek bontani ezt a biomasszat. Az irodalomban tébbféle elékezelési
technologiat javasolnak a mikroalgak feltarasara. Az el6kezelések kozil esetiinkben az
autoklavozas volt a leghatasosabb, melyet a mikrohullamd kezelés kovetett. A feltart
mikroalgdk sejttartalmat a fermentor mikroba ktzdssége gyorsan és hatékonyan volt
képes felhasznalni, igy az elsd napokban a fermentaciobol keletkezd gdz mennyisége és

metan tartalma emelkedik — meghaladja a kukorica szilazsét -, bar a hatds nem tart
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sokaig, mert miutdn a mikroba k6zosség felhasznalta a konnyen hozzaférhet6é anyagokat
batch fermentacioban mérsékelt, ugyanis az egységnyi mikroalga tomegre
vonatkoztatott C/N arany és szervesanyag tartalom nem valtozik, csak a fermentorban
¢l6 mikrobdk szamara tessziikk konnyebben hozzaférhetévé az értékes tapanyagokat.
Ahhoz, hogy pontosan meghatarozzuk az eldkezelés eredményességét folyamatos
tizemti fermentacio, illetve még hatékonyabb feltarasi modszer alkalmazésara van
szlikség.

Osszességében a mikroalga fermentacidval kapcsolatban elmondhatd, hogy a
mikroalga anaerob bomlésanak hatékonysaga fiigg azok betaplalasi modjatél, a
mikroalga tipusatdl, a fermentacioban részt vevé mikroba kozosségtdl, pH-tol,
hémérséklettdl, és a retencids idotdl. Alacsony C/N ardnnyal rendelkezd mikroalgat
kofermentacioban érdemes fermentalni, melynek egyik elénye a szén/nitrogén arany
egyensulya, illetve a masik elény a cellulaz aktivitds novekedése. Ezt a hatast

meggyorsithatjuk elokezeléssel.
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9. Summary of Thesis

Understanding the details of biogas production includes learning about the
microorganisms involved in the process and knowledge about their roles allows the
development of more efficient and stable systems. Metagenomics —analysis of the total
genetic material of the microbial community- is a novel opportunity to expand our
knowledge of microbiology of such complex communities. Application of metagenomic
methods can lead to the development of more efficient, more economical biogas
producing microbial communities.

The majority of modern biogas plants operate with corn silage as a substrate. In the
biogas plant simulation experiments the parameters were set to mimic the industrial
biogas plants. Applied Biosystems SOLID next generation sequencer was used for
metagenomic investigations, this technique has not been used for similar microbial
community studies before. The microbial system in the biogas fermenter was well
organized and the various strains seemed to depend on each other. The results
established that the members of Firmicutes and Bacteroidetes phyla play important role
in the breakdown of cellulosic biomass and secondary fermentation process. Within the
Firmicutes phylum the representatives of the Clostridia genus are abundant, many of
these bacteria possess celullolytic and hydrogen producing capability. Their role in the
efficient utilization of cellulose containing biomass is likely significant. In the Archaea
domain the Methanomicrobiales order was dominant within this taxonomic group the
hydrogenotrophic Methanoculleus marisnigri was outstanding in profusion. The results
of these studies correlated well with previous metagenom studies carried out by 454
type next generation sequencers using a distinct DNA sequencing technology. Thus of
the various next generation sequencing approaches for the investigation of such
complex microbial communities was validated and the results appeared reliable and
reproducible.

The price of corn silage is constantly increasing and an additional disadvantage is
that energetic biomass production competes with food and fed production for the same
agricultural land. Alternative biomass sources grown on marginal lands or areas not
suitable for agricultural activities, such as photosynthetic microorganisms, offer
available alternative for biogas generation. Therefore there is a growing interest in

various algae species worldwide, especially in so-called microalgae species.
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The use of mixed microalgal-bacterial biomass for biogas production was examined
that the spontaneously formed microalga-bacteria mixture developed under non-sterile
culture conditions had low C/N (carbon/nitrogen) ratio, which led to a biogas yield
lower than that of corn silage although the biogas from microalgae consistently
produced higher methane content. The system worked steadily for two mounts, but in
microalgae fermentations a non-detriemental ammonium accumulation was observed in
time. Cofermentation of microalga mixture and corn silage showed a balanced
operation. The metagenomic results revealed that the syntrophic bacteria introduced
together with the non-sterile alga biomass displaced or masked the bacterial community
of the anaerobic reactors. In the Archaea domain the Methanosarcinales order
dominated the utilization of the algal biomass.

Scenedesmus obliquus was cultivated under photoautotrophic conditions. This
microalga had higher C/N ratio than the microalgae mixture used in the previous set of
experiments. Significant increase of ammonium content was not observed during the
fermentation of this biomass. The amount of generated biogas is similar to that of the
algae mixture, and the gas composition was similar as well. The semi-continuous steady
biogas reactors lasted at least for three months. Because of the Sc. obliquus thick cell
wall the biogas generating microbes require additional time to digest this biomass.
Although there was no biomass input during the last month, a significant amount of
biogas was still produced by the alga-fed reactors. Therefore longer retention time is
needed for efficient biogas production from microalgae than the conventionally applied
retention times based on maize silage fermentation. The methane concentration in the
biogas was also high in cofermentation like in the previous set of experiments. These
results may be related either to the relative majority of Clostridiales order in
cofermentation or to the more balanced C/N ratio of the cofermentation biomass. In the
Archaea domain, the Methanosarcinales order dominance was observed, which
supported the diversity of metabolic pathways in the process.

Sc. obliquus has a thick and hemicellulose-rich cell wall. Several pretreatment
strategies have been tested for cell wall disruption. Repeated heat-thaw treatments,
autoclaving and microwave indiced cell wall destruction were tested in our experiments.
Autoclaving and the microwave treatment turned out as most effective pretreatment
methods although unbroken cells were observed after both treatments under
microscope. The disrupted microalgae cell contents were utilized quickly and

effectively by the microbial community of the biogas digester, both the biogas quality
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and quantity exceed the maize silage control. The effect did not last long as after
consuming the easily accessible substances had to degrade the cell wall materials.
According to the data presented the metagenomic approach in the assessment of the
biogas producing microbial community have been validated and was proven
reproducible. Microalgal biomass was a promising candidate to replace corn silage in
the biogas industry, but the alga strain cultivated its pretreatment technology strongly
influence the efficiency. The most preferred application seems to be cofermentation

with plant biomass.
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