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Roviditések jegyzeke

AD - Anaerobic decomposition - anaerob lebontas

ADP - Adenozin-difoszfat

ATP - Adenozin-trifoszfat

CAZy - Carbohydrate-active enzyme - szénhidrat szintetizald vagy bonto enzim
CBM - Carbohydrate-binding module — szénhidrat kot6 modul

CE - Carbohydrate esterase - szénhidrat észteraz

CTAB - Cetil-trimetil-ammonium-bromid

DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
EC - Enzyme commission number - enzim azonositd szam

GH - Glycoside hydrolase - Glikozid hidrolaz

GWh - Gigawatt-hour - gigawattora (10° wattora)

HPLC - High performance liquid chromatography - nagy teljesitményt
folyadékkromatografia

kWh - kilowatt-hour - kilowattoéra (10° wattora)

MJ - Megajoule - (10° J)

ORP - Oxidation reduction potential - redox potencial

PNPC - 4-nitrofenil-B-D-cellobiozid

PNPG - 4-nitrofenil-B-D-gliikkopiranozid

SAO - Syntrophic acetate-oxidizing - szintrofikus acetat oxidalok
TAC -Total anorganic carbon - pufferkapacitas

TCD - Thermal conductivity detector - hovezetéképességi detektor
TS - Total solids - szarazanyag tartalom

TWh - Terawatt-hour - terawattora (102 wattora)

vIV% - tomegszazalék



VFA - Volatile fatty acid - illékony zsirsav
VOA - Volatile organic acid - illékony szerves sav

VS - Volatile solids - szerves szarazanyag tartalom



1 Bevezetés

Az életszinvonalunk erdsen fligg az energiatol, az energiavalsagnak komoly hatdsa van
a globalis gazdasagra is. Az els6 krizis az 1970-es években volt, az 1973-as olajvalsag hatasara
a kéolaj hordonkénti ara rovid id6 alatt négyszeresére emelkedett, 3 $-rol 12 $-ra. 1979-ben
kovetkezett a masodik olajvalsag. 2008-ban érte el az olaj a mindenkori legmagasabb
hordonkénti arat (147 $). Az utobbi években, az energiaéhség vilagszerte gyorsan novekedett a
novekvo népesség €s jomod eredményeként. 1990 és 2016 kozott tobb mint kétszeresére
emelkedett a vilag energia fogyasztasa, 10 901,84 TWh-rol 23 106,86 TWh-ra (IEA —
International Energy Agency World Energy Balances 2018 - (“https://webstore.iea.org/world-
energy-balances-2018,”)). A vilag teljes energiaigényének nagy részét (tobb mint 84%) a
fosszilis energiahordozokbol elégitjiik ki, ilyen a szén, kdolaj és f6ldgaz. Ezeknek korlatozottak
a kitermelhet6 készleteik és karos hatdssal vannak a kornyezetre, mivel felhasznalasuk soran
liveghéazhatast gazokat és 1égszennyezd anyagokat (példaul szén-dioxid, kén-dioxid, nirogén-
oxidok, policiklikus aromas szénhidrogének, higany, finom szemcséjii szalld por) juttatunk a

1égkorbe (Perera, 2018; Sawatdeenarunat et al., 2015).

Megoldast jelenthet az atomenergia és megujuld energiahordozok hasznalata. 2016-ban
az EU-ban az atomerémiivek altal termelt elektromos aram koriilbeliil a teljes termelés 26%-at
tette ki. A nuklearis energia az az energia, amelyet a részecskék atommagjai tartalmaznak, ezt
két kiilonbozd fizikai folyamattal lehet felszabaditani: maghasadassal és magfuzioval. A
maghasadas exoterm folyamat, a nehéz atommagok hasitasa soran felszabaduld hét
hasznosithatjuk aramtermelésre, amit az 1950-es évek Ota hasznalunk. Az eljaras
nyersanyagként foként az uran U izotopjat alkalmazza. A magfizio az a folyamat, ahol két
konnyli atommag egyesiil és 1étrehoz egy kozos magot, ezaltal szintén nagy mennyis€gi
hdenergia szabadul fel. llyen folyamat jatszodik le a Napban is. A nuklearis energia az
tiveghazhatas szempontjabdl ,tiszta” energia és fontos alapot jelenthet az energiabiztonsag
szamara. Azonban a véletlenszerlien bekovetkezo nuklearis katasztrofak (Csernobil, Fukusima)
a technologia alkalmazasanak gyenge pontjai és a radioaktiv nuklearis hulladék hosszatava
tarolasi modszere nem megnyugtatéan megoldott (Jin & Kim, 2018). A megujuld
energaiahordozok (geotermikus energia, vizenergia, napenergia, szélenergia €s biomassza)
végso forrasa a Nap. Alkalmas technologiakkal ezeket a természeti eréforrasokat elektromos
aramma, hové €s lizemanyagga lehet alakitani. A megajul6 energiahordozok a jelenlegi globalis
energiasziikséglet haromezerszeresérdl lennének képesek gondoskodni. A megujulo energiabol

szarmazo elektromos aramtermelés 2010 és 2035 kozott varhatéan a 2,7-szeresére nd. A
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biolizemanyag fogyasztds az eldrejelzések szerint tobb mint hiromszorosara emelkedik
ugyanezen id6 alatt. A héhasznositas varhatdéan majdnem a dupldjara emelkedik (Ellabban et
al., 2014). A szamok biztatonak tiinnek, bar a lehetdségek kicsiny téredékének kihasznalasat
jelentik. A vizenergia jelenleg a technoldgiailag legfejlettebb, gazdasagi szempontbol
legjobban megvaldsithatd tipusa a tiszta energianak — ahol a foldrajzi adottsagok erre
alkalmasak. A vilag teoretikus vizenergia tartalékat 39 000 TWh/év becsiilik, amelybdl 16 000
TWh-t lehetne ténylegesen kihasznalni. A szélenergia hasznositasa az utobbi években egyre
gazdasagosabba valt. A vilag szélenergia forrasa hatalmas, a teoretikus értékét 2 000 000
TWh/év-re becsiilik, amely egyenl6tlentil oszlik el. Eurdpa elméleti szélenergia kapacitasat 150
000 TWh/év-re becsiilik, amely foként az északi orszagokban, példaul Daniaban és
Norvégiaban talalhaté (Liu, 2015).

A kozvetleniil hasznosithatd napenergia mennyiségét egy adott helyen két fontos
tényezO hatarozza meg. Az egyik a napfény beesési szdge, a masik a 1égkori szoroddas. A
napenergia kozvetlen atalakitasanak harom f6 tipusa van a fotovoltaikus, fototermalis és a
bioldgiai fotoszintézis. A geotermikus energia altalanos kifejezés a foldkéregben 1évo
héenergiara, amelynek tobb megjelenési formaja van, mint a meleg viz, géz, kdzetnyomas,
meleg szaraz kdzet és lava. Becslések szerint a hasznosithatd geotermikus energia vildgszinten
5 milliard tonna szénnel egyenérték(i (33 000 TWh). A biomassza alapli energia féleg
mezdgazdasagi, erdészeti, lakossagi és ipari hulladékbol, illetve energia ndvényekbdl €s energia
erd6kbol szarmazik. A biomasszat foként ho- és energiatermelésre, valamint bioiizemanyagok
eldallitasara hasznaljuk. A viladg teoretikus biomassza energia potencialja éves szinten 37,6-
51,2 milliard tonna szénnel egyenértékii, ebbdl a tényleges potencial 6,8-17 milliard tonna

szénnel egyenértékii (45 000-113 000 TWh) (Liu, 2015).

Vilagszerte majdnem minden orszag érdekelt az 1), tiszta és megjuld energia
utanpotlas keresésében. Az elmult évtizedekben a kutatési torekvések foként a biodizelre és
bioetanolra Gsszpontositottak, a biogaz kevesebb figyelmet kapott. Az els6 generacios
biotizemanyagok élelmiszernovényekbdl késziilnek, mint példaul a kukorica, cukornad,
palmaolaj, és lehetséges alternativanak tlintek a vilag benzin és dizel fiiggdségének enyhitésére.
Azonban, kozvetve az élelmiszer arak novekedését okoztak és igy hozzajarultak a globalis
¢lelmiszervalsaghoz. Az elsd generdcios biomassza termelés tovabbi hatranya a termeléssel
Osszefiiggd biodiverzitds csOkkenés ¢és természetkarositds, amelyet az 1jabb terililetek
mezOgazdasagi termelésbe torténd bevondsa eredményez. Ezért a madésodik generacios

biolizemanyagok eléallitasa, ahol lehetéleg az egész biomasszat atalakitjuk, elengedhetetlen a



fenntarthatd, megtijuld energia részaranyanak noveléséhez (Guo et al., 2010). Az utdbbi idében
a lignocelluloz tartalmi biomassza, féleg a mezdgazdasagi hulladékok és melléktermékek,
egyre tobb figyelmet kapnak energia ¢és kiilonféle termékek eldallitdsara. Eltéréen az elso
generacios biolizemanyagok nyersanyagat6l (cukor, keményitd, olaj), a lignocelluloz tartalmu
biomassza nem versenyez kozvetlenill az ¢élelmiszer vagy takarmany eléallitassal. Rdadasul
magas biomassza hozam érheté el még alacsony energia, viz, mitragya és rovarirtd szer
raforditassal is, amely szintén idealissa teszi ezeket az alapanyagokat a bioenergia termelésre
(Sawatdeenarunat et al., 2015). A szakirodalmban el6forduld értékek tag hatarok kozott
mozognak a keletkezd biomassza mennyiségét illetden; ezek az eltérések a kiillonbdz6 szamitasi
modokbol erednek. A kiilonbozé szakirodalmi forrasok alapjan globalisan Koriilbeliil 70-100
gigatonna szenet alakitanak at évente a fotoszintetizalo €l61ények szerves anyagokka (Field et
al., 1998; Lebuhn et al., 2014). Mas becslések alapjan globalisan évi 50-200 gigatonna szaraz
biomassza keletkezik, ennek nagyjabol tizedét tudjuk hasznositani (Kuhad & Singh, 1993; Saini
etal., 2015). A lignocelluloz tartalmt biomasssza elsddlegesen cellulozbol, hemicellulozbol és
ligninbdl all, és ezek egyiittesen egy nagyon komplex szerkezetet hoznak Iétre. A lignocelluloz
hidrolizise gyakran valik a sebességmeghatdrozd 1épéssé a hasznositdsa soran

(Sawatdeenarunat et al., 2015).

A biogaz, amely a megujuld nyersanyagok anaerob lebontasa soran keletkezik, az egyik
nagyon igéretes alternativdja lehet a fosszilis eredetii energiahordozoknak. A ndvényi anyagbol
eléallitott metanban 1év6 energia a fotoszintézis soran megkotott és mikroorganizmusok altal
biogazz4 atalakitott napenergia. Az igy keletkezd metan ezért szén-dioxid neutralisnak
tekinthet6. A biogaz féként metanbol (55-70%) és szén-dioxidbol (30—45%) all (Tsavkelova et
al., 2012). Az anaerob fermentacié folyaman, egy komplex, baktériumokat, gombakat és
metanogén archedkat tartalmazé mikrobidlis kozosség a szerves anyagokat tobb egymast

kovetd 1épésben biogazza alakitja. Ezeket részletesen a 2. fejezet targyalja.

A biologiai Gton termelddo és a 1égkorbe jutd metan negativan hat a kdrnyezetre mivel
tiveghazhatasa (infravords abszorpcios koefficiense) 23-28-szorosa a szén-dioxidénak (Huang
et al., 2013). De ha kontrollalt, zart koriilmények kozott allitjuk elé akkor kivalo
energiahordozo. A biogazbol tisztitott biometan betaplalhaté a foldgazhalozatba, siiritve vagy
cseppfolyositva pedig tizemanyagként hasznosithatdo (Holmes & Smith, 2016) minden olyan

tertileten, ahol ma fosszilis foldgazt hasznalunk.
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2 Szakirodalmi attekintés

2.1 Aerob és anaerob energianyerési lehetdségek

Aerob 1égzés soran az oxigén a végsO elektronakceptor. Oxigén hianyaban vagy
fermentacio, vagy ugynevezett anaerob 1égz¢s torténik. A fermentacio soran foleg kiilonb6zo
szerves vegyiiletek szolgalnak elektronakceptorként. A lebontasi folyamat termékei els6sorban
kiilonb6zé savak ¢és alkoholok, valamint hidrogén ¢és szén-dioxid. Az anaerob 1égzés
folyamataban az elektronakceptorok elsésorban szervetlen vegyiiletek. llyen lehet szulfat
(SO4%), vas (Fe*), mangdn (Mn*'), nitrat (NO3z) és szén-dioxid (COz). Néhany
elektronakceptor sokkal elényGsebb a tobbinél, mert nagyobb energiatermelést tesz lehet6vé, a
kdvetkezd sorrendben: Oz > NOs > Mn** >Fe3* > SO4* > CO,, ahol az oxigén adja a legtdbb
energiat és a szén-dioxid a legkevesebbet. Mindez azt jelenti, hogy az anaerob biogaz
reaktorban a mikroorganizmusok kevesebb energidhoz jutnak és igy viszonylag kevés
biomasszat képeznek. Ezzel szemben az aecrob komposztban é16 mikroorganizmusok, amelyek
elektronakceptorként az O.-t hasznaljak, a szubsztrat molekulakat képesek teljesen eloxidalni
¢s a benniik levé kémiai energiat felszabaditani (Schniirer & Jarvis, 2018). Jellemzden az
anaerobok sejthozama 0,02-0,2 g sejt/g szubsztrat, ellentétben az aerob mikroorganizmusokkal,
amelyeknek sokkal nagyobb a hozama (0,4-0,7 g sejt/g szubsztrat). Az anaerobok a részlegesen
lebontott szubsztrat molekuldban maradé energiat redukalt termékek formajaban konzervaljak,
mint a metan, etanol, hidrogén és illékony zsirsavak (Angelidaki et al., 2011). A jelen 1év6
elektronakceptorok szamat és koncentraciojukat a szubsztrat eredete és Osszetétele hatarozza
meg. Ez azt jelenti, hogy a metanogének versenyhatranyba keriilhetnek, ami a metantermelés
csokkenéséhez vezethet. Példaul a szulfatot (SO4%) a szulfat redukald baktériumok hasznaljak
fel és kénhidrogént (H2S) allitanak el6. Ha nagy mennyiségii szulfat keriil a biogaz fermentorba,
a biogaznak magas lesz a kénhidrogén tartalma, ami korroziv és a gadzmotort tonkreteszi
(Schniirer & Jarvis, 2018). A hex6zok metanna ¢és szén-dioxidda alakitdsa csak az energia 15%-
at szabaditja fel. Ez a gyenge hatasfoku energianyerés a mikroorganizmusokat dsszefogasra,
nagyon hatékony egylittmikodésre készteti. A szintrofia két kiillonbozé mikroba
egylittmiitkddése olyan szubsztrat lebontasaban, és energetikai hasznositasaban, amelyet
onmagukban nem képesek degradalni. Ez egy nagymértékben mutualista tarsulds,
termodinamikailag egymastol fiiggd életstilus, ahol a partnerek egymas talélését segitik. A
fajok kozotti elektrontranszfer €s az elektronhordozok koncentracigja a rendszerben kritikus a

kooperativ metabolikus aktivitas fenntartasa szempontjabol (Leng et al., 2018).
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2.2 Torténeti attekintés

A biogaz 1étezésérdl régota tud az emberiség. A biogazzal kapcsolatos elsé utalés
Pliniustol szarmazik, aki titokzatos langokra utal, amelyek a mocsarban és egyéb felszin alatti
helyeken jelennek meg. Azokban az idékben ezeket a megfigyeléseket nem tudtak értelmezni
(van Brakel, 1980). Anekdotikus bizonyitékok arra utalnak, hogy Assziridban az i.e. 10.
szazadban a fiird6k vizének melegitésre hasznaltak a biogazt (Bond & Templeton, 2011). Az
elsé kisérletet a biogaz jellemzésére az olasz fizikus ¢és kémikus Alessandro Volta tette 1777-
ben, aki kimutatta, hogy az éghetdé gaz a Maggiore-to6 iszapjabol szarmazott. Cruikshank 1801-
ben bizonyitotta, hogy a gaz nem tartalmaz oxigént, végiil Dalton 1804-ben megallapitotta a
metan helyes képletét (van Brakel, 1980). Az elsd, aki bebizonyitotta, hogy a metan
mikrobiologiai folyamatbol szarmazik, Béchamp volt 1868-ban (Barker, 1956). Roviddel
utana, megallapitottdk, hogy szerves savak képzddnek koztitermékként. A huszadik szazad
kezdetén, pontosabban 1906-ban, Omelianski ¢és a holland mikrobiologus S6hngen kimutatta,
hogy metantermelé baktériumok kozvetleniil hasznositani tudjak a celluléz fermentacio
termékeit (pl. formiat, acetat, hidrogén és szén-dioxid). S6hngen 1910-es, dusitott kultirakkal
végzett kisérletei a hidrogenotrof metanogenezis sztdchiometrikus egyenletének
kikovetkeztetésével zarultak (Barker, 1956). 1933-ban Buswell és Boruff megalkotta az
elméleti metan potencial szamitasanak egyenletét (Buswell & Boruff, 1933). Az els6
metantermelé  mikroorganizmusokat 1936-ban izolaltak, amelyek a Methanobacillus
omelianskii, Methanobacterium formicicum, Methanosarcina barkerii és Methanococcus
vannielli voltak (Barker, 1956). 1860-ban bevezették a szennyviziilepité akna hasznalatat a
szennyviz stabilizdldsa érdekében. 1890-ben egy Donald Cameron altal tervezett
szennyviziilepit aknabdl a termelddott biogazt sszegylijtotték és utcai vilagitashoz hasznaltak
Exeter varosaban, Angliaban (Hobsonet al., 1974). Az ¢lsé biogaz iizemet egy lepratelepen
épitették 1859-ben Mumbaiban (Bombay), Indiaban (Meynell, 1978). Kindban a biogaz
kereskedelmi haszndlata Guorui Luonak tulajdonithato, aki 1921-ben egy 8 m? biogdz tartalyt
épitett, amelyet haztartasi hulladékkal taplaltak, hogy energiaval lassa el a hazat f6zéshez és
vilagitashoz (He, 2010). Ugyanebben az id6szakban kezd6dott a biogdz ipari hasznositasa a
nyugati vilagban. Az elsd szennyviztisztito telep 1920-ban, Németorszdgban taplalt biogazt a
gazhalozatba (Bond & Templeton, 2011). A biogaz ipar fellendiilése az 1970-es években
tortént, a magas olajar arra Osztondzte a kutatokat, hogy 1j, alternativ energiahordozokat
talaljanak. A kilencvenes évektdl a klimavaltozas és a megujuld energia fontossaga globalisan

is el6térbe keriilt (Kougias & Angelidaki, 2018).
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2.3 Az anaerob fermentacio
Az anaerob lebontds egy Osszetett biologiai folyamat, ami szigoruan anaerob
koriilményeket igényel (redox potencial (ORP) < -200 mV) (Appels et al., 2008). A biogaz
képzddés folyamatat négy szakaszra oszthatjuk: hidrolizis, acidogenezis, acetogenezis ¢&s
metanogenezis (1. abra). Az egyes lebontasi 1épéseket kiilonb6zé mikroorganizmus csoportok
végzik, amelyek részben szintrofikus kapcsolatban allnak és eltéré kornyezeti igényekkel
rendelkeznek (Angelidaki, et al., 1993). A tovabbiakban az egyes szakaszokrol rendelkezésre

allo fontosabb ismereteket részletesebben mutatom be.

Szénhidratok

Poliszacharidok

Di-Oligoszacharidok
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1. dbra. Az anaerob fermentacio lépései (Kougias & Angelidaki, 2018) nyomdn

2.3.1 Hidrolizis

Az anaerob lebontas soran altalaban az elsé 1épést, a hidrolizist tekintik az egyik
sebességmeghatarozd 1épésnek. Hidrolizis alatt a nem oldhatd szerves anyagok és nagy
molekulatomegii vegyiiletek (zsirok, poliszacharidok, fehérjék és nukleinsavak) vizben oldhato
szerves vegyiiletekre bomlanak (Appels et al., 2008) hidrolitikus mikroorganizmusok
extracellularis enzimjei segitségével. A Katalizalt kémiai reakcidban a kovalens kotések
felhasadnak egy vizmolekula beépiilése kdzben (Chandra et al., 2012). A fehérjék, zsirok és
szénhidrat polimerek aminosavakka, hosszu lanct zsirsavakka és cukrokka hidrolizalodnak (Li
etal., 2011). A résztvevé baktériumok obligat vagy fakultativ anaerobok (Merlin Christy et al.,

2014). A fakultativ anaerob mikroorganizmusok felhasznaljak a vizben oldott oxigént, igy
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biztositva az obligat anaerob mikroorganizmusok szamadra sziikséges alacsony redoxpotencialt
(Gerardi, 2003). Anaerob hidrolitikus baktériumok a Firmicutes, Bacteroidetes, Fibrobacteres,
Spirochaetes és Thermotogae torzsekben talalhatéak. Az anaerob lebontd rendszerben a
kisérletes munkam szempontjabol kiemelkedden fontos lignocelluloz tartalmi biomasszat
bontd baktériumok tobbnyire a Firmicutes és Bacteroidetes torzsekbe tartoznak. A cukor
monomerek kozotti kotéseket hidrolizald enzimek kiterjedt csaladjat glikozid hidrolazok (GH)
gylijténéven szokas emlegetni, amelyek csoportjait 1-3 jegyii szamokkal jeloli a Carbohydrate-
Active enZymes (CAZy) adatbazis (“www.cazy.org,”), ezen beliil a celluldéz és hemicelluloz
hidrolizisét cellulaz és hemicellulaz enzimek katalizaljak. Az anaerob cellulolitikus
baktériumok egy része a hatékonyabb lebontas érdekében hozzatapad a szubsztratjdhoz az un.
celluloszoémaval, amely egy nagy multienzim komplex. Celluloszomat féként a Clostridiales
rendbe tartozd anaerob baktériumok (példaul Clostridium thermocellum, Clostridium
cellulolyticum, Clostridium cellulovorans) és Ruminococcus fajok, valamint a Neocallimastix,
Piromyces és Orpinomyces nemzetségbe tartozo anaerob gombak hasznalnak (Shrestha et al.,
2017). A celluloézbontd enzimek az enzimaktivitasuk alapjan harom csoportba sorolhatok:
endogliikanazok vagy 1,4--D-gliikan-4-gliikanohidrolazok (EC 3.2.1.4), exogliikandzok,
beleértve az 1,4-B-D-gliikkan gliikanohidroldzokat (cellodextrindzoknak is nevezik Oket) (EC
3.2.1.74) és 1,4-B-D-gliikan cellobiohidroldzokat (cellobiohidrolazok) (EC 3.2.1.91) és B-
gliikkoziddzok vagy B-gliikozid gliikohidrolazok (EC 3.2.1.21). Az endogliikanazok a celluléz
poliszacharid lanc belsd, amorf régidit hasitjdk random modon, kiilonb6zé hossziisagi
oligoszacharidokat ¢s kovetkezésképp 10 lancvégeket hoznak létre. Az exogliikandzok a
celluldz lanc redukalo vagy nem redukald végérdl hasitanak le gliikozt, vagy cellobiozt. A B-
gliikoziddzok az oldhaté cellodextrineket és cellobiozt hidrolizaljak gliikkézza. A celluloz
oldhatatlan, bontasnak ellenalld természete kihivast jelent a celluldz rendszerek szamara. A
legtobb celluloszoma altalanos tulajdonsaga, hogy moduléris a szerkezete, amely gyakran
tartalmaz katalitikus és szénhidrat koté modulokat (carbohydrate-binding modules - CBMs). A
CBM megvalositja a kapcsolddast a celluloz felszinhez, hogy a katalitikus domént kozel hozza
a szubsztrathoz. A CBM-k jelenléte kiilonosen fontos az exogliilkanazok megfeleld
miikddéséhez. A cellulaz rendszerek magasabb egyiittes enzimaktivitdst mutatnak, mint az
enzimek egyéni aktivitidsanak Osszege, ezt a jelenséget szinergizmusnak nevezziik. A
szinergizmus négy formdja ismert: endo-exo szinergia az endogliikanazok és exogliikkanazok
kozott, exo-exo szinergia a celluloz lanc redukdldé és nem redukdldo végérdl hasitd
exogliikandzok kozott, szinergia az exogliikandzok és P-gliikoziddzok kozott, amelyek

eltavolitjdk a cellobiozt (és cellodextrineket) az elsé két enzim végtermékét, és az
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intramolekularis szinergia a katalitikus €és szénhidrat k6té6 domén kozott (Lynd et al., 2002).
Az endogliikkanazok az 5-9, 12, 16, 44, 45, 48, 51, 64, 71, 74, 81, 87, 124 és 128 GH csaladba
vannank besorolva. Az exogliikanazok az 5-7 és 48 GH csaladban, B-gliikkozidazok az 1, 3, 4,
5, 17, 30 és 116 GH csaladban fordulnak el6 (Juturu & Wu, 2014). Yan és mtsai. (2013) egy
biogdz reaktorbol szarmazd metagenom konyvtarban kerestek (hemi)cellulaz géneket.
Osszesen 21 egyedi GH gént azonositottak. Az egyik GH5 a C. thermocellum génjéhez
hasonlitott, a négy GH10 koziil az egyik a Caldicellulosiruptor saccharolyticushoz mutatott
nagyfoka hasonlosagot, mig a GH11 gének esetén C. cellulolyticummal és C. thermocellummal
talaltak hasonlosagot. Szamos publikacio igazolja, hogy a C. cellulolyticum és C. thermocellum
mellett a Caldicellulosiruptor nemzetségbe tartozo fajok is részt vesznek a biogaz termeld
mikrobialis k6zosség felépitésében (Pap et al., 2015; Schliiter et al., 2008; Wirth et al., 2012).
A cellulolitikus Caldicellulosiruptor fajokra egyedi cellulaz rendszer jellemz6: kivalasztanak
szabad enzimeket és multimodularis extracellularis enzimeket is termelnek, habar az utobbiak
mérete elmarad a celluloszomakétol, tartalmaznak katalitikus és nem katalitikus domént is. A
katalitikus és nem katalitikus domének elrendez6dése befolyasolja a funkciot. Példaul a CelA
cellulaz haromfajta doménbdl épiil fel: GH9—(CBM3)n-GH48, a CBM3 modulok szama
befolyasolja az enzim termostabilitisat és cellulézbonté képességét is. A legtdbb
Caldicellulosiruptor faj rendelkezik egy specifikus genomi régioval (Glucan Degradation
Locus - GDL), amely szintén fontos szerepet jatszik a cellul6z lebontasban, a GH-kat kodold
gének szama ebben a régioban tiikkrozi a cellulolitikus képességet (Lee et al., 2020). Wei ¢és
mtsai. (2015) biogaz fermentorok leggyakrabban eléfordulod cellulolitikus baktériumait
vizsgaltak. Eredményeik alapjan a dominans cellulolitikus baktérium a Clostridium
straminosolvens-hez mutatott nagyfoki hasonlosagot. Masok a C. thermocellum, C.
cellulolyticum, Clostridium stercorarium ¢és Bacteroides cellulosolvens cellulozbontod
baktériumokat talaltak nagy gyakorisaggal a kiilonb6z6 biogaz reaktorokban (Burrell et al.,
2004; Goberna et al., 2009; Krause et al., 2008; Liu et al., 2009; O’Sullivan et al., 2007; Ueno
etal., 2001a). Zhang és mtsai. (2018) inditvanyoztak a III Clostridium csoport ujraosztalyozasat
négy Uj nemzetségbe, ezek neve a Hungateiclostridium gen. nov., Thermoclostridium gen. nov.,
Ruminiclostridium gen. nov. és Pseudoclostridium gen. nov., melyek a szintén Uj
Hungateiclostridiaceae csaladba tartoznak. Ezzel a fentebb emlitett Clostridium fajok nevei a
kovetkezokre  valtoztak:  Hungateiclostridium  straminisolvens,  Hungateiclostridium
thermocellum, Thermoclostridium stercorarium subsp. stercorarium és Ruminiclostridium

cellulolyticum, ami a nomenklatura bonyolultsagat tovabb fokozta.

15



2.3.2 Acidogenezis

A hidrolitikus és acidogén mikroorganizmusok koriilbeliil tizszer gyorsabban
szaporodnak, mint a metanogének. Altaldban az acidogenezis a leggyorsabb reakcio a szerves
anyagok fermentacidja soran. A hidrolizis soran keletkezett oligoszacharidokat, hossza lancu
zsirsavakat, peptideket ¢és aminosavakat kiilonboz6é fakultativ és obligat anaerob
mikroorganizmusok szubsztratként hasznaljak, a fermentacios 1épés termékei hosszabb-
rovidebb szénlanch szerves savak, alkoholok, hidrogén és szén-dioxid (Merlin Christy et al.,
2014), emellett ammonia, kénhidrogén és egyéb melléktermékek is keletkeznek (Appels et al.,
2008). A biogaz fermentorokban gyakran azonositott nemzetségek (tdrzsi besorolasukat
zarojelben tiintettem fel) a Clostridium és Bacillus (Firmicutes), Bacteroides és Proteiniphilum
(Bacteroidetes), Desulfovibrio és Geobacter (Proteobacteria), Chloroflexus (Chloroflexi),
illetve Mycobacterium (Actinobacteria) (Leng et al., 2018). A vegyiiletek szerves savakka
alakuldsa a rendszer pH csokkenéséhez vezet, ez kedvez az acidogén ¢€s acetogén
baktériumoknak. A gliikoz metabolizmusa soran keletkez6 f6 koztiterméke pirosz6lésav, amely
az Embden—Meyerhof-Parnas (EMP) Gtvonalon képzédik. A pirosz6lésav tovabbi atalakitasa
1-4 szénatomszamu vegyiiletek, mint az illékony zsirsavak, példaul ecetsav, propionsav, vajsav,
egyéb szerves savak (hangyasav és tejsav), alkoholok, ketonok és aldehidek termeléséhez vezet.
Az aminosavak szintén energia és szénforrasként szolgdlhatnak a fermentativ baktériumok
szdmara. Rovid lancu illékony zsirsavak (2-5 szénatom szamu) jonnek létre az alifés
aminosavak reduktiv deamindldsa, aminosavak fermentacidja, vagy aminosav parok kozotti
oxidacids-redukcids reakcid soran, melyet Stickland-reakcionak neveznek. A laktat, etanol,
propionat, butirat és hosszabb lancu zsirsavak felhalmozodasa felelds a hidrogén-koncentraciod
emelkedéséért (Merlin Christy et al., 2014). A koztitermék hidrogéntartalma befolyasolja az
atalakulasok menetét. Minél magasabb a hidrogén parcialis nyomasa, annal kevesebb redukalt
vegylilet (pl. ecetsav) keletkezik (Chandra et al., 2012). Az acidogén szakaszban termel6dott
illékony zsirsavak koncentracigja és aranya fontos az anaerob lebontd rendszer
Osszteljesitményét illetéen, mivel a metanképzésben az ecetsav €s a vajsav az eldnyben

részesitett vegyiilet (Hwang et al., 2001).

2.3.3 Acetogenezis

Mig az acetat, format, hidrogén, szén-dioxid és metil vegyiileteket kdzvetleniil fel tudjak
hasznalni a metanogének, addig az acidogenezisbdl szarmazo tobbi vegyiiletet, mint a butirat,

propionat, laktat és etanol, acetogének egy csoportja tovabbalakitja acetattd, formatta,
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hidrogénné ¢és szén-dioxidda. Ilyenek a mezofil Syntrophobacter, Pelotomaculum, Smithella,
Syntrophus, Syntrophomonas és Syntrophothermus nemzetségek egyes tagjai. Az els6 harom
genus altaldban a propionat lebontasban vesz részt, mig a tobbi altaldban a vajsav és egyéb
zsirsavak oxidaciojaért felel (Leng et al., 2018). Az acetogén baktériumok szigoruan anaerobok,
pH optimumuk 6 koriil van. Lassan szaporodnak, érzékenyek a kdrnyezeti valtozasokra. A
novekvo hidrogén-koncentracié az elektronakceptorok (laktat, etanol, propionat, butirat, és
hosszabb lancu zsirsavak) felhalmozodasdhoz vezet, ezeket a vegyiileteket az acetotrof
metanogének kozvetleniil nem tudjak felhasznalni. Az obligat acetogén baktériumok (pl.
Syntrophomonas wolfeii, Syntrophobacter wolinii) bontjak tovabb ezeket a vegyiileteket, ezt a
folyamatot nevezziik acetogenezisnek. Ez az atalakitds fontos a sikeres biogaz termelés
érdekében (Merlin Christy et al., 2014). Az acetat azonban konnyen felhalmozodhat a
rendszerben, az egész mikrobakdzosség kiegyensulyozott mitkddése ilyenkor felborul. A
kényes egyensuly fenntartasban fontos szerepet jatszanak a szintrofikus acetat oxidalok (SAO),
példaul Clostridium utunense, Syntrophaceticus schinki mezofil vagy a Thermoacetogenium
phaeum, Pseudothermotoga lettingae termofil térzsek. A reduktiv acetogenezisnek is nevezett
Wood-Ljungdahl-utvonal kulcsenzime a formiltetrahidrofolat szintaz (FTHFS). Az enzim
fontos tulajdonsaga, hogy a reakciot visszafelé is tudja katalizalni, ilyenkor az acetatot oxidalja
hidrogénné ¢s széndioxidda. Az atalakulas iranyat nagy mértékben szabalyozza a hidrogén
parcialis nyomasa (Westerholm et al., 2016). A SAO termodinamikailag kedvez6étlen normal
koriilmények kozott. A SAO baktériumok ezért szoros kapcsolatot alakitanak ki a Hz fogyaszto
metanogénekkel, amelyek alacsonyan tartjak a hidrogén parcialis nyomasat és a format és acetat
koncentraciot. Példaul, a propionat oxidacidja energetikailag kedvezbtlen, mert a reakcid
standard Gibbs-féle szabadenergia valtozasa pozitiv. A propionat csak akkor oxidalodhat, ha
szintrofikus kapcsolat alakul ki a propionat oxidalo baktériumok és hidrogént fogyaszto
metanogének kozott, igy a teljes reakcio termodinamikailag megvaldsithato. Ha a szintrofikus
acetogenezis alacsony szinten fut, a Gibbs-féle szabadenergia valtozasa -15 és -20 kJ/mol koriil
mozog. Ez a legkisebb mennyisége a metabolikusan atalakithaté energianak, ami ahhoz kell,
hogy egy ion transzportalodjon a citoplazma membranon keresztiil. Ez gyengébb hajtoerd, mint
ami az ADP-b6l ATP szintézishez sziikséges (40—70 kJ/mol). Ezért a szintrofikus baktériumok
a szubsztrdt metabolizmust kozvetleniil Osszekapcsoljak az ATP szintézissel klasszikus
foszforil-transzferaz reakciokkal, és az alacsony novekedési sebességgel és hozammal jol
alkalmazkodtak az energetikailag kedvezétlen €letmodhoz. Amikor a hidrogén parcialis
nyomdsa egyensulyi koriilmények kozott mérve 1-20x107° atm kozdtt van, a propionat

felhasznalas termodinamikailag kedvezdvé valik. A propionat felhalmozodéasa az anaerob

17



lebontd rendszer savasodasat és a lebontdsi teljesitmény leromlésat okozza. El6szor acetatta,
hidrogénné és szén-dioxidda alakul, majd metan keletkezik ezekbdl a termékekbdl, ami a teljes
metantermelés 6-35%-at adja. Ezért, a propionat lebontasa kritikus, a szintrofikus propionat
oxidalo baktériumok fontos szerepet jatszanak a metabolikus halézatban. Ha a hidrogén
felhalmozodik és jelents hidrogén parcialis nyomas alakul ki, akkor az ecetsav termeld
baktériumok aktivitasa lecsokken és az ecetsavtermelés abbamarad, tehit az acetotrof
metanogének szamara nem keletkezik szubsztrat. A hidrogenotrof metanogének azonban
felhasznaljak a Ho-t a CH4 képzéshez és igy alakulhat ki egyensuly a kozosségben (Leng et al.,
2018). A H: termeldk ¢és fogyasztok kozotti szintrofikus kapcsolatot fajok kozotti hidrogén
transzfernek is nevezik. Az acetogén baktériumok és metanogének obligat szintrofikus
kozosségének szamos egyedi tulajdonsaga van: (I) kozosen lebontjdk a zsirsavakat, hogy
szaporodni tudjanak, mig egyediil sem a metanogének, sem az acetogének nem képesek bontani
ezeket a vegylileteket, (II) az acetogén és hidrogén fogyaszté mikrobak kozotti fizikai tavolsag
befolyasolja a specifikus novekedési ratat, (III) a kozosségek olyan koriilmények kozott
novekednek, amelyek kozel vannak a termodinamikai egyensulyhoz és (IV) a kdzosségek olyan
biokémiai mechanizmusokat fejlesztettek ki, amivel meg tudjdk osztani a kémiai energiat

(Angelidaki et al., 2011).

2.3.4 Metanogenezis

A CHs anoxikus korilmények kozott képzodik (Merlin Christy et al., 2014). A
metanogének tartalmaznak egy redox koenzimet (Fa2o), amely lehetévé teszi, hogy zéldeskéken
fluoreszkaljanak, ha 350-420 nm hullamhosszu fénnyel vilagitjak meg 6ket (Schniirer & Jarvis,
2018). A metanogén mikroorganizmusok az Archea doménbe, ezen beliil az Euryarchaeota
torzsbe tartoznak. Hét filogenetikai rendjét azonositottak eddig: Methanosarcinales,
Methanocellales, Methanobacteriales, Methanomicrobiales, Methanococcales,
Methanopyrales és Methanomassiliicoccales (Lang et al. 2015). Az archeakat szamos
tulajdonsag megkiilonbozteti a baktériumoktol (Bacteria domén), példaul a sejtmembrant
felépitd lipidekben taldlhat6 éter kotések, a muraminsav hidnya a sejtfalban vagy a jellegzetes
riboszomalis RNS (Boone et al., 1993). A metanogének sejtmorfologia alapjan nagyon
kiilonbozéek, lehetnek szabalyos és szabalytalan kokkoid sejtek (Methanococcales,
Methanomicrobiales) rovid palcak (Methanobacteriales, Methanopyrales) ¢és hosszu
filamentumok (Methanosaetacea). A metanogének végzik az anaerob lebontas utolsé 1épését,
amikor az ecetsav és/vagy CO2 + Ha, format, alkoholok és metilalt C1 vegyiiletek CH4 és CO2

vegyliiletekké alakulnak. Gyakori €él6hely ezen archeak szdmara az oxigénmentes tengeri €s
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édesvizi iiledék, kérodzok és egyes rovarok emésztdszervrendszere, anaerob fermentorok,
héforrasok és elontott terliletek. A metanogéneknek egyedi metabolizmusuk van, amelyben
szamos kiilonleges enzim ¢és koenzim vesz részt. A legérdekesebb jellemzO, hogy egy
metanogén sem képes a szubsztratszintli foszforilalasbol szarmazo energiat hasznositani, és az
ATP kemiozmotikus mechanizmus szerint, transzmembran elektrokémiai membranpotencial
gradiens mentén képzédik. Néhany metanogén rend, mint pl. a Methanosarcinales (kivéve a
Methanosaetaceae csalad) és a Methanomicrobiales valtozatos a felhasznalt szénforras
tekintetében, mig a tobbi rend (Methanobacteriales, Methanococcales, Methanopyrales és
Methanocellales) sokkal specializaltabb. A Methanopyrales rendbe tartozik egy szigortian
hipertermofil faj, Methanopyrus kandleri, amely képes 110 °C-on is szaporodni. Néhany
pszikrofil, mint példaul a Methanosarcina lacustris és Methanogenium frigidum szintén ismert.
A legtobb metanogén optimalisan pH 7 koriil szaporodik. Néhany faj, mint a Methanosarcina
baltica és Methanothermococcus okinawensis savtliré (4-4,5 pH esetén is megfigyelhetd
szaporodas) ¢s a Methanosalsum zhilinae és Methanothermococcus thermolitotrophicus fajok

alkalotoleransak (pH 9,8-10 esetén még képesek szaporodni).

A metanképzddés hadrom utvonala ismert: acetotrof metanogenezis, ahol az ecetsav
hasad metéanra és szén-dioxidra, hidrogenotr6f metanogenezis, ahol a szén-dioxid redukalodik
hidrogénnel metdnnd, és a metilotr6f metanogenezis, ahol metilalt C1 vegyiiletek (metanol,
metilamin, metilmerkaptopropionat, dimetilszulfid, stb.) alakulnak at metanna (Angelidaki et
al.,, 2011). A metanogének a szén-dioxidot hasznaljak végsé elektronakceptorként a
metantermeléshez (Chandra et al., 2012). A hidrogénen kiviil a legtobb hidrogenotrof a
hangyasavat is tudja hasznalni elektrondonorként. A hidrogenotr6f metanogenezis
folyamataban a  szén-dioxid  specidlis  koenzimek  segitségével (metanofuran,
tetrahidrometanoptein, koenzim M) 1épésrdl 1épésre metanna redukalodik formilon, metilénen
¢és metilen keresztiil. A folyamat kulcsenzime a metil-koenzim M reduktaz, amely a metil-
koenzim M-et metanna redukalja, mialtal az oxidalt koenzim M egy heterodiszulfid komplexet
képez a koenzim B-vel. A metanogenezis masik tipusaban, az acetotr6f metanogenezisben, az
ecetsav kozvetleniil metanna alakul. Az ecetsav karboxilcsoportja szén-dioxidda oxidalodik, a
metilcsoport metanna redukalodik. Az ecetsav lebontas két f6 utvonala ismert, amelyek csak az
els6é 1épésben kiilonboznek. Az acetotrof metanogének egy csoportja, a Methanosarcinaceae,
az acetat-kinaz foszfotranszacetilaz rendszert hasznalja az ecetsav acetil-koenzim A-va
alakitasahoz. A masik csoport, a Methanosaetaceae, az adenozin monofoszfat képz6 acetil-

koenzim A szintazt hasznalja a reakciohoz. A hidrogenotrof metanogének (Methanospirillum
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hungatei, Methanoculleus receptaculi) gyorsabban nének, mint az acetotrof metanogének
(Methanosarcina thermophila). A hidrogenotr6f metanogének maximalis megkett6zodési ideje
koriilbeliil hat 6ra szemben a lassan nové acetotréf metanogénekkel, ami 2,6 nap. A
metanogének altalaban nagyon érzékenyek a kornyezeti valtozasokra. A hidrogenotrofok
ellenallobbak a kdrnyezeti valtozassal szemben, mint az acetotréfok (Merlin Christy et al.,
2014).

Eddigi ismereteink alapjan a Methanosarcinales az egyetlen rend, ahol szigortian csak
acetotrof metanogének fordulnak el6: a Methanosaetaceae csalad tagjai csak ecetsavat tudnak
metabolizalni. A Methanosarcinaceae csalad tagjai sokkal valtozatosabb szubsztratokkal is
tudnak boldogulni  (szén-monoxid, szén-dioxid ¢és metilalt CI1 vegyiiletek). A
Methanosaetaceae-k pH és ammonia érzékenyek és alacsony ecetsav koncentracio mellett
szeretnek novekedni, mig a Methanosarcinaceae olyan kornyezetben érzi j01 magat, ahol magas
az ammonia és szerves sav tartalom. A hidrogén elektrondonorként vald hasznalata a szén-
dioxid redukalasahoz (hidrogenotrof aktivitds) széles korben elterjedt a metanogének kozott
(Angelidaki et al., 2011). A 2.3.3 fejezetben ismertett okokbol és modon a biogaz termeld
kozosség igyekszik a hidrogén parcidlis nyomasat alacsony szinten tartani. Ezért a H; altalaban
limital6 szubsztrat a hidrogenotréf metanogének szamara. Ezt tdmasztja ala, hogy a természetes
biogaz termeld konzorciumhoz adott hidrogén termeld baktériumok fokozzék a biogdz hozamot
(Bagi et al., 2007). A Methanoculleus, Methanospirillum, Methanoregula, Methanosphaerula,
Methanobacterium, Methanobrevibacter és Methanothermobacter az anaerob fermentorokban
leggyakrabban megfigyelt hidrogenotrof metanogén nemzetségek. Mivel az anaerob lebontasi
folyamatok energiaszegény kornyezetben torténnek, ahol a szubsztratok koncentracidja
viszonylag alacsony értéken marad, a metabolikus folyamatok a termodinamikai egyenstlyhoz
nagyon kozel jatszodnak, minimum energiaveszteséggel. Ezért egy csekély valtozas a
szubsztrat/termék koncentracioban vagy kornyezeti feltételekben megvaltoztathatja a folyamat

iranyat (Leng et al., 2018).

Osszefoglalva, az anaerob lebontasban miikddé, nagyon dsszetett mikroba kozosségrdl
ma rendelkezésre allo ismereteinkbdl néhany fontos altalanos kovetkeztetést lehet levonni. Az
els6 és masodik mikroba csoport (hidrolizalok és acidogének), valamint a harmadik és negyedik
csoport (acetogének, metanogének) szorosan kapcsoldodnak egymashoz a nagy €s sokszinii
mikroba kozosségen beliil. Ezért a folyamatot két szakaszban is meg lehet valdsitani.
Ugyanakkor tudatadban kell lenni annak, hogy a rendszer kiegyensulyozott miikddése

megkoveteli, hogy minden szakaszban a lebontas mértéke aranyos legyen, a koztitermékek ne
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halmozodjanak fel kritikus szinten feliil. Ha az elsé lebontési 1épés tul gyors, a savkoncentracio
megemelkedik és a pH 7 ald csokken, ami gatolja a metanogéneket. Ha a masodik 1épés tul
gyors, a metantermelés Korlatozott a szerves savak feldolgozasanak lassu titeme miatt. Az
oldhatatlan vegyiiletek, mint a celluldéz, fehérjék vagy zsirok napok alatt lassan hasadnak
monomerjeikre, mig az oldhat6 szénhidratok hidrolizise néhany oraig tart. Az anaerob lebontasi
folyamat érzékeny és konnyen felboruld egyensulyi rendszerek egymasba kapcsolodo és
egymastol fliggd haldzatabol all, aminek minden részletre kiterjedd sikeres vezérléséhez még
nem eléggé alapos a tudasunk (Weiland, 2010). Az atalakulasi sebességeket meghatarozo
1épések erdsen fiiggenek a biogaz termeléshez hasznalt szubsztrat Osszetételétol és kémiai
paramétereitdl. A 2.4 fejezetben a legfontosabb, a folyamatot erésen befolyasold tényezdket

veszem szamba.

2.4 Az anaerob lebontast befolyasold tényezok
Az anaerob kornyezetben szamos fontos kdrnyezeti paraméter befolyasolja a kiillonb6z6
1épések abszolut és egymashoz viszonyitott sebességét, példaul a pH, alkalitas, hdmérséklet és

retencios id6 (Appels et al., 2008). Ebben a fejezetben ezeket tekintem at.

2.4.1 Retencids/tartdozkodasi 1do

A retencids 1d6t (hydraulic retention time - HRT) megfogalmazhatjuk ugy, mint az
atlagos iddtartamat annak amig az anyag (mind a szubsztrat, mind a biomassza) a reaktorban
tartozkodik (Strazzera et al., 2018). Altalaban a hosszabb retenciés idé magasabb kumulativ
biogaz hozamot és magasabb szerves anyag csokkenést eredményez (Chandra et al., 2012). A
hosszl retencids id6 maximalizalja a szerves anyag lebontast és pufferkapacitast biztosit a
tulzott szubsztratbevitel okozta sokk és toxikus vegyiiletek ellen, de noveli a sziikséges
reaktortérfogatot és gazdasagossagi szempontbol sem eldnyds. A hossza retencids id6 segit
megakadalyozni a toxikus vegyiiletek és a folyamatot hatranyosan befolyasolo koztitermékek

felhalmozodasat (Gerardi, 2003).

2.4.2 Hobémérséklet

A hoémérsékletnek fontos hatdsa van a szubsztrat Osszetevoinek fizikokémiai
tulajdonsagaira. Befolyasolja a mikroorganizmusok novekedési sebességét és anyagcseréjét és
igy a populaciodinamikat (Appels et al., 2008). Alacsony hémérsékleten (10-20 °C) kisebb
mennyiségii szerves anyag alakul at, igy a termel6d6 biogaz mennyisége is alacsony. Mezofil

mikroorganizmusok szamara megfelelé homérsékleten (20-45 °C) a folyamatok jol kézben
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tarthatok, a biogaz termelés 35 °C koril éri el a maximumat. A termofil mikrobak szamara
megfeleld homérséklet (45-60°C) elénye a rovidebb bontasi id6, a patogének mennyiségének
csokkenése és magas gazhozam (Chandra et al., 2012). Ugyanakkor a termofil anaerob
mikrobiologiai rendszerek sokfélesége, diverzitasa csokken, ezért konnyebben billen ki a
rendszer az egyensulyi helyzetbél, amely sz¢élséséges esetben az egész biogaz termelés
Osszeomlasdhoz vezethet. Fontos, hogy a hdmérséklet allando legyen a lebontés alatt, mivel a
hémérsékletvaltozas vagy ingadozas barmely iranyban negativan hat a biogaz termelésre,
felboritia a mikrobiologiai egyenstlyokat. A mezofil mikroorganizmusok +/-3 °C
hémérsékletingadozast tirnek el jelentés metantermelés csokkenés nélkiil. A termofil
rendszerek csak +/-1 °C ingadozast toleralnak jol, de egy jol miikodé termofil fermentor
térterhelése magasabb lehet, vagy rovidebb hidraulikus retencios 1d6 sziikséges, mint mérsékelt
hémérsékleten (Weiland, 2010). A reaktor megfeleld kevertetése megakadalyozza, hogy eltérd
homérsékletii gocok alakuljanak ki (Chandra et al., 2012). Az acetotrof metanogének az egyik
legérzékenyebb mikroba csoport a homérsékletvaltozas szempontjabol. Raadasul a
hémérsékletnek jelentds hatasa van a fermentorban a Hy parcialis nyomasara, ami befolyasolja
a szintrofikus kapcsolatok kinetikajat. A termodinamika azt mutatja, hogy az endergonikus
reakciok (standard koriilmények kozott), példaul a propionsav bontasa ecetsavva, szén-
dioxidda és hidrogénné, energetikailag sokkal kedvezobb lenne magasabb hémérsékleten, mig
az exergonikus reakciok (példaul hidrogenotr6f metanogenezis) szdmara a magasabb
hémérséklet nem kedvezd. A magasabb hdmérsékletnek tovabbi eldnye, a szerves vegyliletek
novekvd oldhatosdga, a fokozott bioldgiai ¢és kémiai reakcidsebesség és a patogének
mennyiségének csokkenése. A termofil hdmérsékletnek negativ hatasai is vannak: noveli a
szabad ammonia aranyat, amely gatld hatasi a mikroorganizmusokra, illetve az illékony
zsirsavak disszociacios allandojanak novekedése sokkal érzékenyebbé teszi a folyamatot a

gatlasra (Appels et al., 2008).

24.3 pH

A metanképzddés folyamataban a pH jelentdsen befolyésolja a teljesitményt és fontos
paraméter, amely befolyasolja a folyamat miikodésében résztvevd mikroorganizmusok
novekedését (Chandra et al., 2012). A metan képzodése egy viszonylag sziik pH tartomanyban
torténik, koriilbeliil 6,5 és 8,5 kozott, az optimalis tartomény 7 és 8 kozott van (Weiland, 2010).
Bonyolitja a helyzetet, hogy a nagyobb mikrobacsoportoknak eltéré az optimalis
miikddési/szaporodasi pH tartomanya. A metanogének kiilondsen érzékenyek a pH-ra, kevés

kivétellel szamukra a pH=6,5-7,2 az elfogadhato kozeg. A fermentativ mikroorganizmusok
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kevésbé érzékenyek és szélesebb pH tartomanyban (pH=4-8,5) is jol mikddnek, de altalaban a
lagosabb kornyezetet kedvelik (Appels et al., 2008). Megfeleld pufferkapacitas hianyaban a pH
az anaerob fermentorban kezdetben a szerves savak termelddése miatt pH=6 érték ala
csokkenhet és ezzel egyidoben nagy mennyiségii szén-dioxid szabadul fel. Ezutan a normalis
mikodés soran a pH kozel neutralis értékre emelkedik, 7-8 koré. Ahogy a metanogének
elfogyasztjak az illékony savakat, ligosodik a rendszer, a fermentor pH-ja emelkedik, majd
stabilizalodik. Az anaerob rendszer pH-jat jelentésen befolyasolja a biogaz oldott szén-dioxid,
bikarbonat tartalma. A megfelel6 pH-t a szén-dioxid/hidrogén-karbonat/karbonat
pufferrendszer biztositja. Az emelked6 pH értékkel az oldott szén-dioxid szénsavat képez, ami
ionizalodik (Chandra et al., 2012). A pH érték a fehérjék bontasa kozben keletkez6 ammonia
felhalmozodas miatt megemelkedik, mig az illékony szerves savak felhalmozodasa csokkenti a
pH értéket. Az utdbbi hatast altalaban eredményesen semlegesiti a metanogének aktivitasa. Az
illékony zsirsavak felhalmozodasa gyakran azért nem eredményez pH csokkenést, mert a
szubsztrat pufferkapacitasa megfeleléen nagy. Az allati tragyanak tobblet alkalitasa van, ami

stabilizalja a pH értéket (Weiland, 2010).

2.4.4 Redoxpotencial (ORP)

Morris (1975) szamolt be arrdl, hogy az obligat anaerob mikroorganizmusok
szaporodasahoz a kultura redoxpotencial értékét -200 és -350 mV kozott kell tartani. A
metanogének a megfeleld bioldgiai aktivitdsukhoz -300 mV-nal alacsonyabb redoxpotencial

értéket igényelnek (Gerardi, 2003).

245 C/N arany

A sok éves empirikus tapasztalat szerint 20-30 kozotti C/N arany az optimalis az
anaerob lebontas szempontjabol. Ha a C/N arany nagyon magas, a gaztermelés és konverziod
hatasfok alacsony lesz. Ezzel szemben, ha a C/N ardny nagyon alacsony, a felszabadulo
nitrogén ammonia formajaban felhalmozaddik. A til sok ammonia megemeli a pH értéket és az
NH3a/NH;* aranyt. Ennek hatésait a 2.4.7 fejezetben targyalom részletesen (Chandra et al.,
2012).

2.4.6 Tapanyagok és nyomelemek

A mikrobdk szamara a novekedéshez és tuléléshez szamos makro- és mikrotdpanyag
sziikséges. Makrotapanyag a szén, nitrogén, foszfor és kén. Az anaerob lebontés

tapanyagsziikséglete alacsony, készonhetéen annak a ténynek, hogy nem sok mikrobidlis
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biomassza képzddik, igy a C:N:P:S=600:15:5:1 tdpanyag arany elégséges. A nyomelemek,
mint a vas, nikkel, kobalt, szelén, molibdén és volfram fontosak a mikroorganizmusok
novekedése szemponjabdl, szamos redox enzim aktiv centrumdanak épitd elemei ezek, ezért
hozza kell adni a rendszerhez ha a szubsztrat nem tartalmaz elegendé nyomelemet (Jarvis et al.,
1997). A nikkelre altalanosan sziiksége van minden metanogénnek, mert sziikség van ra az Fao
kofaktor szintézis¢hez. Az optimalis novekedéshez a sejtek szintén igényelnek kobaltot a kobalt
tartalmu korrinoid faktor III felépitéséhez. A szelén, molibdén és volfram feladata nem teljesen
tisztazott és csak néhany metanogén novekedése fligg ezekt6l a nyomelemektél. Metanogén
kultarak szdmara az optimalis kobalt koncentracié 0,0059-0,12 mg/L, a szelén koncentracid
0,079-0,79 mg/L, mig a molibdén koncentracié 0,048 mg/L (Demirel & Scherer, 2011). A
vassziikséglet nagyobb, 1-10 mg/l. A szerves tragya hozzaadasa csokkenti a mikrotapanyagok
hianyat, de akar 50%-os tragyabevitel esetén is a mikrotapanyagok hozzaadasa fokozhatja az

anaerob atalakitas sebességét (Weiland, 2010).

2.4.7 Ammonia

Az ammonia nitrogén tartalmi anyagok bomldsa soran keletkezik, foként fehérjékbdl
¢és karbamidbol. Az ammoénium ion és szabad ammonia a szervetlen nitrogén két jellemzé
formaja az anaerob rendszerekben. A szabad ammonia a toxikusabb mert képes atjutni a
sejtmembranon ¢€s a sejtben proton egyenstlyhidnyt és kdlium hidnyt okoz. A szabad ammonia
koncentracidja tobbnyire harom paramétertdl fligg: teljes ammonia koncentracid, hdmérséklet
¢s pH. A magasabb homérséklet pozitiv hatassal van a mikrobdk novekedési sebességére, de
magasabb szabad ammonia koncentraciot eredményez. A pH emelkedése szintén a szabad
ammonia és ammonium ion aranyanak novekedését okozza (Chen et al., 2008; Hansen et al.,
1998; Sung & Liu, 2003). Az ammonia nem disszocialt formaja 80 mg/1 koncentracio felett mar
gatolhatja a metan képzddést. Amikor a folyamatot gatolja az ammonia, az illékony zsirsavak

----------

segiti el6 és ezzel az egyensulyi helyzet felé szabalyozza a rendszert (Weiland, 2010).

2.4.8 Hidrogén

Molekularis hidrogén keletkezik az anaerob lebontas kiilonbozé szakaszaiban. Az
utolsod Iépésben a hidrogenotroéf metanogének felhasznaljak a hidrogént és igy megeldzik annak
tulzott felhalmozdodasat. A szulfat redukalo baktériumok szintén fogyasztjak a hidrogént, ezért
a metanogenezis kompetitiv inhibitorai. Az acidogenezis €s acetogenezis csak akkor miikodik

jol, ha a hidrogén nem halmozodik fel, hanem azt a metanogének felhasznaljak. A hidrogén
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parcialis nyomasa hatdssal van az ecetsav, propionsav €s vajsav termelésre (Massé¢ & Droste,

2000; Rehm & Reed, 1999).

2.4.9 [Illékony zsirsavak

Az illékony zsirsavak fontos koztitermékei az anaerob fermentdcionak. Az illékony
zsirsavtermelés toxikus lehet a mikroorganizmusokra, kiilondsen a metanogénekre, ha a
koncentraciojuk eléri a 6,7-9 mM-t. Az illékony zsirsavak (VFA) felhalmozddasat okozhatja
hémérsékletvaltozas, tulzott szerves anyag bevitel, toxikus vegyiiletek, stb. Ha a savtermel6k
¢s metanogének egyenstlya felborul, a savak felhalmozodnak és a pH olyan alacsony értékre
csokken, ahol az acetogenezis és metanogenezis gatlodik. A nem disszocialt illékony zsirsavak
szabadon atjutnak a sejtmembranon, a citoplazmaban disszocialnak és igy pH csokkenést és a
homeosztazis zavarat okozzak (Batstone et al., 2000; Mechichi & Sayadi, 2005). Az ecetsav
altalaban joval magasabb koncentracioban van jelen, mint mas illékony zsirsavak, de a
propionsavnak ¢és vajsavnak sokkal erésebb gatld hatasa van a metanogénekre. Az illékony
zsirsavak g4tlo hatasa sokkal nagyobb az alacsony pH-ju rendszerekben (Mdsche & Jordening,
1999; Wang et al., 1999). Ahring és mtsai. (Ahring et al., 1995) batch kisérletekben
megfigyelték, hogy a VFA Kkoncentracié 50 mM-ig nem csokkentette a metanhozamot. Ez azt
mutatta, hogy VFA felhalmozddas az anaerob reaktorokban a folyamat egyensulyanak
felboruldsa miatt torténik és nem ez okozza a gatlast, ezzel igazolva, hogy az illékony
zsirsavakat indikatorként lehet hasznalni. Tovabba azt figyelték meg, hogy a vajsav és
1zovajsav egyiitt kiilondsen jo indikatorok. Szamos kutaté Osszefiiggésbe hozta a folyamat
Kaspar & Wuhrmann, 1978; Wohlt et al., 1990). A 13mM-nal magasabb acetat koncentracid
kiegyensulyozatlansagot sejtet (Hill et al., 1987). Mas kutatok szerint a propionat jobb indikator
(Kaspar & Wuhrmann, 1978; Wohlt et al., 1990). Hill (1982) azt javasolta, hogy a
propionat/acetat aranyt kellene a folyamat indikatoraként hasznalni, stabil folyamat esetén az
aranyuknak 1,4 alatt kell maradnia. A hosszabb szénlancu illékony zsirsavakat (C4-C6) és
foként az izoformajukat szintén javasoltak indikatornak (Chen & Day, 1986; Fischer, et al.,
1984). Hill és Holmberg (1988) kimutattak, hogy az izovajsav ¢€s izovaleriansav koncentracioja
0,06 mM alatt a folyamat stabilitasara utal, mig 0,06 mM ¢és 0,17 mM kozotti koncentracid az
egyensuly zavaranak a jele. Pind és mtsai. (2003) eredményei alapjan a propionsav-lebontas
volt a leglassabb ¢és legérzékenyebb folyamat a vizsgalt illékony zsirsavak koziil, valamint az
izozsirsavak kontroll célokra torténd mérését ki kell egésziteni a ,,normalisan” el6éforduld

zsirsavak mérésével.
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2.4.10 Hosszu lancu zsirsavak

A hosszu lancu zsirsavak a zsirok, lipidek lebontasa soran keletkeznek és B-oxidaciod
soran tovabbredukalodnak ecetsavva és hidrogénné az acetogének mitkddésének
eredményeként. A hossza lanca zsirsavak mar alacsony koncentracidban gatoljak a Gram-
pozitiv baktériumokat. A hosszl lancu zsirsavak toxicitasi mechanizmusa a sejtfalra vagy
sejtmembranra torténd adszorpcid, ami akadalyozza/zavarja a sejt szallitasi €s védelmi
funkci6it. A hosszi lanct zsirsavak nagyobb negativ hatassal vannak az acetotrof

metanogénekre, mint a hidrogenotrof metanogénekre (Alves et al. , 2001; Chen et al., 2008).

2.5 Lignocelluléz

A novényi sejfal f6 alkotdeleme a lignocelluloz. A lignocelluloz harom fajta
biopolimerbdl all (2. abra), agymint a celluldoz, hemicelluloz és lignin (Lu, 2014). A
lignocellul6z tartalmu biomassza atlagos 0sszetétele a ndvény szaraztomegére vetitve: 35-50 %
celluloz, 20-35 % hemicelluléz és 5-30 % lignin (Lynd et al., 2002). Az els6dleges és
masodlagos sejtfal is tartalmaz cellulozt és hemicellulozt. Emellett az elsédleges sejtfalban
pektint, enzimeket és szerkezeti fehérjéket talalunk, mig a masodlagos sejtfalat kevés fehérje
és pektin alkotja, rendszerint jelentésebb mennyiségii lignin mellett.

A poliszacharidok koziil a celluloz a legfontosabb és altalaban a Fo6ldon legnagyobb
mennyiségben keletkez6 megujulo sejtfalalkoto (Lerouxel et al., 2006). A celluloz egy linearis,
oldhatatlan biopolimer, ismétlddé B-D-gliikkopirandz egységekbdl épiil fel, amelyek B-1,4
glikozidos kotéssel kapcsolddnak. Ellentétben mas gliikdn polimerekkel, mint a keményito
vagy kalléz, a cellulozban az ismétl6do szerkezeti egység nem a gliikkdz, hanem a diszacharid
cellobioz. A 2-t8] 7-ig terjedd polimerizacios fokkal rendelkezd B-1,4-gliik6z oligomerek, mas
néven cellodextrinek vagy cello-oligoszacharidok, vizoldékonyak. A cellulézban a gliikan lanc
hossza elérheti a tobb mint 25 000 glikdéz egységet. A celluloz makromolekulak
Osszekapcsolodasa mikrofibrillum kialakulasahoz vezet, amelyek 15-45 lancot tartalmaznak
csaknem szabalyos, kristalyos elrendezésben. Ezek a mikrofibrillumok hozzak Iétre a celluloz
fibrillumokat, mas néven makrofibrillumokat vagy rostokat. A nativ celluléz parakristalyos,
mivel a mikrofibrillumokon beliil az amorf és kristdlyos régiok valtakoznak. Raadésul a
celluléz rostok kiilonbozd jellegii szabalytalansagokat is tartalmaznak - ezek lehetnek
csavarodasok vagy hézagok - amelyek novelik a feliiletet. Alacsony siirlisége ellenére, a
celluloz a legellenallobb és legstabilabb ismert természetes szerves vegyiiletek egyike

(Desvaux, 2005).

26



A hemicellul6z poliszacharidok olyan komplex molekuldk, amelyek 6sszekapcsolddnak
a celluléz mikrofibrillumokkal, és keresztkotott halozatot alakitanak ki. A hemicellulozokat
négy f6 csoportba sorolhatjuk: 1.) xilogliikkdnok, amelyek erésen szubsztitualt B-1,4—gliikkan
vazat tartalmaznak; 2.) (gliiko)mannanok, ezek kiilonboz6 szubsztitualt vazzal rendelkeznek,
amelyek B-1,4-kapcsolt manndz alegységekbdl allnak; 3.) gliikuronoarabinoxilanok, melyek
xilan vaza szubsztitualt p-1,4—kapcsolt alegységekbdl tevodik Ossze; 4.) a kevert-kotési
gliikkanok, amelyeket nem szubsztitualt B-1,3— és B-1,4—kapcsolt gliikozid alegységekbdl alld
vaz épiti fel.

A pektinek  komplex  poliszacharidok  amelyeket = homogalakturonsav,
ramnogalakturonsav I és viszonylag kis mennyiségii ramnogalakturonsav II domének alkotnak
(Lerouxel et al., 2006).

A lignin a ndvényi sejtfal masik f6 Osszetevdje és a bioszféraban legnagyobb
mennyiségben jelenlevd aromas vegyiilet. Nélkiilozhetetlen sejtfal Gsszetevoként, a lignin
szilardsagot ¢és ellenallast nyajt a novényeknek. A lignin részt vesz a viztranszportban ¢&s
akadalyt képez a mikrobidlis lebontas ellen. Kémiailag a lignin egy heterogén polimer,
fenilpropanoid alegységekbdl all, amik kiilonb6z6 tipust kovalens kotésekkel (példaul aril-éter,
aril-aril és szén-szén kotés) kapcsolodnak ssze. A meghatarozo struktira a f-O-4-kapcsolt
éter, ez alkotja a szerkezet felét, ezt koveti a fenilkumarin, rezinol és kiilonféle kisebb
alegységek. A lignin eltér6 kotés tipusai és heterogenitasa a mikrobialis lebontassal szemben

nagyon ellenallo, amorf, nem-kristalyos novényi sejtfalhalozatot hoz létre (Li et al., 2009).

Hemicellul6z

Mikrofibrillum

Hemicelluldz

Celluléz

Lignin

Lignin

2. abra. A lignocelluléz szerkezete (Lee et al., 2014)
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2.6 Elokezelés

Felhasznalas elott, a lignocelluldoz tartalmu biomasszat legtobb esetben sziikséges
elokezelni. Az el6kezelés lehet fizikai (apritas, gézrobbantas, forroviz, besugarzas) kémiai
(lagos vagy savas elokezelés, nedves oxidéacio, 6zonolizis, oxidacidé peroxidokkal, ionos
folyadékok), bioldgiai (gomba, mikrobidlis konzorcium, enzimatikus) vagy kombinalt
elékezelés (Bruni et al., 2010; Carlsson et al., 2012; Hendriks & Zeeman, 2009; Mutschlechner
et al., 2015; Rodriguez et al., 2016; Sapci, 2013; Singh et al., 2015). Apritassal novelhet6 a
szubsztrat feliilete és csokkenthetd a celluldz kristalyossagi foka. A gézrobbantis sordn a
biomasszat rovid ideig magas nyomasu telitett gézzel kezelik, majd gyorsan lecsokkentik a
nyomast. Ezalatt hidrolizalodik a hemicelluloz és a lignin egy része atalakul. Magas
lignocelluloz tartalm(i biomassza esetén az egyik leghatékonyabb elékezelési modszer, bar
nagyon energiaigényes. A folyékony forrovizes kezelés alatt a biomasszat magas
hémérsékleten €s nyomdson vizben fézik. A lugos eldkezelés soran valamilyen lugot, mint
példaul NaOH, Ca(OH)., KOH, és NH4OH, hasznalnak, hogy eltavolitsak a lignin és
hemicelluloz egy részét és megnodveljék a mikrobak szamdara hozzaférhetd felszint. A savas
elokezelés elvégezhetd tomény savval alacsony homérsékleten vagy hig savval magas
hémérsékleten. Szerves és szervetlen savakat is lehet alkalmazni. A barna és fehér korhaszto
gombak a szubsztrat lignin és hemicelluloz részeit bontjak. Enzimatikus el6kezeléshez
leggyakrabban cellulazokat és hemicellulazokat hasznalnak. A kiilonb6z6 eldkezeléseknek az
eldnyokon kiviil hatranyaik is vannak, példaul a magas energiafelhasznalds, magas koltségek,
gatlo anyagok képzddése, a berendezés korrdzidja, a felhasznélt vegyszerek nehézkes
visszanyerése a folyamat végén. Ezeket is figyelembe kell venni a megfelelé elokezelés
kivalasztasakor (Nanda et al., 2014; Zheng et al., 2014).

2.7 Bioaugmentacio

A bioaugmentacio altalaban alkalmas médszer a szennyezdanyagok eltavolitasara és a
juttat be a helyi populacioba, amely képes a célzott anyag bontasara, atalakitasara. Jelenleg a
legsikeresebb bioaugmentacios eljarasokat zart rendszerekben, bioreaktorokban alkalmazzak,
ahol a koriilményeket szabalyozni lehet, hogy kedvezzen az exogén mikrobidlis populécid
tulélésének és biologiai aktivitasanak (Zhang et al., 2015).

A szakirodalomban vizsgaltak tiszta kultarak (Acs et al., 2015; Bagi et al., 2007; Kovacs
et al., 2013; Nkemka et al., 2015; Peng et al., 2014) és konzorciumok bioaugmentacios hatasat
IS a metantermelésre (Kinet et al., 2015; Martin-Ryals et al., 2015; Tuesorn et al., 2013; Weil3
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et al.,, 2010). A hidrogén termeld torzsek (a mezofil Enterobacter cloacae, a termofil
Caldicellulosiruptor saccharolyticus) fokoztak a biogaz termelést akar 60-70%-kal (Acs et al.,
2015; Bagi et al., 2007; Kovacs et al., 2013). Nkemka és mtsai. (2015) egy anaerob gombat, a
Piromyces rhizinflata YM600-at alkalmaztik a silokukorica és buzoganysas anaerob
Ruminiclostridium cellulolyticum elésegitette a bzaszalma hidrolizisét, a metantermelés 7,6 és
13%-al emelkedett (Peng et al., 2014). Zhang és mtsai. (2015) a mezofil, ecetsav és hidrogén
23%-kal novekedett a metanhozam. A Caldicellulosiruptor bescii termofil, cellulo6zbonto
baktérium gézrobbantasos eldkezeléssel egyiitt 140%-kal ndvelte a nyirfabol a metanhozamot
(Mulat et al., 2018). Egy komposztbdl izolalt termofil cellulozbontd konzorcium a biogaz és
metantermelést 12-14,5%-al fokozta (Kinet et al., 2015). Martin-Ryals és mtsai. (2015) arrél
szamoltak be, hogy a cellulolitikus mikroorganizmusokkal végzett rendszeres bioaugmentacio
56%-kal emelte a csemegekukorica feldolgozasa utan visszamarado hulladékbol nyert metan
mennyiségét. Hasonlo eredményt értek el sertéstragya szubsztrat lignocellulolitikus mikroba
(Tuesorn et al., 2013). Weil és mtsai. (2010) hemicellulolitikus mikroorganizmusokat
immobilizaltak zeolitra, ezek 53%-kal emelték a metan produkciét xilanbol. A felsorolt
példakbol altalanosithatd kovetkeztetéseket nehéz levonni, mert az alkalmazott rendszerek,

miikddési paraméterek és mikroorganizmusok is eltéréek voltak.

2.8 Metagenomika

A metagenomika teljes mikrobialis kozosségek Osszetételének vizsgalataval foglalkozik
¢s bepillantast enged annak felépitésébe és miikodésébe. Informécidt ad olyan organizmusokrol
is, amelyeket nehezen vagy egyaltalan nem tudunk laboratoriumi koriilmények kozott
tenyészteni (Handelsman et al., 1998). Az elmult évtizedben, az 0j generacios szekvenalasi
eljarasokon alapuldé metagenomika Kiterjedten alkalmazott kutatasi teriiletté valt az
¢lettudoméanyok szamos teriiletén, igy a mikrobiologiaban is. Hasonl6 lendiilettel fejlodott az
oriasi adathalmazokat kezelni képes bioinformatika, amely mara rengeteg algoritmust, eszkozt
¢és szoftvercsomagot kinal az adatok kiértékelése, grafikus abrazolasa szamara. Ismert, hogy a
mikroorganizmusok nagy része, 95-99%-a nehezen vagy egyaltalan nem tenyészthetd, ezért a
hagyomanyos mikrobioldgiai modszerekkel nem vizsgalhato (Streit & Schmitz, 2004). Az els6
generdcios tenyésztésfiiggetlen modszereket, mint példdul a denaturdld gradiens gél

elektroforézis (Ferris et al., 1996; Muyzer et al., 1993), terminalis restrikcios fragment-hossz
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polimorfizmus (Liu et al., 1997; Osborn et al., 2000), fluoreszcens in situ hibridizacio (Anton
et al., 1999; Llobet-Brossa et al., 1998) és kiilonb6zo tipusu PCR-ek, mint a kvantitativ real-
time PCR, évtizedekig hasznaltak organizmusok vagy teljes kornyezeti kozosségek tenyésztés
nélkiili vizsgalatahoz (Fierer et al., 2005; Kolb et al., 2003). De az ezekkel a technikakkal
nyerhetd informécio korlatozott, azaz a teljes mikroba kozosségrdl és annak tagjairél nem
tudnak elegendéen alapos és részletes leirast adni. Az uj évezred kezdetén kifejlesztett uttoro,
teljes genom shotgun szekvenalasi modszerek olyan gazdag diverzitassal rendelkez6
kozoségekrol is hii képet adtak, mint példaul a Sargasso-tenger (Venter et al., 2004). Ezek a
»,masodik generaciésnak” nevezhetd eljarasok a teljes kornyezeti DNS kiilonféle marker
szekvenciainak (altalaban a 16S rRNS-t kodold gén egy részének) direkt klonozasan alapultak,
de a nagy atereszt6 képességii kapillaris szekvenalassal egyiitt még meglehetdsen koltségesek
¢és iddigényesek voltak ebben az idében. Az ,uj generacids szekvenalasi technologiak”
megjelenése nem sokkal ezutan forradalmasitotta a szekvenald piacot és a szekvencia alapu
kutatast, mert dramaian csokkentették a szekvenalasi koltségeket és egyidejlileg egyszertisodott
a DNS konyvtarkészités azzal, hogy elhagytak a klonozasi 1épést. Ezzel lehetdvé valt szamos
kornyezet és mikoorganizmus koOzOsség teljes génszekvencidjanak vizsgalata a kihalt
organizmusok fosszilidjan at az olyan ¢l6lényekig, amelyeket senkinek sem sikeriilt még tiszta
kultaraban tenyészteni, mint példaul a szimbiontakat. Az 0j generaciés megkozelités 1ényege,
hogy az organizmusbol vagy koérnyezeti mintabol kivont teljes DNS frakcidval dolgozunk, amit
eldszor fragmentalunk, majd minden fragmentumot egyenként megszekvenalunk tgy, hogy
tobb tizezer vagy akar millionyi szekvenalast végziink parhuzamosan és nagy gyorsasaggal. Az
elsd, széles korben elérhetd 1) generacios szekvendld berendezés a GS20 szintézis alapu
piroszekvenal6 berendezés volt melyet a 454 Life Sciences (késébb Roche) dobott piacra 2004-
ben, illetve az utdédja a 454 GS FLX (2005-ben) 100-150 bp read hosszt és 20 Mb-nyi
szekvenciaadatot nyujtott futdsonként. A 454 platform folyamatos fejlesztésen ment keresztiil
a 2008-as 454 GS FLX Titanium és 2009-es 454 GS FLX+ tovabbfejlesztéssel, képes volt mar
tobb mint 600 Mb eldallitasara egyetlen futassal, akar 1 kbp hosszusagi readekkel. A
szekvenal6 piac szamara a masik 16kést a Solexa adta 2006-ban a Genome Analyzer forgalomba
hozatalaval, amely kozvetlen versenytarsa volt a GS FLX-nek. Ennek a szintézis alapt
szekvenatornak a miikddési elve hasonlit a Sanger eljarashoz abban, hogy fluoreszcens reverz
terminator nukleotidokat hasznal. Egy futassal 1 Gb adatot szolgaltat, de még mindig nagyon
rovid read hosszal (35 bp) rendelkezik, viszont azzal a lehetéséggel, hogy paired end (a DNS
szal mindkét végérdl - 5' és 3' - torténik a szekvenalas) szekvenalast végez, gyakorlatilag

megdupldzza a read hosszat. Az [llumina 2007-ben megvette a Solexat, az elkdvetkezd években
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fejlesztések és eszkozok széles valasztékat fejlesztette a kozepestdl a nagy teljesitményiiig
(példaul a GAIlx, a HiSeq csalad, és a népszertii asztali valtozat a MiSeq). Jelenleg, kétségkiviil
az Illumina szekvenald berendezései a legszélesebb korben hasznaltak a kutatasban,
koszonhetden a kivald koltséghatékonysagnak ¢és magas szekvendld pontossagnak. A
platformjaik kozott elérhetd read hossz 2x125 és 2x300 bp kdzott van és a teljesitmény tobb Gb
(néhany ora) és néhany terabazis (majdnem egy hét) kozott valtozhat. Természetesen szamos
masik vallalat is piacra dobta a sajat késziilékét, példaul a Pacific Bioscience fluoreszcens
nukleotidokat érzékel az egy molekula valds idejl szintézis alapt szekvenalasi folyamataban
az RS és RS II késziilékkel, a dinukleotidok ligalas alapt szekvenalasa SOLiD szekvenaloval,
amelyet az Applied Biosystems értékesitett (idokdzben felvasarolta a Thermo Fisher
Scientific). Az Ion Torrent szekvenatorok (Thermo Fisher Scientific, korabban Life
Technologies) olyan DNS szekvenald technologiat haszndlnak, amelyben félvezetd
technikaval, integralt &ramkdroket hoznak 1étre, ami képes kozvetlen elvégezni a genomok,
nem-optikai alapti DNS szekvenalasat. Tehat ez IS egy szintézis alapu szekvenalasi modszer. A
szekvenciaadatok kozvetlen a felszabaduld hidrogénionok, és az altaluk okozott pH valtozas
érzékelésébdl szarmaznak, melyek akkor keletkeznek, amikor a DNS polimerdz beépiti a
templatnak megfeleld nukleotidot. Az ionchip ion-szenzitiv, térvezérlést tranzisztor (FET)
alapt szenzorokat tartalmaz. Az integralt aramkorok kialakitasahoz hasznalt, széleskorben
elterjedt technoldga, a komplementer fém-oxid félvezetd (CMOS), lehetdvé teszi a késziilek
alacsony koltségii, nagy mennyiségii gyartasat (Rothberg et al., 2011). A kovetkezd, ,,harmadik
generdcios” szekvenald platformok, mint példaul az Oxford Nanopore MinlON késziileke
egyetlen hosszi DNS lanc szekvenaldsat valositja meg, iondramot hasznal az egyszali
jeloletlen DNS molekula érzékeléséhez, ahogy athalad egy fehérje nanoporuson (Goodwin et
al., 2015; Hodkinson & Grice, 2015; Kulski, 2016). Ez a mindenre Kiterjed6 fejlodés
elosegitette a szekvenalas alapu kutatas befolyasanak novekedését az élettudomanyok minden
teriiletén. Azonban, mivel a technologia gyorsabban fejlédott, mint a szamitastechnikai
megfeleldje, valdjaban teljesitményben tobbszordsen feliilmtlta Moore-térvényét (Moore,
2006), elére nem latott mennyiségii szekvenciaadat keletkezett, ami igazi kihivast okozott az
adatelemzés és altalanossagban a bioinformatika szamara.

A kifinomult bioinformatikai eszk6zokre, amelyek belathatd idon beliil képesek tobb
millié readet feldolgozni, korabban nem volt sziikség, ezért nem is alltak rendelkezésre. gy a
korai j generacios szekvenalason alapuldé metagenomikai tanulmanyok f6 témaja, tekintettel a
bioinformaikai feldolgozasra, lényegében ezeknek a hatalmas mennyiségli adatoknak a

kezelése volt. Ennek kdszonhetden a feldolgozasi folyamat egyszeri maradt, azaz kdzvetleniil
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a nyers szekvenciakbol szarmaztak az eredmények, atfogd BLAST (Camacho et al., 2009)
kereséseket végeztek nagy mennyiségii adathalmazon, hogy osszehasonlitsak a 16S rRNS gén
adatbazisokkal vagy kimutassak mas kornyezeti marker gén azonosité motivumait és a teljes
genom szekvenciat szamos nukleotid és fehérje adatbazisban keresték (Angly et al., 2006;
Edwards et al., 2006; Gill et al., 2006; Turnbaugh et al., 2006). Masik nehézsége az 0j
generacidos szekvenald berendezéseknek a vele jard platform specifikus hiba profil. A
lehetséges eltérések €s miitermékek, amelyek bekeriilhetnek a szekvenalasi folyamatba nem
voltak eléggé ismertek. Ha ezeket nem szlrjiik ki, eltorzithatjdk a vizsgalati eredményeket
(Berry et al., 2011; Dohm et al., 2008; Gomez-Alvarez et al., 2009; Huse et al., 2007; Kunin
et al., 2010; Nakamura et al., 2011; Taub et al., 2010). Id6ével és a szekvenalasi mélység
novekedésével, a megfeleld6 mindségi kezelés, mint a hibasziirés vagy hibajavitas alapvetd
1épéssé valt a metagenomikaban és beépitették a bioinformatikai kiértékelés folyamataba (Yang
et al.,, 2013; Zhou et al.,, 2014). Raadasul 0j eszkozoket fejlesztettek kimondottan a
metagenomikai adatok feldolgozasdhoz és kiértékeléséhez, mint az elézetes feldolgozas (pre-
processing), kiilonbozd tipusu taxondmiai osztalyozas, genomok 0jjaépitése a metagenomok
Osszeszerelésével (genom alapt szekvendlas), az Osszeépitett genom fragmentek
csoportositasa, az egyes readek csoportositdsa taxonomiai egységekbe vagy funkciondlis
csoportokba (Kim et al., 2013; Teeling & Glockner, 2012). Ez sokkal komplexebb és
informacioban gazdagabb eredményeket nyujt, de sokkal alaposabb vizsgalatokat is igényel.
Lehetévé valt a mikrobialis csoportok taxonomiai azonositasan tGl a metagenom readek
génekhez, ortolog csoportokhoz vagy metabolikus ttvonalakhoz valé kapcsolasa.
Megismerhetjiik az extrém kornyezetekben €16 mikroba kozosségek talélési stratégidit és a
komplex kozosségeknek otthont ado élohelyeket (Xie et al., 2011), ami lehetévé tette példaul,
hogy hasonlosagot talaljunk a mélytengeri tiledékek és eséerddk talajaban ¢16 mikrobiologiai
kozosségek okologiai szerepe kozott (Quaiser et al., 2011), vagy a nyal mikrobiom bakterialis
kozosség szerkezetében bekdvetkezd valtozdsok azonositasat, amely fogszuvasodast, fogagy
gyulladast okozhat (Yang et al., 2012). Ezzel a megkozelitéssel lehet esélylink a biogaz
fermentorban lezajlo, anaerob biomassza-lebontasban és biometantermelésben résztvevo
Osszetett mikroba kozosség teljesebb megismerésére, igy kikOvezve az utat a jovobeli
folyamatoptimalizalasnak (Jaenicke et al., 2011; Jiinemann et al., 2017).

Az Osszeszerelt metagenomok altalaban nagyon fragmentaltak, tobb ezer contigot
tartalmaznak, és a kutatok eldzetesen (a priori) nem tudjak, hogy melyik contig melyik

genombol szarmazik, vagy hany genom van jelen a mintdban. A contigok binelésének célja,
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hogy fajok szerint csoportositsuk a contigokat. Az irdnyitott bineld moddszerek mar
megszekvendlt genomok adatbazisat hasznaljak, hogy a contigokat taxonomiai osztalyokba
soroljak. A nem iranyitott (csoportositd) modszerek természetes csoportokat keresnek az
adatokban. Mind az iranyitott, mind a nem iranyitott modszereknek két f6 része van: egy
metrikus, amely meghatarozza a hasonlosagot egy adott contig és bin kozott, €s egy algoritmus,
ami ezeket a hasonlosagokat hozzarendeléssé alakitja. A taxondémiai osztalyozashoz hasznos
mikroba faj még nincs megszekvendlva, igy a felépitett genom fragmentek nagy részét nem
lehet referencia genomokhoz térképezni. Ez 6sztondzte a kutatdkat arra, hogy a contigok
szekvencia Osszetételét hasznaljak bineléshez (Quince etal., 2017). A kiilonb6z6 mikroba fajok
genomjai sajatos bazis kombinaciokat tartalmaznak, és ezek eltér6 k-mer gyakorisagot
eredményeznek (Karlin et al., 1997). Ezen a k-mer gyakorisagon alapuldé metrikat
hasznalhatjuk a contigok binelésére: a tetramereket tekintik a leginformativabbnak a

metagenomikai adatok bineléséhez (Dick et al., 2009).

A contigok csoportositasa vonzo eljards lehet, mert nem igényel referencia genomot.
Egészen a legutobbi idokig, a legtobb contig csoportositd algoritmus, mint pl. a MetaWatt
(Strous et al., 2012) és SCIMM (Kelley & Salzberg, 2010), kiilonféle fajosszetétel metrikat
hasznalt, n¢ha teljes lefedettséggel parositva. Mivel mostandban sokmintds metagenom
adatmennyiségek keletkeznek, a kutatok rajottek, hogy az Osszetett mintaban a contig
lefedettség sokkal erdsebb jelet biztosit a contigok Osszecsoportositasahoz (Albertsen et al.,
2013; Sharon et al., 2013). Az alapelv az, hogy ugyanabbol a genombo6l szarmazo contigoknak
hasonlé lefedettségi értékiik lesz minden metagenomon beliil, habar a genomon beliili GC
tartalom valtozas és a bakterialis replikacids origd koriil megnovelt olvasasi mélység kihivast
jelenthet (Korem et al., 2015). Az elsé algoritmusok emberi adatbevitelt igényeltek, hogy
elvégezzek a csoportositast. Ez lefedettségi informacidkon és Osszetételen alapult, amelyet meg
lehetett jeleniteni két dimenzidban (Albertsen et al., 2013). Ma mar elérhetéek teljesen
automatizalt megkozelitések, mint példaul a CONCOCT (Alneberg et al., 2014), GroopM
(Imelfort et al., 2014) és MetaBAT (Kang et al., 2015), amelyek nagy adatmennyiségek
kezelésére is képesek, de még jobb eredményeket érhetiink el, ha manualis finomitassal
kombinaljuk ezeket és egy alkalmas megjelenitd eszkozt hasznalunk, mint amilyen az Anvi’o
(Eren et al., 2015).

A metagenom adatokbol Osszeszerelt genomok (metagenomic assembled genoms

MAGS) felépitéséhez haszndlt modszerek nélkiilozhetetlenek a baktériumok sokféleségének
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megismeréséhez. A MAGs teljességét altaldban az egy kopiaban jelen 1évé mag (core) gének
vizsgalataval becsiilik meg, mint példaul a tRNS szintetdzok vagy riboszomalis fehérjék. Egy
tiszta MAG ezeket a géneket egyetlen kopidban fogja tartalmazni. A MAG értékes adatokat
biztosit az Osszehasonlitdé genomika szamara, beleértve filogenetikai fak készitését,
funkcionalis jellemzést és MAG abundancidk Osszehasonlitasat a kiilonbdz6 mintdkban
(Quince etal., 2017).

A metagenomok taxonomiai jellemzése azonositja, mely mikroba fajok vannak jelen a
metagenomban és megbecsiili az abundanciajukat. Ezt elvégezhetjiik 0sszeszerelés nélkiil,
kiils6 szekvencia-adatbazison keresztiil, mint példaul a mindenki szamara elérhet6 referencia
genomok. Ez a megkozelités mérsékelheti az Osszeszerelési problémakat, felgyorsitja az
adatfeldolgozéast és lehetové teszi az alacsony abundancidju organizmusok jellemzését,
amelyeket nem lehet de novo Gsszeszerelni. Ennek a megkozelitésnek a legfébb korlatja, hogy
a kordbban nem jellemzett mikrobakat nehéz jellemezni/bemutatni. Viszont az elérhetd
referencia genomok szdma gyorsan nd, évente tobb ezer genommal. A readek egyszerti,
genomokra torténd térképezése sok hibas pozitiv eredményt adhat, de ez a megkozelités
hatékonynak bizonyul, ha az eredményt a legkozelebbi kozos 6s (lowest common ancestor
LCA) alapjan (Huson et al., 2011) utélag feldolgozzuk vagy tarsitjuk interpolalt Markov
modellel (Brady & Salzberg, 2009). A Kraken szintén az LCA-t hasznalja, de felgyorsitja az
adatfeldolgozast azzal, hogy a szekvencia térképezést k-mer egyezéssel helyettesiti (Quince et
al., 2017).
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3 Célkittizés
Munkam soran célként tliztem ki a celluloz tartalmi alapanyagokbdl torténd biogaz termelés

hatékonysaganak javitasat a kovetkezd stratégia alapjan:

e Termofil anaerob fermentacidoban résztvevd mikroba konzorcium hozzaszoktatasat a
celluloz szubsztrathoz a k6zosségben jelen levo cellulozbontok dusitasaval.

e A dusitassal létrehozott stabil cellulozbonté mikroba kozdsség izolalasa, jellemzése,
fenntarthat6saga.

e A biogaz ipari mezOgazdasdgi melléktermék alapanyagok (kukoricaszar ¢és
napraforgdszar) biometan potencialjanak vizsgalata mezofil és termofil koriilmények
kozott, illetve hozzaadott celluldzbontd torzsek fermentaciora gyakorolt hatasanak
megfigyelése.

e A biogaz termelés fokozésa az izolalt cellulozbontd mikroba kozdsségekkel.

e Annak vizsgalata, hogy a legnagyobb mennyiségben jelen 1évé torzsek egyenként
bejuttatva elegenddek-e az optimalis lignocelluldz lebontashoz és ebbdl kovetkezden a

metantermeléshez.
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4 Anyagok és mddszerek

4.1 Téapoldatok és torzsek
A DSMZ-td]l (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

Braunschweig, Germany) vasarolt torzseket ¢s a tenyésztéshez ajanlott tapoldatokat az alabbi

tablazat tartalmazza.
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Torzs Uj név DSM DSMZ tapoldat
azonositd szama
Caldicellulosiruptor DSM 8903 640
saccharolyticus
Thermoanaerobacterium DSM 571 61
thermosaccharolyticum
Thermoanaerobacter DSM 2355 144
pseudethanolicus
Caldanaerobacter DSM 13054 899
subterraneus subsp.
subterraneus
Clostridium Ruminiclostridium DSM 5812 520
cellulolyticum cellulolyticum
Clostridium Hungateiclostridium DSM 1237 122
thermocellum thermocellum
1. tablazat. Felhasznalt torzsek és tapoldatok
4.1.1 DSMZ 640 tapoldat (Caldicellulosiruptor saccharolyticus)
NH.CI 09g¢
NaCI, 019 g
MgCl; x 6 H,0O 0449
KH2PO4 0,75¢g
KoHPO, 1,559
Tripton 29
Eleszté kivonat 1g
Nyomelem-oldat SL-10 1ml
FeCI3 x 6 H,O 2,5 mg
D-cellobioz 1g
L-Cisztein-HCI x H,O 0,759
Resazurin 0,5mg
Desztillalt viz 1000 ml
A pH-t 7,2 értékre allitottam be.
4.1.1.1 Nyomelem oldat SL-10:
HCI (25%; 7,7M) 10 ml
FeCl, x 4 H,0 159
ZnCl, 70 mg
MnCl; x 4 H,O 100 mg
HsBOs 6 mg
CoCl; x 6 H.0O 190 mg
CuCl, x 2 H,0 2mg



NiCl, x 6 H20 24 mg

Na:MoQ4 x 2 H,O 36 mg

Desztillalt viz 990 ml
El6szor a FeCl,-t oldottam fel a HCI-ban, majd vizben kihigitottam. Ezutan adtam hozza a tobbi sot,
végiil desztillalt vizzel kiegészitettem 1000 ml-re.

4.1.2 DSMZ 61 tapoldat (Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum)

Tripton 109
Szacharéz 10g
Elesztd kivonat 2g
FeSO4 x 7H20 0,209
Na>SO3 0,2¢g
Nazszos X 5H20 0,08 g
Resazurin 1mg
Desztillalt viz 1000 ml

A pH-t 6,8-7,8 koz¢ allitottam be.

4.1.3 DSMZ 144 tapoldat (Thermoanaerobacter pseudethanolicus)

NH,4CI 0949
NaCl, 09¢g
MgCl, x 6 H,0 049
KH2PO4 0,75¢g
K2HPO4 15¢g
Nyomelem oldat 9ml
Elesztd kivonat 1g
FeSO4 x 7 H.0 3mg
Resazurin 1mg
Vitamin oldat 5ml
Eleszt6 kivonat 39
Tripton 1lg
Glikoz 5¢
Desztillalt viz 1000 ml

Az oldat pH értékét 7,2-7,4 kozé allitottam be
4.1.3.1 Nyomelem oldat

Nitrilotriecetsav 12,8¢
FeCl, x 4 H,O 0,29
MnCl; x 4 H,0 0,19
CoClz x 6 H20 0,17¢
CaCl, x 2 H,0 01g
ZnCl, 0,1g
CuCl; 0,02¢g
H3BOs 0,01g
Na:MoOs x 2 H,0 0,01g
NiCl, x 6 H.O 0,026 g
FeSO4 x 7 H,0O 3mg
NaCl 19
Na-SeOs x 5 H,0 0,029
Desztillalt viz 1000 ml

A pH-t 6,5-0s értékre allitottam be.
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4.1.3.2 Vitamin oldat

Biotin 2mg
Folsav 2mg
Piridoxin HCI 5mg
Tiamin HCI x 2 H.0 5mg
Riboflavin 5mg
Niacin 5mg
D-Ca-pantoténsav 5mg
Vitamin Bz 0,1 mg
p-amino-benzoésav 5mg
Liponsav 5mg
Desztillalt viz 1000 ml

4.1.4 DSMZ 899 tapoldat (Caldanaerobacter subterraneus subsp. subterraneus)

NH.CI 19
KoHPO, 0,39
KH2PO4 0,3¢g
MgCl; x 6 H,0O 1lg
CaCl; x 2 H.0 1lg
L-Cisztein-HCI x H,0O 0549
KClI 0,29
NaCI, 016 g
Nyomelem oldat 10 ml
Eleszté kivonat 249
Glikoz 49
NaHCO:3 49
Na,S,03 x 5 H,O 2,5 g
Na.S x 9 H,0 0,459
Resazurin 0,5 mg
Desztillalt viz 1000 ml

A pH-t 7-re allitottam be.
4.1.4.1 Nyomelem oldat

Nitrilotriecetsav 159
MgSOs x 7 H.0 349
MnSO4 x H.0 05¢g
NaCl 1lg
FeSO4 x 7 H,0 01g
CoS0O4 x 7 H0 0,189
CaCl; x 2 H.0 0,19
ZnS0,4 x 7 H.0 0,18 g
CuS0O4 x5 H0 0,01g
KAI(SO4)2 x 12 H,0 0,02¢g
HsBO3 0,01g
Na:MoO, x 2 H.0 0,01g
NiCl; x 6 H,O 0,03¢g
FeSO4 x 7 H,0O 3mg
Na,SeO3 x 5 H,0O 0,3mg
Desztillalt viz 1000 ml

Az oldat pH-jat 7-re allitottam be.
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KH2PO4

K2HPO4

NH.CI

CaCl; x 2 H,0

MgCl, x 6 H.0O

MgSOs x 7TH,0

Eleszt6 kivonat

Kl

Resazurin
L-Cisztein-HCI x H.O
Nyomelem oldat SL-10
D-cellobioz

o-celluloz
Karboximetil-celluloz
Desztillalt viz

A pH-t 7,2-es értékre allitottam be.

(NH4)2SO04

KH2PO4

K2HPO4

MgCl, x 6 H,0O

CaCl; x 2 H.0

FeSO4 x 7 H,0 oldat (1% w/v 0,1N H2SO4-ben)
Nyomelem oldat SL-10

Elesztd kivonat

D-cellobioz

L-Cisztein-HCI x H,0O

Desztillalt viz

Az oldat pH-jat 7,2-re allitottam be

(NH4)2S04

MgClz X 6 H,O

KH2PO4

K2HPO,

CaCl; x 2 H,0

Nay-B-glicerol foszfat x 4 H,O
FeSO4 x 7 H,0 oldat (1% w/v 0,1N H,SO4-ben)
L-Glutation (redukalt)

Elesztd kivonat

Resazurin

Cellobioz

Desztillalt viz

A pH-t 7,0-7,2 ko6z¢ éllitottam be.

4.1.8 Fiziologids sooldat:

NaCl
Desztillalt viz
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4.1.5 A cellulozbontd mikrobak izolalasahoz €s tenyésztéséhez hasznalt tapoldat

2,79
3549
0,53¢g
0,084
01g
0,29
0,29
0,01g
1 mg
0,75¢g
1mil

1000 ml

4.1.6 DSMZ 520 tapoldat (Ruminiclostridium cellulolyticum):

139
15¢9
2,66 ¢
0,2¢g
75 mg
125 pul
1mil
29
69
05¢
1000 ml

4.1.7 DSMZ 122 tapoldat (Hungateiclostridium thermocellum):

1,39
2640
143¢
554¢
0,13¢g
69
1,1 mi
0,25¢g
45¢
0,5mg
59
1000 ml

9¢
1000 ml



4.1.9 Caldicellulosiruptor saccharolyticus DSM 8903

4.1.10 Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum DSM 571
4.1.11 Caldanaerobacter subterraneus subsp. subterraneus DSM 13054
4.1.12 Thermoanaerobacter pseudethanolicus DSM 2355

4.1.13 Ruminiclostridium cellulolyticum DSM 5812

4.1.14 Hungateiclostridium thermocellum DSM 1237

4.2 A dusitashoz €s biogdz fermentacidhoz hasznalt oltdiszapok

A dusitasi/izolalasi folyamathoz az oltoiszap egy termofil biogdz lizembdl (Batortrade
Kft., Nyirbator) szarmazott, amit ki{ilonb6z6 novényi biomasszaval, baromfitragyaval és
pasztorizalt vagohidi hulladékkal taplaltak. A mezofil biogaz izembdl szarmazé iszapot, amely
sertéshigtagyat és silokukoricat hasznal szubsztratként (Zoldforras Kft., Szeged), 2 hétig 55 °C-
on inkubaltam a termofil kisérleteket megel6zéen, hogy a benne talalhatd mikroba konzorcium
adaptalodjon a termofil koriilményekhez. Ezt a kozOsséget hasznaltam oltdiszapként a

bioaugmentacids kisérletekben.

4.3 Cellulozbont6 konzorcium dusitasa és izolalasa

4.3.1 Els6 dusitasi lépés

Az elsé dusitasi 1épés 500 mL térfogath szérum tivegekben tortént. Minden tiveget butil
gumi szeptummal €s aluminium gytriivel zartam le €és a légterét nitrogén gazzal atfuvattam,
hogy anaerob kornyezetet hozzak létre. Az iivegekbe 400 mL iszapot toltdttem (Batortrade
Kft.). Szénforrasként a-cellulozt, illetve glikkozt adtam a rendszerhez. A kezdeti 1 g/L heti
szubsztrat bevitelt fokozatosan 10 g/L-re noveltem a 10. hétre, viszont utana 6 g/L-re
csokkentettem a megemelkedett illékony szerves sav koncentracid miatt. Ezutan egy nyugalmi
id6észak kovetkezett, hogy a felhalmozodott szerves savak mennyisége lecsokkenjen. Az elsd
dusitasi 1épés harom parhuzamossal zajlott 55°C-on és az livegeket naponta egyszer manualisan
megkevertem. Az els6 dusitasi szakasz 15 hétig tartott, amelyet egy négy hetes nyugalmi

1doszak kovetett.
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4.3.2 Masodik dusitasi 1€épés €s izolalas

A maésodik dusitasi 1épésben az elsd szakaszbdl szarmazo, nyugalmi idészakon atesett
biogaz termeld kulturat hasznaltam oltéiszapként. A cellulozhoz torténd adaptacié masodik
fazisaban olyan fermentaciokat is Osszeéllitottam amelyekhez Caldicellulosiruptor
saccharolyticus-t adtam, hogy 0sszehasonlitsam a dusitott és ennek a cellulézbontd kultaranak
a teljesitményét, amelynek a termofil bioaugmentacios képessége ismert (Kovacs et al., 2013).
Ebben a kisérleti 0sszeallitasban, az tivegek 190 mL oltoiszapot és 10 mL desztillalt vizet,
illetve Ca. saccharolyticus kultarat (1,8x10" CFU/mL) tartalmaztak. A hetedik héten ismét
jutattam a fermentorokba friss Ca. saccharolyticus kultarat. A heti szubsztrat bevitel 4 g/L a-
celluléz volt. A mésodik dusitasi fazis két parhuzamossal zajlott 18 hétig 55°C-on és az
tivegeket naponta egyszer manualisan megkevertem. A masodik szakasz utdn mintat vettem a
kezdetek ota a-cellulozzal taplalt két fermentorbol és a 4.1.5 pontban jellemzett tapoldatban
tartottam fent az igy 1étrejovo kevert cellulozbontd kultarakat, amelyeket AD1 és AD2-nek

neveztem el.
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3. dbra. A dusitas és izolalas folyamatabrdja
4.4 Bioaugmentacid kevert cellulézbontod konzorciumokkal

Ezutan megvizsgaltam a cellulozbont6é konzorciumok (AD1 és AD2) bioaugmentacios
hatasat. A 125 mL-es szérum iivegek 60 mL folyadék fazist tartalmaztak: 50 mL oltoiszap
(Zoldforras Kft., 4.2. fejezet) és 10 mL AD1, illetve AD2 (4,6 x108 sejt/mL) vagy steril
desztillalt viz. Ezekben a kisérletekben kukoricaszarat hasznaltam szubsztratként 8 g VS/L
adagolasban. A kukoricaszarat egy helyi term6foldrdl gytijtdttem be és 55 °C-on kiszaritottam.
A széaraz kukoricaszarat mechanikailag eldkezeltem <2 mm-es szemcseméretiire egy Retsch

SM 100 késes apritoval, majd szobahdmérsékleten taroltam fénytdl és nedvességtol elzartan.

[ ]
i
(o= (mt

Dusitas Cellulolitikus konzorciumok: AD1, AD2 Szekvenalas

4

@ * Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum
\ * Caldanaerobacter
<:| — subterraneus
* Thermoanaerobacter
pseudethanolicus

Ruminiclostridium
cellulolyticum

a-celluloz

Metanhozam fokozas Bioaugmentacio

4. dbra. A dusitasi, izolaldsi és bioaugmentacios kisérletek folyamatdbrdja
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4.5 Kukorica- és napraforgdszar fermentacidja mezofil és termofil koriilmények
kozott

Ezekben a kisérletekben a kukoricaszar mellett napraforgdszarat is hasznaltam
szubsztratként. A napraforgdszarat hasonléan a kukoricaszarhoz egy helyi term6foldrol

gyljtottem be és a 4.4 pontban leirtakkal megegyezden kezeltem és taroltam.

A fermentacidokat 125 mL szérum iivegekben allitottam Ossze 60 mL végtérfogatban. A
fermentorok 45 mL oltoéiszapot és 15 mL fizioldgas sooldatot tartalmaztak. A szubsztrat bevitel
8 g VS/L volt.

7y

O0sszehasonlitasa

A bioaugmentacios és elékezelési kisérlet esetén a felndvesztett Ruminiclostridium
cellulolyticum és Hungateiclostridium thermocellum kultarakat lecentrifugaltam (10000 rpm,
10 perc, 4°C), leontdttem a feliiluszot és a sejteket fizioldgias sdoldatban szuszpendaltam fel.
Ezzel a 1épéssel eltavolitottam a ndvesztéshez haszndlt tapoldatot és elkeriiltem, hogy a
szubsztraton kiviil tovabbi szénforrast juttassak a fermentorba. Tovdbbd az eredeti
sejtkultaranal toményebb kulturaval dolgozhattam. Ebbdl a toményebb baktérium kultirabodl 6
mL keriilt a fermentorokba. A tomény sejtkultiira a R. cellulolyticum esetén 3,1x10° sejt/mL, a
napig tartott 15 mL fiziologias sdoldatban, a R. cellulolyticum esetén 37°C-on, mig a H.
thermocellum esetén 55°C-on razatas nélkiil, anaerob koriilmények mellett.

4.7 Analitikai modszerek

Az illékony zsirsavak (VFA, volatile fatty acid) mennyiségét nagy teljesitményii
folyadékkromatografiaval (HPLC) hataroztam meg (Hitachi Elite, ICSep ICE-COREGEL 64H
kolonna ¢és Refraktiv index (RI) detektor L2490) a kovetkezd paramétereket hasznélva:
eluensként 0,05 M H2SOq-t alkalmaztunk, 0,8 mL/perc aramlasi sebesség mellett, a kolonna

homérseklete 50°C, a detektor homérséklete 41°C volt. A tiz pontos kalibracié ismert

crer

A keletkezd biogdz metantartalmat gdzkromatograf segitségével hataroztam meg
(6890N Network GC System, Agilent Technologies). Ehhez kezdetben egy ,,nyitott” Hamilton
fecskendd segitségével vettem mintat a gaztérbol. A bioaugmentacio és elokezelés hatasdnak
Osszehasonlitdsdhoz végzett kisérleteknél mar egy gazzard fecskenddt hasznaltam a
mintavételhez, ebbdl ered, hogy azonos szubsztrit esetén magasabb metanhozamot

figyelhetiink meg, mint korabban. A gazkromatograf 5 A molekulasziiré kolonnval (30 m
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hossza, I.D. 0,53 megabore, film 25 pum) és hdévezetoképességi detektorral (TCD) van
felszerelve. Nitrogént, illetve a késdbbiekben argont hasznaltam vivégazként. A kapott értékbol

kalibracios egyenes segitségével szamoltam ki a mintdban levé metdn mennyiségét.

A szarazanyag tartalom meghatarozasahoz a mintakat keramia tégelyekbe helyeztem,
majd lemértem. 105°C-on szaritottam egy ¢&jszakan at és igy is lemértem a tomegiiket. A széraz
¢s nedves tOmeg hanyadosabol kovetkeztettem a minta szdrazanyag tartalmara. A szerves
szarazanyag tartalom meghatarozasahoz a kiszaradt anyagot 550°C-on hevitettem 2 oran
keresztiil. Ez alatt a mintaban talalhatd szerves anyagok elégnek ¢€s csak a szervetlen hamu
marad vissza. Az égetés utan kapott értéket kivontam a szaraz minta tomegébdl majd ezt

osztottam a szaraz tomeggel. Az igy kapott eredmény a szerves szarazanyag tartalom.

A mintdk C és N tartalmat Elementar Analyzer Vario MAX CN (Elementar
Analysensysteme GmbH) késziilékkel mértem. Mérés soran a miiszer a mintakat elégeti és a
keletkez6 CO2 és N tartalmt gazok mennyiségébdl kovetkeztet a minta C és N tartalmara (égési
hémérséklet: 900°C, égés utani hdmérséklet: 900°C, redukcidés hdmérséklet: 830°C, kolonna
hémeérséklet: 250°C). A berendezés TCD detektor segitségével hatdrozza meg a minta
Osszetevoit. A mintak égetése 4.5-0s tisztasagl oxigénnel tortént, a vivogaz 5.0-as tisztasagu

hélium.

A keletkezd biogdz mennyiségét vizkiszoritdsos technikdval mértem, az idealis
gaztorvény hasznalataval, a mért értéket atszamitottam normal allapotra vonatkoztatva (normal

homérséklet: 273K és normal 1égkori nyomas: 1013 mbar) (Yuan et al., 2014).

4.8 Enzimaktivitas mérés

A B-glikkozidaz aktivitas méréséhez szubsztratként 4-nitrofenil-p-D-gliikopiranozidot
(pNPG) hasznaltam. A reakcioelegy a kovetkezd OsszetevOket tartalmazta: a 2 mL reaktorbol
szarmazo6 mintahoz centrifugalas utan 750 uL natrium-acetat puffert (pH 5) és 250 pL pNPG-t
(20 mM) adtam. A mintdkat 55°C-on inkubaltam 30 percig. Az exogliikanaz aktivitas méréshez
szubsztratként 4-nitrofenil-p-D-cellobiozidot (pNPC) hasznaltam. Az enzimatikus reakci6 az
alabbi 0sszetevoket tartalmazta: a 2 mL reaktorbdl szarmazd mintdhoz centrifugalas utan 950
uL natrium-acetat puffert (pH 5), 25 pL gliikonolaktont (20 mM) és 25 pL pNPC-t (20 mM)
adtam. A gliikonolakton megakadalyozza, hogy a B-gliikkozidaz hidrolizalja a pNPC-t (Gao et
al., 2011). A mintakat 55°C-on inkubaltam 3 6raig. Mindkét esetben a keletkez6 p-nitrofenol

mennyiségét spektrofotometridsan 400 nm-en mértem 200 pL. 1M NaCOsz hozz4adasa utan.
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4.9 DNS izolalas

Az els6 szekvenalashoz a teljes genomi DNS-t egy modositott cetil-trimetil-ammonium-
bromid (CTAB)-alapu moédszerrel vontam ki 10 mL cellulézbontd konzorciumbél (Acs et al.,
2015). A masodik szekvenalashoz a DNS-t Zymo Research Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe
Kit-tel izolaltam négy kiilon ndvesztésbdl, majd az igy kapott DNS mintakat szekvenalas elott

crcer

1000 Technologies), és az integritasat agar6z gélelektroforézissel ellendriztem.

4.10 Ujgeneracios DNS szekvenalas

A szekvenalas Ion Torrent PGM 316 chip (Thermo Fisher Scientific) hasznalataval
tortént az MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont Szekvenald Laboratoriumaban. Az elso
szekvenalas soran nyert szekvenciakat az MG-RAST programcsomag hasznalataval értékeltiik
ki (Meyer et al., 2008). Az MG-RAST szerver az eredményeket szamos referencia
adatallomannyal 0sszevetve szolgaltatja (NCBI M5nR) (Wilke et al., 2014, Wirth et al., 2015).
A masodik szekvenalas utan kapott eredményeket a Kraken programcsomag (Wood &
Salzberg, 2014) segitségével értékeltiik ki, illetve a korabbi szekvenalast is tjra kiértékeltiik a
jobb 0sszehasonlithatosag érdekében. A Kraken a szekvencidk azonositasahoz a k-mereket a
legkozelebbi k6zos 0shoz térképezi. Az azonositashoz az NCBI RefSeq taxondmiai adatbazisat
hasznalja. A 230-270 bp hosszusagu readeket CLC bio program segitségével szereltiik Ossze
500-1000 nukleotid hosszisagu contigokka. A readek hosszanak legalabb 50%-ban atfedének
kell lenniiik egymassal, 80%-0s pontossadggal. (CLC bio beallitdsok: Mismatch cost 2, Length
fraction 0,5, Similarity fraction 0,8, Insertion cost 3, Deletion cost 3). 0,7-es konfidencia
értékkel szirtiik a kapott eredményeket. A nyers readek contigokka szereclése MEGAHIT-tel
tortént, az alapbedllitasokat hasznaltuk, kivéve a minimum contig hossz esetén, amely 1000
nukleotid volt. A MEGAHIT egy de novo 0Osszeszereld, amely képes nagy és komplex
metagenomikai adatok idd- és koltséghatékony Osszeszerelésére (Li et al., 2015). Az
Osszeszerelt contigokat az Anvi’o segitségével vizsgaltuk. Az Anvi’o egy fejlett, ‘omikai
adatokat elemzd ¢és abrazold platform. A metagenomikai adatdllomany el0készitéshez az
anvi’o-val torténd vizsgalat eldtt sziikség van a mintdkban 1évo rovid readek dsszeszereléséhez,
hogy létrehozzunk kozdsségi contigokat. Ezt kdveti az egyéni mintdkban 1évd rovid readek
visszatérképezése ezekre a contigokra. A kozosségi contigok FASTA f3jlja és a BAM fajlok,
amelyek a térképezés eredményét tartalmazzak, adjak az anvi’o szamadra a kiindulasi adatot. A
metagenomikai mintdk anvi’o-val torténd vizsgalata jellemzden a kovetkezd 1épésekbdl all: (1)

egy contig adatbazis létrehozdsa, (2) minden minta jellemzése egyenként és az egyedi
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jellemzések Gsszeolvasztasa/egyesitése, (3) az eredmények interaktiv abrazolasa, a felhasznald
altal végzett binelés, vagy az automaikusan azonositott binek finomitésa, és (4) az eredmények
Osszegzése (Eren et al., 2015). A HMMER a Pfam adatbazisbol (kuralt fehérje adatbazis)
azonositja a szekvencidkhoz tartozo fehérjéket (EI-Gebali et al., 2019). A Bowtie 2 mintanként
visszatérképezi a readeket a contigokra (Langmead & Salzberg, 2012). Ebbdl késziil egy profil,
amelyet Ossze kell olvasztani, ezutan megtorténik az automata binelés a CONCOCT-tal, illetve
manualis binelést is alkalmaztunk. A CONCOCT egy olyan program, amely a contigokat
szamos mintan keresztiil a szekvenciadsszetétel és lefedettség alapjan csoportositja genomokba
(Alneberg et al., 2014). Az elemzésnél minimum 2000 nukleotid hosszisagi contigokat
hasznaltunk, hogy csokkentsiik a fragmentélt binek szamat. A kapott eredményeket Kaiju
segitségével annotaltuk. A Kaiju egy taxondmiai osztalyozd program, amely a szekvencidkat
egy mikrobialis fehérje-referenciaadatbazishoz hasonlitja. A Kaiju leforditja a metagenomikai
szekvencia readeket a hat lehetséges leolvasasi keretté és az aminosav-szekvencidk egyezéseit
keresi mikrobialis referencia genomokbdl szarmazo annotalt fehérje-adatbazisbol (Menzel et

al., 2016). CheckM ellendrzi a genomok teljességét (Parks et al., 2015).

4.11 Statisztikail analizis

A statisztikai analizist Student-féle t-eloszlas hasznalataval végeztem (kétszéld, két
mintas, nem egyenld varianciaju). A kiilonbségeket statisztikailag szignifikansak tekintettem,

ha p <0,05 volt.
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5 Eredmények ¢s értékelésiik

5.1 Cellul6zbontd termofil konzorcium dusitasa

A lignocellul6z tartalmi biomassza anaerob lebontdsa sordn a hidrolizis a
sebességmeghatarozo 1épés (Sawatdeenarunat et al., 2015). A hatékony lebontas érdekében a
biogaz termeld mikroba konzorciumnak magas cellulaz aktivitassal rendelkez6 mikrobakra van
sziiksége. Ennek érdekében a-celluléz szubsztrat segitségével kivantam feldasitani az
oltdiszapban (amely egy termofil biogaz lizembdl (Batortrade Kft., Nyirbator) szarmazott) jelen
1évo cellulozbonté mikrobakat. Kontrollként gliikozt hasznaltam szénforrasként, mivel ez a
mikrobak szamara konnyen hasznosithatd szubsztrat és a celluloz lancot gliikkoz monomerek
épitik fel. Termofil hdmérsékleten gyorsabb a szerves anyagok atalakitdsa és magasabb a
biogaz hozam. Annak érdekében, hogy nyomon kdvessem a fermentacio megfelelé mikodését,
az illékony zsirsav tartalom (5. abra) és pH (6. abra) valtozasat rendszeresen monitoroztam a f3-
gliikozidaz enzimaktivitassal egylitt (7. dbra), utdbbi tiikrozi a celluloz hidrolizisét. A folyamat
soran keletkezett biogdz mennyiségét a 8. dbra szemlélteti. Amikor az egyediili szénforrasként
gliikozzal taplalt fermentorok szubsztratbevitele elérte a 10 g/L értéket (10 hét), az illékony
zsirsavak mennyisége (VFA), kiilondsen a propionsav, 2 g/L feletti koncentraciét mutatott, ami
mar azt jelzi, hogy a biogéz termelésben résztvevd mikrobak kozotti egyensuly felborult.
Nielsen és mtsai. (2007) munkajukban megallapitottak, hogy a propionat kulcsparaméter a
komplex szerves hulladékot kezeld biogaz tizemekben a folyamat kiegyenstulyozatlansaganak
jelzéséhez, és a biogaztermelé folyamat szabalyozasahoz ¢és optimalizalasahoz. Az
eredményeik azt mutattdk, hogy a metantermelés, pH vagy propionat:acetat ardny nem
hasznalhat6 egyetlen megbizhatd paraméterként a tragyat €s ipari hulladékot egyiitt kezeld
biogaz tizemekben a folyamatban bekovetkezé zavar jelzésére. Wang és mtsai. (2009) azt
talaltak, hogy amikor a propionsav koncentracioja elérte a 900 mg/L-t, az acidogén baktériumok
aktivitasa csokkent, amely hatdsara az illékony zsirsavak lebontdsi sebessége nagymértékben
lelassult és ennek kovetkeztében az illékony zsirsavak felhalmozodtak. Bar az 6ssz VFA
tartalom a metanogének szamara gatlo kiiszobérték felett volt (2.4.9 fejezet), lathatdlag nem
volt hatassal sem a pH-ra sem a biogaz termelésre, ami azt mutatja, hogy a rendszer jo
pufferkapacitdssal rendelkezett. A celluldéz fermentacioja esetén az 1 g szerves szarazanyagbol

keletkezett biogaz mennyisége 304+26 mL, mig gliikdz esetén 276+2 mL volt (8. abra).
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5. abra A-F. VFA koncentrdciok (A - ecetsav, B - propionsav, C - izovajsav, D - vajsav, E -
izovaleriansav, F - dsszes szerves sav) valtozasa az elsé dusitasi lépés alatt, gliikoz (kék oszlop) vagy
o-celluloz (zold oszlop) szubsztrat esetén. Az értékek harom parhuzamos minta atlagai és a hibasavok

a sztenderd szorast jelzik.
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6. abra. pH valtozas gliikoz (kék, szaggatott vonal) illetve celluloz (zold, folytonos vonal) szénforrads
esetén. A heti szubsztrat bevitelt fokozatosan 10 g/L-re noveltem a 10. hétig, utana visszacsokkentettem
6 g/L/hétre.
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7. abra. p-glitkozidaz enzim aktivitds valtozas a celluloz adaptacio alatt (¢). Novekvo aktivitast
figyelhetiink meg a magasabb szubsztrat felhasznalas esetén és az aktivitas csokkenését lathatjuk az
alacsonyabb vagy hianyzo szubsztrat terhelés (piros oszlop) alatt.
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Biogaz hozam mL/g VS

8. dabra. A celluloz (zold) és gliikoz (kék) fermentacio biogdz hozamai: 30426 mL, illetve 276+2 mL/g
VS (p>0,05)

Siegert és Banks (2005) celluloz és glilkdz anaerob lebontasat tanulmanyozta hasonld batch
reaktorokban. Kisérletiikkben a celluloz és gliikkoz biogaz hozama 287 mL/g, illetve 126 mL/g
szubsztrat volt abban az esetben, amikor nem adtak illékony zsirsavakat a rendszerhez.
Vizsgaltadk, hogy milyen hatassal van a fermentaciora a kiilonb6z6 mennyiségben hozzaadott
illékony zsirsavak mennyisége. A cellulolitikus aktivitast, igy a celluléz hidrolizisét >2 g/L
koncentracioban gatoltak az illékony zsirsavak. A gliikkdz esetén 4 g/L feletti zsirsav
koncentracio némileg gatolta a fermentaciot, 8 g/L felett a biogaz termelés felére csokkent. Ez
azt mutatja, hogy a gliik6z fermentéacioja kevésbé volt érzékeny az illékony zsirsavak okozta
gatlasra. Altalanosan elfogadott megallapitis, hogy a propionsav gatlé hatisa a
metanogenezisre erésebb, mint az ecet- vagy vajsavé. Az altalam mért biogaz hozamok elérték
¢és meg is haladtak a Siegerték altal megfigyelt értékeket, viszont a Richards és mtsai. (1991)
altal tapasztalt 604+6 és 630+6 mL/g VS értékeknek csupan a 48-50% volt, amelyet a celluldz

és cirok termofil fermentacioja soran mértek.

A masodik dusitasi Iépésben 1) fermentaciokat inditottam az el6z6 szakaszbol szarmazo
cellul6zhoz adaptalt (dusitott) és nem adaptalt (gliikozzal taplalt) iszap felhaszndlasaval annak
érdekében, hogy megvizsgaljam vajon az elsé dusitasi 1épés sikeres volt-e? A mésodik dusitasi
1épéshez hasznalt iszap paramétereit a 2. tablazat mutatja, szénforrasként minden fermentor
esetében a-cellulozt hasznéltam. A fermentacié megfeleld miikodésének nyomon kovetésére
mértem az illékony zsirsavak koncentracioit (9. abra), pH-t (10. abra), biogaz hozamot (11. abra).

A celluloz hidrolizis hatékonysagat az exoglitkanaz (12. abra) és 3-glitkozidaz (13. abra) enzimek

51



aktivitasaval monitoroztam. A Ca. saccharolyticus-t, egy cellulaz aktivitassal rendelkezé
termofil, hidrogén termel baktériumot hasznaltam pozitiv kontrollként. A Ca. saccharoliticus
egy anaerob, Gram-pozitiv baktérium, amelyet Uj Zélandon egy termalforrasbol izolaltak.
Homérsékleti optimuma 70 °C. Sokféle szénhidratot képes hidrolizalni, példaul a cellulozt,
hemicellulozt, pektint, a-gliikant, B-glikant, hogy ecetsavat, tejsavat, hidrogént és CO.-ot
allitson el6 (Van De Werken et al., 2008). Errdl a baktériumrdl mar korabban bizonyitast nyert,
szerves sav koncentraciok (9. abra) ¢és pH értékek (10. abra) az optimalis tartomanyon beliil
(2.4.3 és 2.4.9 fejezetek) maradtak. A 10. abra lathatd, hogy a fermentacios folyadékok pH
értekei az adaptalt, illetve nem adaptélt oltoiszapot tartalmazd fermentorok esetén egyiitt
mozogtak, de az eltérd iszapot tartalmazé fermentorok esetén a nem adaptaltak értékei
magasabbak. A 2. tablazatbol lathatjuk, hogy a nem adaptalt iszap illékony szerves sav (VOA)
koncentracioja és pufferkapacitisa (TAC) is kétszerese az adaptalt iszapénak. Ez utobbi
paraméter miatt figyelhettink meg magasabb pH értékeket a nem adaptalt oltdiszapot
tartalmazd fermentaciok esetén. Az alacsonyabb pufferkapacitas az adaptélt oltodiszap esetén
azzal magyarazhat6, hogy az els@ dusitasi 1épésben nagyobb térfogati mintavétel tortént
ezekbdl a fermentorokbodl, mint a gliikozzal taplalt fermentorokbol, az enzimaktivitds mérés
miatt. Ez magyardzza az alacsonyabb szdrazanyag tartalmat is. A kivett mennyiséget desztillalt

vizzel, illetve fermentécios folyadékkal potoltam.

pH VOA TAC VOA/TAC | TS VS
Adaptalt 8,96 0,62 3,75 0,17 0,83 66,62
Nem 9,17 1,22 7,94 0,15 1,18 65,17
adaptalt

2. tablazat. A fermentdciokhoz hasznalt oltoiszap paraméterei a masodik dusitasi lepés kezdete elott.
VOA - illékony szerves sav koncentracio, TAC - pufferkapacitas, TS - szarazanyag tartalom, VS -
szerves szdatazanyag tartalom

A Ca. saccharolyticus 11%-kal novelte a biogaz hozamot a nem adaptalt reaktorokban,
de azokban a reaktorokban, amelyek a cellulozhoz adaptalt biogaz termelé konzorciumot
tartalmaztak a hatasa elhanyagolhat6 volt (11. dbra). Ez megerdsiti, hogy az adaptacié sikeres
volt: az adaptacid soran a mikroba kozosségben felhalmozodtak a cellulozt hatékonyan bontd
torzsek, ezért a cellulolitikus Ca. saccharoliticus tovabbi adasa mar nem novelte a lebontas
hatékonysagat. A Ca. saccharolyticus hozzajarulasa nélkiil az adaptalt konzorcium 14%-kal

tobb biogazt termelt, mint a nem adaptalt (9. abra). Ezek az értékek 65,3-79,8%-a a Richards
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¢s mtsai. (Richards et al., 1991) altal megfigyelt 604+6 és 630+6 mL/g VS értéknek. Az
exogliikandz enzimaktivitds a nem adaptalt (az elsé dusitasi szakaszban gliik6z szénforrassal
taplalt oltoiszapot tartalmazo) fermentorok esetében volt a magasabb (12. abra). A B-gliikozidaz
aktivitdsban nem figyelheté meg kiilonbség az adaptalt és nem adaptalt iszapot tartalmazo
fermentorok kozott (13. abra). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a celluloz hatékony
hidrolizisében a celluloz lancbol oligomereket lehasitd exogliikanazok jatszhatnak fontosabb
szerepet. A masodik dusitas utan az a-cellulozbol keletkezett biogaz mennyisége 52%-kal
megemelkedett az elsé szakaszban mért értékhez képest. Az eredmények igazoljak, hogy a
termofil mikrobidlis kozosség adaptacidja a cellulozhoz sikeres volt és az altalam dusitott
kultarak hasonl6 bioaugmentacios hatast értek el, mint a Ca. saccharolyticus. A kezdetek ota
a-celluldzzal taplalt két parhuzamos fermentorbol izolalt két dasitott kevert kulturat AD1-nek
és AD2-nek neveztem el és a késobbi bioaugmentacids kisérleteket ezek felhasznalasaval

végeztem.
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9. dbra A-B. Az ecetsav (A) és propionsav (B) mennyiségének valtozasa a masodik dusitasi lépésben,
adaptalt (kék), adaptalt+Ca. saccharolyticus (sarga), nem adaptalt (zold), nem adaptalt+Ca.
saccharolyticus (lila).
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10. abra. pH valtozds a masodik dusitdsi folyamat soran, adaptalt (kék), adaptilt+Ca. saccharolyticus
(sarga), nem adaptalt (z6ld), nem adaptalt+Ca. saccharolyticus (lila).

I I I
11. abra. Biogaz termelés a masodik dusitasi szakaszban. Az elsé szakaszbol szarmazo dusitott
oltdiszap Ca. saccharolyticus nélkiil (kék) 463+4, és Ca. saccharolyticus-szal (sdarga) 482+1 1,

osszehasonlitva a nem adaptalt iszappal (zold) 412+25 és a nem adaptalt iszap Ca. saccharolyticus-
szal kiegészitve (lila) 45621 mL/g VS. (p<0,2)
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Exogliikanaz aktivitas
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12. abra. Exogliikanaz enzimaktivitas, adaptalt (kék), adaptalt+Ca. saccharolyticus (sarga), nem
adaptalt (zold), nem adaptalt+Ca. saccharolyticus (lila).
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B-gliikozidaz aktivitas

13. dbra. p-gliikozidaz enzimaktivitas, adaptalt (kék), adaptalt+Ca. saccharolyticus (sarga), nem
adaptalt (zold), nem adaptalt+Ca. saccharolyticus (lila).
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5.2 Metagenom analizis

A nagy teljesitményli szekvendld megkozelitések lehetéveé teszik az egy mintdban
talalhaté minden mikroba analizisét, nem csak azokét, amelyeket tenyészteni lehet. Egy ilyen
modszer, a shotgun metagenomika, a mintaban jelenlévé minden (,,meta’) mikrobialis genom

(ezt vizsgalja a ,,genomika”) nem célzott (,,shotgun”) szekvenalasa. A shotgun szekvenalast
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hasznalhatjuk mikrobidlis kozdsségek taxondmiai Osszetételének és funkcionalis képességének

jellemzésére, és teljes genom szekvenciak visszanyerésére (Quince et al., 2017).

5.2.1 Azlon Torrent szekvenalas és kiértékelése MG-RAST programcsomaggal
(2014)

Uj generacios szekvenalas segitségével megvizsgaltuk a dusitott, izolalt celluldzbontd
kultardk mikroba Osszetételét az egyik legmodernebb szekvenalasi €s kiértékelési modszerrel,

amely az MG-RAST programcsomagot és hozza kapcsolt M5nR adatbazist jelentette 2014-ben.

Readek szama | Atlagos hosszbp | Contigok szdma | Atlagos méret nt
AD1
2014 578372 231,17 1950 2029
AD2
2014 515436 246,19 734 4413

3. tablazat. Az elsé szekvendlas utan kapott contigok és readek szama és datlagos mérete

A szekvenalas utan kapott contigok szamat és atlagos méretét, illetve a readek szamat
¢s atlagos hosszat a 3. tablazat tartalmazza. A teljes DNS genom minta 0j generacios
szekvenalasa azonositotta a meghatarozé rendeket, amelyek AD1 és AD2 esetén a
Thermoanaerobacterales 70% illetve 73% ¢és Clostridiales 10% illetve 11% abundanciaval.
Ugyanezek a rendek jellemezték a teljesen mas koriilmények kozott, kiilonbozo eredetli és
eltéré helyrdl szarmazo - lignocelluldz bontdé mikroba konzorciumbol (Tuesorn et al., 2013),
komposztbol (Hua et al., 2016; Kinet et al., 2015; Yuan et al., 2016, 2014) vagy talajbol ( Zhang
et al., 2011) - dusitott termofil konzorciumokat. Ez azt sugallja, hogy hasonld kozdsségek
alakulhatnak ki teljesen kiilonboz6 forrasbol, a kzosség hasonlo kornyezeti szelekcids nyomas
alatt szelektalodik, iigymint a lignocelluldz tartalmt szubsztrat és a termofil koriilmények.
Ezekrdl részletesebben az 5.6 fejezetben lesz sz6. Tovabbi kutatdsokra van sziikség a részletek

pontos megértése érdekében.

A korabbi tanulmanyokban (Hua et al., 2016; Kinet et al., 2015; Tuesorn et al., 2013;
Yuan etal., 2016, 2014; Zhang et al., 2011) a lignocellul6zbonto6 kultarak jellemzésére hasznalt
modszerek nem tették lehetdvé a konzorcium tagjainak fajszintli azonositasat vagy relativ
mennyiségi meghatarozasat a kozosségben. Az eredményeim ezért 1) ismeretekkel bovitették a
cellulozbontas megismerésére torekvd kutatasokat, ezért segithetnek egy racionélisan
megtervezett és optimalizalt stabil mikroba készitmény kifejlesztésében. A jo mindségl
szekvenciaadatok lehetové tették a legabundansabb torzsek faj szintli azonositasat. A négy

legmeghatarozobb torzset a két kevert cellulozbontd konzorciumban Thermoanaerobacterium
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thermosaccharolyticum (99,81 és 99,80%), Caldanaerobacter subterraneus (100 és 100%),
Thermoanaerobacter  pseudethanolicus (99,92 és  99,99%) ¢és  Ruminiclostridium
cellulolyticum-ként (100 és 100%) azonositottam. A zardjelben szereplé szamok jelzik az MG-
RAST bioinformatikai programcsomag (14. abra) altal talalt azonossagi szinteket. A négy
legnagyobb abundanciaval rendelkez$ torzset alacsony abundanciaju torzsek kisérték a
kozosségben. Az AD1 és AD2 azon tagjait, amelyek magasabb, mint 1% relativ abundanciaval

vannak jelen az 4. tablazat mutatja be.

Legkozelebbi talalat AD1 AD2
abundancia % | abundancia %

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 47,0 48,6
Caldanaerobacter subterraneus 7,3 8,0
Thermoanaerobacter pseudethanolicus 3,6 47
Ruminiclostridium cellulolyticum 3,4 4,4
Thermosinus carboxydivorans - 4,1
Clostridium thermoamylolyticum 3,0 2,3
Hungateiclostridium thermocellum 3,0 4,0
Bacillus pseudofirmus 2,6 3,6
Thermoanaerobacter sp. X514 2,2 2,3
Clostridium sardiniense 2,0 0,5
Eubacterium limosum 1,8 2,2
uncultured bacterium 1,8 1,3
Ralstonia solanacearum 1,7 -
Cupriavidus pinatubonensis 1,6 -
Thermoanaerobacterium saccharolyticum 1,0 0,7
Carnobacterium sp. AT7 0,9 1,1
Lactobacillus hilgardii 0,5 1,0

4. tablazat. Az AD1 és AD?2 kézésség legnagyobb mennyiségben jelenlevo tagjai kézotti hasonlosagok
és kiilonbségek, sziirkével jeloltem azokat a fajokat, amelyek jelen vannak az egyik konzorciumban, a
masikbol viszont hianyoznak.

A szekvenalas talan legfontosabb eredményeként kideriilt, hogy az ADI1 és az AD2
alapjaban véve ugyanazt a mikroba dsszetételt mutatja. Ez azért érdekes, mert a dusitasi eljaras
parhuzamosan és egymastol fiiggetleniil folyt, bar ugyanabbol az eredeti biogaz reaktor elfoly6
kozosségbdl indult. Ez arra utal, hogy a dusitasi folyamat reprodukalhatéan megvalosithato €s

viszonylag stabil mikroba kozosséget hoz létre az alkalmazott szelekciés nyomas. Az
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azonositott négy leggyakoribb térzsnek még a relativ abundanciaja is nagyon hasonl6 volt (14.

abra).

Ruminiclostridium cellulolyticum 3.42
4,35
: 3,62
Thermoanaerobacter pseudethanolicus 168
7,29
Caldanaerobacter subterraneus 798
. . 46,99
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 48 61
0 10 20 30 40 50 60

Abundancia (%)

mAD1 (2014) mAD2 (2014)

14. abra. A legmeghatarozobb torzsek és a hozzdjuk kothetd DNS szekvencidak abundancidajanak %6-0s
ertéke ADI-ben és AD2-ben a szekvenalas és kiértékelés alapjan.

A T. thermosaccharolyticum, korabbi nevén Clostridium thermosaccharolyticum
(Collins et al., 1994) egy anaerob, termofil, szacharolitikus baktérium. Alakja palca, terminalis,
kerek sporat képez. A sejtek egyesével, néha parban fordulnak eld, motilisek. Optimum
novekedési homérséklete 55-60 °C (McCoy & McClung, 1935). Igen alaposan tanulmanyozott
cellulolitikus torzs, szamos izolatumat leirtak mar, mint példaul a T. thermosaccharolyticum
NOI-1-t, amelyet talajbol izolaltak és Hungateiclostridium thermocellummal ko-kultiraban
hidrogén fermentaciora hasznaltak (Chimtong et al., 2014). A héforras iszapjabol izolalt T.
thermosaccharolyticum W16 izolatum (Ren et al., 2008) kukoricaszarat bontott és hasznalt fel
hidrogén termelésre (Cao et al., 2009), illetve gliik6zbol és xil6zbdl allitott elé hidrogént (Zhang
et al., 2011). Az elefantiiriilékbdl izolalt T. thermosaccharolyticum KKU-ED1 kevert
xiloz/arabindz szubsztratbol termelt biohidrogént (Saripan & Reungsang, 2013), a T.
thermosaccharolyticum TERI S7 torzset pedig olajtarozo csérendszerébdl izolaltak (Singh et
al., 2014). H. thermocellum-mal ko-kulturaban kukoricaszarbol termeltek hidrogént ( Li & Liu,
2012). Zhao és mtsai. (2014) gombaval eldkezelt kukoricaszarbol allitottak el6 hidrogént T.
thermosaccharolyticum M18 torzs segitségével. Luo és mtsai. (2011) kétlépcsés folyamatban
vizsgaltak a hidrogén és metantermelést. A mikrobidlis kozosségek vizsgalata azt mutatta, hogy

a hidrogéntermeld reaktorokban a dominans baktérium a T. thermosaccharolyticum-mal
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mutatott egyezést, mig a metantermeld reaktorokban H. thermocellum-mal mutatott
hasonlosagot a torzs. Egy palmaolaj lizem szennyvizével taplalt biohidrogén reaktorbdl izolalt
torzs a T. thermosaccharolyticum PSU-2 (O-Thong et al., 2008). Liu és mtsai. (2008) rothadt
szalmabol izolaltak a T. thermosaccharolyticum GD17 és H. thermocellum JN4 t6rzseket. Ko-
kultardban szamos természetes szubsztratbol képesek voltak hidrogént termelni, tobbek kdzott
kukoricacsd- és kukoricaszar porbol. Ueno és mtsai. (2001b) komposztbol duasitott termofil
hidrogéntermelé mikroba kozosséget vizsgaltak ¢s PCR-DGGE analizis segitségével azt
talaltak, hogy a cellulozbdl torténd hidrogén termelésben szamos mikroba torzs részt vesz, mint
a T. thermosaccharolyticum, H. thermocellum és Clostridium cellulosi.

A Cd. subterraneus, korabban Thermoanaerobacter subterraneus, egy termofil,
anaerob, Gram-pozitiv, palca alaka baktérium, amelyet egy olajmez6rdl szarmazo vizmintabol
izolaltak Franciaorszdgban. Hémérsékleti és pH optimuma 65 °C, illetve pH 7,5; 40-75 °C és
pH 6-8,5 kozott képes szaporodni. Lateralis flagellumokkal rendelkezik, de nem motilis. Spora
nem figyelhetd meg viszont hotlird képességgel rendelkezik. Szamos szénhidratot fermental:
fruktoz, gliikdz, galaktoz, laktéz, maltdz, manndz, xiloéz, ribdz, mannitol, cellobidz, piruvat,
melibidz, keményitd és xilan; ecetsav, L-alanin, tejsav, hidrogén és szén-dioxid keletkezik
termékként. A tioszulfatot és elemi ként szulfidda redukalja. Tipustorzse a Cd. subterraneus
subsp. subterraneus (Fardeau et al., 2000). Cd. subterraneus-ként azonositottak egy termofil
hidrogéntermeld konzorcium tagjat, olykor a T. thermosaccharolyticum-mal egytitt (Kongjan
et al., 2010; Yokoyama et al., 2009; Yokoyama et al., 2007; C. Zhao et al., 2009).

A Tr. pseudethanolicus E39, eredetileg Clostridium thermohydrosulfuricum E39,
késébb Thermoanaerobacter ethanolicus E39, Zeikus és mtsai. izolaltadk a Yellowstone
Nemzeti Park, Octopus Spring forrasabol. A sejtek palca alaktiak, és terminalis, kerek sporat
képeznek. Sejtfala Gram-pozitiv. A sejtek mozgékonyak, a tioszulfatot H>S-é redukalja.
Fermentalja a xilozt, cellobidzt, keményitot, gliikkdzt, maltdzt és szachardzt. Nem figyelhetd
meg novekedés Ho/COy alatt. A hémérsékleti optimuma 65 °C (Onyenwoke et al., 2007).
Alkalmas jelolt lehet konszolidalt biokezeléshez (consolidated bioprocessing) (Hemme et al.,
2011). A consolidated bioprocessing (CBP) egy olyan rendszer, amelyet a lignocellul6z alapu
bioetanol eldallitasban alkalmaznak. Ez a folyamat a cellulaz termelést, cellul6z lebontést,
hex6z és pentdz fermentacidt egyetlen bioreaktorban egyesiti, igy maximalizalja az energia- és
koltségmegtakaritast (Lin et al., 2011). Rothasztott szennyviziszapbol hékezelés utan nyert
extrém-termofil  biohidrogén termeld kultira meghataroz6/domindns torzsét Tr.

pseudethanolicus-ként azonositottak (Hasyim et al., 2011). H. thermocellum-mal ko-kultaraban
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fokozta a bioetanol hozamot cellul6zbol (He et al., 2011). A kevert, A7 névvel jelolt kultara,
melyet egy mexikoi olajmez6rdl izolaltak, tartalmazta a Tr. pseudethanolicus torzset is. Az A7
kevert kultura szén-dioxidot, etanolt, ecetsavat, kis mennyiségli acetont és metant is termelt

(Methanobacterium thermoautotrophicum) (Castorena-Cortés et al., 2012).

A R. cellulolyticumot elészor Petitdemange és mtsai. (1984) izolaltak és jellemezték
komposztbol. Anaerob, Gram-pozitiv, egyenes vagy enyhén hajlott palcak, amelyek szferikus
terminalis sporat képeznek. A sejtek peritrich flagellumok segitségével képesek a
helyvaltoztatasra. 25-45 °C kozott képes szaporodni, az optimum hdmérséklete 32-35 °C.
Képes hasznositani a galaktézt, mannézt, ribozt, arabindzt, cellobidzt, cellulozt, fruktozt,
gliikozt és xilozt. Szén-dioxidot, hidrogént, ecetsavat, etanolt, tejsavat és hangyasavat allit el6
cellulozbol. A R. cellulolyticum is rendelkezik egy extracellularis multienzim komplexszel,
amit celluloszomanak neveznek. A tOrzs széles korben kutatott, a celluléz hidrolizis
enzimatikus €s metabolikus szempontjabol és a mezofil cellulolitikus clostridiumok modell
organizmusanak tekinthet6 (Desvaux, 2005). Peng ¢és mtsai. (2014) R. cellulolyticumot
hasznaltak szalma anaerob lebontasanak bioaugmentalasara. A kezelés eredményeként a
szalma metankihozatala 13%-kal nétt. Egy termofil két szakaszos szlird agyas (leach bed)
biogaz reaktor cellulolitikus biofilmjében a R. cellulolyticum volt az egyik dominans faj
(Rademacher et al., 2012), bar ez a mikroba mezofil, a jelek szerint képes elviselni a termofil
koriilményt is. Ko-kultaraban Clostridium acetobutylicum-mal, R. cellulolyticum-ot hasznaltak
konszolidalt biokezelésre (Salimi & Mahadevan, 2013).

5.2.2 ADI1 és AD2 cellulozbontd konzorciumok stabilitasanak ellenorzése,
ujraszekvenalasa, read-alapon végzett metagenomikai elemzése

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy ADI és AD2 konzorciumok
mikroba Osszetétele stabil, a két, -80 °C-on tarolt konzorciumot atlagosan 6 havonta atoltottuk,
frissitettiik. Az igy tarolt és folyamatosan a kisérletekben felhasznalt konzorciumokat ismételt
metagenom analizisnek vetettiik ala 4 év mulva, 2018-ban. A szekvenalas utan kapott contigok

szamat ¢s atlagos méretét, illetve a readek szamat €s atlagos hosszat az alabbi tablazat

tartalmazza (5. tablazat).
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Readek szama | Atlagos hosszbp | Contigok szdma | Atlagos méret nt
AD1
2018 386922 269,1 3987 2213
AD2
2018 405513 267,84 2981 3108

5. tablazat. A masodik szekvenalds utdan kapott contigok és readek szama és atlagos mérete

Ezeket a korabbiakkal 1ényegében azonos lon Torrent PGM modszerrel elvégzett szekvenalasi
eredményeket mar az idékozben kifejlesztett és a szakirodalomban sokkal megbizhatobbnak
tartott Kraken szoftver (Wood & Salzberg, 2014) és RefSeq adatbazis (O’Leary et al., 2016)
felhasznalasaval értékeltiik ki. A bioinformatikai miiveleteket kiegészitettiik a korabbi, 2014-
ben nyert nyers szekvenciaadatok tujra kiértékelésével a modszerek jobb 6sszehasonlithatosaga
érdekében. A Kraken egy olyan szoftver, amelynek a pontossaga dsszehasonlithat6 a legjobb
szekvencia meghataroz6 modszerekkel, és amelynek a sebessége messze feliillmulja mind az
osztalyoz6 ¢és az abundancia becsld programokét manapsag (Wood & Salzberg, 2014).
Lindgreen és mtsai. (2016) tobb metagenom analizal6 programot hasonlitottak 6ssze, amelyben
vizsgaltdk a pontossagot €és a sebességet. Koztik volt az MG-RAST és Kraken is.
Megallapitottak, hogy a fajszintli azonositas a Kraken esetén sokkal pontosabb, mint az MG-

RAST hasznalataval.

A 15. dbra és 16. abran mutatom be az elsd, 2014. évben végzett szekvenalds ujra
kiértékelt és a masodik szekvenalas (2018) eredményeit. Az AD1 és AD2-t felépitd rendek a
Thermoanaerobacterales, illetve Clostridiales rend. A 15. dbran lathaté hogyan oszlanak meg
a rendek a kiilonbozé mintdkban. Megfigyelhetjiikk, hogy mindkét konzorciumnal a
Thermoanaerobacterales rend a dominans, illetve a nem meghatarozott szekvenciak aranya is
magas, viszont a masodik szekvenaladsra a Thermoanaerobacteralesek aranya nétt, a nem
meghatarozott csokkent. A Clostridiales rend képvisel6i alacsony abundanciaval vesznek részt

a konzorciumok felépitésében, viszont AD2 esetén novekedés figyelhetd meg.
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AD1 (2014) AD1 (2018)

m unclassified m unclassified
® Thermoanaerobacterales ® Thermoanaerobacterales
Clostridiales Clostridiales
AD2 (2014) AD2 (2018)

m unclassified m unclassified
= Thermoanaerobacterales = Thermoanaerobacterales
Clostridiales Clostridiales

15. dbra. Az AD1 és AD2-t felépitd rendek ardnya abundancia %-ban

A legabundansabb faj a Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum lett, ez nem valtozott
a korabbi kiértékeléshez képest. Viszont a kisebb abundanciaval jelen levd tovabbi jellemzd
fajok megvaltoztak a Krakennel végzett kiértékelésben. Az igy kapott adatok alapjan a
kovetkez6 fajok jellemezték még a munkam soran feldusitott celluldzbontd konzorciumokat:
Thermoanaerobacterium xylanolyticum, Hungateiclostridium clariflavum,
Hungateiclostridium thermocellum és Thermoclostridium stercorarium. A 2014-es és 2018-as
szekvenalas kozott a T. thermosaccharolyticum esetén az AD1 és AD2 konzorciumokban is
megfigyelhetd, hogy az abundancia értékek megemelkedtek. A T. xylanolyticum értékei nem
valtoztak. A H. clariflavum és H. thermocellum az AD2 masodik szekvenalasaban mar
magasabb abundaciat mutatnak. A Tc. stercorarium a 2018-as szekvenalas soran jelent meg a

mintakban.
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Thermoclostridium stercorarium | 8'01
Hungateiclostridium thermocellum 0,02
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16. dbra. ADI és AD?2 legabundansabb 5 faja a Kraken kiértékelés alapjan.

A H. clariflavum (korabbi nevén Clostridium clariflavum) egy termofil, anaerob,
cellulézbontd mikroorganizmus, egy cellulozbonté metanogén bioreaktor iszapjabol izolaltak.
A sejtek egyenes vagy enyhén hajlott palcak, Gram-pozitiv, nem motilis, kerek, szubterminalis
sporat képeznek. Celluloz vagy cellobidz tartalmtl agaron halvanysarga kerek kolonidkat képez.
Novekedési hdmérséklete 45-65 °C kozott van, optimuma 55-60 °C. pH tartomanya 6-8, pH
7,5-6s optimummal. Egyediili szén- €s energiaforrdsa a celluldéz és cellobidz. Fermentacios
termékei kozé tartozik a hidrogén, szén-dioxid, ecetsav, tejsav, etanol és kis mennyiségben
hangyasav (Shiratori et al., 2009). A H. clariflavum képes bontani a hemicellulozt, egy
kornyezeti izolatuma pedig a xilozt is felhasznalta szénforrasként (Izquierdo et al., 2014).

A Tc. stercorarium (korabbi nevén Clostridium stercorarium), egy anaerob, termofil,
cellulézbontd baktérium, névényi maradvanyokat tartalmazo komposztbdl izolaltak. A sejtek
Gram-pozitiv egyenes palcak, motilisek, peritrich flagellumaik vannak, ovalis, terminalis
endosporat képeznek. Optimum ndvekedési hdmérséklete 65 °C. Képes szénforrasként
hasznositani a cellobiozt, cellulozt, eszkulint, gliikozt, szalicint, arabindzt, galaktozt, glikogént,

laktozt, maltozt, manndzt, melibidzt, ramndzt, ribdzt és xildzt. Fermentacids termékei kozé
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tartozik a hidrogén, szén-dioxid, etanol, ecetsav és tejsav (Madden, 1983). Genom
szekvenciajat 2013-ban publikaltak (Poehlein et al., 2013).

A H. thermocellum (korabbi nevén Clostridium thermocellum) egy Gram-pozitiv,
termofil, anaerob, cellulozbontd baktérium. A celluldz, cellobidz, xildéz és hemicelluloz
lebontasara és hasznositasara szakosodott baktérium, amelynek eredményeként ecetsav, tejsav,
hangyasav, etanol, szén-dioxid €s hidrogén képzddhet (Béguin, Millet, & Aubert, 1992; McBee,
1954). A H. thermocellum a ma ismert egyik leghatékonyabb lignocellul6z biomassza bonto
mikroorganizmus. A hatékony cellul6z bontasban cellulaz enzimek jatszanak szerepet, amelyek
szabad enzimekbdl és celluloszoma rendszerekbdl allnak. A baktérium a sejtfalhoz kapcsolt
celluloszomakon kiviil rendelkezik szabad, nem sejtfal kapcsolt celluloszéma rendszerrel is (Xu
et al., 2016). A H. thermocellum képes a CO2 megkdotésére és formatta alakitasara a reduktiv
C1 anyagcsere utvonalon keresztiil (Xiong et al., 2016).

AT. xylanolyticum egy termofil, anaerob, xilan bonto baktérium, amelyet a Yellowstone
Nemzeti Parkbol (USA) izolaltdk. Gram-negativ, sporat képez, a sejtek egyediil vagy parosan
eléforduld motilis palcak. 5-7,5-6s pH-n szaporodik, optimuma pH 6. Optiméalis hdmérséklete
60 °C, de 45-70 °C-ig képes szaporodni. A tioszulfatot elektronakceptorként hasznalja, és elemi
kénné redukalja, amely a sejtekben és a tapoldatban lerakodik. A torzs jol nd xilanon és
keményitén, de nem képes bontani a cellulézt. N6 maltozon, laktdézon, szachardzon,
cellobiozon, gliikozon, xilézon, galaktézon, mannodzon, fruktdézon, arabindézon, ramnodzon,
maltozon, piruvaton és mannitolon. Fermentacios termékei kozé tartozik az ecetsav, etanol,

hidrogén és szén-dioxid is (Lee et al., 1993).

Az cellulozbontok, mint a H. thermocellum, specializalodtak és nagyon hatékonyak a
kristalyos celluloz lebontasaban. Habar a H. thermocellum termel hemicellulozbonto enzimeket
is, a felszabadulo cukrokat (x116z) nem haszndlja fel szénforrasként. A hemicellulazok szerepe
ugy tlinik inkabb az, hogy hidrolizaljak a hemicellulozt, amibe a cellul6z mikrofibrillumok
beagyazddnak és igy a cellulozt hozzaférhetdvé teszik a cellulazok szaméra. A konzorciumban

1év6 kisérd baktériumok hasznosithatjak a felszabadult cukrokat (Zverlov et al., 2010).

Egy masik termofil cellulozbontd baktérium, amely ugy tinik, hogy a hemicelluléz
bontasara specializalodott a Tc. stercorarium. Ez a baktérium abban kiilonbozik a H.
thermocellum-76/, hogy csak két cellulolitikus exoenzimet szekretal, egy endo- és egy
exoglitkanazt. Ezek a cellulazok nem szervezédnek celluloszomakba mint a H. thermocellum
esetén. Zverlov és mtsai. (2010) szamos olyan természetes forrasbol vettek mintat, ahol névényi

biomassza-lebontas torténik. Ezek kdzott voltak olyanok, amelyek mezofil és termofil biogaz
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tizemekbdl szarmaztak. A kevert bakteridlis kultardkat kukorica- és fiisilon dusitottak.
Megfigyelték, hogy magasabb hémérsékleten (60 °C) Iényegesen hatékonyabban fejlodod
kultarakat izolaltak. A 16S rRNS szekvenciaanalizis eredményeként kapott szekvencidk a
cellulozbontd C. cellulosi-hoz és H. thermocellum-hoz mutattak nagyfokti hasonlosagot. A
kevert kulturabol sikeresen izolaltak a H. thermocellum-ot tiszta kultiraként is. Vizsgaltak a
kultura feliiliszojaban 1évo cellulozkotd fehérjéket. A fehérjék nagy része H. thermocellum
eredetii volt, illetve egyetlen mas baktériumtol szarmazoé fehérjét sikeriilt azonositaniuk, a Tc.
stercorarium egyik cellulazat. Korabbi tanulmanyokbol kideriil, hogy a H. thermocellum és Tc.
stercorarium gyakran el6forduld baktériumparos, rendszerint részt vesznek a ndvényi
biomassza természetes bomlasa soran a celluléoz ¢és hemicelluléz lebontasaban. A H.
thermocellum nagy hatékonysaggal képes lebontani és felhasznalni a cellulozt, mig a
hemicellulozt a celluloszoma mellékaktivitasaként bontja. Mindkét baktérium a clostridialis
fermentacio tipikus végtermékeit termeli: etanol, tejsav, ecetsav, vajsav €s egyéb rovid lanct
termékeket a szén-dioxidon és hidrogénen feliil. Ezek a termékek jol illenek a szintrofikus és
acetogén baktériumokra jellemzd szubsztratok kozé, ahogyan az acetotrof és hidrogenotrof

metanogének szamara is hasznosithatoak.

Az AD1 és AD2 kozosségek 4 évvel késobb elvégzett ismételt szekvenalasa és a korabbi
szekvenciaadatok mas bioinformatikai modszerekkel tortént kiértékelése hatarozottan arra utal,
hogy egyrészt a feldusitott ,,stabil” mikroba konzorciumok Osszetétele, ardnya kismértékben
ugyan, de valtozik a tarolas és sokszori atoltas soran. Masrészt a kiértékeléssel kapcsolatos
megfigyelések felhivjak a figyelmet arra, hogy a metagenom vizsgalatokban kritikus lépés a
hibas szekvencidkat kisziird, a maradék adathalmazt kiértékeld és taxondmiailag elemzd
bioinformatikai eszk6z hasznalata. Esetlinkben az 0j szoftver részben eltéré adatokat és
kovetkeztetéseket szolgaltatott a korabbi nyers szekvenalasi adatok ismételt kiértékelése soran
1s. Megnyugtatd lehet azonban, hogy a 4 év utan megismételt AD1 és AD2 kozosség
Osszetételének modernebb bioinformatikai modszerekkel végzett elemzése és az
ujraszekvenalds eredményei dsszhangban voltak egymassal. Ez arra utal, hogy elsdsorban nem
a mikroba koz0sség Osszetétel valtozott dramatikusan a tobb éves tarolas soran, hanem a
szekvenciaadatokat értékeld bioinformatikai modszerek. Ugyanakkor ez a megfigyelés azt a
fontos iizenetet kozvetiti, hogy nagyon koriiltekintéen kell altalaban eljarni a metagenom
szekvenalasok elemzése és értelmezése soran, kiilondsen az Osszetett rendszerek esetében

(Campanaro et al., 2018; Zhang et al., 2019).
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5.2.3 A szekvenalasi adatok genom-alapon végzett kiértékelése.

Béarmelyik megkozelités (genom alapt, read alapu) sikere fligg a mikrobialis kdzosség
Osszetételétol €s Osszetettségétol, a szekvenalas mélységétdl, az adatmennyiség méretétol és az

elérhetd szamitogépes erdforrastol. Ajanlott mindkét megkozelitést alkalmazni a

szekvenciaanalizishez, mivel kiegészitik és megerdsitik egymast. A 6. tdblazat 6sszefoglalja a

kétféle megkdozelités fobb jellemzoit (Quince et al., 2017).

Osszeszerelésen alapul6 analizis

Read alapti analizis

binelést igényel.

Sokoldalusag Teljes genomokat 0&ssze lehet | Egy Osszetett képet adhat a kozosség
allitani  vele, de csak az | mikodésérdl vagy szerkezetérdl, de
Osszeallitishoz ~ és  bineléshez | ez csak a readek azon részén alapszik,
elegend6 lefedettséggel rendelkez6 | amelyeket referencia adatbazisokhoz
organizmusoknal. lehet térképezni.

Kozosség Osszetett kozosségekben csak a | Az elegendd szekvencia mélységgel

Osszetettsége genomok toredékét lehet | és referencia adatbazis lefedettséggel
Osszeilleszteni. rendelkezd komplex kozosségeket is

tudja kezelni.

Ujdonsag Képes teljesen 1Uj, megszekvenalt | Nem képes olyan organizmusokat
rokon fajjal nem rendelkezd | azonositani, amelyek kozeli rokon
organizmusok genomjat megfejteni. | fajainak genomja nem ismert.

Szamitogépes/szami- | Szamitasi szempontbol koltséges | Hatékonyan elvégezhetd, lehetové

tasi megterhelés Osszeszerelést,  térképezést  ¢€s | teszi a nagyméretli meta-analiziseket.

Genom-kapcsolt
anyagcsere

Teljesen 0Osszeszerelt genomokon
keresztiil filogenetikai kapcsolatot
tud kialakitani anyagcserét
illetéen, még 01j valtozatok esetén is.

az

Altalaban csak a kozosség egyiittes
anyagcseréjét tudja meghatarozni, és
filogenetikai kapcsolatot csak az
ismert referencia genomok
kontextusaban lehet meghatarozni.

Manualis ellenOrzés

Manualis kuralasra van sziikség a
pontos bineléshez és scaffoldhoz és

Altaldban nem igényel manuélis

kuralast, de a hasznalt referencia

folyamatokba.

a hibas Osszeszerelés | genomok kivalasztasa emberi
felismeréséhez. ellendrzést igényelhet.
Integralas a|Az Osszeszerelt genomok | A kapott jellemzés kozvetleniil nem
mikrobidlis betaplalhatéak a tiszta, tenyésztett | hasonlithato Ossze a tiszta, tenyésztett
genomikaval izolatumok genomanaliziséhez | izolatumokbol szarmazo
tervezett mikrobialis genomikai | genomokkal.

6. tablazat.

Genom alapu és read alapu vizsgalatok erdsségei és gyengeségei

A genom alapt kiértékelés eredményeit a 7. tablazat és 17. abra mutatja be.
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Binek Taxonémia Teljes méret Kontigok szama Teljesség | Kontaminacio
Bin 1 Clostridium sp. N3C 2,67 Mb 399 83,45% 2,88%
Bin 2 Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 1,18 Mb 351 46,04% 5,04%
Bin 3 Unknown Clostridia 345,00 Kb 49 4 94% 0,00%
Bin 4 [Clostridium] clariflavum 183,80 Kb 31 3,70% 0,00%
Bin 5 Unknown Thermoanaerobacterium 151,44 Kb 38 3,60% 0,00%
Bin 6 Ruminiclostridium thermocellum 210,60 Kb 27 2950% 0,00%
Bin 7 Clostridium sp. Bc-iso-3 156,95 Kb 27 16,55% 0,00%
Bin 8 Unknown Ruminiclostridium 104,48 Kb 19 2,88% 0,00%
Bin @ Unknown Clostridium 52,82 Kb 8 0,72% 0,00%
Bin 10 Thermoanaerobacterium sp. PSU-2 34,41 Kb 10 1,23% 0,00%

1. tablazat. A sikeresen dsszeillesztett binek

A legnagyobb teljességgel (83,45%) az 1. bint (Clostridium sp. N3C) sikeriilt
Osszeépiteni. Szinte kizarolag a 2018-as AD2 konzorciumra jellemz6 ez a faj (17. abra). A
Clostridium sp. N3C-t egy termofil biogaz fermentorbdl izolaltak Németorszagban, amelynek
a  szubsztratja  sil6  kukorica, sertés- ¢és  marhatragya, illetve arpa  volt
(“https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/972903459,”). A 2. bint Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticumként azonositottuk és a 17. abra alapjan legalabb két binre kiiloniil. Ez
azt jelzi, hogy legalabb két eltéré torzse jelen van a konzorciumokban. Jia és mtsai. (2018)
munkdjukban vizsgéltak egy tobb, mint két éve 55 °C-on miik6dd cellulézbontdé metanogén
dusitott kultarat. Metagenomikai €és metatranszkriptomikai vizsgalatokat is végeztek. A
metagenomok  Osszeszerelése ¢és binelése utdn a kultarat felépitd egyik fajt
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticumként azonositottak. A 4. bin Clostridium
clariflavum, mai nevén Hungateiclostridium clariflavum, egy cellul6zbonté mikroorganizmus,
az el6z6 fejezetben mar emlitettem. A 6. bin Ruminiclostridium thermocellum, korabban
Clostridium thermocellum, termofil cellulozbonté mikroorganizmus, a korabbi fejezetekben
szintén szoba keriilt. A cellulolitikus Clostridium sp. Bc-iso-3-at (Bin 7) egy svéd biogaz
fermentorbol izolaltdk. A 16S rRNS gén analizise alapjan a legktzelebbi rokon torzs a
Hungateiclostridium thermocellum DSM 2360 96%-o0s szekvencia azonossaggal (Sun &
Schniirer, 2016). A 8. bin szintén egy Ruminiclostridium fajhoz tartozik. Bergey
rendszerbakteriologia kézikdnyvének a Firmicutes torzsrél sz6lo 2009-es masodik kiadasdban
Ludwig és mtsai. (2009) javasoltak a Clostridiales renden beliil egy 0j csalad, a monofiletikus
Ruminococcaceae csalad 1étrehozasat, ebbe a csaladba soroltak at a cellulozbontd képességgel
rendelkezé Clostridium fajokat. Yutin és Galperin 2013-as munkajukban (Yutin & Galperin,

2013) javasoltak a Ruminococcaceae csaladba tartozd fajok besorolasat az Uj
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Ruminiclostridium nemzetségbe. A Ruminiclostridium nemzetség tagjai képesek szubsztratként
hasznalni a celluldzt, xilant és/vagy cellobidzt és ezekbdl foként ecetsavat, etanolt, hidrogént
¢és szén-dioxidot, tovabba tejsavat, propionsavat, vajsavat ¢és egyéb termékeket allitanak eld.
Tipus térzsnek a Ruminiclostridium thermocellum-ot (korabban Clostridium thermocellum, ma
Hungateiclostridium thermocellum) valasztottak. Mivel ez a leiras nem felelt meg a
bakteriologiai szabalyzatnak, ez a nevezéktan hivatalosan nem valt elfogadottd. Zhang és mtsai.
(2018) a Clostridium III csoportba tartozo 12 fajt és 3 mostanaban jellemzett Clostridium fajt
vizsgaltak meg. Munkdjukban ezeket a fajokat négy 1) nemzetségbe, nevezetesen
Hungateiclostridium gen. nov., Thermoclostridium gen. nov., Ruminiclostridium gen. nov. és
Pseudoclostridium gen. nov. soroltdk, amelyek az 1j, Hungateiclostridiaceae csaladhoz
tartoznak. Meg kell jegyezniink, hogy az j Ruminiclostridium nemzetség (7 faj) nem egyezik
meg a Yutinék altal javasolt Ruminiclostridium nemzetséggel (22 faj). A
Thermoanaerobacterium sp. PSU-2-t (Bin 10) egy termofil hidrogén termelé reaktorbdl
izolaltdk, amelyet egy palma olaj izembdl szarmazd szennyvizzel taplaltak. Gram-pozitiv,
palca alakt, spora képzd, termofil hidrogén termeld baktérium. Az Osszehasonlitd
genomanalizis kimutatta, hogy a PSU-2 torzs 94% genomszekvencia-hasonlosagot mutat a

Thermoanaerobacterium xylanolyticum LX-11-gyel (O-Thong et al., 2017).
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M Bin 2: Themoanaerobacterium thermosaccharolyticum
M Bin 10: Thermoanaerobacterium sp. PSU-2
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17. abra. A kapott binek eloforduldasa az egyes mintakban. Az abra belsejében lathato egy dendrogarm (amely a contigok csoportositasat mutatja), a belsd
korben lathato a contigok hossza, GC tartalma, majd kifelé haladva a mintak, illetve az automata és manudlis binelés eredményei.
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A celluloz utan a hemicellul6z a novényi szovetek masik fontos dsszetevdje. A hemicelluloz 6
alkotdeleme a xilan, amely hatékony lebontasdhoz szdmos enzim szinergisztikus miikodésére
van sziikség. Ezek az enzimek az endo-f-1,4-xilanaz (EC 3.2.1.8) GH5, 8, 10, 11, 30, 43, 51,
98, B-xilozidaz (EC 3.2.1.37) GH1, 30, 39, 43, 51, 52, 54, 116, 120, a-L-arabinofuranozidaz
(EC 3.2.1.55) GH2, 3, 43, 51, 54, 62, 155, a-glikuronidaz (EC 3.2.1.139) GH4, 67, xilan a-
1,2-gliikuronidaz (EC 3.2.1.131) GH67, 115 és acetil xilan észteraz (EC 3.2.1.72) CE1-7, 12,
15 (szénhidrat észteraz - carbohydrate esterases - CE) (“www.cazy.org,”) (Jia et al., 2014). Az
egyes binekben megtalalt szénhidratbontd enzim géneket a 8. tablazat mutatja, ezeket a fenti
felsorolasban félkovér betiivel emeltem ki. Tehat a genomcentrikus metagenom elemzéssel a
glikozid hidrolazok széles valasztékat sikeriilt kimutatni a binekben. Megjegyzendd, hogy a
Bin 6 (Ruminiclostridium thermocellum), 8 (Ruminiclostridium), és 9 (Clostridium) esetében
ugyan nem talaltam GH vagy CE géneket (8. tablazat), de ez nem jelenti azt, hogy 6k nem
rendelkeznek ilyen hidrolizaloé enzimekkel, hiszen kozismert, hogy a Ruminiclostridium és
Clostridium torzsek cellulozbontasra képesek. A ,hianyz6” GH/CE enzimek magyarazata
valosziniileg ezeknek a bineknek az alacsony teljességében (7. tablazat) keresendd: ezek
Osszetartozo géneket tartalmaznak, de nem az adott mikroba teljes genomjat és véletlenszeriien
nem kertilt bele GH/CE gén. Ez a megfigyelés egyben arra is felhivja a figyelmet, hogy a
genom-alapon végzett elemzEs soran csak a pozitiv taldlatokat szabad értékelni, mivel a binek
altalaban hianyosak ezért el6fordulhat, hogy nem talalunk benne bizonyos géneket. Erdekes
példa erre a Ruminiclostridium thermocellum - Bin 6, amelynek 29,5% lefedettsége azt mutatja,
hogy a mikroba genomjanak harmadat tartalmazza, mégsem taldltam benne GH/CE géneket.
Ezzel szemben a joval alacsonyabb teljességgel rendelkezé Bin 3 (Unknown Clostridia), 4
(Clostridium clariflavum), 5 (Unknown Thermoanaerobacterium), 10
(Thermoanaerobacterium sp. PSU-2) hianyos génkészlete tartalmazott ilyen szekvenciakat. A
lignocelluloz anaerob lebontdsdban fontos szerepiik van a GHS5 és 48 csaladba tartozo
enzimeknek (Sun et al., 2016). Xia és mtsai. (2013) egy termofil cellulozbont6 iszap
metagenomikai vizsgalatat végezték, hogy megallapitsdk a mikroba kozdsség Osszetételét €s
szénhidratbont6 enzimeket kodolo géneket keressenek. A talalt gének nagy része a GH2,3 és 9
csaladba tartozott. A CAZy-k szubsztratfiiggéek, a cellulozbontd kulturdk dusitdsdhoz és
izolalasdhoz a-cellulozt haszndltam szubsztratként, amely a természetes lignocelluldz tartalmua
biomasszahoz viszonyitva nem tul komplex szerkezetli. Ezzel is magyarazhato, hogy az altalam

talalt GH gének koziil egyik sem kddol a GHO és 48 csaladba tartoz6 enzimet.
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Binek Taxonémia GH és CE gének

Bin 1 Clostridium sp. N3C GH3 | GH10

Bin 2 ;h;r%”;saa’fcigorgz/ﬁce%m GH1 | GH2 | GH3 | GH4 | GH5 | GH10 | GH39 | GH43 | CE7
Bin 3 Unknown Clotridia GH3

Bin 4 [Clostridium] clariflavum CE7

Bin 5 Unknown Thermoanaerobacterium GH1 | GH10 | GHé67

Bin 7 Clostridium sp. Bc-iso-3 GH2

Bin 10| Thermoanaerobacterium sp.PSU-2 GH1

8. tablazat. Az egyes binekben eldfordulo celluloz és hemicelluloz bontasra utalo szénhidrat bonto
enzimek, GH - glikozid hidroldz, CE - szénhidrat észterdz (sarga: hemicelluldz aktivitas, zold: cellulaz
és hemicellulaz aktivitas)

Glikozid hidrolaz 1 csalad: A leggyakoribb ismert enzimek ebben a glikozid hidrolaz csaladban

a B-gliikoziddz és B-galaktoziddz: jellemzden mindkét aktivitds ugyanazon a reakcid helyen
beliil talalhato. Mas, gyakran talalt aktivitas a 6-foszfo-B-gliikozidaz ¢és 6-foszfo-f3-
galaktozidaz, f-mannozidaz, B-D-fukozidaz és B-gliikkuronidaz. A GH1 csalad enzimjei széles

korben elterjedtek az él61ényeken beliil. (“www.cazypedia.org,”).

Glikozid hidrolaz 2 csalad: A leggyakoribb enzim ebben a csaladban a B-galaktozidaz, B-

glilkuronidaz, B-mannozidaz, exo-B-gliikozaminiddz és ndvényekben a mannozilglikoprotein
endo-B-mannozidaz. Ezek az enzimek az él6lények széles korében eléfordulnak, de a
baktériumokban a leggyakoribbak. Ennek a csaladnak a legismertebb enzimje az E. coli (lacZ)

B-galaktoziddz, a lac operon alkotoeleme (“www.cazypedia.org,”).

Glikozid hidroldz 3 csaldd: A glikozid hidrolaz 3 csaladba jelenleg exo-miikédésti B-D-

gliikozidazok, a-L-arabinofuranozidazok, B-D-xilopiranozidazok, N-acetil-B-D-
gliikozaminidazok (glikozid hidrolazok) és N-acetil-p-D-gliikkozaminid foszforilazok tartoznak.
Széles korben elterjed a baktériumokban, gombakban és novényekben. A GH3 csalad enzimjeli
szamos funkcioval rendelkeznek, beleértve a celluloz tartalmu biomassza lebontasat, novényi
és bakteridlis sejtfal atalakitisat, energiametabolizmust és patogének elleni védekezést.
Legtobb esetben az enzimeknek kettds vagy széles szubsztrat-specifitdisuk van a
monoszacharidokra, a kotés helyzetére €s a szubsztratlanc hosszara vonatkozoan. A GH3
glikozid hidrolazok egy glikozil egységet tavolitanak el a szubsztrat nem redukélo végérdl

(“www.cazypedia.org,”).

Glikozid hidrolaz 4 csalad: Ennek a csaladnak a glikozid hidrolazai nagyrészt bakterialis

eredetliek, de nemrég az archea taxonban is kimutattak dket. Ez a csalad a-gliikozidazokat, a-

galaktozidazokat,  a-glilkuronidazokat,  6-foszfo-a-gliikozidazokat ¢és  6-foszfo-f-
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gliikozidazokat tartalmaz. A GH1-hez hasonléan néhany enzim a foszforilalt szubsztratokat
részesiti elényben a nem foszforilaltakkal szemben. A GH4 sajatossaga mind az o- mind a 3-
glikozidazok jelenléte. Egy egyéni enzim azon képességét, hogy képes hidrolizalni természetes
nem fedezték fel. A GH4 enzimek voltak az elsdk, amelyek esetében kimutattak, hogy a
katalitikus aktivitasukhoz sziikségiik van NAD" és kétértékli fémionokra és néhany esetben

redukalt kornyezetre (“www.cazypedia.org,”).

Glikozid hidroladz 5 csaldd: A GHS az egyik legnagyobb glikozid hidrolaz csalad. Korabban

cellulaz A csaladnak nevezték, egy sor specificitas ismert mar ebben a csalddban, nevezetesen
endogliikanazok (celluldzok) és endomannandzok, valamint exogliikkanazok, exomannandzok,
B-gliikozidazok és B-mannozidazok. Az egyéb aktivitasi enzimek kozé tartozik az 1,6-
galaktanaz, 1,3-mannanaz, 1,4-xilanaz, endoglikoceramidaz, valamint nagy specificitasu
xilogliikanazok. A GHS5 csalad enzimjei széles korben megtalalhatoéak az archeak, baktériumok
¢s eukariotak, kiilondsen a gombak és novények kozott. Az els6 GHS csaladba tartozo enzim,
amelynek megfejtették a haromdimenzios szerkezetét a H. thermocellum CelC endogliikanaza

volt (“www.cazypedia.org,”).

Glikozid hidroldz 10 csaldd: Habar a csaldd néhany glikozid hidroldza endo-1,3-B-xilanaz

aktivitast mutat, az enzimek tobbsége endo-1,4-B-xilanaz Az utobbibol néhany korlatozott

aktivitast mutat aril cellobiozidokon, de cellul6zon nem (“www.cazypedia.org,”).

Glikozid hidrolaz 39 csalad: Ez a glikozid hidrolaz csalad foleg kétféle enzimaktivitasu

enzimbdl all: B-xilozidaz és a-L-iduronidaz. Mindkét enzim ekvatoridlis glikozid kotéseket
hasit: az ’a’ megjelolés az a-iduroniddzban a szénhidratokra hasznalt sztereokémiai megjelolés
kovetkezménye, amelyben az o/f megjelolés azonos D/L megjeldléssel, amelyet a
hexopirandzokban C5-nél a sztereokémia hatdroz meg. A B-xilozidaz aktivitason feliil, az
ekvatorialis kotést hasito B-gliikozidaz, B-galaktozidaz és xilanaz aktivitast is azonositottak egy
GH39 csaladba tartoz6 enzimnél. Ennek a csaladnak az enzimjei megtalalhatoak
baktériumokban és eukariotakban, habar 11 GH39 csaladba tartoz6 enzim vélt kodolo
B-xiloziddz enzimek, amelyek enzimaktivitasat kisérletesen kimutattdk, mind mikrobialis
eredetli, mig az a-L-iduronidaz enzimek mind metazoa eukariota eredetiiek. A legalaposabban
tanulmanyozott B-xilozidaz a Thermoanaerobacterium saccharolyticum p-xilozidaza

(“www.cazypedia.org,”).
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Glikozid hidrolaz 67 csalad: Ennek a csaladnak a glikozid hidrolazai a-giikuronidaz aktivitast

mutatnak. Az enzimek a xiloz C2-OH kapcsolt gliikkuronsavat célozzak a xilooligoszacharidok
nem redukalo végén. Az enzimek 4-O-metil-D-gliikuronsav oldallancokat elényben részesitik.
Az oligoszacharid hossza nem befolyasolja a reakciosebességet, amely azt mutatja, hogy az
enzim csak az uronsavval és a kapcsolodo xilozzal 1ép kdlcsonhatasba. Ezek az enzimek nem
tavolitanak el gliikkuronsavat a xildn belso régidirdl. Az enzimek altalaban intracellularisak vagy
membrankapcsoltak, amely azt mutatja, hogy termindlis szerepet jatszanak a
xilooligoszacharidok oldallancainak eltavolitasaban, ezaltal ezek a gazda B-xilozidazai szamara

hozzaférhetové valnak (“www.cazypedia.org,”).

Szénhidrat észteraz 7 csalad: A szénhidrat észterazok (carbohydrate esterases - CE) a

szubsztitualt szacharidok de-O vagy de-N-acilezését katalizaljak. Mivel egy észter = sav +
alkohol, a szénhidrat észterdzok szadmara a szubsztratokat két osztalyba sorolhatjuk: az egyik,
amelyikben a cukor jatssza a ,,sav” szerepét, példaul a pektin metil észterek és a masik,
amelyikben a cukor alkoholként viselkedik, mint példaul az acetilalt xilan. Szamos lehetséges
reakciomechanizmus vehet részt: A leggyakoribb a Ser-His-Asp katalitikus triad altal katalizalt
deacetilacio, amely analdog a klasszikus lipadz és szerin protedz miikodésével, de mas
mechanizmusok, mint példaul a Zn?** Katalizalt deacetilaci6 néhany csalddban dominal

(“www.cazy.org,”).

A szekvencidk read alapli vizsgdlata sordan a Kraken 4ltal azonositott 5 faj,
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum Thermoanaerobacterium xylanolyticum,
Hungateiclostridium clariflavum, Hungateiclostridium thermocellum és Thermoclostridium
stercorarium, koziil a genom alapi vizsgalat egyértelmiien megerdsitette a T.
thermosaccharolyticum, H. clariflavum és H. thermocellum jelenlétét a konzorciumokban. A
read alapon azonositott T. xylanolyticum  94%-os  hasonlésagot mutat a
Thermoanaerobacterium sp. PSU-2-vel, tehat ennek a torzsnek a jelenléte is valoszinisithetd.
a bin 7 Clostridium sp. Bc-iso-3 szintén a H. thermocellum-hoz mutat nagyfok( hasonldsagot.
A binelés eredménye megerésit és kiegésziti a read alapu kiértékelés eredményeit, a két
megkozelitéssel azonositott mikrobak jol beleillenek a hatékony lignocelluloz hidrolizisrdl

alkotott képbe.
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5.3 Kukorica- és napraforgdoszar fermentacidja mezofil és termofil
hémérsékleten

A kukorica- és napraforgoszar nagy mennyiségben keletkez6 mez6gazdasagi

melléktermék, altalanos kémiai dsszetétele a 9. tablazatban lathato.

Napraforg6d | Napraforgé | Napraforgd | Kukorica | Kukorica | Kukorica
szar ® szar " szar © szér ¢ szar ¢ szar ©
TS (% nedves | 94 96,4 - 94 94 -
tomeg)
VS (%) 88 © 89,4°¢ - 87,49 909 -
Celluloz (%) | 34F 25,11 31 41,29 409 37,5
Hemicelluléz | 20,8f 11,67 15,6 28,19 289 22,4
(%)
Lignin (%) 29,7 32,5% 29,2" 8,729 99 17,6"

9. tablazat. Napraforgo- és kukoricaszdr kémiai osszetétele: a (Monlau et al., 2012) b (Monlau et al.,
2015), ¢ (Sawatdeenarunat et al., 2015), d (Croce et al., , 2016), e - % nedves témeg, f- % VS, g - %
TS, h - Klason lignin, i - savdetergens lignin

300

242

250

200

150 -

100

Kumulativ metdnhozam mL/g VS

a1
o
I

Napraforgoszar 37 °C Napraforgoszar 55 °C Kukoricaszar 37 °C  Kukoricaszar 55 °C

18. abra. Napraforgo- és kukoricaszar kumulativ metankihozatala mezofil és termofil
homérsékleten. 181£8, 17043, 25747, 194+6, 23543, 24243 mL/g VS (azonos szubsztratnal p>0,05,
eltérd szubsztrat esetén p<0,05).
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A felhasznalt kukoricaszar C/N aranya 47,1 volt. TS és VS tartalma 93,2% illetve
90,6%. A napraforgoszar TS és VS tartalma 89,9% illetve 93,8%, a C/N aranya 41. A tovabbi
kisérletekben felhasznalt oltdiszap egy mezofil biogaz ilizembdl szarmazott (Zoldforras Kft.,
Szeged), melyet, ha 55 °C-on hasznaltam, eldtte ehhez a hémérséklethez akklimatizaltam. Az
altalam vizsgalt napraforgd- ¢és kukoricaszar metankihozataldban nem volt szignifikans
kiilonbség mezofil és termofil homérsékleten (18. abra). Viszont a kukoricaszar mindkét
hémérsékleten magasabb metdnhozamot mutatott. A két szubsztrat C/N aranyaban nincs nagy
kiilonbség, a kukoricaszar esetén ez az érték 47, mig a napraforgdszarnal 41. A kiilonbség oka
a két alapanyag eltér6é Osszetétele lehet. A napraforgdszar magasabb lignin tartalma lehet az

alacsonyabb metanhozam oka (9. tablazat).

Antonopoulou és mtsai. (2010) a vizsgalt napraforgd hulladék metanpotencialjat 240
mL CHa4/g VS-ben hataroztak meg. Monlau és mtsai. (2012) napraforgoszar hétféle termo-
kémiai elokezelését vizsgaltak. Az elOkezeletlen napraforgdszar metdnhozama 192+2 mL
CH4/g VS volt, mig a leghatékonyabbnak az 55 °C-on 4% NaOH-dal 24 o6raig végzett
elékezelés bizonyult 259+ 6 mL CHa4/g VS hozammal. Késobb a napraforgoszar egyszakaszos
metan, illetve kétszakaszos hidrogén/metantermelését vizsgaltak ligos elokezeléssel, illetve
elokezelés nélkiil. A félfolyamatos fermentaciok alatt a metanhozam 152+4 és 150+3,5 mL
CHa/g VS volt az egy- illetve kétszakaszos rendszerben, az el6kezeléssel ezek az értékek 191+3
¢és 1963 mL CHa4/g VS-re néttek. Ez 26% és 29% hozamnovekedést jelent az egyszakaszos,
elékezelés nélkiili értékhez képest (Monlau et al., 2015).

Zhang és mtsai. (2014) a kukoricaszar anaerob lebontasahoz egy 0j bionikus reaktort
készitettek, amely a novényevo allatok benddjét szimuldlja. Az igy kialakitott reaktorral a
kumulativ biogdz hozam 256,5 mL/g VS volt, amelynek 52,2% és 63,3% kozott valtozott a
tipusti fermentaciora képes baktériummal, az Acetobacteroides hydrogenigenes-szel. Az A.
hydrogenigenes 10 v/v%-os beoltasban 19-23%-kal novelte a metanhozamot amely igy 258,1
mL/g Kukoricaszar lett a kontroll 209,3 mL/g kukoricaszar értékéhez képest (Zhang et al.,
értéke 27142 dm®/kg dm volt. Zhong és mtsai. (2011) munkajuk soran a kezeletlen kukoricaszar
metanpotencialjat 136 mLNCHa4/g TS allapitottak meg, mig masok kezeletlen kukoricaszar
metanhozama esetén 143,8 mL/g VS értékrdl szamoltak be (Li et al., 2015). Schroyen és mtsai.
(2015) munkajukban a kukoricaszar biometan-potencialjat 192—-288 NL/kg VS értékek kozott
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hataroztak meg. Hu és mtsai. (2015) kezeletlen kukoricaszar fermentacidja esetén 166+5 mLn

CHa/g VS metanhozam értéket kaptak.

Ezek alapjan az irodalmi adatok alapjan az altalam mért metanhozamok megfelelnek az

elvart értékeknek mind a napraforg6- mind a kukoricaszar esetén.

5.4 Bioaugmentacio €s eldkezelés hatasanak 0sszehasonlitdsa: Ruminiclostridium
cellulolyticum

Bioaugmentacio soran a baktériumokat a fermentacié Osszeéllitasakor hozzdadtam az
oltéiszaphoz (Zo6ldforras Kft., Szeged) és szubsztrathoz. Az eldkezelés ettdl abban tért el, hogy
a felndvesztett baktérium kultirat el6szor hozzaadtam a szubsztrathoz és egyiitt inkubaltam
Oket négy napig anaerob koriilmények kdzott, mieldtt az oltdiszappal inditottam a fermentaciot.
A R. cellulolyticum a mezofil cellulozbontas modellorganizmusa. Az altalam végzett
bioaugmentacios és elokezelési kisérletek eredményét a 19. abra mutatja be. A bioaugmentacio
¢s elOkezelés hatdsa kozott (statisztikailag) nincs kiilonbség sem a kukoricaszar sem a
napraforgoszar esetén. A kukoricaszar kumulativ metanhozama a bioaugmentaciéval, illetve
elokezeléssel 6-9%-kal emelkedett. A napraforgoszar metanhozama bioaugmentaciéval, illetve
elokezeléssel 9-12%-kal emelkedett. Peng és mtsai. (2014) buzaszalma fermentaciojat
bioaugmentaltak R. cellulolyticummal. A vizsgalathoz két stratégiat alkalmaztak, amelybdl a 2.
stratégia lényegében egy eldkezelés volt. A bioaugmentacio hatsara 13%-kal, az eldkezelés
hatasara 7,6%-kal emelkedett a metanhozam. Ezek az értékek hasonloak az altalam megfigyelt
metanhozam novekedéssel. Mivel az adataim alapjan az eldkezelés és bioaugmentacid kozott
nincs szignifikans kiilonbség, illetve Pengék a bioaugmentéciot talaltak hatékonyabbnak, ezért
a R. cellulolyticum-mal végzett szubsztrat elokezelés felesleges 1épés. Az el6kezelés elhagyasa
gazdasagilag eldny0s, mivel az el0kezeléshez sziikség van egy anaerob tartdlyra, ahol a
folyamat végbemegy. (Ennél a kisérletnél mar az 0 gdzzar6d fecskendoét hasznaltam a
mérésekhez, az el6z6 &brahoz képest magasabb metdnhozamok valdszinilileg ennek

koszonhet6ek.)
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cellulolyticummal. Kukoricaszar (kék, szaggatott vonal) 294+2, R. cellulolyticum bioaugmentalt
kukoricaszar (vilagoskek) 313+7, R. cellulolyticum elékezelt kukoricaszar (sotétkek) 321+5,
napraforgoszar (zold, szaggatott vonal) 216+5, R. cellulolyticum bioaugmentalt napraforgdszar (zold)
236=x0, R. cellulolyticum eldkezelt napraforgoszar (sotetzold) 24248, a-celluloz (piros, szaggatott
vonal) 36817 mL/g VS (p>0,05 a bioaugemntacio és eldkezelés kozott, p<0,05 a csak biomasszat
tartalmazo és kezelt fermentorok esetén).

5.5 Bioaugmentacio és elokezelés hatasanak dsszehasonlitasa:
Hungateiclostridium thermocellum

Bioaugmentécio soran a baktériumokat a fermentacio 6sszeéllitdsakor hozzdadtam az
oltdiszaphoz (Zoldforras Kft., Szeged) €és szubsztrathoz. Eldkezelés itt is azt jelenti, hogy a
felnovesztett baktérium kultarat egyiitt inkubaltam a szubsztrattal négy napig miel6tt
hozzaadtam az oltoiszapot. A H. thermocellum az egyik legjobban kutatott termofil
cellulozbontd mikroorganizmus, bioaugmentacids képességerdl tobb publikacio is tantskodik.
A kisérleteim soran kapott eredményeket a 20. abra mutatja. A 20. abra kukoricaszar kumulativ
metanhozama a bioaugmentacioval, illetve el6kezeléssel 8-12%-kal emelkedett. A
napraforgoészar metanhozama bioaugmentacioval, illetve eldkezeléssel 26% illetve 21%-kal
emelkedett. Ezek kozott az értékek kozott sem a kukoricaszar, sem a napraforgdszar esetén
nincs szignifikans kiilonbség, tehat nincs sziikség a szubsztratok elOkezelésére,

bioaugmentacival is elérhetd a kivant hatas. Ez ipari alkalmazhatdsag szempontjabdl fontos,
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mert az anaerob lebontas folyamata egy Iépésben elvégezhetd, nincs sziikség két szakaszos

rendszerre.
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thermocellummal. Kukoricaszar (kék, szaggatott vonal) 317+21, H. thermocellum bioaugmentalt
kukoricaszar (kék) 342+14, H. thermocellum eldkezelt kukoricaszdr (sotétkék) 354+18,
napraforgoszar (zold, szaggatott vonal) 206+19, H. thermocellum bioaugmentalt napraforgoszar
(zold) 260+25, H. thermocellum eldkezelt napraforgoszar (sotétzold) 250+26, a-celluléz (piros,
szaggatott vonal) 375110 mL/g VS. A két lepcsds gorbéért az oltoiszap tehetd felelossé. A benne
talalhato mikrobdknak tobb idére volt sziikségiik, hogy alkalmazkodjanak a kériilményekhez (p>0,05 a
bioaugemntdcio és elokezelés kozott, p<0,05 a csak biomasszat tartalmazo és kezelt fermentorok
eseten).

Az altalam megfigyelt értékek mar elérik az irodalomban is kozolt metanhozam
novekedés mértékét. Li és mtsai. (2013) Chlorella vulgaris mikroalga fermentaciojat
bioaugmentaltak H. thermocellummal 0%, 1%, 5% és 10 v/v%-ban, igy 17-24%-kal nétt a
metanhozam. Ecem Oner és mtsai. (2018) a H. thermocellumot 0%, 5%, 10%, 15% és 20 v/v%-
leghatékonyabban a 20%-o0s fermentorban emelkedett a metanhozam, 39%-kal a kontrollhoz
képest. Tsapekos ¢és mtsai. (2017) buzaszalmat, illetve buzaszalma és marhatragya
hasznalata esetén 34%-kal emelkedett a metanhozam, 221 mL CHa/g VS-r61 296 mLCHa4/g VS-

re. Aydin (2016) Haematococcus pluvialis mikroalga anaerob lebontasat bioaugmentalta H.

78



thermocellum-mal. A fermentor beoltasahoz hasznalt eltéré baktérium mennyiségek 18-38%-

kal novelték a képz0dd metan mennyiségét, a 15 v/v%-os bizonyult a leghatékonyabbnak.

Ruminiclostridium Hungateiclostridium
cellulolyticum thermocellum

(mL metan/g VS) (mL metan/g VS)
kukoricaszar 294 (82%) 317 (85%)
bioaugmentalt kukoricaszar 312 (87%) 342 (91%)
elokezelt kukoricaszar 321 (89%) 354 (95%)
napraforgdoszar 217 (60%) 206 (55%)
bioaugmentalt napraforgoszar 237 (66%) 260 (69%)
elékezelt napraforgdszar 242 (67%) 250 (67%)
a-celluloz 359 (100%) 375 (100%)

10. tabldzat. 19. dbra-20. adbra- metanhozam értékei (zardjelben az a-cellulozbol keletkezett
metdanhozamhoz viszonyitott szazalékos értékek vannak).

Mindkét cellulolitikus  baktériumnal megfigyeltem, hogy a napraforgoszar
metanhozamat képes volt nagyobb mértékben fokozni, mint a kukoricaszar esetén (10.
tdblazat). Ez azt jelzi, hogy hatékonyan képesek bontani a magasabb lignintartalmu

szubsztratot.

5.6 Az ADI1 és AD2 kevert kultirdk bioaugmentaciés hatdsa

Az 1zolalt cellulozbontd konzorciumok augmentéacids képességének vizsgalatdhoz
szubsztratként kukoricaszarat hasznaltam. A mechanikai el6kezelés csokkenti a szubsztrat
szemcseméretét és kristalyossagat és noveli a baktériumok szdmara hozzaférhetd feliiletet
(Nanda et al., 2014). Egy tanulmanyban példaul a silozott réti fii mechanikai elékezelése 8-
25%-kal novelte a metanhozamot (Tsapekos et al., 2015). Kisérleteimben a fermentorokhoz
adott kultaraknak pozitiv hatdsuk volt a gazhozamra. A mikrobak ndvesztéséhez hasznalt
tapoldat lehetséges hozzajarulasanak hatdsat a megndvekedett biogdz hozamra szintén
vizsgaltam. Az eredmények bizonyitottdk, hogy a magasabb biogdz hozam a fermentorba
juttatott AD1 és AD2 konzorciumok mikrobainak tulajdonithato. A 21. dbra egy tipikus kisérleti
eredményt mutat be. Habar a két dusitott konzorciumot kiilon kezeltem, nagyon hasonld
bioaugmentacids viselkedést mutattak, a metdnhozamot 22-24%-kal fokoztdk. Az &bran

crer

kontroll esetében.
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21. dbra. ADI (kék )167+6 és AD2 (lila) 164+17 augmentdcios hatdsa a biogdz fermentdciora a
kontroll kukoricaszarhoz (piros) 134+11 mL/g VS hasonlitva. Szamos esetben a hibasavok (standard
szoras) kisebbek, mint a szimbolumok (harom parhuzamos minta kézépértéke). (p<0,05).

Szamos bioaugmentacids kisérletet elvégeztem AD1 és AD2-vel. Ezek egy részének
eredményeit mutatja be a 22. abra. Ezen eredmények vizsgalataval megallapitottam, hogy AD1

17+6%-kal, mig AD2 19+8%-kal képes fokozni a metdnhozamot.
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22. dbra: ADI és AD2 bioaugmentdcios hatasai. A kék oszlopok jelzik az AD1 kumulativ
metdanhozamait, a lila oszlopok az AD2-hoz tartozo értékek, a piros oszlopok pedigaz adott
szubsztratbol bioaugmentdcio nélkiil keletkezd értékek (p<0,05).

Korabbi tanulmanyokban (Hua et al., 2016; Kinet et al., 2015; Tuesorn et al., 2013;
Yuan et al., 2016, 2014; Zhang et al., 2011) szamos kisérletet tettek, hogy a cellulézban gazdag
szubsztratok lebontasat eldsegitsék és bioaugmentacidval ndveljék a biogdz/biometanhozamot.
A legrelevansabb eredményeket, vagyis ahol termofil, anaerob kevert kultardkat alkalmaztak,
¢s amelyek fokoztak a biogdz hozamot és/vagy kinetikat, illetve a kisérleti koriilményeket a 11.
tablazat Osszegezi. A publikalt eredményeket nehéz pontosan Gsszehasonlitani az altalam
kozoltekkel. Az eltérd adatokbdl és a kiilonbozd kisérleti elgondoldsok ellenére a biogaz
hozamra vonatkoz6 adatok és a bioaugmenticido foka a nem augmentalt kontrollokhoz
viszonyitva informativ lehet. Vildgos €s nem meglepd a tablazat adataibol, hogy a biogaz
hozam erdsen eltér a felhasznalt szubsztrattol fliggden és a szdzalékos novekedés is valtozo
ezekben a tanulmanyokban. A 164 mL CH4/g VS hozam, amit a kukoricaszarbol elértem és a
biometanhozam nodvekedés (22-24%) amit AD1 ¢és AD2-vel torténé bioaugmentacio
eredményezett ugy tlinik, hogy a figyelemre mélté eredmények korébe tartozik. A tdblazatban
felsorolt, dusitott termofil bioaugmentacids konzorciumokat felépité taxondmiai csoportok a
legtobb esetben gyengén vannak azonositva. Mindazondltal figyelemre méltd, hogy a
Thermoanaerobacterales és Clostridiales rend képviseldit gyakran azonositottak a dusitott

kultarak kulcsszerepldiként.
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Maximalis
oo . e , bioaugmentacio .
Eredet Taxonomiai kategoria Koriilmények | Szubsztrat termofil Referencia
koriilmények
ko6zott
MC3F-bol | genus Clostridium, | mezofil (37 | sertéstragya | 145 mL CHa/g | (Tuesorn
(lignocellu- | Thermoanaerobacterium, | °C) és VS hozam; | et al.,
16z bont6 ) termofil (50 10% novekedés | 2013)
mikroba csalad Rhodocyclaceae °C)
konzorcium) fakultativ
anaerob
komposzt |nem teljesen jellemzett, | termofil lignocelluloz | 221 mL CH4/g| (Huaetal.,
tartalmgz Clostridium (50 °C) lalqusagl VS hozam: 2016;
straminisolvens CSK1, > | szilard Yuan et
Clostridium  sp.  FG4b, anaerob hulladekbol | 125,5% al., 2016,
Pseudoxanthomona_s Sp. gyapot szér | ndvekedés 2014)
torzs M1-3, Brevibacillus
sp. M1-5, és Bordetella 118 mL CHa/g
sp-M1-6 rohadt VS hozam;
kukorica sil6 | 136,4%
novekedés
304 mL biogaz
lg VS; 74.7%
novekedés
komposzt | Clostridia osztaly termofil lignocelluloz | 101 mL CH4/g| (Kinet et
55 o szubsztrat | VS hozam; al., 2015)
( ), 12% novekedés
anaerob
talaj Thermoanaerobacterium, | termofil kasszava 259,5 mL | (Zhang et
Thermanaerovibrio, o (manioka) | CHa/g VS |al., 2011)
o ; (55 °C) P
Clostridium  és  sok maradvany/ | hozam;
azonositatlan, nem hulladék 96,63%
tenyésztett novekedes

11. tablazat. Termofil lignocellulézbonto kevert kultirdak és a publikdlt bioaugmentdcios képességiik.

Erdekes kérdés az, hogy vajon ezek a torzsek és esetleg azok, amelyek mennyisége
alacsonyabb, mint az 1%-os kiiszob érték, milyen mértékben jarulnak hozza a bioaugmentacios
hatashoz, ha egyaltalan hozzajarulnak. Ennek a vizsgédlatdhoz, a négy legabundansabb
baktérium tipus torzsét megvasaroltam a német torzsgyiijteménybdl és a forgalmazd altal
ajanlott tapoldatukban ndvesztettem Oket. Miutan centrifugdldssal eltavolitottam a
hasznaltam a bioaugmentéacidhoz, kukoricaszarat hasznalva szubsztratként. Az eredményeket a

23. abra szemlélteti, a kontroll fermentorok a szubsztriton és oltodiszapon (Zoldforras Kft.,
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Szeged) kiviil nem tartalmaztak hozzaadott mikrobakat, a Mix az 5.2.1 felyezetben feltiintetett
relativ abundancia szazalékok aranyaban tartalmazta a négy baktérium torzset. A T.
thermosaccharolyticum, kontroll, R. cellulolyticum, Tr. pseudethanolicus, C. subterraneus,
Mix, AD2 és ADI esetén a metanhozam 134, 138, 140, 153, 153, 154, 171és 172 mL/g VS,
amelyek azt jelzik, hogy a négy baktérium torzs, illetve a keverékiiknek a biogaz reaktorokhoz
torténd hozzdadasa legtobb esetben ndvelte a metdnhozamot. Meglepd moddon, a T.
thermosaccharolyticum, a konzorcium legnagyobb mennyiségben jelenlevd tagja és a R.
cellulolyticum egyediil nem mutatott jelentés novekedést a biometan-termelésben. A masik két
abundans torzs és a négy faj keveréke jobban teljesitett. Fontos megjegyezni, hogy sem az
egyedi tiszta kultarak, sem a keverékiik nem volt olyan hatékony, mint az eredeti kdzosségek,
ADI1 ¢és AD2. Ez azt sugallja, hogy az alacsony szamban jelen 1év0 baktériumok aktivan
hozzéjarulnak a pozitiv hatashoz. A négy legnagyobb mennyiségben jelen 1év6 torzs alkotja a

teljes mikrobialis biomassza 64,3% (AD1) illetve 69,6%-at (AD2).
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23. dbra. ADI (kék) 17219, AD2 (sététlila) 1718, Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum
(lila négyzet, szaggatott vonal) 134+2, Caldanaerobacter subterraneus (zold) 153%7,
Thermoanaerobacter pseudethanolicus (magenta) 152+17, Ruminiclostridium cellulolyticum
(narancssarga haromszég) 140+6 és a keverékiik (kék, szaggatott vonal) 15410 hatasa a nem
augmentalt kukoricaszdrhoz (piros, szaggatott vonal) 138+37 mL/g VS hasonlitva. A szimbolumok
harom parhuzamos minta atlag értékét abrazoljak és a hibasavok a standard szorast jelzik; p<0,05
kivéve a T. thermosaccharolyticum és R. cellulolyticum esetén.
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A bioaugmentacids kisérletekbdl latszik, hogy a megfeleld mikroba vagy konzorcium
kivalasztasanal figyelembe kell venniink a fermentalni kivant szubsztratot is. Az amelyik az
egyik lignocelluloz tartalmii alapanyag esetén hatékonyan fokozza a gézhozamot nem

feltétlentil teljesit ugyanugy egy eltérd tulajdonsagu és osszetételt alapanyag esetén.

5.7 Eredmények jelentdsége
A FAOSTAT (Food and Agriculture Organization of the United Nations) adatbazisabol

¢és Scarlat és mtsai. munkajabol (Scarlat et al., 2010) megbecsiilhetjiik a kukorica- és napraforgd
termesztéskor keletkez6 hulladék mennyiségét, amely aranya a terméshez képest 0,9-1,2 illetve
2,2-3. Ezen kivil a mezOgazdasagi hulladékok bioenergia eldallitdsra hasznalhato
mennyiségének becslésekor figyelembe kell venniink, hogy bizonyos hanyadukra sziikség van
a term6foldek szerves anyag tartalméanak fenntartisaban és az er6zid elleni védelemben.
Tovabba a gombatermesztésben is hasznalhatjak, illetve allatok, példaul szarvasmarha, 16 és
szamar szamdra alom lehet. Ezeknek a figyelembe vételével ugy becsiilhetjiik, hogy a keletkezd
kukorica- és napraforgdszar 50% hasznalhato fel bioenergia termelésre (Scarlat et al., 2010).
Mindezzel szamolva, a 2012-2016 kozotti 6t éves periodus atlaga alapjan Magyarorszagon
évente 3,7x10° tonna kukoricaszarat és 2x10° tonna napraforgdszarat lehetne felhasznalni

biogaz termelésre (12. tablazat).
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Kukorica Melléktermék 50%-0s Szerves szarazanyag metan metan energia tartalom | energia tartalom
2012-2016 mennyisége (t) kihasznalhatosag (t) tartalom (t) potencial potencial (x10° MJ) (x10° KWh)
atlag (x10° m3) (x10° kg)
Magyarorszag 7 323 488 3661744 3090512 943 676 34 091 9470
Eurdpa 118 794 191 59 397 095 50 131 149 15 303 10972 552 991 153 608
Vilag 1049 729 799 524 864 899 442 985 975 135 223 96 955 4 886 524 1357 368
Napraforgé Melléktermék 50%-0s szerves szarazanyag metan metan energia tartalom | energia tartalom
2012-2016 mennyisége (t) kihasznalhat6sag (t) tartalom (t) potencial potencial (x10° MJ) (x10° KWh)
atlag (x10° m®) (x10° kg)
Magyarorszag 4044 672 2 022 336 1704 829 360 258 13010 3614
Eurépa 86 398 749 43199 375 36 417 073 7 690 5514 277 908 77 197
Vilag 116 750 005 58 375 003 49 210 127 10 392 7451 375535 104 315

12. tablazat. Kukorica és napraforgo termesztése soran keletkezd hulladék mennyisége, metan potenciadlja és energia tartalma 2012-2016 kozott

Magyarorszagon, Eurdpaban és a vilagon (FAOSTAT)
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A bioaugmentacids kisérletekben a kezeletlen szubsztratok metanhozama a
kukoricaszar esetén 294-317 mL/g VS, a napraforgoszar esetén 206-217 mL/g VS kozott
véltozott. Ezeknek az értékeknek az atlagabol és a kordbban megbecsiilt, éves atlagban
Magyarorszagon keletkez0 kukorica- és napraforgdszar mennyis€gébdl kiszamithatd a
biometan potencialjuk. Az atlagértékeket korrigdlva a szerves szarazanyag tartalommal a
3,7x10° tonna kukoricaszarbol és 2x10° tonna napraforgdszarbol 3,1x10° tonna, illetve 1,7x10°
tonna szerves szdrazanyag keletkezik. Kukoricaszar esetén 943x10° m?, napraforgoszar esetén
360x10° m® a teljes metanpotencial, amely kinyerheté lenne ezekbél a mezdégazdasagi
hulladékokboél. Ezek energia tartalma 9470 GWh, illetve 3614 GWh-nak felel meg, egyiittesen
13 084 GWh-at tesznek ki (12. tablazat). Magyarorszag lakossagi elektromos energia
fogyasztasa atlagosan 10 683 GWh volt egy évben ugyanezen 5 éves idOszak alatt. Tehat a
kukorica- és napraforgdszar metan formajaban kinyerheté energiatartalma fedezné a magyar

haztartdsok éves energiaigényét.
5.8 Osszefoglalas

» Sikeresen adaptdltam a termofil, természetes biogdz termeld rendszert a-celluloz

szubsztrathoz.

* A feldutsitott celluléz bontdé mikrobdk biogdz hozamra gyakorolt hatisa elérte a

Caldicellulosiruptor saccharolyticus hatasat.
* A dusitasi 1épés utan két kevert cellul6zbonto kultarat izolaltam (AD1 és AD2).

* A cellulozbonté konzorciumok metagenom analizise azt mutatta, hogy a meghatarozo

rendek a Thermoanaerobacterales és Clostridiales.

* A konzorciumok tarolési stabilitdsanak vizsgalatara 4 év elteltével Gjabb szekvenalast
végeztem, illetve a korabbi szekvenciaadatokat is Gjra kiértékeltem. A meghatarozo
rendek tovabbra is a Thermoanaerobacterales és Clostridiales lettek, viszont a
legnagyobb mennyiségben jelen 1év6 baktérium kivételével (T. thermosaccharolyticum)
az alacsonyabb szdmban jelen 1évOk megvaltoztak, ami szdrmazhatott a bioinformatikai

modszerek eltérésébdl is.

* A genom-alapon végzett kiértékelés soran 10 bint sikeriilt Osszeépiteni, ezek

megerdsitették a read-alapon végzett kiértékelés eredményeit.
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A kukoricaszar mezofil és termofil kortiilmények kozott is magasabb biogdz hozamot

eredményezett, mint a napraforgdszar.

A cellulozbontd mikrobdkkal végzett bioaugmentécio és elékezelés hasonld mértékben

fokozta a metanhozamot.

ADI1 és AD2-vel végzett bioaugmentacid 22-24%-kal novelte a metanhozamot, a tiszta

torzsek, illetve keverékiik nem érte el ezt az értéket.

A Magyarorszagon keletkezd kukorica- és napraforgdszar metadnpotencialja alapjan
ezek a mezOgazdasagi melléktermékek képesek lennének fedezni a hazai haztartasok

éves energiaigényét.

87



6 Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkdszonni témavezetdimnek, Prof. Kovacs L. Kornélnak és Dr. Bagi
Zoltannak a szakmai iranyitdsukat, a dolgozat elkészitéséhez adott tanacsaikat és hogy
lehetdséget adtak ezen dolgozat elkésziiléséhez. Koszonettel tartozom az SZTE
Biotechnologiai Tansz¢k vezetdjének, Dr. Rakhely Gabornak, aki biztositotta szdmomra a
lehetdséget, hogy munkamat a tanszéken végezhessem el. Halaval tartozom Dr. Wirth
Rolandnak a DNS izolalasban és a metagenomikai adatok kiértékelésében nyujtott segitségéért.
Tovabba koszonom az SZTE Biotechnologiai Tanszéken dolgozd kollégdk segitségét, akik

nélkil ez a dolgozat nem késziilhetett volna el.

88



7 Irodalomjegyzék

Acs, N, Bagi, Z., Rakhely, G., Minarovics, J., Nagy, K., & Kovacs, K. L. (2015). Bioaugmentation of
biogas production by a hydrogen-producing bacterium. Bioresource Technology, 186, 286-293.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.02.098

Ahring, B. K., Sandberg, M., & Angelidaki, I. (1995). Volatile fatty acids as indicators of process
imbalance in anaerobic digestors. Applied Microbiology and Biotechnology, 43(3), 559-565.
https://doi.org/10.1007/BF00218466

Albertsen, M., Hugenholtz, P., Skarshewski, A., Nielsen, K. L., Tyson, G. W., & Nielsen, P. H.
(2013). Genome sequences of rare, uncultured bacteria obtained by differential coverage binning
of multiple metagenomes. Nature Biotechnology, 31(6), 533-538.
https://doi.org/10.1038/nbt.2579

Alneberg, J., Bjarnason, B. S., de Bruijn, 1., Schirmer, M., Quick, J., [jaz, U. Z., ... Quince, C. (2014).
Binning metagenomic contigs by coverage and composition. Nature Methods, 11(11), 1144—
1146. https://doi.org/10.1038/nmeth.3103

Alneberg, J., Bjarnason, B. S., De Bruijn, ., Schirmer, M., Quick, J., Ijaz, U. Z., ... Quince, C. (2014).
Binning metagenomic contigs by coverage and composition. Nature Methods, 11(11), 1144—
1146. https://doi.org/10.1038/nmeth.3103

Alves, M. M., Mota Vieira, J. A., Alvares Pereira, M., Pereira, A., & Mota, M. (2001). Effect of
Lipids and Oleic Acid on Biomass Development in Anaerobic Fixed-Bed Reactors. Part I :
Biofilm Growth and Activity. Water Research, 35(1), 255-263.

Angelidaki, 1., Ellegaard, L., & Ahring, B. K. (1993). A mathematical model for dynamic simulation
of anaerobic digestion of complex substrates: Focusing on ammonia inhibition. Biotechnology
and Bioengineering, 42(2), 159-166. https://doi.org/10.1002/bit.260420203

Angelidaki, Irini, Karakashev, D., Batstone, D. J., Plugge, C. M., & Stams, A. J. M. (2011).
Biomethanation and its potential. Methods in Enzymology (1st ed., VVol. 494). Elsevier Inc.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-385112-3.00016-0

Angly, F. E., Felts, B., Breitbart, M., Salamon, P., Edwards, R. A., Carlson, C., ... Rohwer, F. (2006).
The marine viromes of four oceanic regions. PLoS Biology, 4(11), 2121-2131.
https://doi.org/10.1371/journal.pbio.0040368

Anton, J., Llobet-Brossa, E., Rodriguez-Valera, F., & Amann, R. (1999). Fluorescence in situ
hybridization analysis of the prokaryotic community inhabiting crystallizer ponds.
Environmental Microbiology, 1(6), 517-523. https://doi.org/10.1046/j.1462-2920.1999.00065.x

Antonopoulou, G., Stamatelatou, K., & Lyberatos, G. (2010). Exploitation of rapeseed and sunflower
residues for methane generation through anaerobic digestion: the effect of pretreatment.
Chemical Engineering Transactions, 20(January 2016), 253-258.
https://doi.org/10.3303/CET1020043

Appels, L., Baeyens, J., Degréve, J., & Dewil, R. (2008). Principles and potential of the anaerobic
digestion of waste-activated sludge. Progress in Energy and Combustion Science, 34(6), 755—
781. https://doi.org/10.1016/j.pecs.2008.06.002

Aydin, S. (2016). Enhancement of microbial diversity and methane yield by bacterial bioaugmentation
through the anaerobic digestion of Haematococcus pluvialis. Applied Microbiology and
Biotechnology, 100(12), 5631-5637. https://doi.org/10.1007/s00253-016-7501-0

Bagi, Z., Acs, N, Balint, B., Horvath, L., Dobo, K., Perei, K. R., ... Kovacs, K. L. (2007).
Biotechnological intensification of biogas production. Applied Microbiology and Biotechnology,
76(2), 473-482. https://doi.org/10.1007/s00253-007-1009-6

89



Barker, H. A. (1956). Bacterial fermentations. New York,Wiley,. Retrieved from
https://www.biodiversitylibrary.org/item/31026

Batstone, D. J., Keller, J., Newell, R. B., & Newland, M. (2000). Modelling anaerobic degradation of
complex wastewater. I: Model development. Bioresource Technology, 75(1), 67-74.
https://doi.org/10.1016/S0960-8524(00)00018-3

Béguin, P., Millet, J., & Aubert, J. P. (1992). Cellulose degradation by Clostridium thermocellum:
From manure to molecular biology. FEMS Microbiology Letters, 100(1-3), 523-528.
https://doi.org/10.1016/0378-1097(92)90256-N

Berry, D., Mahfoudh, K. Ben, Wagner, M., & Loy, A. (2011). Barcoded primers used in multiplex
amplicon pyrosequencing bias amplification. Applied and Environmental Microbiology, 77(21),
7846-7849. https://doi.org/10.1128/AEM.05220-11

Bond, T., & Templeton, M. R. (2011). History and future of domestic biogas plants in the developing
world. Energy for Sustainable Development, 15(4), 347-354.
https://doi.org/10.1016/j.esd.2011.09.003

Boone, D. R., Whitman, W. B., & Rouvieére, P. (1993). Diversity and Taxonomy of Methanogens. In J.
G. Ferry (Ed.), Methanogenesis: Ecology, Physiology, Biochemistry & Genetics (pp. 35-80).
Boston, MA: Springer US. https://doi.org/10.1007/978-1-4615-2391-8 2

Brady, A., & Salzberg, S. L. (2009). Phymm and PhymmBL.: Metagenomic phylogenetic classification
with interpolated Markov models. Nature Methods, 6(9), 673-676.
https://doi.org/10.1038/nmeth.1358

Bruni, E., Jensen, A. P., & Angelidaki, I. (2010). Comparative study of mechanical, hydrothermal,
chemical and enzymatic treatments of digested biofibers to improve biogas production.
Bioresource Technology, 101(22), 8713-8717. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2010.06.108

Burrell, P. C., O’Sullivan, C., Song, H., Clarke, W. P., & Blackall, L. L. (2004). Identification,
Detection, and Spatial Resolution of Clostridium Populations Responsible for Cellulose
Degradation in a Methanogenic Landfill Leachate Bioreactor. Applied and Environmental
Microbiology, 70(4), 2414-2419. https://doi.org/10.1128/AEM.70.4.2414-2419.2004

Buswell, A. M., & Boruff, C. S. (1933). Mechanical Equipment for Continuous Fermentation of
Fibrous Materials. Industrial and Engineering Chemistry, 25(2), 147-149.
https://doi.org/10.1021/ie50278a008

Camacho, C., Coulouris, G., Avagyan, V., Ma, N., Papadopoulos, J., Bealer, K., & Madden, T. L.
(2009). BLAST+: Architecture and applications. BMC Bioinformatics, 10, 1-9.
https://doi.org/10.1186/1471-2105-10-421

Campanaro, S., Treu, L., Kougias, P. G., Zhu, X., & Angelidaki, I. (2018). Taxonomy of anaerobic
digestion microbiome reveals biases associated with the applied high throughput sequencing
strategies. Scientific Reports, 8(1), 1-12. https://doi.org/10.1038/s41598-018-20414-0

Cao, G., Ren, N., Wang, A., Lee, D. J,, Guo, W., Liu, B., ... Zhao, Q. (2009). Acid hydrolysis of corn
stover for biohydrogen production using Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum W16.
International Journal of Hydrogen Energy, 34(17), 7182-7188.
https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2009.07.009

Carlsson, M., Lagerkvist, A., & Morgan-Sagastume, F. (2012). The effects of substrate pre-treatment
on anaerobic digestion systems: A review. Waste Management, 32(9), 1634—-1650.
https://doi.org/10.1016/j.wasman.2012.04.016

Castorena-Cortés, G., Zapata-Pefiasco, 1., Roldan-Carrillo, T., Reyes-Avila, J., Mayol-Castillo, M.,
Romaéan-Vargas, S., & Olguin-Lora, P. (2012). Evaluation of indigenous anaerobic
microorganisms from Mexican carbonate reservoirs with potential MEOR application. Journal of

90



Petroleum Science and Engineering, 81, 86-93. https://doi.org/10.1016/j.petrol.2011.12.010

Chandra, R., Takeuchi, H., & Hasegawa, T. (2012). Methane production from lignocellulosic
agricultural crop wastes: A review in context to second generation of biofuel production.
Renewable and Sustainable Energy Reviews, 16(3), 1462-1476.
https://doi.org/10.1016/j.rser.2011.11.035

Chen, T. H., & Day, D. L. (1986). Effects of temperature change on the stability of thermophilic
fermentation of swine manure. Agricultural Wastes, 16(4), 313-317.
https://doi.org/10.1016/0141-4607(86)90061-2

Chen, Y., Cheng, J. J., & Creamer, K. S. (2008). Inhibition of anaerobic digestion process: A review.
Bioresource Technology, 99(10), 4044-4064. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2007.01.057

Chimtong, S., Tachaapaikoon, C., Sornyotha, S., Pason, P., Waeonukul, R., Kosugi, A., &
Ratanakhanokchai, K. (2014). Symbiotic Behavior during Co-culturing of Clostridium
thermocellum NKP-2 and Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum NOI-1 on Corn Hull.
BioResources, 9(2), 2471-2483. https://doi.org/10.15376/biores.9.2.2471-2483

Collins, M. D., Lawson, P. A., Willems, A., Cordoba, J. J., Fernandez-Garayzabal, J., Garcia, P., ...
Farrow °, J. A. E. (1994). The Phylogeny of the Genus Clostridium: Proposal of Five New
Genera and Eleven New Species Combinations, (May), 812-826.
https://doi.org/10.1099/00207713-44-4-812

D. T. Hill. (1982). A Comprehensive Dynamic Model for Animal Waste Methanogenesis.
Transactions of the ASAE, 25(5), 1374-1380. https://doi.org/10.13031/2013.33730

Demirel, B., & Scherer, P. (2011). Trace element requirements of agricultural biogas digesters during
biological conversion of renewable biomass to methane. Biomass and Bioenergy, 35(3), 992—
998. https://doi.org/10.1016/j.biombioe.2010.12.022

Desvaux, M. (2005). Clostridium cellulolyticum: model organism of mesophilic cellulolytic clostridia.
FEMS Microbiology Reviews, 29(4), 741-764. https://doi.org/10.1016/j.femsre.2004.11.003

Dick, G. J., Andersson, A. F., Baker, B. J., Simmons, S. L., Thomas, B. C., Yelton, A. P., & Banfield,
J. F. (2009). Open Access Community-wide analysis of microbial genome sequence signatures,
10(8). https://doi.org/10.1186/gb-2009-10-8-r85

Dohm, J. C., Lottaz, C., Borodina, T., & Himmelbauer, H. (2008). Substantial biases in ultra-short
read data sets from high-throughput DNA sequencing. Nucleic Acids Research, 36(16).
https://doi.org/10.1093/nar/gkn425

Ecem Oner, B., Akyol, C., Bozan, M., Ince, O., Aydin, S., & Ince, B. (2018). Bioaugmentation with
Clostridium thermocellum to enhance the anaerobic biodegradation of lignocellulosic
agricultural residues. Bioresource Technology, 249(October 2017), 620-625.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2017.10.040

Edwards, R. A., Rodriguez-Brito, B., Wegley, L., Haynes, M., Breitbart, M., Peterson, D. M, ...
Rohwer, F. (2006). Using pyrosequencing to shed light on deep mine microbial ecology. BMC
Genomics, 7, 1-13. https://doi.org/10.1186/1471-2164-7-57

El-Gebali, S., Mistry, J., Bateman, A., Eddy, S. R., Luciani, A., Potter, S. C., ... Finn, R. D. (2019).
The Pfam protein families database in 2019. Nucleic Acids Research, 47(D1), D427-D432.
https://doi.org/10.1093/nar/gky995

Ellabban, O., Abu-rub, H., & Blaabjerg, F. (2014). Renewable energy resources : Current status ,
future prospects and their enabling technology. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 39,
748-764. https://doi.org/10.1016/j.rser.2014.07.113

Eren, A. M., Esen, C., Quince, C., Vineis, J. H., Morrison, H. G., Sogin, M. L., & Delmont, T. O.

91



(2015). Anvi’ o : an advanced analysis and visualization platform for * omics data, 1-29.
https://doi.org/10.7717/peerj.1319

Fardeau, M. L., Magot, M., Patel, B. K. C., Thomas, P., Garcia, J. L., & Ollivier, B. (2000).
Thermoanaerobacter subterraneus sp. nov., a novel thermophile isolated from oilfield water.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 50(6), 2141-2149.
https://doi.org/10.1099/00207713-50-6-2141

Ferris, M. J., Muyzer, G., & Ward, D. M. (1996). Denaturing gradient gel electrophoresis profiles of
16S rRNA-defined populations inhabiting a hot spring microbial mat community. Applied and
Environmental Microbiology, 62(2), 340-346. https://doi.org/10.1128/aem.62.2.340-346.1996

Field, C. B., Behrenfeld, M. J., & Randerson, J. T. (1998). Primary Production of the Biosphere :
Integrating Terrestrial and Oceanic Components, 281(July), 237-241.

Fierer, N., Jackson, J. A., Vilgalys, R., & Jackson, R. B. (2005). Assessment of Soil Microbial
Community Structure by Use of Taxon-Specific Quantitative PCR Assays, 71(7), 4117-4120.
https://doi.org/10.1128/AEM.71.7.4117

Fischer, J. R., lannotti, E. L., & Porter, J. H. (1984). Anaerobic digestion of swine manure at various
influent solids concentrations. Agricultural Wastes, 11(3), 157-166.
https://doi.org/10.1016/0141-4607(84)90042-8

Gao, L., Wang, F., Gao, F., Wang, L., Zhao, J., & Qu, Y. (2011). Purification and characterization of a
novel cellobiohydrolase (PdCel6A) from Penicillium decumbens JU-A10 for bioethanol
production. Bioresource Technology, 102(17), 8339-8342.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.06.033

Gerardi, M. H. (2003). The Microbiology of Anaerobic Digesters. Vasa.
https://doi.org/10.1002/0471468967

Gill, S. R., Pop, M., DeBoy, R. T., Eckburg, P. B., Turnbaugh, P. J., Samuel, B. S., ... Nelson, K. E.
(2006). Metagenomic analysis of the human distal gut microbiome. Science, 312(5778), 1355—
1359. https://doi.org/10.1126/science.1124234

Goberna, M., Insam, H., & Franke-Whittle, I. H. (2009). Effect of biowaste sludge maturation on the
diversity of thermophilic bacteria and archaea in an anaerobic reactor. Applied and
Environmental Microbiology, 75(8), 2566-2572. https://doi.org/10.1128/AEM.02260-08

Gomez-Alvarez, V., Teal, T. K., & Schmidt, T. M. (2009). Systematic artifacts in metagenomes from
complex microbial communities. ISME Journal, 3(11), 1314-1317.
https://doi.org/10.1038/ismej.2009.72

Goodwin, S., Gurtowski, J., Ethe-Sayers, S., Deshpande, P., Schatz, M. C., & McCombie, W. R.
(2015). Oxford Nanopore sequencing, hybrid error correction, and de novo assembly of a
eukaryotic genome. Genome Research, 25(11), 1750-1756.
https://doi.org/10.1101/gr.191395.115

Guo, X. M., Trably, E., Latrille, E., Carrre, H., & Steyer, J. P. (2010). Hydrogen production from
agricultural waste by dark fermentation: A review. International Journal of Hydrogen Energy,
35(19), 10660-10673. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2010.03.008

Handelsman, J., Rondon, M. R., Brady, S. F., Clardy, J., & Goodman, R. M. (1998). Molecular
biological access to the chemistry of unknown soil microbes: A new frontier for natural products.
Chemistry and Biology, 5(10). https://doi.org/10.1016/S1074-5521(98)90108-9

Hansen, K. H., Angelidaki, I., & Ahring, B. K. (1998). Anaerobic digestion of swine manure:
Inhibition by ammonia. Water Research, 32(1), 5-12. https://doi.org/10.1016/S0043-
1354(97)00201-7

92



Hasyim, R., Imai, T., Reungsang, A., & O-Thong, S. (2011). Extreme-thermophilic biohydrogen
production by an anaerobic heat treated digested sewage sludge culture. International Journal of
Hydrogen Energy, 36(14), 8727-8734. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2010.06.079

He, P. J. (2010). Anaerobic digestion: An intriguing long history in China. Waste Management, 30(4),
549-550. https://doi.org/10.1016/j.wasman.2010.01.002

He, Q., Hemme, C. L., Jiang, H., He, Z., & Zhou, J. (2011). Mechanisms of enhanced cellulosic
bioethanol fermentation by co-cultivation of Clostridium and Thermoanaerobacter spp.
Bioresource Technology, 102(20), 9586-9592. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.07.098

Hemme, C. L., Fields, M. W., He, Q., Deng, Y., Lin, L., Tu, Q., ... Zhou, J. (2011). Correlation of
genomic and physiological traits of Thermoanaerobacter species with biofuel yields. Applied and
Environmental Microbiology, 77(22), 7998-8008. https://doi.org/10.1128/AEM.05677-11

Hendriks, A. T. W. M., & Zeeman, G. (2009). Pretreatments to enhance the digestibility of
lignocellulosic biomass. Bioresource Technology, 100(1), 10-18.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2008.05.027

Hill, D. T., Cobb, S. A., & Bolte, J. P. (1987). Using Volatile Fatty Acid Relationships To Predict
Anaerobic Digester Failure. Transactions of the American Society of Agricultural Engineers,
30(2), 496-501. https://doi.org/10.13031/2013.31977

Hill, D. T., & Holmberg, R. D. (1988). Long chain volatile fatty acid relationships in anaerobic
digestion of swine waste. Biological Wastes, 23(3), 195-214. https://doi.org/10.1016/0269-
7483(88)90034-1

Hobson, P. N., Bousfield, S., Summers, R., & Kirsch, E. J. (1974). Anaerobic digestion of organic
matter. C R C Critical Reviews in Environmental Control, 4(1-4), 131-191.
https://doi.org/10.1080/10643387409381614

Hodkinson, B. P., & Grice, E. A. (2015). Next-Generation Sequencing: A Review of Technologies and
Tools for Wound Microbiome Research. Advances in Wound Care, 4(1), 50-58.
https://doi.org/10.1089/wound.2014.0542

Holmes, D. E., & Smith, J. A. (2016). Biologically Produced Methane as a Renewable Energy Source.
In S. Sariaslani & G. B. T.-A. in A. M. Michael Gadd (Eds.) (Vol. 97, pp. 1-61). Academic
Press. https://doi.org/10.1016/bs.aambs.2016.09.001

https://webstore.iea.org/world-energy-balances-2018. (n.d.). Retrieved from
https://webstore.iea.org/world-energy-balances-2018

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/972903459. (n.d.). Retrieved from
https://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/972903459

Hu, Y., Pang, Y., Yuan, H., Zou, D., Liu, Y., Zhu, B., ... Li, X. (2015). Promoting anaerobic
biogasification of corn stover through biological pretreatment by liquid fraction of digestate
(LFD). Bioresource Technology, 175, 167-173. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2014.10.088

Hua, B., Dai, J., Liu, B., Zhang, H., Yuan, X., Wang, X., & Cui, Z. (2016). Pretreatment of non-sterile,
rotted silage maize straw by the microbial community MC1 increases biogas production.
Bioresource Technology, 216, 699-705. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2016.06.001

Huang, J., Mendoza, B., Daniel, J. S., Nielsen, C. J., Rotstayn, L., & Wild, O. (2013). Anthropogenic
and Natural Radiative Forcing. In Intergovernmental Panel on Climate Change (Ed.), Climate
Change 2013 - The Physical Science Basis (pp. 659-740). Cambridge: Cambridge University
Press. https://doi.org/10.1017/CB0O9781107415324.018

Huse, S. M., Huber, J. A., Morrison, H. G., Sogin, M. L., & Welch, D. M. (2007). Accuracy and
guality of massively parallel DNA pyrosequencing. Genome Biology, 8(7), 1-9.

93



https://doi.org/10.1186/gb-2007-8-7-r143

Huson, D. H., Mitra, S., Ruscheweyh, H., Weber, N., & Schuster, S. C. (2011). Integrative analysis of
environmental sequences using MEGAN4. Genome Research, 21(9), 1552-1560.
https://doi.org/10.1101/gr.120618.111

Hwang, S., Lee, Y., & Yang, K. (2001). Maximization of acetic acid production in partial acidogenesis
of swine wastewater. Biotechnology and Bioengineering, 75(5), 521-529.
https://doi.org/10.1002/bit.10068

Imelfort, M., Parks, D., Woodcroft, B. J., Dennis, P., Hugenholtz, P., & Tyson, G. W. (2014).
GroopM: An automated tool for the recovery of population genomes from related metagenomes.
PeerJ, 2014(1). https://doi.org/10.7717/peerj.603

Izquierdo, J. A., Pattathil, S., Guseva, A., Hahn, M. G., & Lynd, L. R. (2014). Comparative analysis of
the ability of Clostridium clariflavum strains and Clostridium thermocellum to utilize
hemicellulose and unpretreated plant material. Biotechnology for Biofuels, 7(1), 1-8.
https://doi.org/10.1186/s13068-014-0136-4

Jaenicke, S., Ander, C., Bekel, T., Bisdorf, R., Droge, M., Gartemann, K. H., ... Goesmann, A. (2011).
Comparative and joint analysis of two metagenomic datasets from a biogas fermenter obtained
by 454-pyrosequencing. PLoS ONE, 6(1). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0014519

Jarvis, A., Nordberg, A., Jarlsvik, T., Mathisen, B., & Svensson, B. H. (1997). Improvement of a
grass-clover silage-fed biogas process by the addition of cobalt. Biomass and Bioenergy, 12(6),
453-460. https://doi.org/10.1016/S0961-9534(97)00015-9

Jia, X., Mi, S., Wang, J., Qiao, W., Peng, X., & Han, Y. (2014). Insight into Glycoside Hydrolases for
Debranched Xylan Degradation from Extremely Thermophilic Bacterium Caldicellulosiruptor
lactoaceticus, 9(9), 1-12. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0106482

Jia, Y., Ng, S. K,, Lu, H., Cai, M., & Lee, P. K. H. (2018). Genome-centric metatranscriptomes and
ecological roles of the active microbial populations during cellulosic biomass anaerobic
digestion. Biotechnology for Biofuels, 1-15. https://doi.org/10.1186/s13068-018-1121-0

Jin, T., & Kim, J. (2018). What is better for mitigating carbon emissions — Renewable energy or
nuclear energy? A panel data analysis. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 91(April),
464-471. https://doi.org/10.1016/j.rser.2018.04.022

Jinemann, S., Kleinbdlting, N., Jaenicke, S., Henke, C., Hassa, J., Nelkner, J., ... Stoye, J. (2017).
Bioinformatics for NGS-based metagenomics and the application to biogas research. Journal of
Biotechnology, 261(August), 10-23. https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2017.08.012

Juturu, V., & Wu, J. C. (2014). Microbial cellulases: Engineering, production and applications.
Renewable and Sustainable Energy Reviews, 33, 188-203.
https://doi.org/10.1016/j.rser.2014.01.077

Kang, D. D., Froula, J., Egan, R., & Wang, Z. (2015). MetaBAT, an efficient tool for accurately
reconstructing single genomes from complex microbial communities. PeerJ, 3(8), e1165.
https://doi.org/10.7717/peerj.1165

Karlin, S., Mrazek, J., & Campbell, A. M. (1997). Compositional biases of bacterial genomes and
evolutionary implications. Journal of Bacteriology, 179(12), 3899-3913.
https://doi.org/10.1128/jb.179.12.3899-3913.1997

Kaspar, H. F., & Wuhrmann, K. (1978). Kinetic parameters and relative turnovers of some important
catabolic reactions in digesting sludge. Applied and Environmental Microbiology, 36(1), 1-7.
https://doi.org/10.1128/aem.36.1.1-7.1978

Kelley, D. R., & Salzberg, S. L. (2010). Clustering metagenomic sequences with interpolated Markov

94



models. BMC Bioinformatics, 11(1), 1-12. https://doi.org/10.1186/1471-2105-11-544

Kim, M., Lee, K.-H., Yoon, S.-W., Kim, B.-S., Chun, J., & Yi, H. (2013). Analytical Tools and
Databases for Metagenomics in the Next-Generation Sequencing Era. Genomics & Informatics,
11(3), 102. https://doi.org/10.5808/gi.2013.11.3.102

Kinet, R., Destain, J., Hiligsmann, S., Thonart, P., Delhalle, L., Taminiau, B., ... Delvigne, F. (2015).
Thermophilic and cellulolytic consortium isolated from composting plants improves anaerobic
digestion of cellulosic biomass: Toward a microbial resource management approach.
Bioresource Technology, 189, 138-144. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.04.010

Kolb, S., Knief, C., Stubner, S., & Conrad, R. (2003). Quantitative Detection of Methanotrophs in Soil
by Novel. Society, 69(5), 2423-2429. https://doi.org/10.1128/ AEM.69.5.2423

Kongjan, P., O-Thong, S., Kotay, M., Min, B., & Angelidaki, I. (2010). Biohydrogen production from
wheat straw hydrolysate by dark fermentation using extreme thermophilic mixed culture.
Biotechnology and Bioengineering, 105(5), 899-908. https://doi.org/10.1002/bit.22616

Korem, T., Zeevi, D., Suez, J., Weinberger, A., Avnit-Sagi, T., Pompan-Lotan, M., ... Segal, E.
(2015). Growth dynamics of gut microbiota in health and disease inferred from single
metagenomic samples. Science, 349(6252), 1101-1106. https://doi.org/10.1126/science.aac4812

Kougias, P. G., & Angelidaki, 1. (2018). Biogas and its opportunities — A review. Frontiers in
Environmental Science, 12(June 2018), 1-22.

Kovacs, K. L., Acs, N., Kovacs, E., Wirth, R., Rakhely, G., Strang, O., ... Bagi, Z. (2013).
Improvement of Biogas Production by Bioaugmentation. BioMed Research International, 2013,
1-7. https://doi.org/10.1155/2013/482653

Krause, L., Diaz, N. N., Edwards, R. A., Gartemann, K. H., Kromeke, H., Neuweger, H., ...
Goesmann, A. (2008). Taxonomic composition and gene content of a methane-producing
microbial community isolated from a biogas reactor. Journal of Biotechnology, 136(1-2), 91—
101. https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2008.06.003

Kuhad, R. C., & Singh, A. (1993). Lignocellulose biotechnology: Current and future prospects.
Critical Reviews in Biotechnology, 13(2), 151-172. https://doi.org/10.3109/07388559309040630

Kulski, J. K. (2016). Next-Generation Sequencing — An Overview of the History, Tools, and “Omic”
Applications. Next Generation Sequencing - Advances, Applications and Challenges, 3-60.
https://doi.org/10.5772/61964

Kunin, V., Engelbrektson, A., Ochman, H., & Hugenholtz, P. (2010). Wrinkles in the rare biosphere:
Pyrosequencing errors can lead to artificial inflation of diversity estimates. Environmental
Microbiology, 12(1), 118-123. https://doi.org/10.1111/j.1462-2920.2009.02051.x

Lang, K., Schuldes, J., Klingl, A., Poehlein, A., & Daniel, R. (2015). New Mode of Energy
Metabolism in the Seventh Order of Methanogens as Revealed by Comparative Genome
Analysis of “ Candidatus Methanoplasma termitum ,” 81(4), 1338-1352.
https://doi.org/10.1128/AEM.03389-14

Langmead, B., & Salzberg, S. L. (2012). Fast gapped-read alignment with Bowtie 2, 9(4), 357-360.
https://doi.org/10.1038/nmeth.1923

Lebuhn, M., Hanreich, A., Klocke, M., Schliiter, A., Bauer, C., & Pérez, C. M. (2014). Towards
molecular biomarkers for biogas production from lignocellulose-rich substrates. Anaerobe, 29,
10-21. https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2014.04.006

Lee, L. L., Crosby, J. R., Rubinstein, G. M., Laemthong, T., Bing, R. G., Straub, C. T., ... Kelly, R.
M. (2020). The biology and biotechnology of the genus Caldicellulosiruptor: recent
developments in ‘Caldi World.” Extremophiles, 24(1), 1-15. https://doi.org/10.1007/s00792-019-

95



01116-5

Lee R. Lynd, Paul J. Weimer, Willem H. van Zyl, 1. S. P. (2002). Microbial Cellulose Utilization:
Fundamentals and Biotechnology. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 66(3), 506—
577. https://doi.org/10.1128/MMBR.66.3.506

Lee, H. V., Hamid, S. B. A,, & Zain, S. K. (2014). Conversion of lignocellulosic biomass to
nanocellulose: Structure and chemical process. Scientific World Journal, 2014.
https://doi.org/10.1155/2014/631013

Lee, Y. E., Jain, M. K., Lee, C., & Zeikus, J. G. (1993). Taxonomic Distinction of Saccharolytic
Thermophilic Anaerobes. International Journal of Systematic Bacteriology, 43(2), 41-51.
https://doi.org/10.1099/00207713-43-1-41

Leng, L., Yang, P., Singh, S., Zhuang, H., Xu, L., Chen, W. H., ... Lee, P. H. (2018). A review on the
bioenergetics of anaerobic microbial metabolism close to the thermodynamic limits and its
implications for digestion applications. Bioresource Technology, 247(September), 1095-1106.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2017.09.103

Lerouxel, O., Cavalier, D. M., Liepman, A. H., & Keegstra, K. (2006). Biosynthesis of plant cell wall
polysaccharides - a complex process. Current Opinion in Plant Biology, 9(6), 621-630.
https://doi.org/10.1016/j.pbi.2006.09.009

Li, Jianghao, Zhang, R., Siddhu, M. A. H., He, Y., Wang, W., Li, Y., ... Liu, G. (2015). Enhancing
methane production of corn stover through a novel way: Sequent pretreatment of potassium
hydroxide and steam explosion. Bioresource Technology, 181, 345-350.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.01.050

Li, Jing, Yuan, H., & Yang, J. (2009). Bacteria and lignin degradation. Frontiers of Biology in China,
4(1), 29-38. https://doi.org/10.1007/s11515-008-0097-8

Li, Q., & Liu, C.-Z. (2012). Co-culture of Clostridium thermocellum and Clostridium
thermosaccharolyticum for enhancing hydrogen production via thermophilic fermentation of
cornstalk waste. International Journal of Hydrogen Energy, 37(14), 10648—-10654.
https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2012.04.115

Li, Y., Park, S. Y., & Zhu, J. (2011). Solid-state anaerobic digestion for methane production from
organic waste. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 15(1), 821-826.
https://doi.org/10.1016/j.rser.2010.07.042

Lin, L., Song, H., Tu, Q., Qin, Y., Zhou, A., Liu, W., ... Xu, J. (2011). The Thermoanaerobacter
glycobiome reveals mechanisms of pentose and hexose co-utilization in bacteria. PLoS Genetics,
7(10). https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1002318

Lindgreen, S., Adair, K. L., & Gardner, P. P. (2016). An evaluation of the accuracy and speed of
metagenome analysis tools. Nature Publishing Group, 1-14. https://doi.org/10.1038/srep19233

Liu, F. H.,, Wang, S. B., Zhang, J. S., Zhang, J., Yan, X., Zhou, H. K., ... Zhou, Z. H. (2009). The
structure of the bacterial and archaeal community in a biogas digester as revealed by denaturing
gradient gel electrophoresis and 16S rDNA sequencing analysis. Journal of Applied
Microbiology, 106(3), 952-966. https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2008.04064.x

Liu, W. T., Marsh, T. L., Cheng, H., & Forney, L. J. (1997). Characterization of microbial diversity by
determining terminal restriction fragment length polymorphisms of genes encoding 16S rRNA.
Applied and Environmental Microbiology, 63(11), 4516-4522.
https://doi.org/10.1128/aem.63.11.4516-4522.1997

Liu, Y., Yu, P, Song, X., & Qu, Y. (2008). Hydrogen production from cellulose by co-culture of
Clostridium thermocellum JN4 and Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum GD17.
International Journal of Hydrogen Energy, 33(12), 2927-2933.

96



https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2008.04.004

Liu, Z. (2015). Global Energy Interconnection. Elsevier Science. Retrieved from
https://books.google.hu/books?id=T_MQCgAAQBAJ

Llobet-Brossa, E., Rossello-Mora, R., & Amann, R. (1998). Microbial community composition of
wadden sea sediments as revealed by fluorescence in situ hybridization. Applied and
Environmental Microbiology, 64(7), 2691-2696. https://doi.org/10.1128/aem.64.7.2691-
2696.1998

Li, F., Ji, J., Shao, L., & He, P. (2013). Bacterial bioaugmentation for improving methane and
hydrogen production from microalgae. Biotechnology for Biofuels, 6(1), 1-11.
https://doi.org/10.1186/1754-6834-6-92

Lu, X. (2014). Biofuels: From Microbes to Molecules. (X. Lu, Ed.). Caister Academic Press.

Ludwig, W., Schleifer, K.-H., & Whitman, W. B. (2009). Revised road map to the phylum Firmicutes.
In Systematic Bacteriology (pp. 1-13). New York, NY: Springer New York.
https://doi.org/10.1007/978-0-387-68489-5_1

Luo, G, Xie, L., Zhou, Q., & Angelidaki, I. (2011). Enhancement of bioenergy production from
organic wastes by two-stage anaerobic hydrogen and methane production process. Bioresource
Technology, 102(18), 8700-8706. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.02.012

Lynd, L. R., Weimer, P. J., van Zyl, W. H., & Pretorius, I. S. (2002). Microbial Cellulose Utilization:
Fundamentals and Biotechnology. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 66(3), 506—
577. https://doi.org/10.1128/MMBR.66.3.506-577.2002

Madden, R. H. (1983). Isolation and Characterization of Clostridium stercorarium sp. nov.,
Cellulolytic Thermophile. International Journal of Systematic Bacteriology, 33(4), 837—840.
https://doi.org/10.1099/00207713-33-4-837

Martin-Ryals, A., Schideman, L., Li, P., Wilkinson, H., & Wagner, R. (2015). Improving anaerobic
digestion of a cellulosic waste via routine bioaugmentation with cellulolytic microorganisms.
Bioresource Technology, 189, 62—70. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.03.069

Massé, D. 1., & Droste, R. L. (2000). Comprehensive model of anaerobic digestion of swine manure
slurry in a sequencing batch reactor. Water Research, 34(12), 3087-3106.
https://doi.org/10.1016/S0043-1354(00)00064-6

McBee, R. H. (1954). The characteristics of Clostridium thermocellum. Journal of Bacteriology,
67(4), 505-506.

McCoy, E., & McClung, L. S. M. (1935). Studies on anaerobic bacteria V1. Archic Fur Mikrobiologie,
6(1-5), 230-238.

Mechichi, T., & Sayadi, S. (2005). Evaluating process imbalance of anaerobic digestion of olive mill
wastewaters. Process Biochemistry, 40(1), 139-145.
https://doi.org/10.1016/j.procbio.2003.11.050

Menzel, P., Ng, K. L., & Krogh, A. (2016). Fast and sensitive taxonomic classification for
metagenomics with Kaiju. Nature Communications, 7(1), 11257.
https://doi.org/10.1038/ncomms11257

Merlin Christy, P., Gopinath, L. R., & Divya, D. (2014). A review on anaerobic decomposition and
enhancement of biogas production through enzymes and microorganisms. Renewable and
Sustainable Energy Reviews, 34, 167-173. https://doi.org/10.1016/j.rser.2014.03.010

Meyer, F., Paarmann, D., D’Souza, M., Olson, R., Glass, E., Kubal, M., ... Rohwer, F. (2008). The
metagenomics RAST server — a public resource for the automatic phylogenetic and functional
analysis of metagenomes. BMC Bioinformatics, 9(1), 386. https://doi.org/10.1186/1471-2105-9-

97



386
Meynell, P.-J. (1978). Methane: Planning a Digester. New York: Schocken Books.

Monlau, F., Barakat, A., Steyer, J. P., & Carrere, H. (2012). Comparison of seven types of thermo-
chemical pretreatments on the structural features and anaerobic digestion of sunflower stalks.
Bioresource Technology, 120, 241-247. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2012.06.040

Monlau, F., Kaparaju, P., Trably, E., Steyer, J. P., & Carrere, H. (2015). Alkaline pretreatment to
enhance one-stage CH4 and two-stage H2/CH4 production from sunflower stalks: Mass, energy
and economical balances. Chemical Engineering Journal, 260, 377-385.
https://doi.org/10.1016/j.cej.2014.08.108

Moore, G. E. (2006). Cramming more components onto integrated circuits, Reprinted from
Electronics, volume 38, number 8, April 19, 1965, pp.114 ff. IEEE Solid-State Circuits Society
Newsletter, 11(3), 33-35. https://doi.org/10.1109/N-SSC.2006.4785860

Morris, J. G. (1975). The Physiology of Obligate Anaerobiosis. In A. H. Rose & D. W. B. T.-A. in M.
P. Tempest (Eds.) (Vol. 12, pp. 169-246). Academic Press.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/S0065-2911(08)60282-9

Mosche, M., & Jordening, H. J. (1999). Comparison of different models of substrate and product
inhibition in anaerobic digestion. Water Research, 33(11), 2545-2554.
https://doi.org/10.1016/S0043-1354(98)00490-4

Mulat, D. G., Huerta, S. G., Kalyani, D., & Horn, S. J. (2018). Enhancing methane production from
lignocellulosic biomass by combined steam-explosion pretreatment and bioaugmentation with
cellulolytic bacterium Caldicellulosiruptor bescii. Biotechnology for Biofuels, 11(1).
https://doi.org/10.1186/s13068-018-1025-z

Mutschlechner, M., llimer, P., & Wagner, A. O. (2015). Biological pre-treatment: Enhancing biogas
production using the highly cellulolytic fungus Trichoderma viride. Waste Management, 43, 98—
107. https://doi.org/10.1016/j.wasman.2015.05.011

Muyzer, G., De Waal, E. C., & Uitterlinden, A. G. (1993). Profiling of complex microbial populations
by denaturing gradient gel electrophoresis analysis of polymerase chain reaction-amplified genes
coding for 16S rRNA. Applied and Environmental Microbiology, 59(3), 695-700.
https://doi.org/10.1128/aem.59.3.695-700.1993

Nakamura, K., Oshima, T., Morimoto, T., Ikeda, S., Yoshikawa, H., Shiwa, Y., ... Kanaya, S. (2011).
Sequence-specific error profile of Illumina sequencers. Nucleic Acids Research, 39(13).
https://doi.org/10.1093/nar/gkr344

Nanda, S., Mohammad, J., Reddy, S. N., Kozinski, J. A., & Dalai, A. K. (2014). Pathways of
lignocellulosic biomass conversion to renewable fuels. Biomass Conversion and Biorefinery,
4(2), 157-191. https://doi.org/10.1007/s13399-013-0097-z

Nielsen, H. B., Uellendahl, H., & Ahring, B. K. (2007). Regulation and optimization of the biogas
process: Propionate as a key parameter. Biomass and Bioenergy, 31(11-12), 820-830.
https://doi.org/10.1016/j.biombioe.2007.04.004

Nkemka, V. N., Gilroyed, B., Yanke, J., Gruninger, R., Vedres, D., McAllister, T., & Hao, X. (2015).
Bioaugmentation with an anaerobic fungus in a two-stage process for biohydrogen and biogas
production using corn silage and cattail. Bioresource Technology, 185, 79-88.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.02.100

O-Thong, S., Khongkliang, P., Mamimin, C., Singkhala, A., Prasertsan, P., & Birkeland, N. K. (2017).
Draft genome sequence of Thermoanaerobacterium sp. strain PSU-2 isolated from thermophilic
hydrogen producing reactor. Genomics Data, 12, 49-51.
https://doi.org/10.1016/j.gdata.2017.02.012

98



O-Thong, S., Prasertsan, P., Karakashev, D., & Angelidaki, 1. (2008). Thermophilic fermentative
hydrogen production by the newly isolated Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum
PSU-2. International Journal of Hydrogen Energy, 33(4), 1204-1214.
https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2007.12.015

O’Leary, N. A., Wright, M. W., Brister, J. R., Ciufo, S., Haddad, D., McVeigh, R, ... Pruitt, K. D.
(2016). Reference sequence (RefSeq) database at NCBI: Current status, taxonomic expansion,
and functional annotation. Nucleic Acids Research, 44(D1), D733-D745.
https://doi.org/10.1093/nar/gkv1189

O’Sullivan, C., Burrell, P. C., Clarke, W. P., & Blackall, L. L. (2007). A survey of the relative
abundance of specific groups of cellulose degrading bacteria in anaerobic environments using
fluorescence in situ hybridization. Journal of Applied Microbiology, 103(4), 1332-1343.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2007.03362.X

Onyenwoke, R. U., Kevbrin, V. V., Lysenko, A. M., & Wiegel, J. (2007). Thermoanaerobacter
pseudethanolicus sp. nov., a thermophilic heterotrophic anaerobe from Yellowstone National
Park. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 57(10), 2191-2193.
https://doi.org/10.1099/ijs.0.65051-0

Osborn, A. M., Moore, E. R. B., & Timmis, K. N. (2000). An evaluation of terminal-restriction
fragment length polymorphism (T-RFLP) analysis for the study of microbial community
structure and dynamics. Environmental Microbiology, 2(1), 39-50.
https://doi.org/10.1046/j.1462-2920.2000.00081.x

Pap, B., Gyorkei, A., Boboescu, 1. Z., Nagy, I. K., Biro, T., Kondorosi, E., & Maréti, G. (2015).
Temperature-dependent transformation of biogas-producing microbial communities points to the
increased importance of hydrogenotrophic methanogenesis under thermophilic operation.
Bioresource Technology, 177, 375-380. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2014.11.021

Papa, G., Rodriguez, S., George, A., Schievano, A., Orzi, V., Sale, K. L., ... Simmons, B. A. (2015).
Comparison of different pretreatments for the production of bioethanol and biomethane from
corn stover and switchgrass. Bioresource Technology, 183, 101-110.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.01.121

Parks, D. H., Imelfort, M., Skennerton, C. T., Hugenholtz, P., & Tyson, G. W. (2015). CheckM :
assessing the quality of microbial genomes recovered from isolates , single cells , and
metagenomes, 1043-1055. https://doi.org/10.1101/gr.186072.114.Freely

Peng, X., Bomer, R. A., Nges, I. A., & Liu, J. (2014). Impact of bioaugmentation on biochemical
methane potential for wheat straw with addition of Clostridium cellulolyticum. Bioresource
Technology, 152, 567-571. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.11.067

Perera, F. (2018). Pollution from fossil-fuel combustion is the leading environmental threat to global
pediatric health and equity: Solutions exist. International Journal of Environmental Research
and Public Health, 15(1). https://doi.org/10.3390/ijerph15010016

Petitdemange, E., Caillet, F., Giallo, J., & Gaudin, C. (1984). Clostridium cellulolyticum sp. nov., a
Cellulolytic, Mesophilic: Species from Decayed Grass. International Journal of Systematic
Bacteriology, 34(2), 155-159. https://doi.org/10.1099/00207713-34-2-155

Pind, P. F., Angelidaki, I., & Ahring, B. K. (2003). Dynamics of the anaerobic process: Effects of
volatile fatty acids. Biotechnology and Bioengineering, 82(7), 791-801.
https://doi.org/10.1002/bit.10628

Poehlein, A., Zverlov, V. V, Daniel, R., Schwarz, W. H., & Liebl, W. (2013). Complete Genome
Sequence of Clostridium stercorarium subsp. stercorarium Strain DSM 8532, a Thermophilic
Degrader of Plant Cell Wall Fibers. Genome Announc, 1(2), e0007313.
https://doi.org/10.1128/genomeA.00073-13

99



Quaiser, A., Zivanovic, Y., Moreira, D., & Lopez-Garcia, P. (2011). Comparative metagenomics of
bathypelagic plankton and bottom sediment from the Sea of Marmara. ISME Journal, 5(2), 285-
304. https://doi.org/10.1038/ismej.2010.113

Quince, C., Walker, A. W., Simpson, J. T., Loman, N. J., & Segata, N. (2017). Corrigendum: Shotgun
metagenomics, from sampling to analysis. Nature Biotechnology, 35(12), 1211.
https://doi.org/10.1038/nbt1217-1211b

Rademacher, A., Zakrzewski, M., Schliiter, A., Schonberg, M., Szczepanowski, R., Goesmann, A., ...
Klocke, M. (2012). Characterization of microbial biofilms in a thermophilic biogas system by
high-throughput metagenome sequencing. FEMS Microbiology Ecology, 79(3), 785-799.
https://doi.org/10.1111/j.1574-6941.2011.01265.x

Rehm, H.-J., & Reed, G. (1999). Environmental Processes I. (H. -J. Rehm & G. Reed, Eds.),
Biotechnology Second Edition (Vol. 11A). Wiley. https://doi.org/10.1002/9783527620944

Ren, N., Cao, G., Wang, A., Lee, D. J., Guo, W., & Zhu, Y. (2008). Dark fermentation of xylose and
glucose mix using isolated Thermoanaerobacterium ihermosaccharolyticum W16. International
Journal of Hydrogen Energy, 33(21), 6124-6132. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2008.07.107

Richards, B. K., Cummings, R. J., Jewell, W. J., & Herndon, F. G. (1991). High solids anaerobic
methane fermentation of sorghum and cellulose. Biomass and Bioenergy, 1(1), 47-53.
https://doi.org/10.1016/0961-9534(91)90051-D

Rodriguez, C., Alaswad, A., Benyounis, K. Y., & Olabi, A. G. (2016). Pretreatment techniques used in
biogas production from grass. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 1-12.
https://doi.org/10.1016/j.rser.2016.02.022

Rothberg, J. M., Hinz, W., Rearick, T. M., Schultz, J., Mileski, W., Davey, M., ... Bustillo, J. (2011).
An integrated semiconductor device enabling non-optical genome sequencing. Nature,
475(7356), 348-352. https://doi.org/10.1038/nature10242

Saini, J. K., Saini, R., & Tewari, L. (2015). Lignocellulosic agriculture wastes as biomass feedstocks
for second-generation bioethanol production: concepts and recent developments. 3 Biotech, 5(4),
337-353. https://doi.org/10.1007/s13205-014-0246-5

Salimi, F., & Mahadevan, R. (2013). Characterizing metabolic interactions in a clostridial co-culture
for consolidated bioprocessing. BMC Biotechnology, 13(1), 95. https://doi.org/10.1186/1472-
6750-13-95

Sapci, Z. (2013). The effect of microwave pretreatment on biogas production from agricultural straws.
Bioresource Technology, 128, 487-494. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2012.09.094

Saripan, A. F., & Reungsang, A. (2013). Biohydrogen production by Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum KKU-ED1: Culture conditions optimization using xylan as the substrate.
International Journal of Hydrogen Energy, 38(14), 6167-6173.
https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2012.12.130

Sawatdeenarunat, C., Surendra, K. C., Takara, D., Oechsner, H., & Khanal, S. K. (2015). Anaerobic
digestion of lignocellulosic biomass: Challenges and opportunities. Bioresource Technology,
178, 178-186. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2014.09.103

Scarlat, N., Martinov, M., & Dallemand, J. F. (2010). Assessment of the availability of agricultural
crop residues in the European Union: Potential and limitations for bioenergy use. Waste
Management, 30(10), 1889-1897. https://doi.org/10.1016/j.wasman.2010.04.016

Schliiter, A., Bekel, T., Diaz, N. N., Dondrup, M., Eichenlaub, R., Gartemann, K. H., ... Goesmann,
A. (2008). The metagenome of a biogas-producing microbial community of a production-scale
biogas plant fermenter analysed by the 454-pyrosequencing technology. Journal of
Biotechnology, 136(1-2), 77-90. https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2008.05.008

100



Schniirer, A., & Jarvis, A. (2018). Microbiology of the Biogas process.

Schroyen, M., Vervaeren, H., Vandepitte, H., Van Hulle, S. W. H., & Raes, K. (2015). Effect of
enzymatic pretreatment of various lignocellulosic substrates on production of phenolic
compounds and biomethane potential. Bioresource Technology, 192, 696—702.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.06.051

Sharon, 1., Morowitz, M. J., Thomas, B. C., Costello, E. K., Relman, D. A., & Banfield, J. F. (2013).
Time series community genomics analysis reveals rapid shifts in bacterial species, strains, and
phage during infant gut colonization. Genome Research, 23(1), 111-120.
https://doi.org/10.1101/gr.142315.112

Shiratori, H., Sasaya, K., Ohiwa, H., Ikeno, H., Ayame, S., Kataoka, N., ... Ueda, K. (2009).
Clostridium clariflavum sp. nov. and Clostridium caenicola sp. nov., moderately thermophilic,
cellulose-/cellobiose-digesting bacteria isolated from methanogenic sludge. International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology, 59(7), 1764-1770.
https://doi.org/10.1099/ijs.0.003483-0

Shrestha, S., Fonoll, X., Khanal, S. K., & Raskin, L. (2017). Biological strategies for enhanced
hydrolysis of lignocellulosic biomass during anaerobic digestion: Current status and future
perspectives. Bioresource Technology, 245(June), 1245-1257.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2017.08.089

Siegert, I., & Banks, C. (2005). The effect of volatile fatty acid additions on the anaerobic digestion of
cellulose and glucose in batch reactors. Process Biochemistry, 40(11), 3412-3418.
https://doi.org/10.1016/j.procbio.2005.01.025

Singh, J., Suhag, M., & Dhaka, A. (2015). Augmented digestion of lignocellulose by steam explosion,
acid and alkaline pretreatment methods: A review. Carbohydrate Polymers, 117, 624-631.
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2014.10.012

Singh, S., Sarma, P. M., & Lal, B. (2014). Biohydrogen production by Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum TERI S7 from oil reservoir flow pipeline. International Journal of
Hydrogen Energy, 39(9), 4206-4214. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2013.12.179

Strazzera, G., Battista, F., Garcia, N. H., Frison, N., & Bolzonella, D. (2018). Volatile fatty acids
production from food wastes for biorefinery platforms: A review. Journal of Environmental
Management, 226(May), 278-288. https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2018.08.039

Streit, W. R., & Schmitz, R. A. (2004). Metagenomics - The key to the uncultured microbes. Current
Opinion in Microbiology, 7(5), 492-498. https://doi.org/10.1016/j.mib.2004.08.002

Strous, M., Kraft, B., Bisdorf, R., & Tegetmeyer, H. E. (2012). The binning of metagenomic contigs
for microbial physiology of mixed cultures. Frontiers in Microbiology, 3(DEC), 1-11.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2012.00410

Sun, L., Liu, T., Miiller, B., & Schniirer, A. (2016). The microbial community Structure in industrial
biogas plants influences the degradation rate of Straw and cellulose in batch tests. Biotechnology
for Biofuels, 9(1), 1-20. https://doi.org/10.1186/s13068-016-0543-9

Sun, L., & Schniirer, A. (2016). Draft Genome Sequence of the Cellulolytic Strain Clostridium sp. Bc-
iso-3 Isolated from an Industrial-Scale Anaerobic Digester. Genome Announcements, 4(5),
e01188-16. https://doi.org/10.1128/genomeA.01188-16

Sung, S., & Liu, T. (2003). Ammonia inhibition on thermophilic anaerobic digestion. Chemosphere,
53(1), 43-52. https://doi.org/10.1016/S0045-6535(03)00434-X

Taub, M. A., Corrada Bravo, H., & Irizarry, R. A. (2010). Overcoming bias and systematic errors in
next generation sequencing data. Genome Medicine, 2(12). https://doi.org/10.1186/gm208

101



Teeling, H., & Glockner, F. O. (2012). Current opportunities and challenges in microbial metagenome
analysis-A bioinformatic perspective. Briefings in Bioinformatics, 13(6), 728-742.
https://doi.org/10.1093/bib/bbs039

Tsapekos, P., Kougias, P. G., & Angelidaki, I. (2015). Biogas production from ensiled meadow grass;
effect of mechanical pretreatments and rapid determination of substrate biodegradability via
physicochemical methods. Bioresource Technology, 182, 329-335.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2015.02.025

Tsapekos, P., Kougias, P. G., Vasileiou, S. A., Treu, L., Campanaro, S., Lyberatos, G., & Angelidaki,
I. (2017). Bioaugmentation with hydrolytic microbes to improve the anaerobic biodegradability
of lignocellulosic agricultural residues. Bioresource Technology, 234, 350-359.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2017.03.043

Tsavkelova, E. A., Egorova, M. A., Petrova, E. V, & Netrusov, A. |. (2012). Biogas production by
microbial communities via decomposition of cellulose and food waste. Applied Biochemistry and
Microbiology, 48(4), 377-384. https://doi.org/10.1134/S0003683812040126

Tuesorn, S., Wongwilaiwalin, S., Champreda, V., Leethochawalit, M., Nopharatana, A.,
Techkarnjanaruk, S., & Chaiprasert, P. (2013). Enhancement of biogas production from swine
manure by a lignocellulolytic microbial consortium. Bioresource Technology, 144, 579-586.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.07.013

Turnbaugh, P. J., Ley, R. E., Mahowald, M. A., Magrini, V., Mardis, E. R., & Gordon, J. I. (2006). An
obesity-associated gut microbiome with increased capacity for energy harvest. Nature,
444(7122), 1027-1031. https://doi.org/10.1038/nature05414

Ueno, Y., Haruta, S., Ishii, M., & Igarashi, Y. (2001a). Changes in product formation and bacterial
community by dilution rate on carbohydrate fermentation by methanogenic microflora in
continuous flow stirred tank reactor. Applied Microbiology and Biotechnology, 57(1-2), 65-73.
https://doi.org/10.1007/s002530100760

Ueno, Y., Haruta, S., Ishii, M., & Igarashi, Y. (2001b). Microbial community in anaerobic hydrogen-
producing microflora enriched from sludge compost. Applied Microbiology and Biotechnology,
57(4), 555-562. https://doi.org/10.1007/s002530100806

van Brakel, J. (1980). The Ignis Fatuus of Biogas. Small-scale anaerobic digesters (“biogas plants”):
a critical review of the pre-1970 literature. Delft: Delft University Press.

Van De Werken, H. J. G., Verhaart, M. R. A., VanFossen, A. L., Willquist, K., Lewis, D. L., Nichols,
J.D., ... Kengen, S. W. M. (2008). Hydrogenomics of the extremely thermophilic bacterium
Caldicellulosiruptor saccharolyticus. Applied and Environmental Microbiology, 74(21), 6720—
6729. https://doi.org/10.1128/AEM.00968-08

Venter, J. C., Remington, K., Heidelberg, J. F., Halpern, A. L., Rusch, D., Eisen, J. A., ... Smith, H.
0. (2004). Environmental Genome Shotgun Sequencing of the Sargasso Sea. Science, 304(5667),
66—74. https://doi.org/10.1126/science.1093857

Wang, Q., Kuninobu, M., Ogawa, H. I., & Kato, Y. (1999). Degradation of volatile fatty acids in
highly efficient anaerobic digestion. Biomass and Bioenergy, 16(6), 407-416.
https://doi.org/10.1016/S0961-9534(99)00016-1

Wang, Y., Zhang, Y., Wang, J., & Meng, L. (2009). Effects of volatile fatty acid concentrations on
methane yield and methanogenic bacteria. Biomass and Bioenergy, 33(5), 848-853.
https://doi.org/10.1016/j.biombioe.2009.01.007

Wei, Y., Zhou, H., Zhang, J., Zhang, L., Geng, A., Liu, F., ... Yan, X. (2015). Insight into Dominant
Cellulolytic Bacteria from Two Biogas Digesters and Their Glycoside Hydrolase Genes. PLOS
ONE, 10(6), e0129921. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0129921

102



Weiland, P. (2010). Biogas production: Current state and perspectives. Applied Microbiology and
Biotechnology, 85(4), 849-860. https://doi.org/10.1007/s00253-009-2246-7

WeiB, S., Tauber, M., Somitsch, W., Meincke, R., Miiller, H., Berg, G., & Guebitz, G. M. (2010).
Enhancement of biogas production by addition of hemicellulolytic bacteria immobilised on
activated zeolite. Water Research, 44(6), 1970-1980.
https://doi.org/10.1016/j.watres.2009.11.048

Westerholm, M., Moestedt, J., & Schniirer, A. (2016). Biogas production through syntrophic acetate
oxidation and deliberate operating strategies for improved digester performance. Applied Energy,
179, 124-135. https://doi.org/10.1016/j.apenergy.2016.06.061

Wilke, A., Glass, E. M., Bischof, J., Braithwaite, D., Souza, M. D., Gerlach, W., ... Desai, N. (2014).
MG-RAST Manual, 132.

Wirth, R., Kovacs, E., Maroti, G., Bagi, Z., Rakhely, G., & Kovacs, K. L. (2012). Characterization of
a biogas-producing microbial community by short-read next generation DNA sequencing.
Biotechnology for Biofuels, 5(1), 41. https://doi.org/10.1186/1754-6834-5-41

Wirth, R., Lakatos, G., Bojti, T., Maroti, G., Bagi, Z., Kis, M., ... Kovacs, K. L. (2015). Metagenome
changes in the mesophilic biogas-producing community during fermentation of the green alga
Scenedesmus obliquus. Journal of Biotechnology, 215, 52-61.
https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2015.06.396

Wohlt, J. E., Frobish, R. A., Davis, C. L., Bryant, M. P., & Mackie, R. I. (1990). Thermophilic
methane production from dairy cattle waste. Biological Wastes, 32(3), 193-207.
https://doi.org/10.1016/0269-7483(90)90048-W

Wood, D. E., & Salzberg, S. L. (2014). Kraken: Ultrafast metagenomic sequence classification using
exact alignments. Genome Biology, 15(3). https://doi.org/10.1186/gb-2014-15-3-r46

www.cazy.org. (n.d.). Retrieved from www.cazy.org
www.cazypedia.org. (n.d.). Retrieved from www.cazypedia.org

Xia, Y., Ju, F., Fang, H. H. P., & Zhang, T. (2013). Mining of Novel Thermo-Stable Cellulolytic
Genes from a Thermophilic Cellulose-Degrading Consortium by Metagenomics. PLoS ONE,
8(1). https://doi.org/10.1371/journal.pone.0053779

Xie, W., Wang, F., Guo, L., Chen, Z., Sievert, S. M., Meng, J., ... Xu, A. (2011). Comparative
metagenomics of microbial communities inhabiting deep-sea hydrothermal vent chimneys with
contrasting chemistries. ISME Journal, 5(3), 414-426. https://doi.org/10.1038/ismej.2010.144

Xiong, W., Lin, P. P., Magnusson, L., Warner, L., Liao, J. C., Maness, P.-C., & Chou, K. J. (2016).
CO , -fixing one-carbon metabolism in a cellulose-degrading bacterium Clostridium
thermocellum. Proceedings of the National Academy of Sciences, 113(46), 13180-13185.
https://doi.org/10.1073/pnas.1605482113

Xu, Q., Resch, M. G., Podkaminer, K., Yang, S., Baker, J. O., Donohoe, B. S., ... Bomble, Y. J.
(2016). Dramatic performance of Clostridium thermocellum explained by its wide range of
cellulase modalities. Science Advances, 2(2), e1501254. https://doi.org/10.1126/sciadv.1501254

Yan, X., Geng, A., Zhang, J., Wei, Y., Zhang, L., Qian, C., ... Zhou, Z. (2013). Discovery of (hemi-)
cellulase genes in a metagenomic library from a biogas digester using 454 pyrosequencing.
Applied Microbiology and Biotechnology, 97(18), 8173-8182. https://doi.org/10.1007/s00253-
013-4927-5

Yang, F., Zeng, X., Ning, K., Liu, K. L., Lo, C. C., Wang, W, ... Xu, J. (2012). Saliva microbiomes
distinguish caries-active from healthy human populations. ISME Journal, 6(1), 1-10.
https://doi.org/10.1038/ismej.2011.71

103



Yang, X., Chockalingam, S. P., & Aluru, S. (2013). A survey of error-correction methods for next-
generation sequencing. Briefings in Bioinformatics, 14(1), 56-66.
https://doi.org/10.1093/bib/bbs015

Yokoyama, H., Ohmori, H., Waki, M., Ogino, A., & Tanaka, Y. (2009). Continuous hydrogen
production from glucose by using extreme thermophilic anaerobic microflora. Journal of
Bioscience and Bioengineering, 107(1), 64-66. https://doi.org/10.1016/j.jbiosc.2008.09.010

Yokoyama, H., Waki, M., Moriya, N., Yasuda, T., Tanaka, Y., & Haga, K. (2007). Effect of
fermentation temperature on hydrogen production from cow waste slurry by using anaerobic
microflora within the slurry. Applied Microbiology and Biotechnology, 74(2), 474—-483.
https://doi.org/10.1007/s00253-006-0647-4

Yuan, X., Ma, L., Wen, B., Zhou, D., Kuang, M., Yang, W., & Cui, Z. (2016). Enhancing anaerobic
digestion of cotton stalk by pretreatment with a microbial consortium (MC1). Bioresource
Technology, 207, 293-301. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2016.02.037

Yuan, X., Wen, B., Ma, X., Zhu, W., Wang, X., Chen, S., & Cui, Z. (2014). Enhancing the anaerobic
digestion of lignocellulose of municipal solid waste using a microbial pretreatment method.
Bioresource Technology, 154, 1-9. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.11.090

Yutin, N., & Galperin, M. Y. (2013). Genomics update A genomic update on clostridial phylogeny :
Gram-negative spore formers and other misplaced clostridia, 15, 2631-2641.
https://doi.org/10.1111/1462-2920.12173

Zhang, J., Guo, R. B., Qiu, Y. L., Qiao, J. T., Yuan, X. Z., Shi, X. S., & Wang, C. S. (2015).
Bioaugmentation with an acetate-type fermentation bacterium Acetobacteroides hydrogenigenes
improves methane production from corn straw. Bioresource Technology, 179, 306-313.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2014.12.022

Zhang, K., Ren, N. Q., Cao, G. L., & Wang, A. J. (2011). Biohydrogen production behavior of
moderately thermophile Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum W16 under different
gas-phase conditions. International Journal of Hydrogen Energy, 36(21), 14041-14048.
https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2011.04.056

Zhang, L., Loh, K. C., Lim, J. W., & Zhang, J. (2019). Bioinformatics analysis of metagenomics data
of biogas-producing microbial communities in anaerobic digesters: A review. Renewable and
Sustainable Energy Reviews, 100(July 2018), 110-126.
https://doi.org/10.1016/j.rser.2018.10.021

Zhang, M., Zhang, G., Zhang, P., Fan, S., Jin, S., Wu, D., & Fang, W. (2014). Anaerobic digestion of
corn stovers for methane production in a novel bionic reactor. Bioresource Technology, 166,
606-609. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2014.05.067

Zhang, Q., He, J., Tian, M., Mao, Z., Tang, L., Zhang, J., & Zhang, H. (2011). Enhancement of
methane production from cassava residues by biological pretreatment using a constructed
microbial consortium. Bioresource Technology, 102(19), 8899-8906.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.06.061

Zhang, X., Tu, B., Dai, L. R., Lawson, P. A., Zheng, Z. Z., Liu, L. Y., ... Cheng, L. (2018).
Petroclostridium xylanilyticum gen. Nov., sp. nov., a xylan-degrading bacterium isolated from an
oilfield, and reclassification of clostridial cluster iii members into four novel genera in a new
hungateiclostridiaceae fam. nov. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, 68(10), 3197-3211. https://doi.org/10.1099/ijsem.0.002966

Zhao, C., O-Thong, S., Karakashev, D., Angelidaki, I., Lu, W., & Wang, H. (2009). High yield
simultaneous hydrogen and ethanol production under extreme-thermophilic (70 ??C) mixed
culture environment. International Journal of Hydrogen Energy, 34(14), 5657-5665.
https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2009.05.057

104



Zhao, L., Cao, G.-L., Wang, A.-J., Ren, H.-Y., Zhang, K., & Ren, N.-Q. (2014). Consolidated
bioprocessing performance of Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum M18 on fungal
pretreated cornstalk for enhanced hydrogen production. Biotechnology for Biofuels, 7, 178.
https://doi.org/10.1186/s13068-014-0178-7

Zheng, Y., Zhao, J., Xu, F., & Li, Y. (2014). Pretreatment of lignocellulosic biomass for enhanced
biogas production. Progress in Energy and Combustion Science, 42(1), 35-53.
https://doi.org/10.1016/j.pecs.2014.01.001

Zhong, W., Zhang, Z., Luo, Y., Sun, S., Qiao, W., & Xiao, M. (2011). Effect of biological
pretreatments in enhancing corn straw biogas production. Bioresource Technology, 102(24),
11177-11182. https://doi.org/10.1016/j.biortech.2011.09.077

Zhou, Q., Su, X., & Ning, K. (2014). Assessment of quality control approaches for metagenomic data
analysis. Scientific Reports, 4(4), 1-11. https://doi.org/10.1038/srep06957

Zverlov, V. V., Hiegl, W., Kock, D. E., Kellermann, J., Kéllmeier, T., & Schwarz, W. H. (2010).
Hydrolytic bacteria in mesophilic and thermophilic degradation of plant biomass. Engineering in
Life Sciences, 10(6), 528-536. https://doi.org/10.1002/elsc.201000059

105



8 Osszefoglald

A mai tarsadalmunk nagyban fligg az energiatol, ezért az energiavalsagnak komoly
hatdsa van a gazdasagra is. Az utobbi években a sziikséges energiamennyis€ég gyorsan
emelkedett a vildg ndvekvd népességének €s jomodjanak koszonhetden; 1990 és 2016 kozott
tobb mint kétszeresére emelkedett a vilag energiafogyasztasa. A vilag teljes energiaigényének
tobb mint 84%-at a nem megujuld fosszilis energiahordozok 1atjak el, mint példaul a szén,
koéolaj és foldgaz. Ezeknek korlatozottak a kitermelhetd készleteik és karos hatassal vannak a
kornyezetre, mivel felhasznalasuk sordn iiveghdzhatdsu gazokat juttatunk a légkorbe. A
megujuld energiahordozok (geotermikus energia, vizenergia, napenergia, szélenergia ¢és
biomassza) végso forrasa a Nap. Alkalmas technologiakkal ezeket a természeti er6forrasokat
elektromos dramma, hévé és lizemanyaggd lehet alakitani. A megajuldé energiahordozok a
jelenlegi globalis energiasziikséglet haromezerszeresérdl képesek lennének gondoskodni.
Viladgszerte majdnem minden orszag érdekelt az uj, tiszta és megujuld energia utanpotlas
keresésében. Az elmult évtizedekben a biomassza energetikai hasznositasara irdnyuld kutatasi
torekvések foként a biodizelre és bioetanolra Osszpontositottak. Ezek az elsd generdcios
biotizemanyagok élelmiszerndvényekbdl késziilnek, mint példaul a kukorica, cukornad és
palmaolaj, és lehetséges alternativanak tlintek a vilag benzin és dizel fliggdségének enyhitésére.
Azonban, kozvetve az élelmiszer arak ndvekedését okoztak és igy hozzdjarultak a globalis
¢lelmiszer valsaghoz. Ezért a masodik generdcios bioiizemanyagok eldallitasa, ahol lehetdleg
az egész biomasszat atalakitjak elengedhetetlen ahhoz, hogy jelentésen ndveljiik a fenntarthato,
megujuld energia részaranyat. A biogaz, amely a megujuld nyersanyagok anaerob lebontasa
soran keletkezik, az egyik nagyon igéretes alternativaja lehet a fosszilis-eredetii energianak. Az
utdbbi idében, a lignocelluléz tartalmi biomassza, azaz a mezdgazdasagi hulladékok és
energianovények, egyre tobb figyelmet kapnak, mint megfeleld nyersanyag energia és
kiilonféle termékek eldallitdsara. A lignocelluloz tartalmi biomassza bdségesen elérhetd
nyersanyagforrds. A lignocellul6oz tartalmi biomasssza elsddlegesen cellulozbol,
hemicellulozbdl és ligninbdl all, ezek egyiittesen egy nagyon ellenallo szerkezetet hoznak létre.
Ennélfogva, a lignocelluldoz hidrolizise gyakran valik a sebességmeghatirozo Iépéssé a
hasznositas soran. A ndvényi anyagbdl eldallitott metdnban 1év0 energia a fotoszintézis soran
megkotott €s mikroorganizmusok altal biogazza atalakitott napenergia. Az igy keletkezd metan
ezért szén-dioxid neutralisnak tekinthetd. A biogdz anaerob koriilmények kozott keletkezik és
foként metanbol (55-70%) és szén-dioxidbdl (30—45%) all. Az anaerob fermentacio folyaman,

egy komplex, baktériumokat, gombdkat ¢s metanogén archedkat tartalmazd mikrobialis
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kozosség a szerves anyagokat négy fO metabolikus 1épésben biogazza alakitja. A biogazbol
tisztitott biometan betaplalhatd a foldgazhalozatba, siiritve vagy cseppfolydsitva pedig
iizemanyagként hasznosithaté minden olyan teriileten, ahol ma fosszilis f6ldgazt hasznalunk.

A lignocelluloz hatékony hasznositasahoz sziikség van kell6 mennyiségii €és aktivitasa
cellulozbonté mikroba jelenlétére a biogdz termeld kozosségen beliil. Dolgozatomban célul
hatékonysaganak fokozésat, betekintést nyerni a celluléoz lebontdsban résztvevé mikrobak
vilagaba.

Vizsgaltam, hogy a termofil, természetes biogdz termelé konzorcium képes-e
adaptalodni az egyre nagyobb mennyiségben bevitt celluldz tartalmu szubsztrathoz. A folyamat
soran monitoroztam a fermentorok megfeleld miikodését: mértem a keletkezd biogaz
mennyiségét, a fermentaciods folyadék pH értékét, illékony zsirsav tartalmat és a B-gliikozidaz
enzimaktivitast, amely a cellul6z hidrolizisérdl tantiskodik. Kontrolként gliikozt hasznaltam
szénforrasként, mivel a celluléz lanc glilkdz monomerekbdl all és a B-glikoziddz enzim
aktivitasanak hatasara szintén gliilkdz molekulak szabadulnak fel.

Az adaptacio elsd szakaszaban a gliikkdzzal taplalt fermentorokban az illékony zsirsavak
koziil a propionsav koncentracidja a metanogén mikrobdk szaméra gatld kiiszobérték folé
emelkedett, de lathatélag nem volt hatassal sem a pH-ra sem a biogaz termelésre. Ez azt mutatja,
hogy a rendszer j6 pufferkapacitassal rendelkezett.

Az adaptécio sikerének ellendrzéséhez felhasznaltam egy cellul6zbontd baktériumot, a
Caldicellulosiruptor saccharolyticust, amelyet csoportunk mar korabban sikeresen hasznalt
bioaugmentacios kisérletekben. Az adaptalt (dusitott) konzorcium biogaz hozama (463+4 mL/g
VS) a kisérleti hiban beliil meghaladta a nem-adaptalt de cellul6zbontd mikrobéval kiegészitett
konzorcium biogaz hozamat (456+21 mL/g VS) (11. abra), illetve a celluléz 1 gramm szerves
szarazanyagra vonatkoztatott biogdz hozama a masodik szakaszban (463+4 mL) 52%-kal
meghaladta az elsé szakasz 304+26 mL értékét (8. abra), igy ez is arra utal, hogy az adaptaciod
sikeres volt.

Sikeresen létrehoztam két termofil cellulozbontd kozdsséget ugyanabbdl a termofil
biogaz effluensbdl kiindulva. A két konzorciumot AD1 és AD2-nek neveztem el. Az
ujgeneracios DNS szekvenalds felfedte az AD1 és AD2-ben megtalalhatd f6 taxonokat €s a
legnagyobb szdmban jelenlévd fajokat. Korabbi kutatdsi eredményekkel megegyezden, a
Thermoanaerobacterales és Clostridiales rend tagjai fontos szerepet jatszanak a termofil
lignocelluloz lebontasban. A korabbi tanulmanyokban a lignocellulézbontd kultirdk

jellemzésére hasznalt modszerek nem tették lehetdvé a konzorcium tagjainak faj szintli
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azonositasat vagy relativ mennyiségi meghatarozasat a kozosségben. Az eredményeim ezért 0j
ismeretekkel bovitették a celluloz bontds megismerésére torekvd kutatdsokat. A két izolalt
konzorcium legnagyobb mennyiségben jelenlévé tagjainak Osszetétele és biologiai aktivitasa
nagyon hasonld. Az MG-RAST-tal végzett kiértékelés eredményeként a négy legabundansabb
torzs a Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, Caldanaerobacter subterraneus,
Thermoanaerobacter pseudethanolicus ¢és Ruminiclostridium cellulolyticum. Szintén
azonositottam szamos alacsonyabb szdmban eléforduld fajt. Ezen a szinten AD1 és AD2 kozott
felfedezhet néhany kiilonbség.

Az ADI1 ¢és AD2 stabilitasdnak vizsgalatdhoz 4 évi gyakori hasznalat és ismételt
lefagyasztas utan ujra megszekvenaltattuk a két konzorciumbdl szarmazo genomi DNS-t és a
korabbi szekvenalasbol szarmazd eredményeket is jra kiértékeltiik. A read-alapon végzett
metagenomikai elemzéshez hasznalt kiértékeld program, a Kraken, megvaltoztatta a
konzorciumok dsszetételét a korabbi eredményekhez képest. Az AD1 és AD2-t felépit6 rendek
a Thermoanaerobacterales, illetve Clostridiales rend, megegyeztek a korabban
megfigyeltekkel. A legdominansabb faj tovabbra is a Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum maradt, viszont a tovabbi, alacsonyabb abundanciaval jelen 1év6 fajok
a Thermoanaerobacterium xylanolyticum, Hungateiclostridium clariflavum,
Hungateiclostridium thermocellum és Thermoclostridium stercorarium lettek, ami elsésorban
a bioinfomatikai Kiértékelésnek és eltérd referencia adatbazisoknak tudhato be. Az, hogy a két
szekvenalds kozott nem tapasztalhatd nagy eltérés, a konzorciumok stabilitdsara utal.
Elvégeztik az adatok genom-alapt kiértékelését is. Ezzel a modszerrel 10 bint sikeriilt
Osszeilleszteni. Az azonositott binek kozott szerepel a T. thermosaccharolyticum, H.
clariflavum és a H. thermocellum is. Ezek az eredmények is alatamasztjak a read-alapu
vizsgalat eredményeit. Megvizsgaltam az egyes binekben el6forduld szénhidratbontd
enzimeket, amelyek a celluloz és hemicelluloz hidrolizisben részt vesznek. Szamos glikozid
hidrolazt sikerilt kimutatni, mint a GH1-5, GH10, GH39, GH43, GH67 és a szénhidrat észteraz
7 csaladot, amely a hatékony xilan lebontasban fontos.

A kukoricaszar mellett a napraforgdszar is egy jelentdés mezdgazdasagi melléktermék.
A két szubsztrat biometan potencialjaban eltérés tapasztalhatd, a napraforgdszar metanhozama
alacsonyabb mind mezofil, mind termofil koriilmények kozott. Ennek a magyarazata az eltérd
kémiai Osszetétel lehet, a kukoricaszar lignin tartalma alacsonyabb a napraforgoszaréhoz
és H. thermocellum) végzett elokezeléssel, illetve bioaugmentacioval sikeres volt, az el6kezelés

¢és bioaugmentacid kozott nem volt szignifikans kiilonbség. Ennek alapjan felesleges egy plusz
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Iépésben eldkezelni a szubsztratot, elegendé a fermentorba juttatni a cellulézbonto
baktériumokat, ami a folyamat szempontjabol koltséghatékonyabb. FErdekes modon a
napraforgoszar esetén gyorsabb metantermelés figyelheté meg 37 °C-on és 55 °C-on egyarant.
Ez azt jelzi, hogy a felhasznalt cellul6zbontd térzsek hatékonyan képesek bontani a magasabb
lignin tartalmu szubsztratot.

AD2-vel 22-24%-kal novelte a kukoricaszar metanhozamat. Az MG-RAST-tal azonositott,
legnagyobb mennyiségben eléforduld torzsek tiszta kultaraival végzett bioaugmentacioja
sikeres volt. Azonban, a négy leggyakoribb torzs keveréke, amely a baktériumokat az izolalt
kozosségnek megfeleld ardnyokban tartalmazta, nem érte el ugyanazt az augmentacios hatast,
mint az AD1 és AD2. Ez arra utalhat, hogy a mikrobialis kdzosségek alacsonyabb szamban
jelen levd képviseldi is hozzajarulnak a hozam novekedéshez. Tehat, a mikrobidlis torzsek
hozzajaruldsa az Osszteljesitményhez ¢és a biologiai aktivitasa eltérhet a relativ
abundanciajuktol.

Statisztikai és irodalmi adatok segitségével megbecsiiltem a Magyarorszagon elérhet
kukorica- és napraforgoszar mennyiségét, amelyet biogaz fermentaciohoz felhasznalhatnank.
Az altalam mért paraméterek felhasznalasaval kiszdmitottam, hogy ebbdl mennyi metan
allithato eld, illetve ennek mennyi az energiatartalma. A becslések alapjan Magyarorszagon az
éves szinten keletkezé kukorica- illetve napraforgdszar mezdgazdasagi hulladékokbol
eléallithatd metan energiatartalma egytittesen 13 084 GWh, amely képes fedezni a magyar

héaztartasok éves energia igényét.
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9 Summary

Modern society depends on energy to a great extent; therefore, energy crisis has serious
effect on the economy too. Energy-requirement has grown rapidly in recent years, due to rising
world population and affluence: between 1990 and 2016, the world energy consumption has
more than doubled. More than 84% of the world’s total energy demand is supported by non-
renewable fossil resources, such as coal, oil and natural gas. These energy carriers are not only
limited in supply but also have adverse effects on the environment due to the emission of
greenhouse gases into the atmosphere. The ultimate source of renewable energy carriers
(geothermal, water, solar, wind energy and biomass) is the Sun. With suitable technologies,
these natural resources can be converted into electricity, heat and fuel. The renewable energy
carriers could cover the current global energy need more than 3000 times. During the last
decades, the biomass-based research efforts have focused mainly on bioethanol and biodiesel
production. These first-generation biofuels are made from food or feed crops; hence they have
contributed to the global food crisis.

The production of second-generation biofuels by the conversion of whole plants to
biofuels, is essential. Biogas, which is generated in the anaerobic decomposition (AD) of
organic materials, is one of the most promising alternatives to fossil energy. Lignocellulosic
biomass, e.g., agricultural wastes and residues and energy plants, receive increasing attention
as suitable materials to produce energy and various products. Purified biomethane can be fed
into the natural gas grid, compressed or condensed biomethane can be used as fuel or raw
material in every field where natural gas is used today. Methane originating from AD can be
considered carbon neutral. Lignocellulose is comprised of cellulose, hemicellulose and lignin,
together these create a very recalcitrant structure. Hence, the hydrolysis of lignocellulose
frequently becomes the rate limiting step in AD. Biogas contains primarily methane (55-70%)
and carbon-dioxide (30-45%). In AD a complex microbial community involving Bacteria,
Archaea and Fungi breaks down the organic matter, which is organized into a microbial food
chain.

For efficient utilization of the recalcitrant lignocellulose, the appropriate degrading
microbes are indispensable in the biogas producing community. In this Thesis my aim was to
study the AD of various cellulosic substrates to augment the fermentation efficiency and get a
picture of the microbes taking part in cellulose degradation in AD.

First, | examined whether the natural biogas producing consortium was able to adapt to

the increasing amount of cellulose containing substrate. The volume of the produced biogas,
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pH value, volatile fatty acid (VFA) content and B-glucosidase enzyme activity were routinely
measured. Glucose was used as “control” carbon source. In the first stage of adaptation, the
reactors fed with glucose exhibited increased VFA production, i.e., propionic acid, which
exceeded the inhibitory threshold for methanogens, but it influenced neither the pH nor the
biogas production. This suggested a good buffer capacity of the system. In separate comparative
experiments the cellulose degrading bacterium Caldicellulosiruptor saccharolyticus was
employed, which had been successful in related bioaugmentation experiments in our team
earlier. The biogas yield of the adapted (enriched) consortium (463+4 mL/g VS) was in the
range of yields of the non-adapted samples supplemented with C. saccharolyticus (456+21
mL/g VS) (Figure 11.). In the second stage, the biogas yield from cellulose (463+4 mL mL/g
VS) was 52% higher than the yield in the first stage (304+26 mL mL/g VS) (Figure 6.), which
also indicates the success of adaptation.

Two thermophilic cellulose degrading enrichment consortia were isolated from the same
thermophilic biogas effluent, they were named as AD1 and AD2. Next generation DNA
sequencing revealed the main orders and most abundant species. The orders
Thermoanaerobacterales and Clostridiales played important roles in the thermophilic
lignocellulose degradation. Based on the evaluation with MG-RAST software the four most
abundant species were Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, Caldanaerobacter
subterraneus, Thermoanaerobacter pseudethanolicus and Ruminiclostridium cellulolyticum in
both AD1 and AD2. Several additional community members were identified, which were
present in much lower abundances. Differences were recognized between AD1 and AD2 at this
level.

To test the stability of AD1 and AD2 upon long term storage, samples, which were kept
frozen at -80 °C and thawed several times in a period of 4 years, were re-sequenced. This time
the Kraken software package was used to evaluate the read-based metagenomic data sets. At
the taxonomic resolution level of orders, AD1 and AD2 looked the same as 4 years earlier, i.e.
the main components belonged in the orders Thermoanaerobacterales and Clostridiales. The
most abundant species, i.e. Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, did not change
either. However, the other predominant species in both AD1 and AD2 were
Thermoanaerobacterium xylanolyticum, Hungateiclostridium clariflavum,
Hungateiclostridium thermocellum and Thermoclostridium stercorarium. Observing the
discrepancies between the metagenomics analyses, the data-sets obtained 4 years earlier have

been re-evaluated too. The results corroborated that the communities probably did not change
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much and the differences were likely due to the use of distinct sequencing protocols, evaluation
software and databases in the studies, which were 4 years apart.

The overall similarities between the enriched community structures suggest a
considerable and stable preservation of the AD1 and AD2 consortia in time. Further, the
genome-based taxonomic evaluation of the data was also carried out. This method 10 bins could
be assembled, among them were T. thermosaccharolyticum, H. clariflavum and H.
thermocellum. These results corroborated the conclusions of the read-based analysis. Numerous
glycoside hydrolase enzyme families, such as GH1-5, GH10, GH39, GH43, GH67 and
carbohydrate esterase family 7, were also identified in the genome-based evaluations.

Corn stover and sunflower stalk, two agricultural by-products generated in huge
quantities, were tested for their biogas potential in bioaugmentation and pretreatment
experiments using R. cellulolyticum and H. thermocellum. All treatment combinations were
successful, although there was no significant difference between the beneficial effects of
bioaugmentation and pretreatment. It seems therefore unnecessary to pretreat the
lignocellulosic substrates, which is more costly than bioaugmentation.

Bioaugmentation of the anaerobic fermentation of mechanically pretreated corn stover
with AD1 and AD2 increased the methane yield by 22-24%. Bioaugmentation experiments with
pure cultures of most abundant strains identified with MG-RAST were successful. But the
mixture of the four most abundant strains, in the ratio based on the isolated communities, did
not reach the augmentation effects of AD1 and AD2. This indicated the importance of the low
abundant members of the communities in the AD process.

Using the publicly available data, | estimated the average yields of corn stover and
sunflower stalk in Hungary, which could be exploited for biogas production. When the results
obtained in this Thesis were included in the calculations, the amount of methane and its energy
content were projected, which is 13 084 GWh per year. This can cover the annual energy needs

of the Hungarian households.
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