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Roviditések jegyzéke

AD: Anaerobic Digestion (Anaerob emésztés)

BMP: Biomethane Potential (Biometan Potencial)

CAZy: Carbohydrate-Active enZyme (Szénhidrat-aktiv enzim)

C/N: Carbon/Nitrogen ratio (Szén/Nitrogén arany)

dNTP: Deoxynucleoside Triphosphate (Dezoxinukleotid-trifoszfat)
dsDNS: double stranded DNS (kettds szala DNS)

EC: Enzyme Commission Number (Enzim Osztalyozasi Szam)

FOS: Fliichtige Organische Sduren (Osszes szerves sav)

FUFKSZ: folyamatos iizemii fermentor kukoricaszarral etetve

FUFKOF: folyamatos iizemii fermentor kofermentacios szubsztrattal etetve
FUFPNM: folyamatos {izemii fermentor paradicsom ndvényi maradvéannyal etetve
GC: Gas Chromatograph (gazkromatograf)

GTDB: Genome Taxonomy Database

HPLC: High-performance Liquid Chromatograph (Nagy teljesitményii folyadék kromatograf)
KSZ: kukoricaszar

KOF: kofermentacids szubsztrat

NGS: Next Generation Sequencing (Ujgeneracios szekvenalds)

0TS: organic Total Solid (Szerves szarazanyag tartalom)

PCR: Polimerase Chain Reaction (Polimeraz lancreakcio)

PNM: paradicsom ndvényi maradvany

RNS: ribonukleinsav

ssDNS: single stranded DNS (egyes szalu DNS)

TAC: Totales Anorganisches Carbonat (Pufferkapacitas)



TCD: Thermal Conductivity Detector (Hovezetoképességi detektor)
TE: Tris-EDTA puffer

TS: Total Solid (szarazanyag tartalom)

TWh: Terawatt-hour (Terawattora)

V: Variable Region (a 16S rRNS gén variabilis régioja)

VDI 4630: Verein Deutscher Ingenieure (VDI 4630 szabvany)
VFAs: Volatile Fatty Acids (illékony szerves savak)

W: watt

16S rRNS: a riboszomalis RNS kis alegysége



1. Bevezetés

Korunk tarsadalmanak szamos kdrnyezeti problémaval kell szembenéznie, mint példaul az
egyre novekvd szerves hulladékok mennyisége, azok kezelése, a fosszilis tiizeldanyagok
fokozott hasznalata, a készleteink végessége, valamint az azok hasznalatabol eredd kiilonféle
kornyezetszennyezések, mint példaul a leveg6-, talaj- és vizszennyezés. A novekvd népesség
energiaigénye naprol-napra egyre nagyobb és jelentds novekedést mutat az elmult néhany
évtizedben. Mig a globalis energiafelhasznalas 1978-ban mintegy 85.000 Terawattora (TWh)
volt, addig 2018-ra ez a duplajara nétt, mintegy 170.000 TWh-ra [1]. A folyamatosan
novekvé energiafelhasznalast napjainkban még legféképpen a fosszilis tiizel6anyagok
elégetésével elégitjiik ki, azonban a becslések alapjan nem megujuld energiatartalékaink mar
csak rovid ideig elegendéek. Az égetés soran az évmillidkkal ezelott megkotott szén szén-
minek koszonhetéen klimavaltozas és globalis felmelegedés kovetkezik be. Egy 2019-ben
megjelent jelentés alapjan, 2017-ben a vilag energiatermelését 79,7 %-ban még mindig a
fosszilis tlizeldanyagok elégetésével fedeztilkk, a fennmarad6é 20,3 %-ot pedig megljulod

energiaforrasok felhasznalasabol (1. dbra).
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Becsiilt, 6sszes energia felhasznalas megoszlasa 2017-ben [2]

A fentieknek megfeleléen korunk kutatdi szamara az egyik legnagyobb kihivast az jelenti,

hogy uj, megujuld energiaforrasokat €s technologiakat keressenek és dolgozzanak ki, melyek



képesek a fosszilis tiizeldanyagok kivaltasara, ¢és kornyezetkiméldo modon képesek
energiaigényiink fenntarthaté modon torténd kielégitésére. Szamos megoldas mar 1étezik vagy
van formaléodoban, mint példaul a természeti erdk kiaknazasan alapuld nap-, szél-, viz-,
geotermikus energia, a nuklearis energia, vagy a szerves hulladékok mennyiségének
csokkentésére is alkalmas biomassza alapt energia. Azonban ezen energiaforrasok is rejtenek
magukban problémakat, melyek jelentdsen befolyasolhatjak a kornyezet terhelését és a
gazdasagossagot. A napbol szarmazé energia mennyisége példaul régiotol, napi-, illetve éves
ciklustol is fiigg. Legalkalmasabb helyek ezen energia alkalmazasara a szubtropusi teriiletek,
ahol az éves atlag napenergia 300 Watt (W)/m?, ellentétben az északi teriiletekkel, ahol
ugyanez az érték mindossze 50 W/m?2. Emellett a napszakok valtakozasa, azok hossza,
valamint az id6jaras (pl.: felh6képzodés) miatt az energiaellatas ingadozhat, ezért a preciz
felhasznalasi tervezés, valamint a felesleges energia tarolhatd energidva torténd atalakitisa
elengedhetetlen [3-5]. Napjainkban — orszagoktol fliggéen - a szélenergia az egyik
legszéleskoriibben elterjedt és leggazdasagosabb megujuld energiaforras [5]. Ez szintén tiszta
energiaforras, azonban erre kiilondsen jellemzo a teriileti adottsagtol vald fiiggés. Emellett az
igy elallitott energia mennyisége nagymértékben fligg a szé&l erésségétol és id6tartamatol [6].
A vizenergia is fiigg a teriileti adottsagoktol, azonban kevésbé fiigg az id6jarastol, mint a nap-
¢és szélenergia. Ugyanakkor a vizerémiivek telepitése az ¢élovilagra, biodiverzitasra nézve
karos hatassal lehet [7]. A geotermikus energia a Fold belsejében zajlodd geologiai
folyamatok sordn keletkezik, melyet leginkabb fiitésre és elektromos aram eldallitasara
hasznalnak. Ez egész évben megfeleld ellatast biztosit, és koltséghatékonyabb, mint mas

energiaforrasok, azonban nagyon teriiletfiiggé [8].

A fentebb leirtak alapjan jol latszik, hogy a megujuld energiaforrasok (is) meglehetésen régio
specifikusak. Minden régio egyedi klimatikus viszonyokkal és megujuld energiaforras
potenciallal rendelkezik, aminek koszonhetéen teriiletenként eltéré lehet a megajuld
energiaforrasok optimalis felhasznalasanak a struktiraja. Vannak olyan régiok, amelyek
szamara leginkabb a napenergia biztositja az energiaellatast, pl.: Kozép-Kelet és Eszak-
Afrika, van, ahol a szélenergia a legkoltséghatékonyabb, pl.: Eurazsia, Nyugat-Europa,
mashol a vizenergia, pl.: Norvégia, Laosz, vagy akar a geotermikus energia példaul Izlandon

és Szegeden. Europan beliill minden megljuld energiaforrds hozzaférhetd és felhasznalhatd
[9].

Napjainkban a biomasszabol eléallitott energia a teljes energiaellatds mintegy 9,5 %-at,

valamint az 6sszes megujuld energiaforrasbol szarmaztatott energia 70 %-at biztositja [10]. A



biomassza — nedvességtartalomtol fiiggden - kozvetleniil égetéssel atalakithatd hévé, vagy
kiilonb6z6é folyamatok révén akéar folyékony (bioetanol, biobutanol, biodizel) vagy gaz
halmazallapoti  energiahordozokka (biohidrogén, biogaz), melyek szamos modon
felhasznalhatoak, példaul tizemanyagként, fiitésre, elektromos aram elballitasara, stb. [11].
Dolgozatom szempontjabol a legfontosabb hasznositasi mod a biogaz elballitasa, mely az
anaerob emésztés (Anaerobic Digestion, AD) soran keletkezik. Az AD soran egy komplex
mikrobialis k6z0sség, anaerob koriilmények kozott alakitja at a szerves anyagokat biogazza.
A szerves anyagok lehetnek kifejezetten erre a célra termelt energiandvények (pl.: cukorcirok,
cukornad, stb.), de lehetnek akéar ipari termelésben, mezdgazdasigban ¢és lakossagi
felhasznalas soran keletkezé szerves hulladékok is. A Keletkezé biogaz mennyiségét és
mindségét elsdsorban a biogaz fermentorba betaplalt biomassza, a fermentécio tipusa és az
oltbanyag fajtaja hatarozza meg [12]. Elonye, hogy meglehetdsen sokfajta biomassza
alkalmas biogaz eléallitasara, ilyenek példaul a telepiilési szennyvizek, mezdgazdasagi
hulladékok, allati eredetti hulladékok, ipari hulladékok, energiandvények, stb. [13,14]. Mivel
szamos hulladék fajta jol alkalmazhatdé az AD soran, igy kialakult az Gn. ,,waste to biogas”,
azaz hulladékbol biogaz szemlélet (1d. késébb) [15,16]. Ennek jelentdsége abban rejlik, hogy
a kordbban is emlitett hulladékok szdmos esetben hatékonyan atalakithatok az AD soran
iizemanyagokka. Ezek a hulladékok jelentds kockdzattal birnak mind a kdrnyezet, mind az
emberiség tekintetében, ugyanis SOk esetben a benniik jelen levé patogének, kemikaliak,
antibiotikumok és szerves anyagok szennyezhetik a felszini, felszin alatti vizeinket, valamint
a talajt is. Mindemellett a szerves hulladékok lebomléasa soran jelentés mennyiségii CO2
(aerob), illetve metan (anaerob) keletkezik és keriil ki a természetbe, melyek jelentsen
hozzajarulnak a globalis felmelegedéshez, tekintve, hogy mindkettd tiveghézhatéast okoz6 gaz.
Annak érdekében, hogy az iiveghdzhatdsu gazkibocsatasunkat és a kornyezetszennyezés
kockazatat is csokkentsiik, sziikség van a szerves hulladékok kezelésére, hasznositasara,
kontrollalt koriilmények kozott. A hasznositas révén hulladékbol megujuld energiahordozo
allithato eld. Doktori értekezésemben jomagam is ndvényi ¢€s allati eredetli hulladékok

hasznosithatosagat vizsgaltam biogaz eldallitasa céljabol.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A novényi biomassza (lignocellul6z) és a benne rejlo
lehetoségek, kihivasok

A novényi biomassza egy nagy mennyiségben el6forduld nyersanyag, melybdl kiilonb6zo
modszerekkel, megujuld lizemanyagok allithatok elé és igy a fosszilis tiizeléanyagok
hasznalata csOkkenthetd [17]. Els6dlegesen két szénhidrat polimerbdl (celluloz és
hemicellul6z) és egy aromas heteropolimerbél (lignin) éptil fel, melyek egy komplex

strukturat alkotva megnehezitik ezen biomassza atalakitasat [18].

Pentoz o e eseemn m sevme Siliko Hokotés
ottt A
Hexoz = | *eosetoets s
Novényi sejtfal
Lignin
4+ +~  Hemicelluloz
| (@) I Kristé}yos
100 pm celluloz 10-20 nm
= | v
Novény Novényi sejt Makrofibrillum  Mikrofibrillum
Lignin
2. abra

A novényi biomassza felépitése [19]

F6 komponense a celluloz, ami egy homopolimer molekula, melyben a D-gliikoz egységek -
1,4-es glikozidos kotéssel kapcsolodnak egymdéshoz. Tobb széz, vagy akar tobb ezer
cukormolekula Gsszekapcsoldodasa révén alakul ki a cellulozra jellemzd lineéris szerkezet,
melyet kristalyos és amorf régiok alkotnak [20]. A celluldzzal ellentétben a hemicelluléz egy
elagazd poliszacharid, valamint polimerizaltsagi foka is alacsonyabb. Kiilonb6z6
monoszacharid egységek alkotjak, melyek eltéré poliszacharidokat hozhatnak 1étre, mint pl.:
xilan, xilogliilkan, mannan, gliilkomannan, stb. Legnagyobb mennyiségben eléforduld fajtaja a

xilan, mely Otszénatomos xilopiranoz egységek B-1,4-es Osszekapcsolodasaval jon Iétre.
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Ehhez a f6 vazhoz azonban kiilonb6z6 keresztkotd agensek, mint példaul ferulinsav €s egyéb
monoszacharid molekulak, oligoszacharid lancok kapcsoldodhatnak [18,21]. Mivel a mikrobak
dontd tobbsége szamara a gliikkdz, illetve hatszénatomos vegyiiletek élveznek prioritést, igy
figyelni kell arra, hogy 6tszénatomos cukrokat hasznositani képes mikrobak is jelen legyenek

a rendszerben.

A novényi sejtfalban a celluléz és hemicelluléz molekuldkat koriilfonja a lignin térhalds
szerkezete, mely ezaltal megneheziti a mikroorganizmusok, illetve azok enzimeinek
cellul6zhoz, hemicellulozhoz valdé hozzaférhetOségét, igy a lignocelluléz lebontasat [22]. A
lignocelluloz enzimatikus lebontasat tobb paraméter is befolyasolhatja, mint példaul a lignin
¢s hemicelluloz tartalom, a celluléz kristalyossaga, az egyes komponensek polimerizacids
foka, vagy a hozzaférhet6 feliilet nagysaga [23]. Alkalmazasa anaerob emésztésre, igy biogaz
eldallitasara egy igéretes lehetdségnek mutatkozik, azonban szdmos kihivéassal kell még
szembenézniink [17]. Ilyen nehézség lehet példaul a lignocelluléz szerkezetében rejlé

problémak lekiizdése.

Fontos megjegyezni, hogy a fébb komponensek mellett a névények szamos biologiailag aktiv
molekulat tartalmazhatnak (pl.: glikozidok, fenol szarmazékok, tanninok, terpének,
alkaloidok, proteinek, peptidek, stb.), melyek révén biologiai atalakitasuk pl.: biogazza akar
gatlodhat is. Ezek a molekuldk masodlagos metabolitok €s fontos szerepet toltenek be a

novények biotikus és abiotikus stresszel szembeni védekezésében [24,25].

2.2. Anaerob emésztés (AD), biogaz

A biogaz képzddését mar szazadokkal ezel6tt megfigyelte az emberiség a mocsarakban,
villédzo, fellobband fényjelenségek formajaban, azonban ezek a megfigyelések a XVII.
szazadig magyarazat nélkiil maradtak. Akkor fedezték fel, hogy a mocsarakban éghetd géz,
un. mocsargaz keletkezik. Ezt kovetden 1804-ben Dalton fényt deritett arra, hogy a mocsargaz
éghetd komponense a metan, majd Pasteur kimutatta, hogy azt mikroorganizmusok allitjak
eld6. Ezen megfigyeléseknek ¢és tényeknek koszonhetéen olyan technologia keriilt
kidolgozésra, melyben mesterséges és kontrollalt koriilmények kozott, a természetben is
lezajlodoé folyamatokat alapul véve, kiilonb6zd biomassza fajtdk felhasznalasaval biogéaz
allithato eld. Az els6 biogaz telepet 1856-ban Indiaban hoztak 1étre, azonban a biogaz tizemek

elterjedése és rohamos fejlédése csak a XIX. szazad masodik felétél indult meg [26,27].
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Az AD tehat egy természetes folyamat, mely a kdrnyezetiinkben szdmos helyen lejatszodik,
mint példaul a mocsarakban, vizes él6helyeken, hulladéklerakokban, vagy a kérédzo allatok
tapcsatornajaban iS. Egy igen Osszetett biologiai folyamat, melyben egymassal szintrofikus
kapcsolatban 1évé anaerob és fakultativ anaerob mikroorganizmus csoportok képesek a
szerves vegyiileteket lebontani oxigénmentes kornyezetben €s a felszabadult elektronokbdl
dominansan metant tartalmazo biogazt termelni [28,29]. Az AD soran biogaz mellett egyéb
fermentacios termékek is képzédnek [13]. A biogaz 50-75%-ban metant, 25-50%-ban szén-
dioxidot tartalmaz, valamint kisebb mennyiségben egyéb gazokat, mint pl.: ammonia,
kénhidrogén, nitrogén, szén-monoxid, vizgbéz [30]. A szerves anyagok lebontasa négy
Iépésben valosul meg, melyek a kovetkezOk: hidrolizis, acidogenezis, acetogenezis ¢és
metanogenezis. Az egyes lépéseket mas és mas mikroorganizmus csoport végzi (bar atfedések
vannak). Ezek novekedésiikhoz kiilonbozé koriilményeket igényelnek, pH, szubsztrat
koncentracio és egyéb tapanyagok tekintetében [31]. Az egyes 1épések kozott elengedhetetlen
az osszehangolt reakciosebesség fenntartasa a stabil emésztés érdekében [32]. A négy 1épés

kozotti kapcesolatot, valamint az egyes 1épésekben lezajlo események a 3. abran lathatoak.

1 Komplex szerves vegyiiletek
(szénhidratok, fehérjek, zsirok)
|
Hidrolizis 1
v
2 Oldékony szerves molekulak

(cukrok, aminosavak, zsirsavak)

2
3 v
Illékony zsirsavak

Acetogenezis |

Acidogenezis

3 v
4 Acetit < - H,,CO,
| \
Metanogenezis 4 4
v ;
CH, + CO,
3. abra

Az anaerob fermentacié lépései [33]
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2.2.1. Hidrolizis

Ezen 1épés soran a komplex biopolimerek, poliszacharidok, fehérjék és zsirok bomlanak le
oldékony monomerekre és dimerekre, egyszerti cukrokra, aminosavakra és hosszu szénlanca
zsirsavakra (3. abra, 1. 1épés). A folyamatban résztvevd mikroorganizmusok Szamos helyen
megtalalhatéak a kdrnyezetben, példaul a talajban, szennyvizekben, allatok benddjében vagy
akar a komposztban is [34]. Ezek a mikrobak sejtasszocialt vagy extracellularis hidrolaz
enzimek segitségével katalizaljak a fentebb leirt reakciokat. A lebontasban résztvevé enzimek

foként cellulazok, xilanazok, amilazok, pektinazok, proteazok és lipazok [29].

A biogaz eldallitasa soran a legtobb esetben olyan noévényi eredetii kiindulasi anyagokat
alkalmaznak, melyek foként cellulozbol és hemicellulozbol épiilnek fel. A munkdm soran
felhasznalt hulladékok kozvetve (bend6tartalom), illetve kdzvetleniil is (paradicsom névényi
maradvany), novényi anyagokat tartalmaznak, ezért ebben a fejezetben szeretnék kitérni
azokra a legfontosabb enzimekre, melyek ezen szubsztratok hidrolizisében fontos szerepet

jatszanak.

Azokat az enzimeket, amelyek a fent emlitett poliszacharidok (celluldéz, hemicelluldz,
keményit6, glikogén) glikozidos kotéseit képesek elhasitani, Osszefoglalo néven glikozil
hidrolazoknak (GH) nevezziik. Az enzimek csoportositasara egy osztalyozasi rendszert
vezettek be, melyben aktivitasuk alapjan kategorizaltak azokat és minden egyes csoport és
enzim egyedi azonositét kapott, melyet EC-szamnak neveziink (Enzyme Commission
Number). Mindennek megfeleléen a GH-ok az EC 3.2.1-es szamozast kaptak. Mind a

cellulazok, mind a hemicellulazok ebbe a csoportba tartoznak.

Cellulazok:

A ndvényi sejtfalban a legnagyobb mennyiségben a celluléz fordul el6 [20] és lebontasaért az
un. cellulaz enzimek feleldsek, melyek enzimaktivitdsuk alapjan harom nagy csoportra

bonthatok:

1. Endogliikanazok: 1,4-3-D-gliikan-4-gliikanohidrolazok (EC 3.2.1.4.). Ezek az enzimek a
poliszacharid lanc belsejében, azon beliil is az amorf régiokban képesek random helyeken
hasitani. A hasitas eredményeképpen pedig eltéré hosszisagu oligoszacharid molekulakat,
valamint 0j lancvégeket eredményeznek. Az endogliikandzok a celluloz molekula kristalyos
régidiban nem képesek hasitani, azonban a felszabadul6 oligoszacharidok mar hozzaftérhetok

mas enzimek szamara, igy a hidrolizis tovabb folyik [22].
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2. Exogliikanazok, ideértve a

- 1,4-B-D-gliikan  glikkanohidrolazokat (EC 3.2.1.74.), mas néven

cellodextrinazokat, illetve az

- 1,4-B-D-glikan  cellobiohidrolazokat (EC  3.2.1.91.), azaz a

cellobiohidrolazokat.

Ezek az enzimek a celluloz lanc redukald és nem redukald cukorvégeirdl hasitanak le glikkoz

molekulakat (gliikanohidrolazok) és cellobiozt (cellobiohidrolazok) [22].

3. p-glitkozidazok vagy p-glitkozid glitkohidrolazok (EC 3.2.1.21.), melyek képesek
hidrolizalni a cellodextrint, valamint a cellobiozt, minek kovetkeztében gliikkoz szabadul fel
[22].

A Carbohydrate-Active enZymes (CAZy) adatbazis alapjan, a GH-k tovabbi csoportokba
sorolhatéak. Az endogliitkandzokat az alabbi GH csalddokba kategorizaltak: 5-9, 12, 16, 44,
45, 48, 51, 64, 71, 74, 81, 87, 124, valamint 128. Az 5-7, valamint a 48-as GH csaladba az
exoglilkandzok, az 1, 3, 4, 5, 17, 30 és 116 GH csaladba pedig a B-gliikkozidazok kertiltek

besorolasra a CAZy adatbazis szerint (Www.cazy.org).

Xilanazok:

A novényi sejtfalban a celluloz mellett a masodik legnagyobb mennyiségli rostanyag a
hemicelluloz. Tobb, kiilonféle hemicelluldézt ismeriink, mint pl.: a xilanok, xilogliikanok,
glikomannanok, stb., azonban legelterjedtebb képviseldjiik a xilan, igy ennek az enzimatikus
bontasat szeretném bemutatni részletesebben. A bontasért felelés enzimeket Osszefoglald
néven xilanazoknak neveziink, melyek szintén a GH-ok csaladjaba tartoznak. Xilanaz
aktivitast az alabbi GH csaladokban mutattak ki: 5, 7, 8, 10, 11, 16, 26, 43, 52, 62
(www.cazy.org). A xilan lebontasahoz (heterogenitasabol és komplexitasabol adodoan) is

tobbféle enzim egyiittes mikodésére van sziikség.

Endo-B-D-xilanazok (EC 3.2.1.8) a xilan molekula vazat véletlenszeriien hasitjak, minek
koszonhetden csokkentik annak polimerizacios fokat. A hasitas eredményeként pedig példaul

xiloz, xilobidz, xilotridz keletkezik.

B-D-xilozidazok (EC 3.2.1.37.) a xilant, xilooligoszacharidokat és xilobiéz molekulakat

hasitjak és azok nem-redukal6 cukorvégeirdl xiloz monomereket szabaditanak fel.
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a-L-arabino-furanozidazok (EC 3.2.1.55) a B-D-xilopiran6z molekulak 2-es és 3-as

szénatomjairdl hasitanak le L-arabindz egységeket.

a-D-glukuronidaz (EC 3.2.1.139) az a-1,2-es kotések hidrolizisét végzi a gliikkuronoxilan
molekuldban és a hasitds végeredményeként gliikuronsav és B-D-xilopiran6z molekulak

keletkeznek.

Acetil-xilan-észteraz (EC 3.1.1.72) az acetilalt xilan molekula xil6z egységeinek 2-es és 3-as

szénatomjairol tavolitja el az O-acetil csoportokat [35-37].

A fentiek mellett szamos mas enzim is részt vesz a celluléz és hemicelluloz molekulak
hidrolizisében, azonban a felsoroltak a legjelentdsebbek. Fontos megjegyezni, hogy ezek
lehetnek szabad, egyedi enzimek vagy tun. celluloszomaba vagy xilanoszomaba rendezettek
[22,38]. A cellulo-, illetve xilanoszéma esetén a mikroorganizmusok felszinén az enzimek
egy multienzim komplex struktiraban vannak jelen, ugyanis ez a komplex struktara
kinetikailag sokkal elénydsebb, az enzimek ujra felhasznalhatok, valamint a végtermékek
azonnal asszimilalhatok [39]. A kiilonboz6 aktivitassal rendelkezé enzimek egy vazfehérje
nyélhez kapcsolodnak, melyen keresztil a mikroba sejtekhez rogziilnek. Szamos
mikroorganizmus esetén kimutattak mar, hogy ilyen multienzim komplex-szel rendelkezik,
melyeknek lehet vagy csak cellulaz vagy csak xilanaz vagy akar mindkét aktivitasa is [38].
Altaldban az anaerob mikroorganizmusok tartalmaznak ilyeneket. Celluloszémaéja van példaul
baktériumok koziil a Clostridium thermocellum, Clostridium cellulolyticum, Clostridium
cellulolovorans vagy a gombak koziil pl.. a Neocallimastix patriciarum fajoknak.
Xilanoszémat mutattak ki a Butyrivibrio fibrisolvens H17C torzs esetén, mig komplex
(cellulaz, xilandz) enzimaktivitasti multienzim komplex jelenlétét igazoltak C. papyrosolvens

C7 torzs esetén [38].

A biopolimerek enzimatikus hasitasat kovetden a hidrolizis végtermékeit mar az acidogenezis
mikrobai képesek felvenni a sejtmembranjukon keresztiil és tovabb hasznositani azokat [40].
Kémiai szempontbdl a hidrolizis soran a makromolekulak kémiai kotései felszakadnak egy
vizmolekula beépiilése mellett [41]. Fontos megjegyezni, hogy néhany szubsztrat, mint
példaul a lignocelluldoz, olyan Osszetett szerkezeti strukturaval rendelkezik, melynek
koszonhetden hidrolitikus bontasa a mikroorganizmusok szamara meglehetdsen nehéz [40]. A
polimer tipusatol, annak dsszetételétdl és komplexitasatol fliggden a lebontas sebessége eltérd
lehet. Az egyszerlibb szénhidratok emésztéséhez néhany ora elegendd, azonban az
Osszetettebb szerves molekulak lebontasa néhany napig is eltarthat [34]. Mindezen tényeknek

kdszonhetden a hidrolizis 1épését gyakran az AD sebességmeghatarozd 1épésének tartjak,
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ugyanis a szubsztrat kémiai felépitése, kompaktsaga, Osszetettsége és a részecske mérete
jelentdsen befolyasolhatjak a hidrolizis gyorsasagat, ezaltal a metanképzddés folyamatat is.
gy ezen 1épés sebességének novelése fokozza a metantermelést. A lebontas fokozasara
szamos modszert dolgoztak mar ki, mint példaul a fizikai-, kémiai- vagy biologiai
clokezeléseket [32], melyek célja, hogy el6segitsék az enzimek/sejtek emésztheté cukrokhoz
valo hozzaférését [42]. Az eldkezelési eljarasokkal megvaltoztathatok, illetve eltavolithatok
azok a szerkezeti, illetve Osszetételbeli akadalyok, melyek gatoljak a biopolimer bontas
hatékonysagat [43]. Fontos megjegyezni, hogy az egyes eljarasok specialis hatassal vannak a
lignocelluloz egyes frakcidira (celluléz, hemicelluloz, lignin), ezért az el6kezelési modszerek
idedlis megvalasztasa elengedhetetlen a hidrolizis és a fermentdcid optimalis lefolyasdhoz
[42]. Fizikai el6kezelés lehet példaul az apritas, daralas, 6rlés, hokezelés, pirolizis, besugarzas
(gamma, elektronsugar, mikrohullam) [44]. Kémiai el6kezelés példaul a forrd vizes, lagos
vagy savas kezelések [44], azonban ismeretesek olyan moédszerek is, ahol a fizikai-kémiai
kezeléseket kombinaljak, pl.: gbzrobbantds, ammonia rost robbantas, mikrohulldmu-kémiai
eljarasok, stb. [45]. Biologiai elokezés esetében pedig baktériumokat és gombakat (fehér-,
barna korhasztd, ldgy rothasztd) alkalmaznak, hogy moddositsdk a biomassza kémiai
Osszetételét és/vagy a lignocelluloz szerkezetét [44]. Megjegyzendd, hogy kiilonb6zo
baktériumokbol és gombakbol kinyert enzimekkel is lehet a biopolimer bontas hatékonysagat
fokozni [46]. A biologiai elokezelésnek szamos eldnye van: olcsobb, biztonsagosabb, kisebb

az energia igénye és kdrnyezetbarat [47].

A hidrolizald6 mikroorganizmusok csoportja meglehetésen diverz, azonban korabbi
tanulmanyok alapjan elmondhatd, hogy foként a Bacteroidetes és Firmicutes torzs tagjai
birnak ilyen képességgel [48]. Ezen hidrolizald6 mikroorganizmusok altalaban gyors
novekedésiick és meglehetdsen ellenallok a kornyezeti paraméterek valtozasaival szemben.
Széles pH tartomanyban képesek aktivak maradni (pH 4-11), azonban pH optimumuk 6-8
koz¢é esik [49,50].

2.2.2. Acidogenezis

Az acidogenezis 1épésben a hidrolizis soran keletkezd koztitermékeket az acidogén torzsek
felveszik a sejtmembranjukon keresztiil és illékony szerves savakat és egyéb termékeket
allitanak el6. A nagyobb szénlancu szerves savak képzddése, mint pl.: propionsav, vajsav

izovajsav, valeriansav, izovaleriansav, valamint kapronsav képzddése torténik ebben a
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1épésben. Emellett hidrogén, szén-dioxid, alkoholok és egyéb melléktermékek is képzddnek.
A lebontast fakultativ vagy obligat fermentativ mikroorganizmusok végzik [40,51]. A fenti
szerves savak igen fontos intermedierek a metanképzédés folyamatdban. Magas
koncentracioban mikrobidlis stresszt okozhatnak, valamint jelentdsen csokkenthetik a
fermentor pH értékét, minek kovetkeztében a metanképzodés leallhat [52]. A pH csokkenése
elényos lehet az acidogén és acetogén mikroorganizmusoknak [51]. Az acidogenezis
mikroorganizmusai pH 4,0 - 8,0 kozotti tartomanyban képesek ndvekedni, azonban optimalis
tartomanynak a pH 5,5 és 6,5 kozotti érték tekinthetd. Az acidogenezis pH 4,0 alatt viszont
er6sen gatolt [53,54]. A  hidrolizis és az acidogenezis folyamatiban részt vevd
mikroorganizmusok kortlbeliil tizszer gyorsabban novekednek, mint a metanogén mikrobak.
A dolog természetébdl fakaddan az acidogenezis a leggyorsabb reakcid a szerves anyagok
anaerob emésztése soran [51]. A Bacteroidetes, Chloroflexi, Firmicutes és Proteobacteria

torzseken beliil szamos savtermelé mikroorganizmust irtak mar le [40].

2.2.3. Acetogenezis

Ebben a harmadik 1épésben az acidogenezis soran képz6dott termékeket (hosszabb szénlanct
szerves savak) alakitjadk at az acetogén mikroorganizmusok ecetsavva (CH3COOH),
hidrogénné ¢és szén-dioxidda [49]. Az acetogén mikroorganizmusok obligat anaerobok,
olyannyira, hogy az oxidansok jelenléte, mint példaul az oxigén vagy a nitrat, toxikusak a
szamukra. A pH optimumuk 6 koriili. Lassabban novekednek mint az acidogén mikrobak
(osztodasi idejiik 1,5-4 nap) és meglehetdsen érzékenyek a szerves anyag mennyiségére,
valamint a kornyezeti paraméterek valtozasaira [49,51]. Napjainkig, tobb mint 100 acetogén
mikroorganizmus fajt sikeriilt izolalni, melyek 20 nemzetségbe sorolhatoak [55]. Ezek koziil a
legjelentdsebbek az Acetobacterium, Clostridium, Spirochaetes nemzetségek, amelyek a
legkiilonbozébb kornyezetekben is fellelhetok, mint példaul allatok emésztotraktusa, talajok,
tengerek, mélytengeri tiledékek, stb. Az eléfordulasuk sokszintisége jol mutatja, milyen fontos

crer

képzddési utvonalakat a 4. abra szemlélteti:
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Oxidativ reakciok
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Az ecetsav képzodés lehetséges titvonalai az acetogén mikroorganizmusokban [56]

Az anaerob acetogén mikroorganizmusok egy mol gliik6z molekulabol harom mol acetatot
allitanak eld anaerob korilmények kozott. A glikolizisen keresztiil a folyamat 1 gliikkoz
molekuldbol 2 molekula piruvatot eredményez, mely aztan tovabb alakul acetatta. A keletkezd
redukald ekvivalensek és a szén-dioxid molekulak ezt kovetéen a Wood-Ljugdhal tvonalon
keresztiil szintén acetatta alakulhatnak [56]. A folyamathoz sziikséges redukalo ekvivalensek
azonban nem csak a cukor molekuldk oxid4ciojabol, hanem a hidrogén oxidéaciojabol is
szarmazhatnak. Az acetogének fakultativ autotrofok, képesek novekedni szerves szubsztratok
(pl.: hexdzok, pentozok, alkoholok, metil csoportok és formiat), valamint szervetlen
szubsztratok (hidrogén, szén-monoxid) oxidacioja révén is [56]. Ezen két tvonal mellett
létezik még egy harmadik utvonal is, melyen keresztiil az acetogén mikroorganizmusok
képesek acetatot elGallitani, ez pedig a glicin-szintaz utvonal. A purin fermentald
mikroorganizmusok, mint példaul bizonyos Clostridium, Eubacterium térzsek képesek ezen

utvonalon keresztiil acetatot termelni [56].
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Az anaerob emészté rendszerekben az acetogének kétféle kapcsolatot alakithatnak ki a
metanogénekkel: 1. versenyeznek a hidrogenotrof metanogénekkel, melyek Ha-bol és CO2-bol
allitanak elé metant, 2. szintréfikus kapcsolatot alakitanak ki az acetotrof metanogénekkel,

akik a homoacetogén torzsek altal megtermelt ecetsavat alakitjak tovabb metanna [57].

2.2.4. Metanogenezis

A negyedik 1épést csak és kizarolag az Archaea domén olyan tagjai képesek végrehajtani,
melyeket metanogéneknek neveziink. A legismertebb metantermelé mikroorganizmusok az
Euryarchaeota torzsbe tartoznak, azon beliil is 7 rendbe, melyek a kovetkezok:
Methanobacteriales, Methanocellales, Methanococcales, Methanomicrobiales,
Methanopyrales, Methanosarcinales és Methanomassiliicoccales [58]. A metagonének csak
¢s kizardlag oxigénmentes kornyezetben képesek szaporodni, és ott is meglehetdsen lassan,
reprodukcios idejiik mintegy 5-16 nap [34]. Rendkiviil érzékenyek a kornyezet pH értékére,
az oxigén jelenlétére, a szabad ammoniara, kén-hidrogénre, €és az illékony szerves savak
(VFAS) mennyiségére. Optimalis pH tartomanyuk sziik, semleges koézeli (pH 7,0-7,2), pH 6
alatt elpusztulnak. Az AD utolsé 1épésében a metanogén mikrobak haromféle f6 utvonalon
keresztiil képesek a metan elGallitasara az AD korabbi harom 1épésében képzddott
intermedierekbdl: acetotrof, metilotrof és hidrogenotréf tuton [59]. A  hidrogenotrof
metanogenezis a legelterjedtebb utvonal és a metan képzddés 6si, k6zos ttvonalat képviseli.
A hidrogenotr6f metanogenezis soran a mikrobak a CO-t redukaljak CHs4-a4 hat 1épésen
keresztiil, ahol az elektron akceptor Ho vagy egyes esetekben formiat. Hidrogenotrof
metanogenezisre a Methanomassiliicoccales rend kivételével minden mas metanogén rend
képes [59]. A masik f6 metanképzodési utvonal az acetotrof Utvonal, ahol az acetotrof
metanogének hasitjak az ecetsavat, majd a karboxil-csoportot oxidaljak CO2-4, a metil-
csoportot pedig redukaljak metanna [60]. Ezek a metanogének elsésorban olyan kdrnyezetben
talalhatbak meg, ahol a hidrogenotr6f metanogének képesek a hidrogén mennyiségét
olyannyira lecsokkenteni, hogy az ecetsav képzddés nagyobb legyen. Az acetotrof
metanogének fordulnak elé legnagyobb mennyiségben az AD rendszerekben [61]. Két
archaea nemzetség képes ezen az Utvonalon keresztiil metant eldallitani, a Methanosaeta
(korabban Methanothrix) és a Methanosarcina nemzetségek [62]. A harmadik Utvonal a
metilotrof metanogenezis, mely a harom utvonal koziil a legkisebb jelentségli. Ezen

utvonalon keresztiil a metanol, metilamin és dimetil-szulfid molekuldk metil-csoportjabol
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képesek a mikrobak metant képezni [60]. A Methanosarcinales, Methanobacteriales és

Methanomassiliicoccales rend tagjai képesek ily modon metant képezni.

Jelen tudéasunk szerint, egyediil a Methanosarcinales rend, Methanosarcina nemzetség tagjai
képesek mindharom tutvonalon metan képzésére [58]. Az egyes metanképzddési utvonalak

reakcid egyenleteit az 5. dbra szemlélteti.

CH;COOH + CO, «» CH,+2CO, —» Acetotrof metanogenezis

CH;O0H+H, «» CH,+ H,0 —» Metilotrof metanogenezis
CO,+4H, , CH,+2H,0 _» Hidrogenotrof metanogenezis
5. abra

A metanképzdédés harom f6 atvonalanak reakcio egyenletei [63]

A fentebb leirtak alapjan jol latszik, hogy az anaerob emésztés egy igen Osszetett folyamat,
melyben igen sok mikroorganizmus vehet részt. A kiilonboz6 fazisokban kozremiikodo
mikroorganizmusoknak eltérdé kornyezeti igényeik vannak, mind pH, mind hdmérséklet, mind
szubsztrat tekintetében, emellett reprodukcids idejiik, valamint érzékenységiik a kiilonbozo
kornyezeti paraméterekre szintén eltérd. Egy optimalisan miikodé anaerob emésztd
rendszerben az egyes Iépések teljes Osszhangban vannak, melyben az egyes
mikroorganizmusok egymassal szintroéfikus kapcsolatban allnak, minek kdszonhetéen az
anaerob emésztés végbemegy. Abban az esetben, ha az egyes 1épések kozotti egyenstly
felborul, példaul a szerves anyag tiladagolas kovetkeztében a szerves savak felhalmozddnak
¢s a pH drasztikusan lecsokken, vagy példaul fehérje gazdag szubsztrat adagoldsanak
koszonhetden az ammonia feldGsul a fermentorban, az az emésztés ledllasahoz vezethet.
Mindezek alapjan jol latszodik, hogy a fermentdcidt szamos paraméter és tényezd

befolyasolhatja.
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2.3. Az AD-t befolyasolo legfontosabb tényezok

A metanképzodést szamos paraméter befolyasolhatja, mint példaul a hdmérséklet, a szubsztrat
fajtaja, a pH, a retencids idd, C/N arany, stb. A maximalis metantermelés akkor érhet6 el, ha

az egyes paraméterek az optimalis tartomanyba esnek [63].
2.3.1. Homérséklet

A kornyezeti paraméterek koziil a homérséklet az egyik legfontosabb, ugyanis ennek
valtozasa jelentds befolyassal lehet az egyes mikroba csoportok aktivitasara. A
metanképzOodés meglehetdsen széles hdmérséklet-tartomanyban megvalosulhat, pl.: a sarkkori
igen alacsony homérséklettél egészen 100°C-ig [62,63]. A metanképzOodést harom

hémeérséklet-tartomanyba sorolja a szakirodalom:
1, pszikrofil (kriofil), 10-20°C kozott

2, mezofil, 20-45°C kozott, altalaban 35°C

3, termofil, 45-65°C kozott, altalaban 55°C

A legelterjedtebb AD rendszerek els6sorban mezofil és termofil homérsékleten miikodnek
[63]. A mezofil rendszerek gyakorlatilag szobahémérsékleten {izemelnek, ahol lassabb és
kevesebb a biogdz hozam, azonban a flitésiik kevésbé koltséges, mint egy termofil reaktoré. A
termofil reaktorok homérsékletének fenntartasa bar koltségesebb, azonban a mezofil
rendszerekhez képest az AD gyorsabb ¢és a biogaz hozam is nagyobb, emellett magasabb
homérsékleten az egyes patogének hatékonyabban inaktivdlodnak, mely a fermentacios
maradék egyszeriibb felhasznalhatosagat segiti [40]. Fontos megjegyezni, hogy az egyes
mikroba csoportok igen érzékenyek a hdmérséklet valtozasaira, minek kovetkeztében a biogaz
képzddés lecsokkenhet. Mig a mezofil folyamatokban a mikrobak akar 3°C fokos ingadozést
is konnyedén toleralnak szignifikans biogaz termelés csokkenés nélkiil, addig a termofil
rendszerek erre sokkal érzékenyebbek. Ennek koszonhetéen a homérséklet valtozashoz

torténd adaptacio termofil rendszerekben sokkal lassabb [64].

2.3.2. Biogaz reaktorokban alkalmazott nyersanyagok jellemzéi (C/N
arany, tapanyagok, nyomelemek, szarazanyag-, szerves szarazanyag
tartalom)

Az AD rendszerekben szinte mindenféle biomassza haszndlhatdé biogdz eldallitasara,

amennyiben tartalmaz szénhidratokat (pl.: celluléz, hemicelluloz, stb), fehérjéket vagy
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zsirokat. A fermentacidban alkalmazott nyersanyagok tipusa és azok Osszetétele jelentosen
befolyasoljak a biogdz mennyiségét és annak Osszetételét [64]. Magasabb szénhidrat- és
fehérjetartalmi nyersanyag esetén a lebontds sebessége gyorsabb, azonban a metanhozam
alacsonyabb, mig magasabb lipidtartalmu nyersanyag esetében a gazkihozatal n6, de hosszabb
rentencios idére lehet sziikség [65]. A nyersanyagokkal szemben tamasztott kovetelmények a
kovetkezOk: 1. bioldgiailag lebonthatd legyen, 2. ne legyen tlzottan elfasodott (alacsony
lignin tartalommal birjon), 3. megfeleld6 mennyiségli makro- és mikro tapanyagot
tartalmazzon, valamint ne legyen tal magas a nitrogén tartalma. Ennek megfeleléen a F6ldon
szdmos nyersanyag alkalmazhatd kiilonb6z6 AD rendszerekben biogaz eldallitdsdra, mint
példaul az allati tragya, ételmaradékok, az ipari-, mezdgazdasagi termelés hulladékai,

vagohidi hulladékok, stb., melyeket csoportositva a 6. abra szemléltet [63].

<Biogéz reaktorban alkalmazott nyersa nyagok>
.

e

Cukor

ipar

Novényi “ellulz/papir|| Gyogyszer || Elelmiszer
hulladék i ipar i

6. abra

A kiilonbo6z6 forrasokbol szarmazo nyersanyagok kategorizalasa Kothari és mtsai.

nyoman [63]

A nyersanyagokkal kapcsolatos egyik legfontosabb paraméter azok szén- és nitrogéntartalma,

valamint azok aranya. Az AD igen érzékeny ezekre a paraméterekre, ugyanis a megfelel6 C/N
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arany biztositdsaval az AD-t pozitivan lehet befolyasolni. A tilzottan magas C/N ardny nem
biztosit elegendd mennyiségli nitrogént a mikroorganizmusok megfeleld anyagcsere
folyamataihoz, minek kdszonhetden alacsonyabb biogaz képzddés vérhatd. A tulzottan
alacsony C/N ardny sem jo, ugyanis ebben az esetben tobblet ammonia képzddik, ammodnia
gatlas 1éphet fel, minek kosvetkeztében a metanogén archaeak elpusztulnak, igy a gaztermelés
csokken. Mindezeket figyelembe véve, olyan nyersanyagok hasznalata javasolt, melyeknek
C/N aranya 20-30 kozotti értéket mutat [53]. Ennek megfeleléen az idealis nyersanyag
megvalasztasa elengedhetetlen a fermentacido szempontjabol. Néhany esetben a szubsztratok
megfeld C/N arannyal rendelkeznek és onmagukban is alkalmasak nyersanyagként. Ebben az
esetben Gn. monofermentaciorol beszéliink. Amennyiben azonban a nyersanyag C/N aranya
alacsony, esetleg magas, ugy azt megfelelé aranyban keverni kell egy magasabb vagy
alacsonyabb C/N aranyt szubsztrattal, igy elérheté az optimalis C/N arany. Ezt
kofermentacionak hivjuk [14].

A mikroorganizmusok optimalis ndvekedéséhez ¢€s anyagcserefolyamataihoz elengedhetetlen
a megfeleld mennyiségli nyomelem biztositdsa is. A legtobb esetben a sziikséges nyomelemek
rendelkezésre allnak az egyes nyersanyagokban, azonban néha el6fordul, hogy azok
adottsdgai miatt ezek potlasa sziikségessé valik. A legfontosabb tapanyagként a szént,
nitrogént és foszfort tartjak szamon, azonban a mikroorganizmusoknak szamos egyéb
nyomelemre is szilikségiik van, mint példaul a cink, kélium, kalcium, kobalt, magnézium,
mangan, nikkel, réz és a vas. Amennyiben ezek az elemek megfeleldé mennyiségben
rendelkezésre 4llnak, ugy a fermentacid teljesitménye, igy a metanhozam kozelit az

optimalishoz [66,67].

2.3.3. pH

Az anaerob emésztés folyamatanak pH értéke szintén fontos szerepet jatszik a fermentacio
szempontjabol, ugyanis jelentdés hatdssal van a mikrobdk novekedésére és a hidrolizis
kinetikdjara. A fermentacio optimalis pH értéke valtozhat mind az alkalmazott nyersanyag,
mind az alkalmazott fermentacios technologia fiiggvényében [68]. Az AD folyamataban
résztvevé mikroorganizmus csoportok is eltéré pH optimummal rendelkeznek. A fermentativ
mikroorganizmusok széles pH tartomanyon belil (pH 4.0-8,5) képesek aktivak maradni és
kevésbe érzékenyek a pH valtozdsara, azonban a metanogének optimalis tartomanya jéval

sziikebb (pH 6,5-7.2) és a sav-bazis egyensulyban bekovetkezd valtozasokra is joval
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érzékenyebbek. A fermentativ mikroorganizmusok aktivitasa révén keletkez6 illékony szerves
savak folyamatosan csokkentik a reakciokozeg pH értékét. Azonban a fehérjebontas
kovetkeztében felszabaduld ammonia bazikus karaktere, valamint a metanogének aktivitasa
révén az illékony szerves savak mennyiségének csokkenése, egylittesen képesek a pH-t
egyensulyban tartani. A Stickland-reakcié soran az aminosavak zsirsavakka alakulnak,
valamint a deaminacié kdvetkeztében ammonia képzddik [40]. Amennyiben az ammonia
felhalmozodik, az a metanképzodés leallasahoz vezethet, ugyanis az ammonia toxikus a
metanogénekre. Emellett az AD optimalis pH értékének szabalyozasaban a folyadékfazisban
1év6 hidrogén-karbonat és a gazfazisban levé szén-dioxid is fontos szerepet jatszik [69]. Az
egyes tanulméanyok eltéré pH tartomanyt hatiroznak meg optimalis tartomanynak az AD
tekintetében, azonban abban egyetértenck, hogy a legoptimalisabb a teljes folyamat

szempontjabol a kozel semleges pH.

2.3.4. Retencios ido

A retenciés id6 megmutatja, hogy a bejuttatott szerves anyag mennyi id6t tolt a reaktorban.
RT= fermentacios folyadék térfogata/napi betaplalt nyersanyag térfogata. Fiigg a
homérseklettdl, a szerves terhelési sebességtdl és a szerves anyag Osszetételétdl. Mezofil

koriilmények kozott 10-40 nap, termofil koriilmények k6zott azonban kevesebb [63].

2.3.5. Szerves terhelési sebesség

A szerves terhelési sebesség azt a nyersanyag mennyiséget jelenti, melyet folyamatos
betaplalas mellett naprol napra a fermentorba juttatunk [53]. A reaktorok nyersanyaggal valo
terhelése jelentés hatdssal van a mikroorganizmusok szaporoddsara és aktivitdsara. Ha
nagyobb mennyiségili alapanyagot juttatunk a fermentorba, mint amit a mikrobdk képesek
lebontani, annak kovetkeztében illékony szerves savak halmozddnak fel, ami a koézeg pH
értékének savas iranyba torténd eltolodasat eredményezi. A thlzottan alacsony pH pedig
gatolja a metanogén archacakat, igy a metantermelés csokken. Ezért a nyersanyagokat
egyenletes iitemben ajanlott beadagolni a fermentorokba. Amennyiben a betaplalasi
sebességen valtoztatni szeretnénk, ugy azt lassan €s fokozatosan kell végrehajtani, hogy a

mikroba k6zosség adaptalodhasson az 1j feltételekhez [40].
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2.3.6. Fermentacios technologiak

A fermentaciés eljarasokat tobbféle szempont szerint is csoportosithatjuk. Korabbi
fejezetekben mar esett rola sz6, hogy homérséklet alapjan megkiilonboztetiink pszikrofil,
mezofil és termofil fermentaciot. A fermentaciod teljes szarazanyag (TS) tartalma alapjan
beszélhetlink alacsony (TS<15%) kozepes (TS=15-20%) és magas (TS>20%) szarazanyag
tartalmi fermentaciokrol, melyeket masnéven folyadék-, fél-szilard és szilard fazisu
fermentacioknak neveziink a fentebbi sorrendnek megfeleléen [63]. Emellett a nyersanyag
beadagolasanak alapjan tovabbi fermentaciokat kiillonboztethetink meg, melyeket a

kovetkezo fejezetekben ismertetek.

2.3.6.1. Szakaszos fermentacio

Szakaszos fermentacid esetén els6 1épésként minden egyes komponenst a reaktorba helyeznek
és csak az emésztés befejeztével nyerik ki beldle a fermentaciés maradékot [70]. Az
oltbanyagban megtalalhaté mikroorganizmusok a betaplalt nyersanyagon elszaporodnak és
metant, illetve kiilonféle melléktermékeket képeznek, mint pl.: CO2, VFAS, Ha, stb., mely
metabolitoknak kdszonhetéen a kornyezetiik folyamatosan valtozik. Az eljaras egyszeriisége
egyben elonye ¢és hatranya 1is, ugyanis tapanyagutanpétlas nincs €s az esetlegesen
felhalmozo6do toxikus melléktermékek révén a fermentacid gatlasa kovetkezhet be. Mivel a
fermentacio kezdetét kovetden a kornyezet és a reaktor kozott nincs anyagaramlas, ezért
kisebb a kontaminacid esélye is. Gyakorta alkalmazzak ezt a fermentacio tipust Uy
nyersanyagok tesztelésére, valamint optimalizacids kisérletekre [71]. Biogaz fermentacios
kisérletekben példaul az 0 szubsztratok biometdn potencialjanak (BMP) meghatarozasara
hasznaljak. Szdmos nemzetkdzi szabvanyrendszer létezik arra vonatkozoan, hogy a BMP
meghatarozasa hogyan torténjen szakaszos fermentacioval, ilyenek pl.: VDI 4630, DIN
38414, 1SO 11734, stb. [72].

2.3.6.2. Fél-folyamatos fermentacio

A fél-folyamatos eljarast masnéven rataplalasos fermentacionak is nevezik. A szakaszos
fermentacid egy modositott valtozata, az eltérés az, hogy meghatarozott idékozonként ijabb
adag nyersanyagot juttatnak a rendszerbe, azonban csak a fermentaci6 végén nyerik ki a

végterméket, minek kdszonhetden a fermentécios térfogat folyamatosan ndvekszik. Elonye,
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hogy a fokozatos beadagolas kovetkeztében a szubsztrat gatlas mértéke becsiilhetd, ugyanis a
mikrobak szdmara sziikséges tdpanyagok bevitele nem egyszerre torténik. Elsésorban olyan
esetekben alkalmazzak, amikor magas biomassza hozam, vagy magas termék hozam elérése a

cél [73,74].

2.3.6.3. Folyamatos fermentacio

A folyamatos fermentacios eljaras egy nyitott rendszer, melyben a nyersanyag beadagolasa
folyamatos, valamint a betaplalassal egyidejiileg a beadagolt térfogattal azonos mennyiségii
fermentlevet tavolitanak el a reaktorbdl, igy a fermentacids térfogat nem valtozik. Ennek
koszonhetden, optimalis esetben a fermentacid allandd paraméterek mellett zajlodik és egy
stacioner allapot érhet6 el. Ebben az allapotban a mikroorganizmusok novekedése, valamint a
metabolitok képzddése egy 1d6 utan stabilizalodik. Elénye, hogy hossza tavon alkalmazhato,
viszonylag nagy biogaz hozam érhetd el az alkalmazasaval, illetve a fermentacido egyes
paraméterei szabdlyozhatdéak. Hatranya, hogy a folyamatos beadagolas kovetkeztében a

fertézés veszélye magasabb [70,75,76].

2.3.6.4. Egylépcsos és tobblépcsés fermentacio

A fermentacios rendszerek aszerint is csoportosithatok, hogy hany 1épésbdl allnak. Ez alapjan
megkiilonboztetiink egylépcsds és tobblépcsds fermentaciot. Az egylépcsds fermentacid
esetétn minden AD 1épés (hidrolizis, acidogenezis, acetogenezis, metanogenezis) egy
reaktortérben zajlodik le. Ezzel ellentétben a tobblépcsds fermentacid esetén a folyamatba
tobb reaktort is bevonnak és az AD egyes 1épései egymastol szeparéltan zajlanak le. Gyakorta

a hidrolizist, acidogenezist €s acetogenezist valasztjak el a metanogenezis 1épésétdl [63].

2.4. Cirkularis gazdasag

Az egyre novekvl népesség €s a felhasznalasi szokasaink kovetkeztében a jelenlegi linearis
gazdasagi modelliink (kinyerés, felhasznalds, eldobas) mar nem tarthatdo fenn hosszu tavon
[77]. Ezzel ellentétben, a korforgasos gazdasag fenntarthatd fejlédést tesz lehetévé, mikozben
a gazdasdgi novekedést az er6forras-kimeriilés és a kornyezetszennyezés negativ

kovetkezményeinek elkeriiléséhez koti. Célja, hogy az eréforrasok hatékony felhasznalasat
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tegye lehetove, a keletkezd hulladékokat minimalizalja, hosszutavu értékmegtartast hozzon
létre, csokkentse az elsddleges erdforrdsok felhasznalasat, mindezaltal kornyezetvédelemi és
tarsadalmi-gazdasagi elényoket is eredményezzen [78]. Az Europai Unid, Eurdpai Bizottsaga
felismerve a lineris gazdasagban rejlé veszélyeket, 2015-ben elfogadta az els6 Korkoros
Gazdasag Cselekvési Tervet, mely a létrehozott termékek teljes életciklusara kiterjedo
iranyzatokat hataroz meg, azzal a céllal, hogy a felhasznalt er6forrasokat a lehetd leghosszabb
ideig megorizzék az Eurdpai Unidban. 2020-ban egy 0jabb cselekvési tervet fogadtak el, mely
kiemelten foglalkozik az Eurdopai Unidban keletkez0 hulladékok ujrafelhasznaldsara valo
Osztonzéssel, iranyelvekkel [79]. Mindezen nyomvonal mentén az ipari-, mezOgazdasagi
termelés kovetkeztében nagy mennyiségben keletkezd szerves hulladékok ujrahasznositasa
példaul megujuléd energiahordozokka, tokéletesen illeszkedik a korkords gazdasagi modellbe.
Ilyen folyamat révén csokkentheté a keletkezé hulladék mennyisége, ill. az {iveghazhatasa
gazkibocsatas, ugyanis a hulladékbol eldallitott biolizemanyagokkal a fosszilis tlizeldanyagok

kivéalthatoak.

2.4.1. Hulladékbdl biogaz

A korabbi fejezetekben mar emlitést tettem arrol, hogy az anaerob emésztésre, biogaz
eldallitasara, szamtalan szubsztrat alkalmazhato pl.: kiilonb6zd ipari-, mezdgazdasagi-,
lakossagi hulladékok, energiandvények, stb. (Id. 6. abra). A szubsztrat tekintetében fontos
gazdasagi tényez0 az, hogy a nyersanyag keletkezési/eléallitasi helye milyen messzire
helyezkedik el a biogaz lizemtél. Ha ez a tavolsag 30-50 km-nél nagyobb, akkor az
gazdasagilag nem eldny0s, ugyanis a nyersanyag beszallitdsi koltségei magasak lesznek.
Tekintve, hogy Magyarorszag, azon belill is az Alfoldi-, Dé¢l-alfoldi régidé mezdgazdasagi
szempontbol kiemelt jelentdséggel bir (4llat-, és ndvénytermesztési szempontbdl is), a
mezdgazdasagban ¢és a hozzad kapcsolodd feldolgozdiparban keletkezd hulladékok
felhasznalasa kiemelt jelentdségli lehet. Ennek megfeleléen doktori értekezésemben allati és

novényi eredetli hulladékok biogaz eldallitasra torténd hasznosithatosagat tliztem ki célul.

2.4.1.1. Mezogazdasagi hulladékok

A mezbdgazdasagi termelés kovetkeztében igen nagy mennyiségben keletkeznek olyan
hulladék tipusok, melyeknek a nem megfelel6 kezelése révén sulyos kornyezeti problémak
jelentkeznek. Csak az EU-ban mintegy 90 milli6 tonna hulladék keletkezik a mezdgazdasagi

termeléshez kapcsolodoan. Ezek a hulladékok tobbnyire jol felhasznalhatok biogaz
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eldallitasara, és igy nemcsak jelentds pozitiv gazdasagi hatdssal birnak, hanem javitjak is az
adott orszag hulladékkezelését. Az alkalmazott nyersanyagok lehetnek allati tragyak,
mezOgazdasagi melléktermékek, novényi hulladékok (szar, szalma, stb.), stb. A novényi
maradvanyok talnyomo6 tobbsége lignocelluléz, mely cellulézbol, hemicellulozbol és
ligninb6l all [15]. A magasabb lignin, illetve hemicelluloz tartalom ellenallobba teszi a
lignocellulézt a hidrolizissel szemben, ezdltal csokkenti a beldle keletkezd biometan
képzddésének sebességét, egyes esetekben mennyiségét is [21]. Szamos tanulmany vizsgalta
mar az olyan mezOgazdasagi melléktermékek biogaz képzésre vald alkalmassagat, mint pl.:

kaposzta, paprika, tok, paradicsom névényi maradvanyok, stb. [14,80-82].

2.4.1.1.1. Paradicsom névényi maradvany

Doktori értekezésemben a mezdgazdasagi hulladékok csoportjan beliil a paradicsom ndvény
szar és levélmaradvanyanak biogaz fermentaciora gyakorolt hatasat vizsgaltam. A paradicsom
(Solanum lycopersicum) az egyik legszélesebb korben termesztett zoldségféle a vilagon [81].
A termesztése ¢és ipari feldolgozasa sordn jelentds mennyiségli hulladék keletkezik, mely
elsdsorban a termés héjat, magjat, valamint a ndvény szarat és levelét jelenti. 2017-ben, a
paradicsom termesztés és feldolgozas kovetkeztében mintegy 474,000 tonna mezdgazdasagi
hulladék keletkezett [83]. A vilagon Kina és India, az Eurdpai Union beliil pedig Olaszorszag
¢és Spanyolorszag szdmitanak a legnagyobb paradicsom termel6knek. Magyarorszdgon 2012-
ben, mintegy 1390 hektaron tortént szabadfoldi, mintegy 410 hektaron pedig fedett teriiletii
paradicsom termesztés [84]. Szeged kozvetlen vonzaskorzetében is tobb jelentds tiveghazas
paradicsomtermeszté vallalkozas miikodik, mint példaul a ProfiTom Kft (6 ha), Nemeskert
Kft. (9ha), Arpad-Agrar Mezégazdasagi Zrt. (12,5 ha), Floratom Kft. (n.a.), Hodkertész Kft.
(11 ha), stb. A paradicsom feldolgozasa soran keletkezé melléktermékek (magok, héj, sériilt
termés) alkalmazhatosagat biogaz eléallitasara sokan, azonban a termesztést és sziiretelést
kovetden visszamarado, valamint a névény gondozasa/apolasa soran keletkezd szar és levél
ilyen iranya hasznosithatosagat csak kevesen vizsgaltak [81,82,85-87]. A gondozas soran a
névény tetején a hajtdsok visszavagasat 7-10 naponta kell elvégezni, valamint a teljes
allomany cseréjét pedig évente. Ennek kovetkeztében jol latszodik, hogy ez a nyersanyag
onmagaban nem képes egy nagyobb biogaz iizem ellatasara, ezért célszerii kofermentéacios
szubsztratként beadagolni. A visszamarad6 szar és levél, akarcsak mas ndvényi maradvanyok
tulnyomo részben (ligno)cellulozbol allnak. Fontos megjegyezni, hogy a ndvényi

maradvanyok - a paradicsom esetén is - szamos bioldgiailag aktiv vegyiiletet tartalmazhatnak,
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mint példaul fenolok, flavonoidok, glikoalkaloidok (pl.: tomatin, tomatidin), melyek
antibakterialis, antiviralis és antifungalis hatassal rendelkezhetnek ¢és a ndvény
mikroorganizmusokkal szembeni védekezdé mechanizmusaban jatszanak fontos szerepet.
Biogaz elGallitasa esetén ezek kulcsfontossaguak lehetnek, hiszen a névényi anyagok
biogazza torténd atalakitasaban szamos mikroba csoport vesz részt [88-90]. A paradicsom
szar és levél biogaz fermentorban torténé alkalmazasat mar tanulmanyoztak [82], azonban a
publikalt vizsgalatban csak a vizsgalt nyersanyag BMP értékét hataroztak meg szakaszos
fermentacioban és nem vizsgaltak a nyersanyag hatasat a folyamatos fermentaciora, melyet

jelentdsen befolyasolhatnak tobbek kozott a fentebb emlitett biologiailag aktiv vegytiletek.

2.4.1.2. Ipari hulladék

A kiilonb6zé nyersanyagok feldolgozasa sordn a kiilonb6zd ipari tevékenységnek
koszonhetden nagy mennyiségli melléktermék, hulladék keletkezik, ami felhasznalhato
anaerob emésztésben biogaz eldallitasara. Ezek a hulladékok nagy szerves anyag tartalommal
rendelkeznek, azonban ismeretlen dsszetevoket is tartalmazhatnak. A gyartasi folyamat soran,
szennyezOdhetnek patogénekkel és nehézfémekkel, melynek kovetkeztében az AD gatlodhat.
A kiilonb6z6 ipari hulladékok, pl.: papir-, textil-, élelmiszeripari hulladékok, stb. [15] koziil,
szeretném kiemelni az élelmiszeripari hulladékokat, ugyanis doktori értekezésemben ilyen
hulladék tipus, azon beliil is a vagohidi hulladékok (benddtartalom) alkalmazhatosagat

vizsgaltam.

2.4.1.2.1. Vagohidi hulladékok, benddtartalom

A husipar hatalmas mennyiségli hulladékot general, mely elsésorban a vagohidakrol
szarmazik. Ezek a hulladékok szintén magas szervesanyag tartalommal rendelkeznek és
szamos €16 patogén mikroorganizmust tartalmazhatnak, minek kovetkeztében sulyos
kornyezeti problémat és egészségiligyi kockazatot jelenthetnek. Ezért a kibocsatassal
kapcsolatos feltételek meglehetésen szigoruak [91,92]. Evente mintegy 545 millié juhot és
300 millié szarvasmarhat vagnak le vilagszerte (FAOSTAT, 2018), mely mintegy 5,46-7,64
Mt juh és mintegy 18-36 Mt szarvasmarha benddtartalom hulladékot jelent. A magyarorszagi
Elelmiszeripari Informaciés Rendszer adatai alapjan 2019-ben hazankban mintegy 112.000
szarvasmarhat és 46.000 juhot vagtak le hazai vagohidakon [93]. Igy szarvasmarha vagasbol
hazankban 6,7-13,4 ezer tonna, mig juh véagasbol 0,46-0,64 ezer tonna bendd hulladék

keletkezik. A bend6tartalom hulladék az allat vagasat kovetden a bendében marado félig
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emésztett  taplalékot jelenti, ami gazdag cellulozban, mikrobidlis fehérjékben,
nyomelemekben, sth. [94-96]. Mindemellett a bendétartalom egy igen nagy, komplex és aktiv
mikrobialis kozosséggel rendelkezik, mely tartalmaz baktériumokat, gombékat és protozodkat
[97]. A fenticket figyelembe véve az elmult években szamos moédszer keriilt kidolgozasra
ilyen tipust hulladékok kezelésére, alkalmazasara: aerob kezelés, alkalikus hidrolizis, égetés
vagy felhasznalas allati takarmanyozasban [92,96,97]. Emellett a bend6folyadék
inokulumként is felhasznalhato AD kisérletekben, melynek soran az aktiv cellulolitikus
mikrofléraja valik a hozamnovekedés elsddleges forrasava [98,99]. Kevesen vizsgaltak

azonban, hogy a bendéfolyadék milyen modon noveli a biogaz hozamot.

A kérodzo allatok

Az elsé kérddzd allatok, mintegy 50 millié évvel ezeldtt evolvalodtak. Az elmult tizezer
évben 9 fajt haziasitott az ember, melynek kdszonhetden egyedszamuk napjainkra megkozeliti
a 3,6 milliardot. A haziasitott fajok — a rénszarvas (Cervidae) kivételével — mind a Bovidae
csaladba tartoznak [100]. Emésztérendszerik mérete, felépitése és mikrofloraja jelentGsen
eltér a tobbi emlds allatétdl, ugyanis négyliregli gyomorrendszeriik van (bendd, recés gyomor,
szazrétli és oltégyomor) [101]. Onmaguk nem termelnek a ndvényi rostok lebontdsara
alkalmas enzimeket, azonban tapcsatornajukban olyan szimbiotikus mikroorganizmusok
¢lnek, melyek igen. A mikrobak6zosség tagjai kozott megfigyelhetiink baktériumokat (eu- és
archaea baktériumokat), protozoakat és gombakat is, melyek tobbsége obligat anaerob [102].
A gazdaallat megfeleld kornyezetet biztosit a komplex mikrobidlis kozdsség szamara a
novekedéshez (nedves-, anaerob kornyezet, ~39°C), azok pedig anyagcserefolyamataik révén
a novényi biomasszabol VFA-kat allitanak el6, melyekbdl a gazda szervezet energiat nyer
[103,104]. A zsirsavak mellett a mikroorganizmusok fehérjékkel, vitaminokkal és egyéb
bioaktiv anyagokakkal is ellatjak az allatot, valamint metant, szén-dioxidot és hidrogént is
termelnek [105]. Akarcsak az AD folyamataban, itt is ugyanaz a négy 1épés zajlodnak le, igy
az egyes fermentacios termékek keletkezése ¢€s felszivodasa/atalakitdsa kozotti egyensuly
felborulasa kritikus lehet az allat szamara. Ha az felborul, anyagcsere rendellenességek
kovetkeznek be, mint pl.: nitrat toxicitds, acidozis, stb. [102]. A mikrobialis aktivitas
kovetkeztében elsosorban savas karakterii melléktermékek keletkeznek a bendében, azonban
annak sav-bazis egyensulya mégis pH 6-7 kozotti értéket mutat. A bendd talzott mértéki
lesavanyodasa harom tényezé miatt keriilhetd el: 1) a keletkezd szerves savak gyorsan

felszivodnak a bend6 falan keresztiil, 2) az allat a kérédzés soran jelentdés mennyiségli nyalat
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termel, mely lugos kémhatast, 3) a fehérjék lebontasabdl ammonia képzddik, mely szintén

bazikus karaktera [101].

A bendofolyadék alkalmazasa, mint inokulum

A biogazzal kapcsolatos kutatdsok egyik f0 teriilete napjainkban, hogy egy adott nyersanyag
esetén hogyan gyorsithato fel a beldle keletkezd biogdz képzddési sebessége, valamint hogyan
fokozhato egy adott nyersanyag lebonthatosaga. A szerteagazo kutatasok egyik iranyvonala,
amikor ezt a célt inokulum (starter kultura) hozzdadéasaval kivanjak megvaldsitani. A starter
kultira olyan mikroorganizmusok kozossége, melyek megfelelé szamban és metabolikus
allapotban, képesek a fermentaciés kozeg beoltasara, valamint a fermentacio
eredményességének pozitiv iranyba torténé befolyasolasara [106]. Tobb publikacid is
napvilagot latott mar arr6l, hogy a kér6dzo allatok bendéfolyadékat hasznaljak inokulumként
biogaz képz6dés fokozasara [99,106-108]. Hu és munkatarsai (2005), valamint Yue és
munkatasai (2013) munkéja alapjan a benddfolyadékban talalhatd mikroorganizmusok
magasabb cellulolitikus aktivitassal rendelkeznek, mint egy normal anaerob emészté rendszer
mikroba kozossége, ezaltal a lignocelluléz szubsztrat joval hatékonyabb lebontasat teszik
lehetévé [109,110]. Fontos megjegyezni, hogy nemcsak a hidrolizisben, de az illékony
szerves savak termelésében is hatékonynak bizonyultak [111]. A benddben egy igen komplex
mikrobialis kozosség talalhato, melynek 80-90%-a a hagyomanyos izolalasi technikakkal nem
volt vizsgalhaté kordbban. Azonban az ijgeneracios szekvenalasok megjelenésével az elmult
bd egy évtizedben egyre tobbet tudhattunk meg a bendé mikrobiomjardl, metabolit profiljardl,
laboratoriumi koriilmények kozott nem tenyészthetd tagjair6l, stb. [109]. Wirth és
munkatarsai (2018) meghataroztdk a szarvasmarha bendd plaktonikus core mikrobiomjat
teljes metagenom szekvenalassal. Vizsgalataik alapjan a mikrobiom 48 nemzetséget foglalt
magaba. Az eubaktérium csoport tagjai koziil a legnagyobb gyakorisaggal a Prevotella,
Ruminococcus, Sharpea, azonositatlan Lachnospiracea, Eubacterium, Treponema,
Clostridium, Bacteriodes, azonositatlan Ruminococcacea, Butyrivibrio, Fibrobacter
nemzetségek mutatkoztak a 10 leggyakoribb nemzetségnek. Az archaea csoportbdl
egyetlenegy nemzetség volt jelen a core mikrobiomban: a Methanobrevibacter, mig gomba

jelenlétét nem sikeriilt kimutatni [112].
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2.5. Mikrobialis kozosségek vizsgalata

2.5.1. Metagenomikai vizsgalatok és elézményei

A metagenomikai vizsgélatok lehetdséget biztositanak arra, hogy a mikrobialis kozosségeket
feltérképezziikk a kornyezeti mintdkban (pl.: allatok tapcsatorndja, talaj-, vizmintak, stb.)
anélkiil, hogy azokbol tiszta kulturakat kellene izolalnunk és jellemezniink. Emellett ezzel a
technologiai eljarassal olyan mikroorganizmusok is vizsgalhatoak, melyek nem, vagy csak
igen nehezen tenyészthetdek. Tovabba, teljes metagenomikai adatokbol kinyert genomi
informaciokbol lehet kovetkeztetni az egyes mikrobialis komponensek funkcidjara is [113].
Ez a molekularis bioldgiai modszer, valamint vele parhuzamosan a bioinformatika, mely nagy
mennyiségli adat feldolgozasat teszi lehetéve, rohamosan fejlodé teriiletek. A kutatok mar
korabban is alkalmaztak olyan mddszereket, melyekkel mikrobialis kozosségek vizsgalhatok,
pl.: denaturdldo gradiens gélelektroforézis, fluorescens in situ hibridizaci6, kiilonbozo
polimerdz lancreakcios technikdk (restrikcidos fragment-hossz polimorfizmus, termindlis
restrikcids fragment-hossz polimorfizmus, kvantitativ real-time PCR) [114-116], azonban
ezekkel a modszerekkel a kinyerhet6 informaciok korlatozottak voltak és sok esetben nem a
teljes kozosségre vonatkoztak, csak annak egyes tagjaira. Az 1970-es évek végén a Sanger
szekvenalas forradalmasitotta a mikroorganizmusok osztalyozasat és tanulmanyozasat is,
azonban a legnagyobb attorést a mikrobialis kozosségek vizsgalataiban a 2005-ben elészor
megjelent, masodik generacids (0jgeneracios) szekvenalasi eljarasok hoztdk meg, melyekkel

mar komplex kozosségekrol is mélyrehatobb informaciokat kaphattunk [116].

2.5.2. Ujgeneracios szekvenalasi technikak

Az ujgeneracios szekvenalasi technologiak elsé képvisel6i a Roche 454 (2005-ben), majd az
Illumina-Solexa (2006-ban) és az ABI SOLID (2007-ben) platformok voltak [117]. Ezeket
nagy ateresztOképességli szekvenaldsoknak is nevezik, ugyanis egyetlen futis alatt nagy
mennyiségli adat eldallitasara képesek. A Rosche 454, az Illumina-Solexa Osszekapcsolja a
szintézist a leolvasassal, az ABI SOLiD rendszere pedig ligalas alapi szekvenalast végez

cres

kisérleteim soran ezt a platformot alkalmaztuk.

Napjainkra, szamos, az Illumina altal forgalmazott szekvenald késziilék all mar a kutatok

rendelkezésére (iSeq, MiniSeq, MiSeq, HiSeq, NextSeq és NovaSeq). A megfeleld késziilek
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kivalasztasa fligg a felhasznalasi céltol. Az egyes késziilékek esetén eltér a futasi idd, a
generalt adatmennyiség, valamint a leolvasott readek hossza is. Példaul a 16S rRNS gén alapt
szekvenalashoz a MiniSeq vagy MiSeq késziilék, mig metagenomikai profilhoz a NextSeq

vagy a NovaSeq késziilékek hasznalata ajanlott (www.illumina.com).

Az Illumina platform hid amplifikaciot (bridge amplification) alkalmaz az egyedi genomi
régiok amplifikalasahoz és a szekvendlds a szalszintézis sordn torténik (sequencing by
synthesis). Az amplifikdcidhoz hasznalt forvard és a reverz oligonukleotidok (primerek)
adapter szekvenciakat tartalmaznak, mely révén a flow cell-en 1év0 komplementer adapter
szekvencidkhoz képesek kapcsolodni a DNS konyvtar molekulai. Az amplifikaciot kdvetden a
konyvtar feltoltése kovetkezik a flow cell-re. Denaturdciot kovetden az egyesszali DNS
fragmentumok a felszinhez kotott oligonukleotidokhoz kapcsolodnak, melyek primerként
funkcionéalnak az els6 DNS szal masolatok létrehozésa soran. Ezt kdvetden a kezdeti konyvtar
molekuldk eltavolitasra keriilnek és csak a masolt, a flow cell-hez rogzitett fragmentek
lesznek felhasznalva a klaszterképzéshez. Specifikus pufferek felhasznalasadval, 60°C-on
torténik meg a klaszterképzés, ismételve a denaturacio, hibridizacio, polimerizacio 1épéseit. A
Iépések sordn a mésolatok 3 vége képes hozzédhibridizalni a komplementer oligonukleotid
szekvencidkhoz, melyek szintén a flow cell-hez vannak rogzitve, igy kialakul a hid alaka
struktara, melyrdl az amplifikacid a nevét kapta. Majd megtorténik az (jabb szalak szintézise,
igy a klaszterek képzése. Ezt kdvetden a reverz szalat lehasitjak, igy csak a forvard szal marad
a flow cellen. A reakcidelegyhez adott ddNTP—knek koszonhetden pedig a levald ssDNS
szal nyitott 3° vége blokkolasra, majd a szal lemosasra keriil. Megfeleld koriilmények kozott a
flow cell minden egyes mm?-én 800,000-1,000,000 klaszter keletkezik. A szekvenélas soran
az egyes DNS szalakat bazisrol-bazisra leolvassak ismétlodd ciklusokban. Az egyes
ciklusokban fluorescens jelolt nukleotidokat adnak a reakciohoz, melyek mindegyike egyedi
jeloléssel rendelkezik és reverzibilisen terminalja a szintézist. A fluorescens csoport
lehasitasra keriil, fluorescens jel képzddik, melyet egy kamera érzékel. A hasités

kovetkeztében a terminalas megsziinik, igy a templat szal készen all az (jabb ciklusra [119].

2.5.3. Harmadik generacios szekvenalasi technikak

A masodik generacios szekvenaldsi technoldgidk azonban nem elégitették ki a kutatok
igényeit. Mindegyik PCR alapu volt, ami sok id6t és pénzt igényelt, emellett a genomok

komplexitdsa, azok repetitiv szekvencidi, a révid leolvasdsok, mind-mind bonyolulttd,
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esetenként lehetetlenné tették a genom 0Osszeillesztéseket [120]. Mindezeknek koszonhetben
2011-ben megjelentek a harmadik generéacios szekvenatorok, melyek ezeket a problémakat
kikiiszobolik [120-122]. Alacsony koltségliek, a mintael6készités egyszerii, emellett nem
igényelnek PCR amplifikaciot, ezaltal gyorsabbak. Mindemellett néhany kilobazisos (1-10kb)
leolvasasokat eredményeznek, melyekkel a komplex genomok repetitiv szekvenciai nem
okoznak gondot az Osszeszerelés soran. Jelenleg két tipusuk talalhaté meg a piacon: a single
molecule real time sequencing (SMRT) és a szintetikus megkozelitésii, mely az [llumina rovid

crer

PacBio és Oxford Nanopore platformok [120].

A masodik, illetve harmadik generacids szekvenaldsi technologidk legnagyobb fejlesztése,
hogy a konyvtarkészitéshez nincs sziikség klonozd vektorokra, illetve klonozd torzsekre,
ezaltal egyszerlisodott a konyvtarkészités, csokkent a kontamindci6é lehetdsége. Bar ezen
technoldgidk hatékonyak és lehetdvé tették 1) mikrobidlis kozdsségek és Uj kornyezetek
felfedezését, azonban ezeknek is megvannak a sajatos korlatai és hibai, mint példaul a

leolvasasok hossza, vagy a hibasan leolvasott bazisok aranya, stb. [116].

2.5.3. Metagenomika vizsgalati megkozelitések

A metagenomika jellemzden két kiilon szekvenalasi stratégiat foglal magaban: az amplikon
szekvenalast (masnéven target gén szekvenalas), és a shotgun szekvenalast, mely a mintdban

fellelhet6 6sszes DNS-t vizsgalja [123].

Mindkét eljaras alkalmas komplex kornyezeti mintdk mikrobiologiai elemzésére, mely soran
genomikai informaciokat nyerhetiink azokrol a mikroorganizmusokrol, melyek a mintdinkban
jelen vannak [124]. Amplikon szekvenalds esetén leggyakrabban a 16S rRNS gént
alkalmazzak, mely egy széleskorben elfogadott filogenetikai marker baktériumok esetén
[125]. Azonban mas markergén, mint pl.: a metanogének vizsgalatara alkalmas mcrA gén is
alkalmazhato [126]. A 16S rRNS gén univerzalisan el6fordul a prokariotak korében. A
funkcidja hosszu 1d6 6ta nem valtozott, igy a benne bekdvetkezd véletlenszerii valtozasok az
eltelt id6 pontosabb mértékét jelentik (evolucid). Multigén csaladban fordul eld, vagy
operonban, mérete pedig nem tul nagy (~1500 bp) [125]. A gén konzervalt régiokat, valamint
azok kozott 9 db Un. varidbilis régidt tartalmaz, mely fajonként egyedi szekvencidkkal
rendelkezik, ezzel lehetévé téve a fajazonositast. A génen beliil legtobb esetben a V3-V4-es

hipervariabilis régid vizsgalatat célozzak meg, azonban mas varidbilis régiokat is
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vizsgalhatnak, mint pl.: V1-V2, V6-V8. A taxonomiai vizsgalatra kivalasztott régi6 azonban
jelentds befolyassal lehet az eredményre [127-129]. Koltséghatékony moddszer az egyes
mintdk mikrobiomjanak elemzésére, am legtobb esetben csak nemzetség szintli elemzést tesz
lehetové, attol fiiggden, hogy milyen adatbazist €s azonositd szoftvert alkalmazunk, ugyanis
néhany faj kozott elég magas szekvencia-azonossag figyelheté meg [130]. A taxondmiai
besorolas mellett fajgazdagsag és kiillonbozo diverzitas mutatok is szamolhatok [131]. Fontos
megjegyezni, hogy a mddszer szdmos hibat rejthet magaban, mind a minta elékészitése, mind
a szekvenalas soran [123]. llyen tipusi szekvenalasi adatok kiértékelésére szamos
informatikai program/programcsomag, online kiértékel6 szoftver keriilt kifejlesztésre, tobbek
kozott pl.: a MALT, MEGAN, Qiime, Qiime Il, OneCodex, MG-RAST, stb., melyek vagy
meghatarozott, vagy esetenként valaszthatdo adatbazisokkal (pl.: Silva SSU vagy LSU,
Greengenes, OneCodex Targeted loci, stb.) miikodnek [132,133,142,134-141].

A masik megkozelitést, a shotgun metagenom szekvenalast részben a fentebb emlitett hibak
¢s limitaciok kikiiszobolése hivta életre, mellyel mar a baktériumok faj és torzsszintli
azonositasa is lehetséges. Emellett funkcionalis analizisre is joval alkalmasabb, mellyel az
egyes mintak esetében joval pontosabb funkciok hatarozhatok meg [123]. Ezzel a
metagenomikai megkdzelitéssel az adott kornyezeti minta (metagenom) génkészlete
meghatarozhato, és josolhato azok biokémiai aktivitasa, illetve akar azok komplex interakcioi
(pl.: gazdaszervezet és mikroba k6zott) vagy metabolikus utak is [143]. Emellett lehetové
teszi olyan, eddig még ismeretlen mikrobdk felfedezését is, melyek egyébként
beazonosithatatlanok lennének (az amplikon szekvendlds sok esetben csak nemzetség szintii
meghatarozast tesz lehetévé) [144]. A koltségeket tekintve dragabb mint az amplikon
szekvenalas, sokkal komolyabb szamitastechnikai kapacitast igényel, ezért a benne rejld

lehetéségek ellenére alkalmazasa még kevésbé elterjedt [145].

Az ily mddon nyert adatok kiértékelése torténhet read- (nem Osszeillesztéses), illetve
Osszeillesztés alapon. Elso esetben kiilonféle programok alkalmazasaval taxondmiai (pl.: MG-
RAST, MEGANG6, Kraken, MetaPhlAn, stb.) és funkcionalis (pl.. DIAMOND, MG-RAST,
MEGANG6, PALADIN, stb.) analizis is végrehajthato [136,146-149]. Osszeillesztés alapt
megkdozelités esetén az elsd 1épés a mindségileg sziirt readek dsszeszerelése kontigokkd, mely
torténhet pl.: metaSPAdes, MEGAHIT, MetAMOS, stb. programokkal. Az igy kapott néhany
10 kb hosszisdgu kontigok ezt kdvetden kozvetleniil felhasznalhatoak gén joslasra (eggNOG-
mapper, MetaGeneMark-2, BlastKOALA, stb.), funkciok hozzarendelésére, vagy bineld
szoftverek segitségével (pl.: MetaWRAP, CONCOCT, MetaBAT2, MaxBin2, COCACOLA,
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stb.) egyedi genomok, un. metagenomic assembled genomes (MAGs) szerelhetok Ossze
beldliik [150]. Binelés soran az egyes programok az ugyanabba a biologiai taxonba sorolhato
kontigokat Osszegyiijtik és osztdlyozzak vagy taxondmiai vagy taxonomia fliggetlen (pl.:
oligonukleotid frekvencia, GC tartalom alapjan) modon. Emellett funkcionalis jellemzés is
végrehajthatd [150]. Az Osszeszerelt binek pedig mindségileg jol jellemezhet6k azok

teljességével és kontaminacidjaval markergének alapjan [151].
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3. Célkitiizés

Munkéam megkezdésekor célul tiiztem ki, hogy:

az ipari-mezdgazdasagi termelés soran visszamarad6 paradicsom novényi maradvany
(szar és levél) biogaz eldallitasra vald alkalmazhatdsagat megvizsgaljam, mind
szakaszos, mind folyamatos ilizeml fermentacioban, mind mono-, mind pedig
koszubsztratként.

kideritsem, a paradicsom ndvényi maradvany folyamatos iizemli fermentacioban
milyen véltozasokat eredményez a mikrobidlis kozdsségben.

felderitsem, hogy a paradicsom ndvényi maradvany milyen komponense fejt ki
meghataroz6 hatast a szakaszos, illetve folyamatos fermentaciora.

Osszehasonlitsam a szakaszos és folyamatos fermentacidval kapott eredményeket és az
esetleges kiilonbségekre magyarazatot talaljak.

a husipari termelés kovetkeztében nagy mennyiségben hulladékként keletkez6
benddtartalmat (juh, marha) inokulumként és nyersanyagként, biogaz eldallitasara
hasznositsam.

meghatarozzam, hogy hogyan ¢érhetd el a legmagasabb gazkihozatal a
benddtartalmakbol.

metagenomikai modszerekkel Osszehasonlisam a juh ¢és a szarvasmarha
benddtartalmat, valamint feltérképezzem azon mikroorganizmusokat és metabolikus
utvonalakat, melyek részt vesznek a benddtartalmak szénhidrat komponenseinek

lebontasaban és az ecetsav termelésében.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Alkalmazott fermentacios technikak és a hozzajuk kapcsolodo
mérések

4.1.1. Szakaszos fermentacio

Szamos szabvanyositott modszer 1étezik, mellyel egy adott nyersanyag biometan potencial
érteke (BMP) meghatdrozhatd szakaszos fermentacioban. Kisérleteim soran a VDI 4630-as
szabvanyt alkalmaztam szakaszos tizemmodban. A kisérleteket 125 ml-es Wheaton szérum
tivegekben hajtottam végre, melyeket gumi szeptummal zartam le 1égmentesen. Az oltdiszap
egy stabilan miik6do ipari biogdz fermentorbol szarmazott (Zoldforras Energia Kft, Szeged),
mely kukorica silot és sertés higtragyat haszndl nyersanyagként. A frissen begytijtott
oltdiszapot egy 2 mm-es sziirén atsziirtem, hogy a nagyobb ndvényi maradvanyokat
eltavolitsam, ezaltal homogén legyen az oltdiszap. A reaktorok Osszedllitdsa 40 ml folyadék
térfogattal tortént, ahol az oltdiszap/szubsztrat szerves szarazanyag tartalom (oTS) aranya 2
volt (VDI 1). VDI II esetén az oltdiszap/szubsztrat aranya oTS tekintetében 1 volt. Az
Osszeallitast kovetden a légteret nitrogén (N2) gazzal (Messer Magyarorszag Kft,
Dunaf6ldvar, Magyarorszag) cseréltem le, hogy biztositsam az anaerob kornyezetet. A
reaktorokat 37°C-on inkubaltam, majd a keletkez6 metan mennyiségét naponta mértem
Agilent Technologies 6890 gazkromatograf (GC) segitségével (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA) (Id. 4.1.9. fejezet). Minden mérést kovetGen a légteret nitrogén gazzal fijattam
at, hogy a napi metanhozamokat naprél-napra meg tudjam hatdrozni. A napi metdnhozamokat
Osszeadva allapitottam meg az egyes szubsztrdtok kumulativ metdntermelését, igy azok
biokémiai metan potencialjat. A szakaszos kisérleteket minden alkalommal 30 napig

végeztem, kivétel a tomatin/tomatidin tesztet, ahol 16 napig.

4.1.2. Folyamatos iizemii fermentacio

A Kkisérleteket egyedileg gyartott, 5 literes fermentorokban végeztem, mely fermentorok

felépitését az 7. abra szemlélteti.
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fermentacidos maradék tarold

7. abra

A folyamatos iizemii fermentorok sematikus abrazolasa

A reaktorok térfogata 6 liter, melybdl 5 liter a folyadék térfogat és 1 liter a gaztér. A
fermentorok blokkos elrendezésben helyezkednek el, ahol 1 blokkban 3 db kiilon-kiilon
tizemeltethet6 fermentor tartaly foglal helyet. Minden fermentorban kiilon redox potencial-,
pH-, valamint gazmennyiség mér6é Kkeriilt elhelyezésre, melyek a rendszerhez kapcsolt
szamitogép segitségével 4 oranként rogzitik az egyes paramétereket. A reaktorok elektromos
fiit6 kopennyel rendelkeznek (mely biztositja az allandé 37 £ 1°C-ot), valamint spiralis
keverdlapattal vannak felszerelve. A keletkezd biogdz mennyiségét kozvetlen tomegarami
érzékeldkkel detektaltam, valamint naponta gazmintat vettem a keletkezd biogazbdl, hogy a
metan mennyiségét meghatdrozzam. A szubsztrat beadagolasa napi szinten tdrtént azonos
idében, 1g oTS/liter terheléssel. A fermentorokbdl az adagolast kovetden a bejuttatott
nyersanyag térfogatanak megfeleld térfogati fermentacios folyadék tavozik a rendszerbdl egy

tulfolyon keresztiil (6. dbra).
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4.1.3. Kétlépcsos fermentacio

Bendoétartalommal torténd kisérleteink sordn megallapitottam, hogy a bend6tartalom
laboratoriumba torténd szallitdsat kovetden 24 oran beliil lesavanyodik, ezért az ott €16
mikrobak aktivitisa és a szubsztrat kémiai Osszetétele is megvaltozik. Emiatta a
bendétartalmak biogaz fermentacidkban torténd alkalmazasanak vizsgalatdra kétlépesds

fermentécios kisérleteket terveztem. A kisérleti elrendezést az alabbi abra szemlélteti:

oltdiszap Metanmérés naponta (30 nap)
Elsé lépesé \\ Masodik
Szerves savak > Iépes CS’O
Inkubicié termelése Inkubacio Metafl
37°C 37°C termelése

> szervessav mérés naponta
metanmérés naponta

8. abra

A bendoétartalmakkal végzett kisérletek sematikus abraja

Elsé 1épcso: Szerves savak megtermelése, eloemésztés

A bendétartalmat a laborba szallitast kovetden steril desztillalt vizzel higitottam az adott
kisérletnek megfeleld mértékben 1:1, 1:2 vagy 1:3 térfogat aranyban (benddtartalom:viz). A
kisérleteimet 500 ml-es Wheaton szérum iivegekben végeztem, 300 ml-es végtérfogatban. Az
iivegeket gumiszeptummal zartam le, valamint az tivegek légterét N2 gazzal fujattam at, hogy
az anaerob kornyezetet biztositsam. Az igy Osszeallitott mintdkat 37 °C-os inkubatorba
helyeztem. Az els6 Iépcsében termelddd szerves savak mindségi €s mennyiségi
meghatarozasat nagy teljesitményli folyadék kromatografids eljarassal (HPLC, 4.1.11.
fejezet), a keletkez6 metan mennyiségét pedig GC analizissel (4.1.9. fejezet) hataroztam meg

naponta.

Az 5.2.3.-es fejezet kisérletét az alabbiak alapjan végeztem el: 3 juh- és 3 szarvasmarha
benddtartalmat vizsgéaltam, mindegyiket tovabbi 3-3 technikai parhuzamossal. A beérkez6
benddtartalmakat 1:1 térfogat aranyban higitottam vizzel, majd 5 napon keresztiil 37°C-on
inkubaltam anaerob kdrnyezetben. Ot napon keresztiil naponta mértem a pH valtozasat, a
1égtér metantartalmat (4.1.9. fejezet), szerves savak valtozasat (4.1.11. fejezet), valamint a 0.,

2. ¢és 5. napokon mintdkat vettem teljes metagenom szekvendldshoz, hogy alaposan
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feltérképezzem az ebben a szakaszban lezajlodo folyamatokat. A 0. nap az allatok benddjének

kiindulasi allapotat mutatja.

Masodik lépcso: Metantermelés, utéemésztés

Az els6 1épcsdben megtermelt szerves savakbol (folyadék fazis), valamint a visszamarado
szilard fazisbol a masodik 1épcsében tortént a metanképzés. Az elsd 1épcsdben is tortént
metan mennyiségi meghatdrozds, ugyanis a bendd endogén mikroflordja is képes
metanogenezisre. Azonban az elsd IépcsOben keletkezd szerves savak felhalmozddasa
jelent6sen gatolja azt az id6 elérehaladtaval (Id. 19. abra). A két fazis kiilonvalasztasara azok
eltéré fiziko-kémiai paraméterei miatt volt sziikség, valamint amiatt, mert a mintaim nem
voltak teljesen homogének. A szétvalasztas 2 mm-es szlr6n keresztiil tortént meg. Az
alkalmazott oltdiszap szintén a sandorfalvi biogdz iizembdl szadrmazott. A folyadékfizis
esetében az alkalmazott mennyiséget Ggy valasztottam meg, hogy a szerves savak
koncentracidja 2 g/liter legyen, szilard fazis esetében pedig az oltdiszap/nyersanyag (szilard
fazis) szerves szarazanyag tartalom aranya 2 legyen. A fermentorokat gumiszeptummal
zartam le, nitrogén gézzal anaerobizaltam, majd 37°C-os inkubétorban taroltam dket. Napi
metantermelésiiket GC-vel kovettem nyomon 30 napon keresztiil (4.1.9. fejezet). A napi
méréseket kovetden a légteret nitrogén gazzal fjattam 4t, hogy masnap a napi gaztermelést
meg tudjam hatarozni. A folyadéek fazis esetében az illékony szerves savak illékonysaga miatt
a szarazanyag (TS), és szerves szaraz anyag (0TS) meghatarozas téves eredményhez vezet,
ezért ezekben a kisérletekben a keletkez6 metan normalasat széntartalomra végeztem el. A
széntartalom meghatarozast Elementar Analyzer Vario MAX CN késziilékkel hajtottam végre

(4.1.6. fejezet).

4.1.4. Szarazanyag-, szerves szarazanyag tartalom meghatarozas

Az anaerob emésztés esetén az egyik legjelentésebb paraméter a nyersanyag esetében annak
TS, valamint 0TS tartalma. A szubsztrat TS tartalmanak meghatarozasahoz az alkalmazott
szubsztratokat 105 °C-os szaritoszekrénybe helyeztem és tomegallanddsagig hagytam Oket
szaradni (kb. 24 ora). A kiindulasi, valamint a visszamaradt tomegbdl szamoltam a TS
tartalmat. A szarazanyag tartalom meghatarozasat kovetéen a mintakat égetd kemencébe
helyeztem, majd 550 °C-on hevitettem Oket szintén tomegallandésagig (€getdkemence:

Nabertherm LE 4/11/R6). A mintak tomegét deszikkalast kdvetden ujra lemértem, majd az
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¢getés utan visszamaradt hamu tomegbdl kalkulaltam az oTS tartalmat. A szaraz minta
tomegébdl kivontam a hamu tomegét, majd az igy kapott értéket elosztottam a szaraz minta

tomegével.

4.1.5. Rostanalizis

A kisérleteim soran alkalmazott szubsztratok rostanalizise (szolubilis anyag-, celluloz,
hemicelluloz, lignin tartalom) FIWE 3 Fiber Analyzer (VELP Scientifica, Usmate, Italy)
késziilékkel tortént, Van Soest modszerrel [152]. Az eljaras soran tobb Iépésen keresztiil
kertilnek szolubilizalasra az egyes komponensek. Elsd 1épésben a szolubilis frakcid (oldhatod
szénhidratok, pektinek, a legtobb fehérje, lipidek, oldékony asvanyi anyagok), maésodik
Iépésben a hemicellul6zok, harmadik Iépésben a celluloz, majd végiil a lignin tartalom kertiil
meghatarozasra. Az 0OsszetevOk mennyiségének meghatarozasa az egyes szolubilizalasi

Iépéseket kdvetden mért visszamaradd tomegbdl szamolhato.

4.1.6. Szén és nitrogén tartalom meghatarozasa

A mintadim Gsszes szén-, valamint §sszes nitrogén tartalmat Elementar Analyzer Vario MAX
CN késziilékkel végeztem el (Elementar Group, Hanau, Németorszag). A miszert a
kovetkezd beallitasokkal hasznaltam: €gési homérséklet: 900°C, utodeégetési homérséklet:
900°C, redukcids homérséklet: 830°C, oszlop hémérséklet: 250°C. A kivant komponensek
elvalasztdsdhoz egy specifikus adszorpciés oszlopot alkalmaztam C/N modban, ami
Sicapentet tartalmazott (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag). A Vivé-, valamint mosé gaz
hélium volt (Messer Group, Bad Soden, Németorszag), a keletkez6 anyagokat pedig hévezetd

képességi detektorral mértem (TCD). A miiszer kalibralasa glutaminsavval tortént.

4.1.7. pH meghatarozas

A mintdk sav-bazis egyensulyanak meghatarozasa Radelkis OP-211/2 digitalis pH mérével
(RADELKIS Kft, Budapest, Hungary) tortént.
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4.1.8. Osszes szerves sav és pufferkapacitas meghatarozasa

A mintaim 0Osszes szerves savtartalmat (FOS: Fliichtige Organische Sduren), valamint
pufferkapacitasat (TAC: Totales Anorganisches Carbonat), valamint kettejiik hanyadosat
(FOS/TAC) Pronova FOS/TAC 2000 automata titralé késziilékkel hataroztam meg. A
meghatarozas soran 0,1N H2SOq titrald oldatot hasznaltam és a mintdimat pH=4,30 értékig

titraltam.

4.1.9. Metantartalom meghatarozas

A mintaimban keletkez6 metan mennyiségi meghatarozasa GC (Agilent Technologies 6890
GC (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)) segitségével tortént. A gazmintak
injektalasdhoz zarhatd/gazbiztos Hamilton fecskend6t alkalmaztam, valamint a metantartalom
pontos meghatdrozadsdhoz kalibraciot végeztem. A késziiléket a kovetkezd egységekkel,

paraméterekkel iizemeltettem:

e Detektor tipusa: hovezetd-képességi detektor (160°C)

e Vivégaz: Argon (5.0), (Messer Magyarorszag Kft., Dunafoldvar, Magyarorszag)
e Inlet izemmod: Split (5:1)

e Inlet hdmérséklet: 160 °C

e Kolonna tipusa: HP Molesieve 5 A (32 m x 0,53mm x 25 pm)

e Kalyhahdmérséklet: 42°C

e Linearis aramlasi sebesség: 16,8 ml/perc

A fermentorok légterébdl naponta vettem légtér mintat (100 ul), majd mérést kdvetden
nitrogén gazzal cseréltem ki a fermentorok légterét (10 perc atfujatds). Minden esetben
megszilintettem a reaktorokban keletkezd tulnyomast (viz alatt, gumicsdre szerelt t{in
keresztiil, hogy oxigén ne juthasson vissza a reaktorokba), majd visszahelyeztem azokat
37°C-ra. Folyamatos ilizemli fermentacié esetén a reaktorok géazterébdl zarhatdé hypovial
iivegekbe vettem gazmintat, majd abbdl tortént az injektalas a GC késziilékbe (100 ul). Ezt
kovetden pedig a pontos metdanmennyiség meghatdrozdsdhoz szamoltam a mintavétel soran

torténd higulas mértékével.
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4.1.10. Amménium-ion meghatarozas

A mintdk ammonium-ion tartalmat Spectoquant Nova 60 reagens teszttel végeztem (Merck,
1.00683.0001). A gyorsteszt spektrofotometrids elven mikodik, ezért a mintaimat eldszor
szlir6papiron keresztiil, majd 0,2 pm-es fecskendésziirén keresztiil lesziirtem, hogy a

szennyezddésektdl - melyek fényszorasa hibahoz vezethet — megszabaduljak.

4.1.11. Szerves savak mennyiségi meghatarozasa nagy teljesitményii
folyadék kromatograffal (HPLC)

A fermentacids folyamatok soran keletkezd illékony szerves savak mennyiségi €s mindségi
meghatarozasa egy VWR Hitachi Chromaster High Performance Liquid Chromatograph 5210
(VWR International Ltf., Lutterwoth, Nagy-Britannia) késziilékkel tortént. A HPLC
vizsgalatokhoz a mintaimat a kovetkezOképpen kezeltem el6, hogy megszabaduljak a
szennyez6désektol: 20 perc centrifugalas 13.000 rpm-en, 4 °C-on, majd. a tiszta feliiltiszot
VWR Syringe Filteren keresztil ujra centrifugaltam 20 percen keresztiil, 13.000 X g

sebességgel, szintén 4°C-on.
A HPLC késziilék az alabbi beallitasokkal és felszerelésekkel tizemelt:

e pumpa: VWR Hitachi Chromaster 5110

e eluens: 0,01N H2SOs oldat, aramlasi sebessége 0,8 ml/perc
e injektalt mennyiség: 10 ul

e o0szlop: Agilent Hi-Plex H

e kolonna termosztat: ELITE LaChrom L2350

e kolonna termosztat hdmérséklete: 50 °C

e detektor: Hitachi Chromaster 5450 RI

e detektor homérséklete: 41 °C

A kapott kromatogrammok kiértékelése EZ Chrome Elite programmal tortént. A
kromatogrammokrol leolvashato cstucsok retencids ideje alapjan tortént meg az egyes illékony
szerves savak azonositasa, mig a cslcs alatti teriiletek atszamitdsabol tortént a mennyiségi

meghatarozas.
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4.1.12. gDNS izolalas metagenom szekvenalasokhoz

Az egyes mintdk metagenomikai (16S amplikon ¢és teljes metagenom is) elemzéséhez
sziikséges Osszes gDNS a Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Kit segitségével (Zymo Research

Corporation, Irvine, USA) keriilt kivonasra a mintaimbol a gyarté utasitasai szerint.

A DNS kinyeréseket kovetéen a DNS mindségét agardz gélelektroforézissel ellendriztem (1
% agardz gél, 90 V, 30 perc, TAE pufferben), mennyiségét pedig Qubit 4.0 fluoriméterrel
(Invitrogen, Waltham, USA) hataroztam meg.

4.2. Metagenom szekvenalas

4.2.1. 16S rRNS alapt metagenom szekvenalas

A folyamatos lizemii fermentaciokbodl szirmazo mintak 16S alapu metagenom szekvenalasat

crer

a gyartd utasitasai szerint. A PCR reakciohoz az alabbi primerpart alkalmaztam:

Forvard primer: 5° —
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3’,
Reverz primer: 5’ -
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC
-3,

A PCR rekacio (25ul) pedig az alabbi dsszetevoket tartalmazta:

Komponensek 25 pl reakcidhoz végs6 koncentracio
Viz 10,5ul -
2X KAPA HiFi HotStart Ready Mix 12,5ul 1x
10uM Forvard primer 0,5ul 0,3uM
10uM Reverz primer 0,5ul 0,3uM
templat gDNS Tl 12,5ng
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Az alkalmazott PCR program:

Lépés Homérséklet Idétartam Ciklus szam
Elédenaturacid 95°C 3 perc 1X
Denaturacié 95°C 30 masodperc
Hibridizacio 65°C 30 masodperc 25X
Polimerizacid 72°C 30 masodperc
Utopolimerizacio 72°C S perc 1X

A PCR reakciok, majd a konyvtarak tisztitasat kovetéen a mintakat Illumina MiSeq
késziilékkel, Illumina MiSeq® Reagent Kit v3 (600 cycle) kit alkalmazasaval szekvenaltuk. A
nyers readek eclérhetéek az NCBI Sequence Read Archive (SRA) archivumaban az alabbi
kédszdmmal: SAMN13231577.

readszamok
Mintak kiindulo sziirt denoisedF denoisedR merged nonchim
KSZ/1 56791 47856 46381 46654 18289 17022
KSz/2 52597 44319 40952 41460 18218 16084
KSz/3 52019 42515 39183 39811 17191 15185
PNM/1 54535 46605 45735 45980 21142 20136
PNM/2 56333 48137 47184 47455 22385 21365
PNM/3 50528 42531 41733 41961 19706 18785
KOF/1 57528 48167 46768 47023 26622 23788
KOF/2 63492 51770 50298 50674 29101 26267
KOF/3 60378 51086 49718 50006 28762 26017
KSZ, PNM ¢és KOF - fermentorok kukoricaszarral, paradicsom
ndvényi maradvannyal és kofermentacios szubsztrattal etetve. 1, 2, 3
a technikai parhuzamosokat jeloli.

1. tablazat

Az amplikon szekvenalas soran kapott readek statisztikai adatai

A trimmelést és mindségi sziirést a DADA2’s [134] program segitségével végeztiik el, a
filterAndTrim funkci6 alkalmazasaval (paraméterek: truncLen = ¢(240,220), maxN=0, maxEE
= ¢(2,2), truncQ = 2, rm.phix = T, ctrimLeft = ¢(50, 55)) és R programcsomag hasznalataval
(R version 3.5.3, Great Truth) [153]. A trimmelt és mindségileg sziirt readeket feltoltottiik a
OneCodex webszerverre, ahol a Targeted Loci adatbazist alkalmaztuk a klasszifikacidhoz

[139]. A taxonémiai osztalyozast kovetden kapott eredmények (Phylum and Genus szinten)
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letoltésre keriiltek .csv formatumban. A PCA analizis FactoMineR programmal [154],
valamint megjelenitése factoextra programmal tortént [155]. Az alfa-diverzitas értékeket
pedig phyloseq programmal hataroztuk meg. Az ezt kovetd statisztikai elemzéshez a DESeq2
(test = "Wald", fitType = "parametric”, p<0,01) programcsomag szolgalt segitségiil [156,157].
A kapott eredményeket pedig a ggpubr [158] program segitségével abrazoltuk.

4.2.2. Shotgun metagenom szekvenalas

A tisztitott gDNS mintakat a Seqomics Kft. szekvenalta meg. A fragment konyvtarak
elkészitéséhez a ,,NEBNext Ultra Il Library Prep Kit for lllumina” kitet alkalmaztak a gyarto
utasitasai szerint (www.international.neb.com). Az elkészitett konyvtarakat Illumina NextSeq

késziiléken szekvenaltak.

Ezt kdvetden a nyers readek mindségi analizise FastQC és MultiQC programok segitségével
tortént a programok alapbeallitasainak megfeleléen [159,160]. A readek trimmelését a
Trimmomatic program segitségével végeztiik el az alabbi beallitdsokkal (LEADING:4
TRAILING:4 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:125 ILLUMINACLIP) [161]. A

mindségileg szlirt és trimmelt readek szamszer(sitett adatai az 5. tdblazatban talalhatoak.

A mintdk taxondmiai elemzéséhez Diamond ¢s MEGAN programcsomagokat hasznaltunk.
Ezen esetekben az illesztés és azonositas az NCBI nr adatbazis alkalmazasaval tortént [162].

A MEGAN programbol exportalt adatokat pedig Microsoft Excel programmal abrazoltam.

A taxondmiai analizis mellett els6 1épésben a MetaSPAdes programot alkalmaztuk, mely
segitségével a 100-150 bazis hosszusaghi readeket min. 1000, tipikusan néhanyszor 10 kb
hosszusagu Kkontigokka szereltik Ossze és MetaQUAST-t programmal elemeztik az
Osszeillesztett kontigok paramétereit [163,164]. Az Osszeszerelést kovetd statisztikai adatok a
6. tablazatban olvashatoak. A kapott kontigokbol egyedi genomok Osszeillesztését hajtottuk
végre a MetaWRAP programcsomaggal, mely soran haromféle automata binelé programot
(CONCOCT, metaBAT2, MaxBin2) is alkalmaztunk [165]. Az elemzés soran csak a min.
1000 nukleotid hosszasagli kontigokat hasznaltunk fel, hogy a fragmentalt binek szamat
csokkentsiik. A kontigok mingségét CheckM programmal ellendriztiik [166]. A mindségileg
megfeleld bineket a GTDB Tk program segitségével azonositottuk a GTDB adatbazist
alkalmazva [167]. A metabolikus utvonalakat pedig eggNOG-Mapper segitségével vizsgaltuk
[168,169]. Az igy kapott eredményeket Circos program, valamint Excel program segitségével

abrazoltam [170]. A readek visszatérképezése a binekre Bowtie 2 programmal tortént a
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program alapbeallitasait alkalmazva. A Kkapott térképfajlokat a SAMtools program
segitségével megfeleld forméba alakitottuk és a CheckM programmal szamoltuk ki a binek
lefedettségeit. A visszatérképezddd readeket pedig ezt kovetden normalizaltuk a szekvendlasi

mélységre, valamint a binek nagysagara.

4.3. Az adatok Kkiértékelése és statisztikai elemzése

Az egyes mérési eredményeket Microsoft Excel, valamint GraphPad Prism programok
segitségével abrazoltam és elemeztem. Minden esetben az atlagokat az ATLAG fiiggvény, a
szorast pedig az STDEV fiiggvény alkalmazasaval hataroztam meg. Az egyes esetekben

alkalmazott statisztikai probadkat pedig a megfeleld helyen feltiintetem a kiértékelés soran.
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5. Eredmények és értékelésiik

Doktori disszertaciom keretein beliil a fent leirtakat figyelembe véve, két ipari-mezdgazdasagi
hulladék (paradicsom névényi maradvany (szar és levél, PNM), valamint juh (JBT) és
szarvasmarha bendétartalom (SZBT)) biogaz termelésre vald alkalmassagat vizsgaltam meg.
Ezeknek a hulladékoknak a fermentacidja soran feltérképeztem a bontasban szerepet jatszo
mikrobialis kozosségeket, illetve vizsgaltam azt, hogy az egyes nyersanyagok miként

befolyasoljak a fermentaciot, illetve a gazképzodést.
5.1. APNM anaerob fermentacioja

A kisérleteim soran célom volt, hogy megvizsgaljam a paradicsom termés lesziiretelését
kovetden, valamint a ndvény kaccsolasa soran keletkezd, hulladékként visszamarad6 PNM
alkalmas-e biometan képzésére, valamint az alkalmazasa soran az milyen hatassal van a
fermentacioban résztvevd mikrobidlis kozdsségre, valamint magara a fermentacidra. A
novényi maradvanyokat szaritott formaban a Szegedi Tudomanyegyetem, Bioldgiai Intézet,

Névénybioldgiai Tanszékének munkatarsa, Dr. Szepesi Agnes biztositotta szamomra.
5.1.1. APNM szén-, nitrogén, TS és oTS tartalmanak meghatarozasa

Munkam megkezdésekor jellemeztem az alkalmazni kivant nyersanyagok kiiléonb6z6 fiziko-
kémiai paramétereit. Tekintve, hogy ilyen hulladékok csak limitalt mennyiségben allnak
rendelkezésre, valamint idészakosan, igy kisérleteimet ugy terveztem meg, hogy a PNM-t
mind mono-, mind kofermentaciés szubsztratként is vizsgalni tudjam. Kofermentacios
szubsztratként a PNM mellé a kukoricaszarat (KSZ) valasztottam. A kukoricaszar, mint
hulladék maga is hasonlo fiziko-kémiai paraméterekkel rendelkezik, mint az altalunk

vizsgalni kivant PNM, valamint széleskorli szakirodalma van.

Elgszor is meghataroztam a PNM, valamint a KSZ szén- és nitrogén tartalmat, azok
szén/nitrogén (C/N) ardnyat, szarazanyag (TS), valamint szerves szarazanyag (oTS) tartalmat.
Az eredmények birtokaban megtudtam allapitani, hogy a PNM alkalmas-e biogaz termelésre,
illetve, hogy a PNM és a KSZ milyen aranyu keverése fog olyan kofermentacios szubsztratot
(KOF) eredményezni, amely a fermentacié szempontjabdl idedlis C/N arannyal rendelkezik.
A szakirodalmi adatok alapjan a fermentaci6 ugyanis akkor a leghatékonyabb, ha ez az arany
20-30 kozotti értéket mutat. Emellett a PNM idészakosan fordul csak el6 nagyobb
mennyiségben, igy érdemes azt inkabb kofermentacios szubsztratként alkalmazni egy olyan

alapanyaggal, mely nagyobb mennyiségben all a rendelkezésre, mint pl. a KSZ. A mért
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eredményeket az alabbi tablazat szemlélteti, mely mar tartalmazza a megfeleld aranya

keverést kovetden 1étrejott KOF szubsztrat értékeit is.

szén tartalom nitrogén méret

TS (%) 0TS (%) (%) tartalom (%) | C/Narany | [mm]
KSZ | 92,80+0,25 | 91,10+0,32 | 44,02+1,31 1,1+0,03 39,88+0,08 <2
PNM | 92,12+0,12 | 83,74+0,05 | 37,27+0,34 1,77+0,05 21,09+ 0,77 | <2
KOF | 92,18+0,13 | 88,05+0,40 | 41,03+0,94 1,46+0,21 28,46+3,29 <2

2. tablazat

A felhasznalt szubsztratok jellemz6i
(kukoricaszar (KSZ), paradicsom névényi maradviny (PNM), és a kofermentacios szubsztrat

(KOF)) paraméterei. Szarazanyag tartalom: TS, szerves szdrazanyag tartalom: oTS.

A mért értékek alapjan megallapithato, hogy a PNM megfelel6 C/N arannyal (21,09+ 0,77)
rendelkezik a fermentacié szempontjabdl, igy az monoszubsztratként alkalmazhatd anaerob
fermentéacioban. Figyelembe véve a KSZ és a PNM szén és nitrogén tartalmat, valamint azok
TS, és oTS tartalmat, azokat 0,7:0,3 ardnyban (KSZ:PNM) keverve, egy olyan kofermentacios
szubsztrat nyerhet6, melynek C/N aranya szintén idealis a fermentaciohoz (28,46+3,29).
Mindezeknek megfeleléen a kovetkezd kisérleteimet KSZ, PNM és KOF nyersanyagok

alkalmazasaval végeztem el.

5.1.2. AKSZ, a PNM és a KOF cellul6z, hemicelluléz és lignin tartalmanak
meghatarozasa

Az anaerob emésztés soran egy szubsztrat emésztését jelentésen képes befolyasolni annak
szolubilis-, cellul6z-, hemicelluloz- és lignin tartalma. Bar a lignin bontasa jellemzdéen aerob
folyamat (peroxidaz, lakkaz enzimekkel) [171], azonban jelenléte egy szubsztratban mégis
képes annak emészthetdségére hatassal lenni, ugyanis olyan fizikai gatat képes eredményezni,
mely jelentdsen megneheziti a mikroorganizmusok, valamint azok enzimeinek cellul6zhoz,
valamint hemicellulozhoz valdé hozzaférhet6ségét, tekintve, hogy térhalos szerkezetével
koriilfonja azokat. Emiatt sziikséges volt mindharom szubsztrat rostanalizisét végrehajtani,
melyet a Van Soest féle modszer segitségével végeztem el [152]. A mért eredményeimet az

alabbi, 9. grafikon szemlélteti.
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9. abra

Az alkalmazott nyersanyagok rostosszetétele a Van Soest médszer alapjan [172]

KSZ: kukoricaszar, PNM: paradicsom novényi maradvany, KOF': kofermentdcios szubsztrat

A rostanalizis alapjan megallapithatd, hogy a PNM szolubilis tartalma mintegy kétszerese,
valamint hemicelluloz és lignin tartalma pedig fele annyi, mint a KSZ-¢, cellul6z tartalmuk
pedig kozel megegyezik. A PNM alacsonyabb lignin és hemicelluloz tartalma, parosulva
annak magasabb szolubilis tartalmaval konnyebb hozzaférhetdséget és emészthetdséget jelez
elére. A KOF ugyanezen értékei megfelelnek a keverési arany mértékének. A mért értékek
alapjan elmondhato, hogy a PNM ¢és a KOF is igen igéretes nyersanyagnak tlinik biogéaz
eléallitasra, hiszen az alacsonyabb lignintartalom és magasabb szolubilis tartalom alapjan
ezeknek a nyersanyagoknak a biodegradacioja varhatéan egyszer(ibb és hatékonyabb, mint a
KSZ lebontasa.

Annak érdekében, hogy igazoljam ezen feltevésiinket, szakaszos iizemli fermentacios

kisérleteket terveztem ¢€s hajtottam végre.
5.1.3. AKSZ, a PNM és a KOF szakaszos iizemii fermentacioja

Amennyiben egy 10j nyersanyag biogaz eldallitdsra valé alkalmazhatdsagat szeretnénk
vizsgalni, el@szor szakaszos lizemii fermentaciot szokas végrehajtani. Ennek  révén
megallapithaté az adott nyersanyag BMP értéke , azaz, hogy a vizsgalt nyersanyag egységnyi

szerves anyag tartalmabol mennyi metdn képzddik. A BMP érték megallapitasara szdmos
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nemzetkdzi szabvany létezik, melyek koziil a Biotechnoldgiai Tanszéken a VDI 4630-as
szabvanyt kovetjiik.

Ezekben a kisérleteimben teszteltem, hogy a PNM, valamint a KOF milyen BMP értékkel
rendelkezik a pozitiv kontrollként alkalmazott KSZ-val 06sszehasonlitva. A kisérletet
elvégeztem egyszeres (VDI I) és kétszeres (VDI 1) szervesanyag terhelés mellett is.

A kumulativ metanhozamokat (30 nap) az alabbi, 10. abra szemlélteti:
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10. abra
Az alkalmazott nyersanyagok BMP értékei a VDI I-es és VDI II-es szabvany alapjan.

KSZ: kukoricaszar, PNM: paradicsom névényi maradvany, KOF': kofermentdcios szubsztrat.

A 10. abran jol latszik, hogy a PNM és a KOF is éppen ugyanakkora BMP-val rendelkezik,
mint a kontrollként alkalmazott KSZ, mind egyszeres ¢s mind kétszeres nyersanyag bevitel
mellett is. A statisztikai analizis alapjan (Dunnett teszt, n=3, p<0,05) egyik szubsztrat sem
mutatott szignifikans kiilonbséget a kontrollhoz képest, akar a VDI I-es, akar a VDI Il-es
szabvany alapjan allitottam Ossze a fermentaciot. Ezen eredményeim alapjan megallapithato,
hogy a PNM, mind mono-, mind pedig koszubsztratként (kukoricaszarral) alkalmazva igen
igéretes nyersanyag biometan eldallitasara.

Fontos megjegyezni, hogy a fermenticid els§ Ot napjadban a PNM-bdl keletkezd
metanmennyiség magasabb értéket mutatott, mint a KSZ-bol keletkez6, mely a PNM

magasabb szolubilis tartalmabol, valamint alacsonyabb lignin tartalmabdl eredhet.
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5.1.4. AKSZ, a PNM és a KOF folyamatos iizemii fermentacioja

Folyamatos lizeml fermentacios kisérletet allitottam Ossze, hogy a PNM fermenticiora
gyakorolt, hosszl tavh hatasat vizsgalni tudjam. Ezekben a kisérletekben KSZ-t, PMN-t és
KOF-t alkalmaztam nyersanyagként €s napi szinten kovettem nyomon a keletkezd biogaz
mennyis€gét, valamint annak metantartalmat. Emellett heti rendszerességgel monitoroztam a
fermentacido szempontjabol fontos paramétereket, mint a pH, ammoénium-ion koncentracio,
FOS/TAC érték, melyek mindegyike a fermentacid miikddésérdl nyujtanak informaciot
szamunkra.

Ezeket a kisérleteimet a 4.1.2-es fejezetben leirt 5 literes fementorokban végeztem el,
ahonnan a fentebb leirt paraméterek méréseihez napi, illetve heti mintavételt végeztem 8
héten keresztiil (56 nap). A mintavételezést és adatgylijtést egy 3 hetes adaptacids iddszak
elézte meg, mely sordn az egyes fermentorokban 1évé oltdiszap mikrobidlis kozosségét
adaptaltattam az egyes nyersanyagokhoz. A vizsgalati periodus alatt kapott eredményeimet a

kovetkezo grafikon szemlélteti:
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11. abra
A folyamatos iizemii fermentorok napi biogaz termelése
A folyamatos iizemii fermentdcio nyersanyagai KSZ: kukoricaszar, PNM: paradicsom novényi

maradvany, KOF: kofermentdcios szubsztrat. oTS: szerves szarazanyag tartalom.

A 11. abran jol latszodik, hogy a PNM, mind mono-, mind KOF szubsztratként alkalmazva a
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crer

biogaz termelés jobbara elmaradt a kontroll, KSZ fermentacidjahoz képest. A FUFKSZ
(folyamatos iizemii fermentor kukoricaszarral etetve), a FUFPNM (folyamatos iizemi
fermentor paradicsom ndvényi maradvinnyal etetve) és a FUFKOF (folyamatos iizemii
fermentor kofermentacids szubsztrattal etetve) esetében 860+£80 ml, 290+£50 ml, és 570+70
ml/g oTS volt az 4atlagos napi biogdz hozam (11. 4bra). A FUFKSZ-hez hasonlitva a
FUFPMN mintegy 66,3%-o0s, a FUFKOF, mintegy 33,72%-o0s csokkenést mutatott a biogiz
termelés tekintetében. Statisztikai analizis alapjan az egyes szubsztratokkal etetett
fermentaciok napi biogdz hozamai kozott szignifikans kiilonbség mutatkozik (Dunnett teszt,
n=56, p<0,0001). Az egyes reaktorokban termel6dé biogdz metantartalmai a kovetkezok
voltak: 46,01+3,56% (FUFKSZ), 46,91+3,77% (FUFPNM), 48,10+3,96% (FUFKOF).
Megallapithat6 tehat, hogy folyamatos tizemii fermentacioban a PNM negativ hatassal van a
keletkez0 biogdz mennyiségére, amely ellentmond mind a sajat szakaszos ilizemi
kisérleteimben kapott eredményemmel, mind egy korabbi publikdciéban leirt — szintén
szakaszos iizemii fermenticiokban kapott - eredménnyel [82]. Erdekes azonban az a tény,
hogy az egyes fermentacidos paraméterek (pH, FOS/TAC, ammoénium ion koncentracio)
minden egyes héten és minden egyes fermentor esetén hatarétéken beliili, s6t kozel optimalis
értékeket mutattak. A pH 7,20-7,92 kozotti, a FOS/TAC 0,1-0,3 kozotti értékeket mutatott,
mig az ammonium-ion koncentracié nem volt magasabb, mint 1,2 g/liter. Az eltér6 PNM-mel
etetett fermentaciok gaztermeléseiben megmutatkoz6 kiilonbség feltehetéen a PNM-ben
talalhat6 valamely egyéb komponens miatt kovetkezhetett be.

Szakirodalmi adatok alapjan a PNM tartalmaz antimikrobidlis anyagokat, mint pl.:
flavonoidokat, fenolokat, vitaminokat, gliikoalkaloidokat (tomatin, tomatidin) [88-90]. A
PNM folyamatos adagoldsa (ezaltal a potencialisan antimikrobialis hatasu bioaktiv
anyagokénak is) befolyassal lehet a fermentacidban résztvevo mikrobialis kozosségre.

A fermentacidé 40. napjan, amikor az egyes fermentacids paraméterek alapjan a fermentaciod
stabilan miikodott, mintat vettem 16S amplikon szekvenalas céljabol, hogy megallapitsam, a

PNM alkalmazasa milyen hatassal volt a mikrobidlis kozdsségre.

Metagenom szekvenalas

A fermentacidban résztvevd mikrobdk azonositdsa 16S rRNS gén alapi metagenom
szekvenalassal tortént. Mintat vettem a fermentorbol az adaptacios idoszak végét kovetd 40.
napon (11. abra).

egyes fermentorokbol szarmazo mintak alfa-diverzitasat. Az egyes mintdk Shannon és

53



Simpson indexeit bioinformatikai modszerekkel hataroztam meg, melyek a fajok el6fordulasi

gyakorisagat és egyenletességét jellemzik [173]. Ezeket az alabbi, 12. &bran mutatom be.

Alfa Diverzitas M értéke
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12. abra
Az egyes fermentorok Shannon és Simpson indexei

Az egyes nyersanyagok esetében az eltérd szinii pottyok a technikai parhuzamosokat jelolik

A kalkulalt indexek alapjan a FUFPNM minték diverzitas indexei joval alacsonyabbak, mint a
FUFKSZ és FUFKOF mintdkéi. A PNM 6nmagéaban alkalmazva drasztikusan lecsdkkentette
a mikrobialis diverzitast. A FUFKOF mintak esetén, ahol a fermentacioba mind PNM, mind
KSZ nyersanyag is beadagolasra keriilt, a diverzitas indexek magasabbak voltak, mint
FUFPNM mintak esetén. Ezen elemzési eredmények valdsziniisitik azt, hogy a PNM
antimikrobialis 6sszetevoket tartalmaz.

Annak érdekében, hogy a PNM hatisat a mikrobidlis kézOsségre még alaposabban meg
tudjam vizsgalni, a mikrobialis kdzosségek fokomponens analizisét hajtottam végre (Principal

Component Analysis, PCA), melyet az alabbi 13. abra szemléltet.
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13. abra

Az egyes nyersanyagokkal etetett fermentorokboél szarmazé mintak metagenomikai
elemzésének fokomponens analizise (PCA)

A nagyobb szines pottyok a 3 technikai parhuzamos dtlagat jelolik.

A két tengely a teljes variancia 60%-at magyarazza. Az els6 tengely 38,20%-at, a masodik
mikrobialis kozosségei jol elkiiloniilé csoportokat alkotnak, a parhuzamos mintak viszont
kozos csoportokat hoztak Ilétre. A KOF anaerob emésztésének mikrobialis kozossége
kozelebb helyezkedik el a kontrollhoz (KSZ), mint a PNM fermentacié mikrobiomja. A PCA
eredmények szintén alatdmasztottak, hogy a PNM &nmagaban alkalmazva jelentdsen, mig
kofermentacids szubsztratként alkalmazva kis mértékben ugyan, de befolyasolja a mikrobidlis
kozosséget az anaerob emésztés folyaman.

A fentebb emlitett elemzések mellett oszlopdiagramon (14. abra) is szemléltettem a vizsgalt
fermentorokban leggyakrabban eléfordulé mikroorganizmusokat Eubaktérium és Archaea
doménkre bontva, mind torzs, mind pedig nemzetség szinten, hogy részletesebb képet kapjak
arrol, hogy az esetlegesen feldisuld, vagy eltind mikroorganizmus csoportok milyen
funkcidvesztéssel, vagy funkcido nyeréssel parosulhatnak az egyes nyersanyagok anaerob
emésztése soran. Hogy az Archaea domében bekovetkezd valtozasokat is megfelelden

abrazolni tudjam, ezért az Eubaktérium és Archaeca domént kiilon grafikonon tiintettem fel.
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14. abra
Az egyes folyamatos iizemii fermentorok 16S rRNS gén alapti metagenom
szekvenalasanak eredménye a fermentaciok 40. napjan
A és B, az Eubaktérium doménhez tartozo readek szdazalékos megoszlasa torzs (A), valamint
nemzetség (B) szinten. C és D, az Archaea doménhez tartozo readek szdazalékos megoszlasa

torzs (C), illetve nemzetseg (D) szinten.

56



Mindharom fermentor esetén az FEubaktérium domén volt dominans a kovetkezd
gyakorisiggal: FUFKSZ 94,97 %, FUFPNM 94,54 %, FUFKOF 95,72 %. A kiilonbségek
nem szignifikansak. A legabundansabb bakterialis torzsek a kdvetkezok voltak: Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Synergistetes, Spirochaetes, Actinobacteria, Chloroflexi és
Fibrobacteres (14A. abra). A 0,7 % gyakorisagot el nem éré torzsek Osszesitve, ,,egyéb”
jelzéssel kertiltek feltiintetésre a diagramon. Korabbi publikaciok alapjan ezekrdl a bakterialis
torzsekrdl elmondhat6, hogy éaltaldnosan el6fordulnak kiillonbozd anaerob emésztd
rendszerekben, tobbek kozott biogdz reaktorokban [174]. Mindharom reaktorbdl szarmazo
minta esetén a Firmicutes és a Bacteroidetes torzsek voltak a leggyakoribbak, azonban relativ
readszamuk minden minta esetén eltérd volt. A FUFKSZ mintdk esetében az sszes read
52,7%-a, FUFPNM esetében 61,3%-a, FUFKOF esetében pedig 48,3%-a tartozott a
Firmicutes torzshéz. A masodik leggyakoribb torzs (Bacteroidetes) ezzel ellentétes trendet
mutatott, ugyanis a FUFKSZ (26,7%) mintakhoz hasonlitva a FUFPNM-es (20,0%)
mintidkban 6,7%-val csokkent, mig a FUFKOF-0s (34,3%) mintidkban 7,7%-val nétt az
ezekhez a torzsekhez tartozo relativ readszam. A Synergistetes torzs esetén egy novekvo
tendencia volt megfigyelhets. A FUFKSZ-bél szdrmazé mintdkhoz viszonyitva (1,7%) az
ebbe a csoportba tartozé mikroorganizmusok eléfordulsa 1,46-szorosidra (FUFKOF, 2,6%),
valamint 5,14-szeresére (FUFPNM, 8,9%) nétt. A Synergistetes torzs tagjairol korabban mar
leirtak, hogy polipeptideket, illetve szerves savakat képesek fermentalni ecetsavva,
hidrogénné ¢és szén-dioxidda, valamint képesek szintrofikus kapcsolatot kialakitani
hidrogenotr6f metanogén torzsekkel [175,176]. A novekedés magyarazhato a PNM magasabb
nitrogén, igy valdszintileg magasabb fehérje tartalmaval (2. tablazat).

A torzs-szintli elemzés mellett nemzetség szinten is végrehajtottam az dsszehasonlitast (14B.
abra), hogy funkcidkat is tudjak tarsitani az esetlegesen eltlind, vagy megjelend mikrobakhoz.
Nemzetség szinten azon mikroba csoportok, melyek relativ readszama nem érte el a 3%-ot,
azokat a konnyebb atlathatosag érdekében ,,egyéb”-ként tintettem fel. A PNM, mint
monoszubsztrat az alabbi nemzetségek eléfordulasara volt legnagyobb hatassal: Clostridium
(Firmicutes), Anaerocella (Bacteroidetes), Acetomicrobium (Synergistetes), Herbinix
(Firmicutes) és Gracilibacter (Firmicutes). A FUFPNM mintidkban a FUFKSZ mintdkhoz
hasonlitva a Clostridium nemzetség el6fordulasa 1,88-, az Anaerocella 2,80-, az
Acetomicrobium 14,00-, a Herbinix 6,00-, a Gracilibacter 3,86-szorosara emelkedett. A
kovetkezokben ezeknek a nemzetségeknek a jellezm6 metabolikus funkciokat ismertetem a

szakirodalom alapjan.
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A Clostridium nemzetség tagja az anaerob emésztés hidrolizis, acetogenezis és acidogenezis
szakaszaban is jelentés szerepet jatszhatnak [177,178]. Az Anaerocella nemzetségbe tartozo
mikrobdk elsdsorban szénhidrat alapu nyersanyagok lebontdsdban vesznek részt, azonban a
fehérjegazdag nyersanyagok katabolizmusaban is fontos szerepet toltenek be. A lebontas
eredményeként pedig hidrogént és szerves savakat allitanak el6 [178]. Az Acetomicrobium
nemzetség tagjai képesek fermentalni mind az aminosavakat, mind pedig a kiilonbdzo
szénhidratokat, ecetsavat és hidrogént eldallitva [179]. Mind az Anaerocella, mind az
Acetomicrobium nemzetség el6fordulasa megnovekedett a PNM alkalmazasa esetén, mely
magyarazhaté a PNM, KSZ-hoz képest mintegy 61%-kal magasabb nitrogén tartalmaval (2.
tablazat). A Herbinix, valamint a Gracilibacter nemzetségek pedig a szakirodalom alapjan
kiilonboz6 szénhidrat monomerekbdl képesek VFA-Kat, valamint etanolt eléallitani [180,181].
Azonban fontos megjegyezni, hogy a PNM szamos mikroba torzs jelenlétére volt negativ
hatassal, mint példaul a Sedimentibacter (Firmicutes), Bacteroides (Bacteroidetes),
Treponema (Spirochaetes) és Ruminiclostridium (Firmicutes), melyek koziil kiemelendd,
hogy a FUFPNM mintdkban a Ruminiclostridium nemzetség teljesen eltint. A FUFKOF
mintakat figyelve megallapithatd, hogy a PNM ugyanazokban a nemzetségekben is Kifejtette
negativ hatdsit, azonban nem olyan mértékben, mint a FUFPNM mintdkban, mely az
alacsonyabb mennyiségben alkalmazott PNM-vel magyarazhat6. A Bacteroides csoport tagjai
jol ismert novényi sejtfalbonté mikrobak, a Ruminiclostridium nemzetségbe tartozok jol
ismert celluléz-bontok, mig a Treponema nemzetség egyes képviseldirdl korabban mar
leirtak, hogy novényi poliszacharidok lebontasara képesek [182-184]. A Sedimentibacter
nemzetség tagjai pedig biogaz reaktorok core-mikrobiomjanak tagjaiként vannak szamon
tartva [185]. Mindezeket figyelembe véve a PNM olyan mikrobacsoportok eltiinéséért felel6s,
melyek fontos szerepet toltenek be a novényi sejtalkotok lebontasdban a biogaz fermentacid
soran, minek kovetkezménye lehet a csokkent biogaz képzddés.

A Eubaktérium domén mellett az Archaea doménben bekdvetkezd valtozasokrol is szeretnék
sz6t ejteni. Az Archaea domén tagjai 5,03 (FUFKSZ), 5,46 (FUFPNM), valamint 4,28%-0s
(FUFKOF) gyakorisaggal voltak megfigyelheté az egyes mintakban. Torzs szinten vizsgalva
az Archaea domént, megallapithato, hogy csak az Euryarchaeota és a Thaumarchaeota torzsek
voltak jelen a mintakban (14C. abra). Ezek koziil minden esetben az elébbi a dominansabb,
valamint elmondhatd, hogy a Thaumarchaeota torzs eléforduldsa jelentésen lecsokkent a
FUFPNM reaktorban (FUFKSZ: 3,2%, FUFKOF: 4,2%, FUFPNM: 0,7%). Ennek a torzsnek

a tagjai szdmos kornyezeti mintaban fellelhetdk, mint példdul talajban, biogaz reaktorokban,
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tengervizekben, édes vizekben, stb. [186,187] és fontos szerepet jatszanak a szén és nitrogén
globalis korforgasaban [188].

A mintakban megfigyelhetd leggyakoribb Archaea nemzetségeket az 14D. abra mutatja be. A
FUFKSZ és FUFKOF mintak esetében a Methanothrix, Methanosarcina és Methanoculleus
nemzetségek, mig FUFPNM minta esetén a Methanosarcina és Methanoculleus nemzetségek
voltak a legdominansabbak. A FUFPNM reaktorban a Methanothrix csoport szinte teljesen
eltint, mig a Methanosarcina csoport 70,03%-kal, a Methanoculleus csoport pedig 10,73%-
kal nagyobb gyakorisagot mutatott a FUFKSZ mintaval szemben. A Methanothrix fajok
acetotrof mikrobak, azaz ecetsavbdl képeznek metant [189] és nem képesek metant termelni
szén-dioxidbol és hidrogénbdl [190]. A Methanoculleus nemzetség tagja hidrogenotrof
metanogének, hidrogén és szén-dioxid felhasznalasaval allitanak elé metant [191-193]. A
Methanosarcina fajok pedig képesek mind acetotr6f, mind hidrogenotr6f moédon metant
elballitani [174]. A fentebb leirtak alapjan ugy tlinik, hogy a hidrogenotr6f utvonal iranyaban
tolodott el a metanképzédés a FUFPNM reaktorok esetén. Egy korabbi tanulmény ravilagitott
arra, hogy stresszes kornyezetben, valamint magasabb oldhato szerves anyag tartalom mellett
a hidrogénotrof metanogenezis felé tolodik el a metanképzodés és a hidrogént hasznositd
metanogének elszaporodasa figyelheté meg [189].

Osszességében elmondhatd, hogy a PNM, vagy annak valamely komponense jelentdsen
befolydsolja az anaerob emésztésben résztvevd mikrobidlis kozdsség Osszetételét, minek
kovetkeztében a PNM alkalmazédsa esetén a biogdz képzddés elmarad a kontroll

fermentéacidohoz képest.

5.1.5. A tomatin és tomatidin hatasa a szakaszos iizemii fermentaciora

Mind a folyamatos ilizeml fermentacié biogdz képzddési eredményei, mind a metagenom
szekvenalas eredményei (5.1.4. fejezet) alapjan elmondhato, hogy a PNM tartalmazhat valami
olyan komponenst, mely gatolhat egyes mikroorganizmusokat, ezaltal a biogaz képzddés
folyamatat is. Szakirodalmi adatok alapjan a paradicsom ndvényekben olyan biologiailag
aktiv molekuldk talalhatéak meg, mint példaul fenolok, gliikoalkaloidok (pl.: tomatin és
tomatidin), melyek koziil szamos tanulmany ravilagitott mar arra, hogy példaul a tomatin és a
tomatidin antimikrobialis és antifungalis hatassal is rendelkezik [88-90]. Mind a tomatin,
mind a tomatidin molekula a solanum-szteroid-alkaloidok csoportjaba tartozik. Az a-tomatin
egy glikoalkaloid, mely all egy aglikon részbdl (tomatidin), illetve egy tetraszacharid részbol
(B-likotetradz), mely két gliikozbol, egy galaktozbol és egy xilozbol épiil fel. Ez a
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tetraszacharid rész C3-as pozicioban csatlakozik az aglikonhoz [89,194]. Emellett a
paradicsom ndvény genomjaban mostanaban fedeztek fel négy potencialis defenzint is,
melyek antimikrobidlis, antifungélis hatasat éppen a Szegedi Tudomanyegyetem,
Természettudomanyi és Informatikai Karanak Biologia Intézetben vizsgaljak (Dr. Poor Péter,
Dr. Galgécezi Laszlo, Dr Toth Liliana, személyes kozlés).

Mindezek alapjan ezek a molekulak befolyasolhatjak a biogaz képzédését. Annak érdekében,
hogy a feltevésemet igazoljam, olyan szakaszos lizem{i fermentacios kisérleteket allitottam
Ossze, ahol tomatint vagy tomatidint adtam a reaktorokhoz és vizsgaltam a metanképzodést.
Mindkét vegyiilet esetén az alkalmazott koncentraciok a kovetkezok voltak: 0,0025, 0,0250,
0,2500, 2,5000 pg/ml.

Az eredmények alapjan elmondhaté, hogy a tomatidin egyik koncentracioban sem volt
hatassal a metanképzodésre (ezeket az eredményeimet nem mutatom be), azonban a tomatin
igen (15. abra).

A B Inkubacios napok

600 ﬁ ‘

Keletkezé metan mennyisége
metan (ml)/g oTS
N -
S (o)
o o o
| 1 1
A gatlas mértéke (%)

N N = 10,0025 pg/ml

Q'é Qé "é\ Gé\ Qé\ 0,0250 pg/ml

\) Q “ QU 0,2500 pg/ml

el 3 v NN s 1

YV Q- Q- Q- 2,5000 pg/ml
15. abra

A tomatin hatasa a kumulativ metantermelésre szakaszos iizemii fermentaciokban
A: Kumulativ metan mennyisége, B: A gatlas mértéke az egyes inkubacios napokon a kontroll

fermentaciohoz viszonyitva

A grafikon alapjan elmondhato, hogy a szakaszos fermentorokhoz adagolt tomatin 0,0250,
0,2500 és 2,5000 ug/ml-es koncentracioban negativ hatassal volt a metan képzédésére. Az
ilyen koncentraciokban adagolt tomatin esetén a keletkez6 metan kumulativ mennyisége

szignifikdnsan alacsonyabb volt, mig 0,0025 pg/ml-es koncentracioban alkalmazva nem
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mutatott szignifikans kiilonbséget a kontroll fermentacidhoz képest (Dunnett teszt, n=3,
p<0,05). Elmondhat6 tovabba, hogy a kisérlet kezdeti napjaiban a negativ hatas erdsebb volt,
majd az inkubacios napok eldérehaladtaval folyamatosan csokkent a fermentacio végéig (15B
abra). Feltételezéseink szerint a mikroorganizmusok adaptalodtak a tomatinhoz, vagy a
tomatin degradalodik a fermentacid soran, mely magyaraznd a folyamatos {izemi

fermentacioban kapott eredményeket is.
Osszegzés

Osszességében elmondhatd, hogy a paradicsom névényi maradvany, bar szakaszos iizemi
fermentacios eredményeim alapjan mind mono-, mind pedig kofermentacios szubsztratként
egy igéretes biogaz alapanyag, azonban folyamatos tizemii fermentacios kisérleteim alapjan
mind mono-, mind pedig koszubsztratként alkalmazva negativ hatassal volt a biogaz
képzddésére. A metagenomikai vizsgalatok ravilagitottak arra, hogy PNM alkalmazéasa esetén
a fermentacioban részt vevé mikrobialis kozosség jelentds atalakulason megy keresztiil, a
biodiverzitas csokken. Szakaszos lizemi gatlast vizsgalo kisérleteim igazoltak, hogy a PNM-
ben megtalalhato glitkoalkaloid (tomatin) gatolja a metan képzédését. Tovabbi kisérletek, pl.:
a PNM koncentraco tovabbi valtoztatdsa, a PNM hdkezelése, folyamatos lizemii fermentécio
termofil hdmérsékleten, stb. lennének sziikségesek ahhoz, hogy optimalizalni lehessen a PNM
biogaz eldallitasra torténd felhasznalasat. Ezek kozill a folyamatos ilizemii termofil

kisérleteimet bar megkezdtem, azokat sajnos technikai okok miatt nem tudtam befejezni.

5.2. A juh- (JBT) és szarvasmarha bendotartalom (SZBT)
felhasznalasa biogaz eléallitasara

5.2.1. A bendotartalom felhasznalasa inokulumként

Tobb tanulmény is kimutatta mar, hogy a kérddzd allatok benddjében olyan olyan aktiv
mikrobialis kozosség ¢€l, mely nagy hatékonysaggal képes a (ligno)celluloz hidrolizisére,
valamint szerves savak eldallitasara, igy akar biogaz képzés fokozasara felhasznalhatok

[106,107].

Ennek megfelelden kisérleteim megkezdésekor célul tliztem ki, hogy olyan hossza tavon
fenntarthatd, a kér6dz6 allatok tapcsatornajabol izolalt konzorciumot izolalok, melynek
inokulumként torténé felhasznalasaval a késébbiekben a biogaz képz6dés hosszii tavon

fokozhato lenne.
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Ezen iranyt kisérleteimet juh benddtartalom vizsgalataval kezdtem meg. A levagott juh
bendétartalmat vagast kdvetden azonnal a laboratoriumba szallitottam és 1:1 térfogataranyban
vizzel higitottam, majd folyamatos iizem{ reaktorba helyeztem és folytonos kevertetés mellett
24 6ran keresztiil, 37°C-on inkubaltam, majd a TS, oTS tartalom meghatarozast elvégeztem.
A higitasra azért volt sziikség, mert anélkiil a benddtartalom a keverdlapat szorulasat okozta
volna. Ezt a benddtartalmat felhasznalva, elsé 1épésként olyan szakaszos lizemi fermentacios
kisérletet végeztem, melyben a benddtartalom hatasat vizsgaltam a biogaz képzodésére. Mivel
a szakirodalom szamos olyan cellul6zbont6 mikroorganizmust irt mar le, mely a novényi
rostokhoz tapad, a bendétartalomnak nem csak a folyadék fazisat hasznaltam fel, hanem a

szilard fazisat is [22].

A kisérlet soran néhany esetben csak a benddtartalmat, néhany esetben csak a sandorfalvi
biogaz iizembdl szarmazo oltdiszapot, néhany esetben pedig mindkettét alkalmaztam

inokulumként. A reaktorok osszeéllitas az alabbi, 3. tiblazat szerint tortént:

Bevitt g 0TS /40 ml

Oltoiszap Bendoétartalom KSZ a-celluloz
Oltéiszap + KSZ 0,6 0 0,3 0
Oltoiszap + a-celluloz 0,6 0 0 0,3
Oltoiszap + benddtartalom + KSZ 0,3 0,3 0,3 0
Oltoiszap + bendotartalom + a-celluloz 0,3 0,3 0 0,3
Oltoiszap + bendotartalom 0,6 0,3 0 0
Bend6tartalom 0 0,6 0 0
Bendoétartalom + KSZ 0 0,6 0,3 0
Bendétartalom + a-celluloz 0 0,6 0 0,3

3. tablazat

A szakaszos iizemii fermentacios kisérlet bemeno anyagainak kezdeti 6sszetétele

KSZ: kukoricaszar, oTS: szerves szarazanyag tartalom.
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A reaktorokban keletkez6 kumulativ metantartalmakat az alabbi, 16. abra szemlélteti:

400
o 350
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g& 300 Kiindulé| Vég
2 ED 250 5.7 51 | —o—
= e
ﬁ E 200 57 5.1
g < 72 | 88 | ——
o 8 150 64 | 88 | ™
3 é 57 | 48
% 100 ———
RS 72 8.6
]
M 50 6.4 55 | ——
6.4 847 | ——
0
Inkubécios napok
—e—Benddtartalom Benddtartalom + a-cellul6z
Bend6tartalom + KSZ Oltoiszap + a-celluloz
—e—QOltoiszap + KSZ ——Oltoiszap + bendétartalom + a-celluloz
——Oltodiszap + benddtartalom —e— Oltodiszap + benddtartalom + KSZ
16. abra

A bendotartalom BMP értékének tesztelése szakaszos iizemiu fermentacioban

KSZ: kukoricaszar, oTS: szerves szarazanyag tartalom.

A kontrollként Osszeallitott reaktorok (Oltdiszap + KSZ, valamint Oltoiszap + a-celluloz) a
vart értékeket mutattdk. E16bbi esetén a fermentacid végére a keletkezd metdn mennyisége
224,77, utdbbi esetében pedig 297,02 ml metan/g oTS volt. Abban az esetben amikor csak
bend6tartalmat alkalmaztam, oltdiszapot pedig nem (Bend6tartalom, Benddtartalom + KSZ,
Bendétartalom + a-celluléz), azokban az esetekben csak minimalis metanképz6dés volt
tapasztalhatd, az is csak az elsd napokban, azt kovetéen a metanképzodés leallt. Azokban
fermentaciokban, ahol a bendOtartalmat oltdiszappal egyiitt alkalmaztam (Oltdiszap +
benddtartalom, Oltdiszap + benddtartalom + KSZ, Oltdiszap + bend6tartalom + a-cellul6z) ott
azonban volt megfigyelhetd metantermelédés. Oltdiszap + benddtartalom esetén 342,85;
Oltoiszap + bendétartalom + KSZ esetén 254,19; Oltoiszap + benddtartalom + a-celluloz

esetén pedig csak 31,35 ml metan/g oTS volt a kumulativ metan mennyisége. Utobbi esetén a
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metanképzOodés a 4-5 nap kornyékén megallt. Feltehetéen az a-cellulézbol keletkezd szerves
savak felhalmozddasa miatt, ugyanis az a-celluléz konnyebben hasznosithatd, mint a KSZ,
tekintve, hogy tiszta celluloz. Az Oltdiszap + benddtartalom + KSZ 6sszeallitasti fermentor
esetén pedig Kiemelném, hogy egy eltolodott metanképzddés volt megfigyelhetd a kisérlet
kezdeti fazisdban. A metanképzddés eltolodasa a KSZ nehezebb emészthetdségének
koszonhetd, ugyanis abbol ezéltal lassabban képzddik szerves sav, igy az nem tud
felhalmozddni. A legjobb gazkihozatali értéket az Oltdiszap + benddtartalom minta esetén

értem el, ami 342,85 ml metan/g oTS.

Megvizsgalva az egyes reaktorok kiindulasi, valamint végponti pH értékeit, megfeleld
magyarazatot kaphatunk. A Bendétartalom, Bendétartalom + KSZ, Bendétartalom + a-
celluléz mintak esetén mar a kiindulasi pH érték is igen alacsony volt (5,7), mely a kisérlet
végére tovabb csokkent (5,1; 4,8; 5,1, a fenti felsorolasnak megfeleléen, 16. abra). Az
Oltéiszap + bendbtartalom + a-celluléz minta esetén bar a kiindulasi pH érték (6,4) nem volt
tul alacsony a fermentacid szempontjabol, azonban a fermentaci6 végére a pH 5,5-re
csOkkent. A metantermelés elmaraddsa, vagy megsziinése (Oltdiszap + benddtartalom + -
cellul6z) magyardzhat6 az alacsony pH értékkel, ugyanis ilyen alacsony pH-n a metanogének
inaktivalodnak, igy nincs metanképzodés. Ugyanez a tény magyardzza a BenddGtartalom,
Bendétartalom + KSZ, Bend6tartalom + a-celluléz-os mintdk esetén IS a metiantermelés

elmaradasat.

A fenti eredményeket figyelembe véve igazolast nyert, hogy a benddtartalom mikroflordja
egy igen erds cellulolitikus, illetve savképzd potencidllal rendelkezik. Ennek kovetkeztében,
habar nyersanyag tekintetében a fermentorok egyik esetben sem voltak talterhelve, mégis
tobb esetben azok savanyodasa volt megfigyelhetd. Az aktiv szerves sav képzddés néhany
esetben felboritotta az anaerob emésztés egyes lépései kozotti egyensulyt. Mindezeket
figyelembe véve, valamint azt a tényt, hogy hany millié kérédzo allatot vagnak le évente (4.
tablazat) és abbol mennyi hulladék keletkezik, egy olyan koncepciot dolgoztam ki, mellyel a
keriil, valamint a nagy mennyiségben keletkez6 vagoipari hulladék is hasznositasra keriilhet
(17. abra). Kisérleteimben a két leggyakoribb husipari kérédz6é allat (juh, szarvasmarha)

példajan keresztiil mutatom be ezen hulladékok hasznosithatosagat.

Az intenziv husipari termelésnek koszonhetden kalkulacidim alapjan évente mintegy 5,46-
7,64 milli6 tonna (Mt) JBT ¢és 18-36 Mt SZBT keletkezik hulladékként vilagszerte (2018-as
adatok alapjan).
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darab/év é!(’i suly bendéta’rtalom bendétartalom hulladék huladék/év

(ES), kg  stlya (ES %) (nedves tomeg, Kg) (Mt)
juh 573 781178*  ~50** 9-13*** 4,5-6,5 2,58-3,73
szarvasmarha | 302 128 113*  ~500** 9-13*** 45-65 13,6-19,6

Benddtartalom hulladék (nedves tomeg, kg) = é16 suly (ES), kg x bend6tartalom siilya (%); hulladék/év (Mt)=
darab/év x bend6tartalom hulladék (nedves tomeg, Kg);
* http://www.fao.org/faostat/en/#data/QL; ** G.Chishti et al., 2019; *** Moyo et al., 2018

4. tablazat
A vagoipari termelés kovetkeztében, hulladékként keletkezé juh- és szarvasmarha
benddtartalom mennyiségének becslése

Mint a 4. tablazatbol latszik, igen jelent6s mennyiségli bendétartalom hulladék keletkezik a
husipari termelés kovetkeztében. Ezen hulladékok lehetséges ipari szintli feldolgozasat a 17.

abra szemlélteti.

Biometidn egység

Szerves sav
()] @ termela Vigéhid
Biogaz reaktor reaktor

17. abra

A juh- és szarvasmarha bendétartalom, mint hulladék szerves sav-, és biogaz eloallitasra
valé felhasznalasanak sematikus abraja

BT: benddtartalom, VBT: visszamarado benddtartalom, SzS: szerves savak, CHa: metan

"o

Koncepcidom alapjan a hulladékként keletkezd benddtartalom biogazza torténd atalakitasa egy
kétlépcsOs fermentdcioban valosulna meg. Elsd 1épésként a hulladék egy olyan gyiijtd
reaktorba keriilne (Szerves savtermeld reaktor), melyben a benddé sajat mikrofloraja

eléemésztés révén szerves savakat allitana el6 (SzS, folyadék fazis), valamint némi metant a
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bendbtartalombol, mely a 17. abra alapjan szintén Osszegytjtésre keriil. Ezt indokolja az is,
hogy a bendétartalom eljuttatdsa a biogdz ilizembe idot igényel, ami alatt — hiités nélkiil a
savasodas gyorsan végbemegy. Hiitéssel a folyamat esetleg gatolhatdo, de komoly
energiaigénye van. Ezt kovetéen a masodik 1épésben az el6emésztett/visszamaradod
bendbtartalom (VBT, szilard fazis), vele egyiitt a szerves savak (SzS, folyadék fazis)
betaplalasra keriilnének egy normdl biogaz reaktorba és metanna alakithatok lennének. Itt
azonban tekintettel kell arra lenni, hogy a két fazis eltéré fiziko-kémiai tulajdonsagokkal
rendelkezik, valamint azok HRT értéke eltér6é, igy azok csak szeparaltan és/vagy

koriiltekintést igénylé modon juttathatok be a biogaz reaktorba.

A fermentacid két szakaszra (savképzo szakasz (eléemésztés), metanképzo szakasz) torténd
szeparacidja tobb szempontbol is pozitivan befolydsolhatja a fermentaciét. Bar mind a
bend6ben, mind egy biogaz fermentorban optimalis esetben ezek a szakaszok nem szeparalt
kornyezetben mennek végbe és a két szakasz kozott egyenstly alakul ki, azonban fontos
megjegyezni, hogy a hidrolizis és metanképzés eltéré6 pH értékeken zajlik optimalisan.
Szakirodalmi adatok alapjan pedig a bendé endogén mikrofloraja olyan mikroorganizmusokat
tartalmaz, melyek hatékonyan képesek a novényi poliszacharidokat hidrolizalni, illetve
szerves savakat eldallitani bel6liik [107], mely révén a késobbiekben a biogaz kihozatal
fokozhat6. Mindennek megfeleléen olyan kisérletsorozatot allitottam Ossze, melyben a 17.
abran lathat6é séma alapjan, a juh- ¢€s szarvasmarha bendétartalom optimélisan lenne

felhasznalhato biogaz eldallitasara.

5.2.2. A bendétartalmak vizzel torténé higitasi mértékének meghatarozasa

Tekintettel arra, hogy mind a JBT, mind a SZBT TS tartalma igen magas (10-15%), azok
kevertetése egy reaktorban igen nehézkes, ezért azt higitani sziikséges. Els6 1épésként tehat
megvizsgaltam, hogy a higitds mértéke befolyasolja-e a keletkezd szerves savak mennyiségét.
A cél elérése érdekében a benddtartalmakat 1:1, 1:2, 1:3 (benddtartalom:viz) térfogataranyban
kevertem vizzel, majd napi szinten nyomon kovettem a keletkez6 szerves savak mennyiségét
HPLC késziilék segitségével. A higitdsok végrehajtasat kovetden a mintdimat 37°C-on
inkubaltam 5 napon keresztiil, ugyanis korabbi kisérleteimbdl mar megallapitottam, hogy 5

nap alatt minden esetben elértem a maximalis szerves sav koncentraciot.
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A kisérleteim eredményeit az alabbi abrakon szeretném bemutatni:

10 10

0 I 1 I
1:1 1:2 1:3

bendétartalom:viz (V:V) bendétartalom:viz (V:V)

osszes szerves sav

g/térfogat egység bendétartalom
osszes szerves sav

g/térfogat egység bendétartalom

1:1 1:2 1:3

18. abra

A juh-(sziirke), és szarvasmarha (arany) bendétartalmak szerves savtartalma kiilonféle

higitasoknal az 5.napon

Az 0todik napra szarvasmarha benddtartalom esetén az alabbi szerves sav koncentracidkat
mértem: 5,11+0,17 (1:1), 5,65+0,44 (1:2), 5,74+0,52 (1:3) g/térfogategység benddtartalom,
mig juh benddtartalom esetén 10,23+0,68 (1:1), 10,74+0,29 (1:2), 9,65+0,55 (1:3) g/
térfogategység bendétartalom. A statisztikai elemzés alapjan sem a juh-, sem a szarvasmarha
benddtartalom tekintetében, a higitds mértéke nem okozott szignifikans kiilonbséget az
egységnyi bendbtartalombol keletkez6 szerves savak mennyiségében (Dunnett teszt, n=3,
p<0,05). Ennek megfeleléen tovabbi kisérleteimet minden esetben a benddtartalom 1:1
térfogataranyi vizzel torténd higitasaval végeztem el, ugyanis ez kornyezetvédelmi

szempontbol elonydsebb a kevesebb vizfelhasznédlas miatt.

Erdemes azonban megemliteni, hogy a juh bend6tartalom mikrofléraja mindharom higitasban
mintegy kétszer nagyobb mennyiségili szerves savat volt képes eldallitani egységnyi térfogata
benddtartalombdl 5 nap alatt, mint a szarvasmarha benddtartalom. E tény okanak kideritésére
a kovetkezo kisérleteimet ugy terveztem meg, hogy a szerves savkoncentracié mellett egyéb
mas paramétereket is tudjak monitorozni, mint pl.: pH, szerves savOsszetétel, mikrobialis
valtozas, metanképz6dés (5.2.3. fejezet). Majd az igy keletkezO szerves savtartalmu
benddfolyadékot, valamint a visszamarad6 benddtartalmat hasznéltam fel biogaz eldallitdsara

(5.2.5. fejezet).
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5.2.3. Kétlépcsos fermentacio: Savképzo szakasz

Ezeket a kisérleteket az Anyagok és modszerek 4.1.3-as fejezete alapjan végeztem el. A
kisérletek soran mért egyes paraméterek valtozasait (pH, szerves sav Osszetétel és mennyiség,

metantermelés) a 19. abra szemlélteti.

A B
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ob]
S - :
W Q E B @
DV |
% @ 5 m j -
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6,00 = 20
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4,50 5
4,00 0
0 1 74 3 4 5 1 2 3 4 5
Inkubacio6s napok Inkubacios napok

I juh I szarvasmarha

19. abra

A kétlépcsos fermentacio elso, savképzo szakaszanak egyes paraméterei juh- és
szarvasmarha bendétartalom esetén
A, kumulativ, ésszes szerves sav tartalom a napok fiiggvényében, B, szerves savak megoszidsa
az 5. napon, C, a fermentorok pH értékének valtozasa napi bontdasban, D, a fermentorok napi

metantermelése
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Mindkét benddtartalom fermentaciojarol elmondhatd, hogy a szerves savak képzddése az elsd
napon megugrik, majd termelddésiik fokozatosan csokken az id6 eldre haladtaval (19A.
abra,). Az 5. nap végére juh bendétartalom esetén az Osszes szerves savkoncentracio
9,13+1,11 g/l, mig szarvasmarha bendétartalom tekintetében 6,54+0,99 g/l volt. Statisztikai
analizis alapjan a napi szerves sav mennyiségekben mutatkoz6 kiilonbség magyarazhatd az
allatok fajaval (n=3, faktor analizis). A termel6dott szerves sav profilt vizsgalva (19B. abra)
megallapithatd, hogy a két allat kdzott - bar mennyiségi kiillonbség megfigyelhetd az Gsszes
szerves sav tekintetében, azonban - az egyes szerves savakat tekintve - azok megoszlasa a két
allat esetén hasonld. Mindkét allat vonatkozasaban a legnagyobb mennyiségben ecetsav
keletkezett. A novekvd szerves sav koncentracid kovetkeztében a fermentlevek pH értéke
folyamatosan csokkent (19C. abra). A 0. naphoz viszonyitva az 5. nap végére juh esetén a pH
6,12-r61 5,06-ra, mig szarvasmarha esetén 6,59-r6l 5,25-re csokkent. Ezzel parhuzamosan a
fermentorok metantermelése is naprol-napra kevesebb volt (19D. abra), mely magyarazhat6 a
fermentacio sav-bazis egyensulyanak savas iranyba torténd eltolodasaval, ugyanis az alacsony
pH a metanogének inaktivalodasat okozza. A metantartalom vizsgalatakor fontos
megjegyezni, hogy ebben az esetben nem a szokasos oTS tartalomra térténté normalast
alkalmaztam, hanem széntartalomra normaltam, ugyanis a fermentlevek nagy szerves
savtartalma miatt azok oTS értékének meghatarozasa valdotlan eredményekhez vezetett volna,
tekintve, hogy a TS, 0TS mennyiségének meghatarozas soran a szerves savak elillannak a
mintakbol. Mindemellett, a szerves savtermel6 1épés reaktoraibol mintakat vettem metagenom
analizis elvégzése céljabol a 0., 2. és 5. napon, hogy feltérképezzem, mely
mikroorganizmusok jatsszak a legfontosabb szerepet a szerves savak eldallitasaban mind juh,

mindszarvasmarha esetén.

5.2.4. A savképz6 szakasz mikrobialis kozosségeinek vizsgalata

Ezekkel vizsgalatokkal célom volt, hogy a) Osszehasonlitsam a két allat benddjének
mikrobialis kozosségét (0. nap, kiindulasi allapot), b) megvizsgaljam a savképz6 szakaszban
bekovetkezd valtozasokat a napok mulasaval (0., 2., és 5. napon); C) azonositsam a
mintaimban megtalalhato, a ndvényi poliszacharidok bontasaban, valamint az ecetsav

képzddésben szerepet jatszo fehérjéket kodold géneket.
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5.2.4.1. A metagenom szekvenalas alapinformacioi

A savtermel0 szakasz vizsgalatahoz az 5.2.2-es fejezet kisérletét vettem alapul. Az 5 nap alatt

3 alkalommal (0., 2. és 5. nap) vettem mintidt metagenom elemzéshez, igy 6sszesen 18 mintat

dolgoztam fel (1-3: juh 0. nap; 4-6: juh 2. nap; 7-9: juh 5. nap; 10-12: szarvasmarha 0. nap;

13-15: szarvasmarha 2. nap; 16-18: szarvasmarha 5. nap). A 18 mintabol szarmazd

metagenom mintak statisztikai eredményeit az alabbi, 5. tablazatban foglaltam Gssze.

. Inkubacid . .., | nyers, parositott | vagott, parositott | readek hossza GC (%
e S e e i e

1 2 641 440 2174 984 125-151 44 44

0. 2 2 490 323 2 018 854 125-151 46 47

3 2 643 082 2 200 966 125-151 46 46

4 2 444 545 2031791 125-151 51 51

=l 2. 5 2103 373 1846 756 125-151 51 51
6 2 523 219 2 031789 125-151 51 51

7 2 626 023 2 158 389 125-151 51 51

5. 8 2 462 041 1953 225 125-151 51 51

9 2 579 572 2133175 125-151 49 49

10 2 656 272 2240 100 125-151 50 50

0. 11 2 482 092 1520 084 125-151 49 49

= 12 2577812 2109 418 125-151 49 49
T 13 2 840 238 2 320 968 125-151 50 50
% 2. 14 2813521 2 296 300 125-151 50 51
% 15 2 953 381 2 379 066 125-151 50 50
@ 16 2 753 681 2 202 905 125-151 50 50
5. 17 2 739 525 2 244 230 125-151 51 52

18 2 782 494 2 285 162 125-151 49 49

5. tablazat

A teljes metagenom szekvenalas egyes mintakra vonatkozo statisztikai paraméterei

A tablazatbol jol latszodik, hogy az egyes mintakra jutd nyers readek szama 2 103 373 -

2 953 381 kozott mozgott. A readek mindségi vagasat kovetden (Anyagok és moddszerek

4.2.2. fejezete alapjan) az egyes mintdk elemzése 1520084 - 2 379 066 kozotti readszam
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alkalmazasaval tortént, melyek mindegyike paired-end read volt, hosszuk pedig 125-151 bazis

kozott valtozott.

5.2.4.2. A juh és szarvasmarha bend6 mikrobiotajanak taxonomiai vizsgalata

Kezdd 1épésként elvégeztem a juh- és szarvasmarha bendd mikrobidlis kozdsségének

Osszehasonlitasat kozvetleniil a vagast kovetden (0. nap; juh: 1-3 minta, szarvasmarha: 10-12

minta), melyet a 20. abra szemléltet.

Domain
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m Actinobacteria
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m Bacteroidetes

20. abra
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m Pseudobutyrivibrio
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® meghatarozatlanRuminococcaceae

m Bacteroides

® Ruminococcus

® meghatarozatlan Lachnospiraceae

m Butyrivibrio

m meghatarozatlan Clostridiales
Treponema

m Fibrobacter

m Methanobrevibacter

m Prevotella

A juh- és szarvasmarha bendétartalom mikrobialis kozosségének osszehasonlitasa a

vagast kovetoen

A: Domén szinten, B: Térzs szinten, C: Nemzetség szinten.
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A grafikonokon rendszertani kategorianként csak azokat a mikroorganizmus csoportokat
tintettem fel, amelyek el6fordulasi gyakorisaga elérte a minimum 1%-ot, az ez alatti
értékekkel rendelkezd kategoridkat ,,egyéb”-ként tiintettem fel. A 20A abran a két allat
bendbjének mikroba populacidja lathatd domén szinten. Juh esetén az Eubaktérium domén
eléfordulasi gyakorisaga 94,3+0,6%, az Archaea csoporté 2,7+0,7%, mig az Eukaridta
csoporté 3+0,4% volt. A szarvasmarhat illetdleg ugyan ezen értékek 96,8+0,1%-nak,
1,9+0,2%-nak, valamint 1,3+0,2%-nak adodtak. Juh tekintetében mind az Eukariota, mind az
Archaea domén el6fordulasi gyakorisaga kozel kétszer nagyobb, mint a szarvasmarha
mintdké. Az abra ,,B” részén a két allat benddjének mikrobidlis kdzdsségét hasonlitottam
Ossze torzs szinten. Mindkét allat benddjében a leggyakoribb torzsek a kovetkezok voltak:
Bacteroidetes, Firmicutes, Euryarchaeota, Spirochaetes és Proteobacteria. Osszehasonlitva a
juhot és a szarvasmarhat, juh tekintetében a Bacteroidetes torzs eléfordulasi gyakorisaga
14,2%-kal, az Euryarchaeota torzsé 1,1%-kal volt magasabb, mig a Firmicutes csoporté 6,8%-
kal, a Spirochaetes torzsé 1,0%-kal, mig a Fibrobacteres torzsé 7,1%-kal volt alacsonyabb,
mint szarvasmarha esetén. Nemzetség szinten, egymashoz viszonyitva (20C. abra) az alabbi
mikroba csoportok mutattak 1%-nal nagyobb el6fordulasi gyakorisagot mindkét allatban:
Prevotella, Methanobrevibacter, Fibrobacter, Treponema, meghatdrozatlan Lachnospiraceae
¢és meghatarozatlan Ruminococcacea. A Prevotella, illetve a Methanobrevibacter nemzetség
elofordulasi gyakorisaga 14,9%-kal, valamint 1,8%-kal volt magasabb a juh, mint a
szarvasmarha bendében. Ezzel ellentétben a Fibrobacter nemzetség 12,0%-kal, a
meghatarozatlan Clostridiales 1,7%-val, a meghatarozatlan Lachnospiraceae 1,3%-val, mig a

meghatarozatlan Ruminococcaceae 1,5%-val volt magasabb szarvasmarha, mint juh esetén.

A kapott eredmények alapjan megallapithatd, hogy mindkét allat bend6jében a leggyakrabban
el6fordulé mikroorganizmus csoportok azonosak, azonban az 4llat fajatol fliggden azok

eléfordulasi gyakorisaga fajonként valtozhat kisebb-nagyobb mértékben.

5.2.4.3. A mikrobiota valtozasai és kiillonbségei a savtermelési szakaszban

A két allat benddtartalmanak Osszehasonlitdsa mellett vizsgaltam a savtermeld szakasz 0.
(bendd kiindulési allapota), 2. és 5. napjan vett mintdk metagenomikai valtozasait is, hogy a
fermentorokban lezajlodod savtermelésrdl részletesebb informacidkat tudjak gytjteni. Ebben

az esetben mar az Archaea, Eubaktérium és Eukariota doméneket kiilon-kiilon targyalom,
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hogy a kisebb abundancidval rendelkezdé mikroba csoportok valtozéasait is nyomon tudjam

kovetni.

"o

Ennek megfelelden a kdvetkez6 abran (21. abra) a savtermelési szakasz Archaea doménjében
bekovetkezd valtozasok lathatéak juh és szarvasmarha esetén is, nemzetség szinten. A torzs
szinten valé bemutatast azért nem tiintettem itt fel, mert minden esetben az Euryarchaeota

torzs dominalt, magasabb, mint 99%-os eléfordulasi gyakorisaggal.
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21. abra

A savtermel6 szakasz mikrobiomjanak 6sszehasonlitasa (Archaea domén) nemzetség

szinten, juh- és szarvasmarha bendétartalom esetén a 0., 2. és 5. inkubaciés napokon

Mindkét allat esetében, valamint minden mintavételi napon szinte ugyanazok az Archaea
doménbe tartozé6 mikroba nemzetségek voltak megfigyelhetéek. Az Archaea doménen beliil
nem voltak jelentés valtozasok juh esetében az inkubaciés napok kozott, azonban
szarvasmarha esetén igen. Mind a juhot, mind a szarvasmarhat tekintve a legdominansabb a
Methanobrevibacter nemzetség volt. A szarvasmarha mintakban a Methanobrevibacter
nemzetség el6fordulasi gyakorisaga némileg megvaltozott, mintegy 2%-kal csokkent az 5.
napra a 0. naphoz képest, mig a viszonylag ismeretlen Thermoplasmata torzsek eléfordulasa
az 5. napra 3,2%-kal nétt. A Methanobrevibacter nemzetséget a szakirodalom mar korabban
leirta, hogy szdmos gerinces ¢és gerinctelen ¢€l6lény tapcsatornajaban eléfordul és

hidrogenotr6f metanogenezisre képes [195]. A Thermoplasmata csoport tagjait pedig mar

73



kimutattdk szarvasmarha benddben, illetve egyéb kornyezeti mintdkban, melyek pH értéke

savasabb karaktert mutatott [196,197].

Figyelembe véve a szakirodalmi adatokat, valamint a reaktorok pH értékében bekovetkezd
csokkenést, igen meglepd az az eredmény, hogy az Archaea csoport taxonomiai Gsszetétele
csak ilyen csekély mértékben valtozott, annak ellenére, hogy a metdntermelés a napok
elérehaladtaval fokozatosan csokkent. Feltehetéen az Archaea domén tagjai a savas
kornyezetben csak inaktivalodtak és nem pusztultak el, ezért mutathatok ki a mintakbol még
az 5. napon is. Szakirodalmi adatok alapjan a metanogenezis bar csokkent aktivitassal, de akar
pH=4.0 tartomanyban is megvalosulhat, illetve ez a metantermelés fokozodhat ilyen alacsony

pH tartomanyban, ha a metanogéneknek megfeleld id6t biztositunk az adaptaciohoz [198].

Az Archaea domén mellett vizsgaltam az Eubaktérium domében bekovetkezo valtozasokat és

kiilonbségeket is, melyeket a 22. abra szemléltet:
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22. abra

B meghatirozatlan Ruminococcaceae
u Prevotella

B meghatdrozatlan Lachnospiraceae
= meghatirozatlan Clostridiales

® Fibrobacter

szarvasmarha bendétartalom esetén a 0., 2. és S. inkubacidés napokon, torzs, illetve

nemzetség szinten
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Az eclemzésekbdl megallapithato, hogy mind torzs, mind pedig nemzetség szinten
megfigyelhetdek valtozasok mindkét allat tekintetében. Torzs szinten a juh mintakban a
Bacteroides, Firmicutes és Fibrobacteres torzsekben, mig a szarvasmarha mintakban ugyan
ezek, valamint a Spirochaetes torzs esetén volt 1%-nal nagyobb valtozas detektalhato a 0. és
az 5. nap kozott. A juhot illetéleg a Bacteroides torzs 47,2%-rol 44,7%-ra (2,5%-0s
csokkenés), a Firmicutes torzs 38,7%-rd0l 43,5%-ra (4,8%-o0s novekedés), a Fibrobacteres
torzs pedig 5,14%-161 1,4%-ra csokkent (3,7%-os csokkenés).

A szarvasmarha mintakat elemezve a Bacteroides torzs 9,2%-0s (31,4%-r6l 40,7%-ra), a
Firmicutes torzs 3,6%-0s (44,9%-161 48,5%-ra) novekedést, mig a Fibrobacteres torzs 11,6%-
0s (12,4%-rol 0,8%-ra), a Spirochaetes torzs pedig 1,3%-0s (3,3%-rol 2%-ra) csokkenést
mutatott a 0. és az 5. inkubacios napokat Osszevetve. A legdrasztikusabb valtozas mindkét

allat tekintetében, hogy a Fibrobacteres torzs szinte teljesen eltiint a mintakbol az 5. napra.

Nemzetség szinten juh esetén a Fibrobacter (9,31%-r6l 1,7%-ra), a meghatarozatlan
Clostridiales (4,9%-r6l 7,9%-ra) és a Ruminococcus nemzetség (4,7%-rol 3,7%-ra) mutatott
1%-nal nagyobb eltérést a 0. és az 5. nap kozott, mig a szarvasmarhat illetdleg a Fibrobacter
(21,7%-r61 1,6%-ra), a Prevotella (21,6%-r6l 32,6%-ra), a Butyrivibrio (4,0%-rdl 6,4%-ra), a
meghatarozatlan Ruminococcaceae (3,9%-rdl 6,2%-ra), a Treponema (5,65%-r6l 3,7%-ra) és

crer

emlitésre méltoak.

A Fibrobacter nemzetségbe jelen tudasunk szerint két mikroorganizmus tartozik, melyek a
Fibrobacter succinogenes, valamint a Fibrobacter intestinalis és mindkettd elsédleges
celluloz-bontoként van szamon tartva a ndvényevd allatok tapcsatornajaban [199].
Tipustorzse, a F. succinogenes S85 pH=5,5 érték alatt nem képes novekedni [200], mely
egybevag a mi mérési eredményeinkkel is (19C. abra, és 22. abra). A szakirodalom alapjan a
Fibrobacter és Ruminococcus, valamint a Treponema nemzetség képviseléi a ndvényi
poliszacharidok lebontasaban jatszanak szerepet, mint cellulotlitikus mikroorganizmusok
[182,184]. A Butyrivibrio, valamint Prevotella nemzetség pedig xilanolitikus aktivitassal
birnak [201]. A Clostridium, illetve Bacteroides nemzetségrél korabbi tanulmanyban
igazoltak, hogy savtermelésiik révén csokkentik a pH-t, ezaltal novelik az adaptiv fajok
elofordulasat és csokkentik a nem adaptiv fajokét [202]. Mindent Gsszevetve a hidrolizalo
mikroorganizmusok eléfordulasi gyakorisdga az inkubacids napok eldrehaladtaval csokkent,

mig a savtermeld mikroorganizmusok eléfordulasa nétt.
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Végiil, de nem utolsdsorban az Eukaridta doménbe tartozd egysejtii organizmusokat is

vizsgaltam, melyeket a kdvetkezd, 23. abra szemléltet:
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23. abra

A savtermel6 szakasz mikrobiétaja az Eukariota domében, azon beliil is torzs és
nemzetség szinten juh- és szarvasmarha bendétartalom esetén a 0., 2. és 5. inkubacios

napokon

A mintadimban szdmos eukariota €él61ényt sikeriilt azonositanom, melyek protozodk és egysejtii
gombak. To6rzs szinten mind a szarvasmarha, mind a juh mintakban a Ciliophora torzs mutatta
a legmagasabb gyakorisagot a 0. napon, mely mindkét allat esetében az 5. napra szinte nullara
esett vissza (juh: 42,1%-r61 5,2%-ra, szarvasmarha: 32,3%-r6l 3,8%-ra). Emellett
megfigyelhetd volt az is, hogy az inkubacié eldrehaladtaval az Ascomycota, valamint a

Basidiomycota torzs tagjai nyertek teret.
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Nemzetség szinten vizsgalodva megallapithatd, hogy az 5. napra csak a gombak k6zott voltak
olyan nemzetségek megfigyelhetéek, melyek 1%-ndl nagyobb eléfordulasi gyakorisagot
mutattak (Piromyces, Neocallimastix, Anaeromyces, Aspergillus és Testicularia). Azonban
két nemzetség kivételével (Aspergillus és Testicularia) azoknal is csokkend el6fordulasi
gyakorisag volt megfigyelhetd.

A benddben talalhatd protozodk korabbi adatok szerint a teljes bendd mikroflora tdmegének
mintegy 50%-at teszik ki, komplex szénhidrat molekuldk degradacidjara képesek,
végeredményként pedig szerves savakat, szén-dioxidot, laktatot, valamint hidrogént allitanak
el6. Emellett pedig baktériumokkal is taplalkoznak [203]. Az irodalmi adatok szerint
protozoak mellett a gombék is jelentés mennyiségben vannak jelen a benddben, ugyanis a
bendé mikroflora tomegének akar a 20%-at is kitehetik. Fibrolitikus enzimeik révén oK is
részt vesznek a komplex ndvényi sejtfalak strukturajanak megbontasdban, ezaltal eldsegitik a
baktériumok szamara a ndvényi poliszacharidok lebontasat [203]. Mindezeket figyelembe
véve, az inkubacids napok eldrehaladtaval az eukariotdk esetében is visszaesés volt

megfigyelhetd, mialtal a poliszacharidok lebontasa is visszaesett.

A savképzd szakasz mikrobiomjdnak vizsgalata soran megéllapitast nyert, hogy a fermentacio
elérehaladtaval a mikrobidlis aktivitas kovetkeztében a feldiisuld szerves savak a fermentlé
pH értékét jelentdsen lecsokkentették, minek kovetkeztében szamos mikroorganizmus -
els6sorban poliszacharid bonté mikrobak — eléfordulasi gyakorisaga lecsokkent. Csak azok a
mikroorganizmusok voltak képesek teret nyerni, melyek a joval alacsonyabb pH érték mellett

is képesek voltak életben maradni.

5.2.4.4. A savtermel6 szakasz mikrobiotajanak szénhidrat bonté enzimkészletének
vizsgalata

Hogy feltérképezzem a juh-, illetve szarvasmarha bendétartalom, valamint a fermentacio
savtermeld szakaszdnak poliszacharid bontd aktivitassal rendelkezd enzimeit, a szekvenalas
soran kapott readeket, minéségi sziirést kovetden, az anyagok és modszerek 4.2.2. fejezetében
leirtak alapjan Osszeszereltem. Az Osszeszerelés soran kapott statisztikai adatokat a

kovetkezo, 6. tablazatban foglaltam 6ssze:
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Paraméterek db/bp
kontigok szama 7 485 958
kontigok (>= 1000 bp) 163 562
kontigok (>= 5000 bp) 5983
kontigok (>= 10000 bp) 1 646
kontigok (>= 25000 bp) 264
kontigok (>= 50000 bp) 42
legnagyobb kontig 121 013
teljes hossz 312 330 308
N50 1852
N75 1281
L50 42 241
L75 93943
6. tablazat

Az osszeszerelés soran kapott kontigok statisztikai osszefoglalo tablazata

Az Osszeszerelés eredményeként Gsszesen 7 485 958 db kontigot kaptunk, melybdl 163 562
db kontig volt nagyobb, mint 1000 bazis. Ezt kovetéen 22 olyan bin-t sikeriilt 6sszeszerelnem,
melyek teljessége meghaladta a 70%-o0t, kontaminacidja pedig alacsonyabb volt, mint 5%. Az

egyes binek statisztikai, valamint egyéb paramétereit az 7. tablazatban mutatom be.

Bin Taxondmia (GTDB-adatbézis) Rendszertani kategoria | Teljesség (%) | Kontamindcio (%) | NS0 | Teljes méret (Mb) | Binel program
bin. 1 [Prevotella sp900315075 faj 94,93 3,01 13683 5,25 binsAC
bin.2 [UBA7018 (Selenomonadales) nemzetség 96,13 2,53 8310 2,64 binsBC
bin.3 [UBA3857 (Catabacter) nemzetség 95,8 1.42 23841 244 binsC
bin.4 [Ruminococcus_E sp900317315 faj 71.25 1.57 2182 1.51 binsC
bin.5 [UBA2922 (Oscillospiracea) nemzetség 81,26 0.67 12397 1,93 binsAC
bin.6 [Ruminococeus E gp900316555 faj 91,62 0.89 13033 1,73 binsA
[bin.7 [RCO sp900321655 (Bacteroidales) faj 87.74 1.90 7762 2,58 binsC
[bin.8 [UBA3207 (Bacillales) nemzetség 96,06 1.17 37510 0,93 binsABC
bin.9 [RF16 sp900317745 (Paludibacteraceae) faj 84,26 0.90 10422 2,16 binsABC
bin.10  [Prevotella sp900315455 faj 97,56 1.34 18813 3,99 binsB
bin.11  [UBA1407 (Lentisphaeria) nemzetség 77,68 2.36 2806 3,99 binsC
bin.12  [RUGS44 sp900313875 (Coriobacteriales) faj 74.89 3.43 2152 L.16 binsC
bin.13  [Prevotella nemzetség 87,18 2,08 6013 247 binsC
bin.14  [Prevotella sp900314715 faj 88.43 2.56 5855 3.07 binsAB
bin.15  [UBA3663 sp900319235 (Prevotellaceac) faj 85,66 3,58 6225 298 binsAC
bin.16  |F0O82 (Bacteroidales) nemzetség 83,31 038 5059 236 binsC
bin.17  [Prevotella sp900314935 faj 80,09 1,38 4789 237 binsC
bin.18  |F082 (Bacteroidales) nemzetség 74,51 2,46 5958 2,63 binsA
bin.19  [RUG420 sp900317085 (Acutalibacteraceac) faj 88,98 1,06 4736 L.66 binsBC
bin20  [Methanobrevibacter sp900314635 faj 91,67 1.60 4178 1.78 binsC
bin2l [UBA1777 (Oscillospiracea) nemzetség 74.25 3.02 3993 2,12 binsC
bin.22  [Methanobrevibacter nemzetség 77.86 3.43 2150 1,37 binsC

7. tablazat

A sikeresen osszeillesztett binek és azok jellemzoi
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Az Osszeszerelés soran nyert 22 bin-t a Genome Taxonomy Database (GTDB) alapjan
rendszertani kategoriakba soroltam. A 22 bin-bél 10-et (2, 3, 5, 8, 11, 13, 16, 18, 21, 22)
nemzetség szinten, mig 12-t (1, 4, 6, 7, 9, 10, 12, 14, 15, 17, 19, 20) fajszinten sikertilt
azonositanom. Az egyes binek teljessége 71,25 és 97,56% kozott van, kontaminacidjuk pedig
minden esetben alacsonyabb mint 3,43%. Méretiik 0,93 és 5,25 megabazis kozotti, atlagos
NS50 értékiik pedig 9176 bazis. Osszességében elmondhatd roluk, hogy magas és kdzepes
mindségiick [204]. Az azonositott binek kozil 6 a Prevotella nemzetségbe, 2 a
Methanobrevibacter nemzetségbe, 2 a Ruminococcus nemzetségbe, 3 a Bacteroidales rendbe,
2 az Oscillospiraceae csaladba, 1 a Selenomonadales rendbe, 1 a Catabacter nemzetségbe, 1
a Bacillales rendbe, 1 a Paludibacteraceae csaladba, 1 a Lentisphaeria osztalyba, 1 a
Coriobacteriales rendbe és 1 pedig az Acutalibacteraceae csaladba tartozik.

A Prevotella nemzetség képvisel6i a poliszacharidok széles skalajat képesek hasznositani a
bendében ¢és mint a xilan hidrolizisében fontos szerepet jatsz6 mikrobdk vannak
szamontartva. Emellett szamos GH csalad jelenlétét is igazoltak mar a Prevotella nemzetség
tagjai kozott [205]. A Ruminococcus nemzetség képviseldit korabban mar izolaltak
szarvasmarha bendébdl, valamint human tapcsatornabol is. Az ebbe a csoportba tartozo
mikroorganizmusok novekedésiikkhoz fermentalhaté szénhidratokat igényelnek [206]. A
Methanobrevibacter nemzetség tagjait is mar szamos kornyezetbdl izolaltak, pl.: gerincesek-,
gerinctelenek tapcsatornajabol, kornyezeti mintabol, stb. Ezen Archaea doménbe tartozo
mikrobak elsésorban hidrogenotrof metanogének, CO»-t, illetve Ho-t hasznalnak fel a metan
eldallitasara [195]. A Bacteroidales rend tagjai masodlagos poliszacharid bontodk,
elszaporodasuk akkor figyelheté6 meg, amikor kiilonb6z6 oligoszacharidok feldusulnak [207].
Az Oscillospiracea csaladrol nem talalhaté kielégit6 szakirodalom, de elmondhat6 rola, hogy
a Clostridiales rendbe sorolhat6, valamint eredményeim alapjan szintén jelentOs
szénhidratbont6 képességgel rendelkezik, ugyanis 32 szénhidrat aktiv enzimet (CAZy) kodold
gént sikeriilt azonositani ebben a bin-ben. A Selenomonadales (Negativicutes) szintén
szegényes irodalommal bir, de szintén jelentés CAZy génkészlettel rendelkezik eredményeim
alapjan (69 db gén). A Catabacter nemzetség egyik tagjardl kimutattak, hogy B-gliikozidaz
aktivitassal rendelkezik és képes fermentalni a gliikozt, mannozt, arabinézt és a xilozt [208].
A Bacillales rend képviseldi gyakorta el6fordulnak biogaz reaktorokban és szamos biokémiai

reakcio katalizisére képesek [209].

Az egyes binek-ben clvégeztiik a CAZy-ket kodolo gének keresését, hogy feltérképezziik
azok (ligno)celluloz bontd képességét. A 22 bin-ben 6sszesen 1295 CAZy gént sikeriilt
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azonositani, melyek koziil 246 db olyan volt, mely terméke egynél tobb szénhidrat bontd
aktivitassal rendelkezett. Az egyes binekben azonositott CAZy gének szamat az alabbi, 8.

tablazatban foglaltam Gssze:

szénhidrat bonto
binek taxonomia (GTDB adatbazis) enzimeket kodolo gének egynél tobb aktivitas
(CAZy) szama

binl Prevotella sp900315075 129 24
bin2 UBA7018 (Selenomonadales) 59 10
bin3 UBA3857 (Catabacter) 40 15
bin4 Ruminococcus_E sp900317315 26

bin5 UBA2922 (Oscillospiracea) 30

bin6 Ruminococcus_E sp900316555 82 13
bin7 RC9 sp900321655 (Bacteroidales) 82 13
bin8 UBA3207 (Bacillales) 17 7
bin9 RF16 sp900317745 (Paludibacteraceae) 69 17
bin10 Prevotella sp900315455 124 29
bin11l UBA1407 (Lentisphaeria) 88 17
bin12 RUG844 sp900313875 (Coriobacteriales) 7 1
bin13 Prevotella 82 19
binl4 Prevotella sp900314715 108 19
binl5 UBA3663 sp900319235 (Prevotellaceae) 102 13
binl6 F082 (Bacteroidales) 54 14
binl7 Prevotella sp900314935 69 11
bin18 F082 (Bacteroidales) 53 7
bin19 RUG420 sp900317085 (Acutalibacteraceae) 27 7
bin20 Methanobrevibacter sp900314635 6 2
bin21 UBA1777 (Oscillospiracea) 37 1
bin22 Methanobrevibacter 4 0
Osszesen 1295 246

8. tablazat

Az egyes binekben fellelheté CAZy gének szama, illetve azok, amelyek egynél tobb

enzimaktivitassal rendelkeznek

Az egyes binek kozil jol latszodik, hogy a Prevotella binek azok, amelyek a legtobb
szénhidrat bont6é enzimet kodold génnel rendelkeznek (binl: 129 db; bin10: 124 db; binl4:
108 db; binl5: 102 db). Azonban kijelenthetd, hogy a 12, 21 és 22-es bin kivételével
mindegyik bin jelentés mennyiségii CAZy génnel rendelkezik, ezaltal fontos szerepet
tolthetnek be a lignocelluloz lebontasaban. Az Osszes azonositott CAZy gént (1295 db)

tovabbi 6t funkciondlis osztalyba soroltam, melyek a kovetkezdk: glikozil hidroldzok (GH),
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glikozil transzferazok (GT), poliszacharid lidzok (PL), szénhidrat észterazok (carbohydrate
esterases: CE), szénhidrat-koté modulok (carbohydrate-binding modul: CBM). A GH-ok
képesek a glikozidos kotések hasitasara két vagy tobb szénhidrat molekula vagy szénhidrat és
nem-szénhidrat molekula kozott. A GT-ok a di-, oligo- és poliszacharid molekulak
szintézisében jatszanak fontos szerepet és a szacharid molekuldk kozott hoznak 1étre
glikozidos kotéseket. A szénhidrat észterazok a szubsztitudlt szacharidok O vagy N
acetilaciojat katalizaljak, mig a poliszacharid liazok a cukorsav tartalmt poliszacharidok
bontasara képesek, a hasitas eredményeképpen pedig cukorsav maradék, valamint egy uj
redukald vég keletkezik. A CBM-vel rendelkez6 CAZy enzimek pedig olyan aminosav

szekvenciaval rendelkeznek, mely révén képesek a szénhidratokat megkdtni (www.cazy.org).

Osszesen 59 CBM-t, 840 GH-t, 71 CE-t, 383 GT-t és 24 PL-t azonositottam a 22 bin-ben. Az
azonositott CAZy gének 61%-a GH, 27,8%-a GT, 5,2%-a CE, 4,3%-a CBM ¢és mindossze
1,7%-a volt PL. Ezt kovetéen az egyes bineket osztily szinten Osszevontam a jobb
atlathatosag érdekében. A Bacteroidia osztalyba az 1, 7, 9, 10, 13, 14, 15, 16, 17 és 18-as bin,
a Bacilli osztalyba a 8-as, a Clostridia osztalyba a 3, 4, 5, 6, 19 és 21-es, a Coriobacteria
osztalyba a 12-es, a Lentisphaeria osztalyba a 11-es, a Methanobacteria osztalyba a 20-as és
22-es, mig a Negativicutes osztalyba a 2-es bin tartozik. Az egyes funkcionalis osztalyokba
sorolt CAZy enzimeket az eldzetesen Osszevont rendszertani osztalyok rendszertani
kategériaihoz rendeltem. Igy az azonositott CAZy gének funkcionalis és taxondmiai

osztalyozasat a kovetkezd, 24. abra szemlélteti.
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24. abra

A 22 binben azonositott CAZy gének funkcionalis és taxonomiai eloszlasa

Az eredményeim alapjan megallapithato, hogy az azonositott GH-ok 70%-a a Bacteroidia,
18%-a a Clostridia, 8%-a a Lentisphaeria osztalyokhoz kothetd, mig a fennmaradd mintegy
4% pedig a Negativicutes, Bacilli, Methanobrevibacter és Coriobacteria osztalyokhoz. A GT-
ok esetén a Bacteroidia osztalyra a GT-ok 62%-a jutott, a Clostridia osztalyra 18%, 9% a
Negativicutes osztalyra, 6% a Lentisphaeria osztalyra és a visszamaradd 5% pedig a Bacilli,
Methanobrevibacter és Coriobacteria osztalyokra. A szénhidrat észterazok tilnyomo tobbsége
(60%) ugyancsak a Bacteroidia osztalyhoz volt hozzarendelhetd, 20%-a a Clostrida, 10%-a
pedig a Negativicutes osztalyhoz. Az azonositott CBM-ek 90%-a két osztalyra volt jellemz6
(Bacteroidia, 60%; Clostridia 30%). A PL-ok tekintetében pedig szintén a Bacteroidia osztaly

tagjai rendelkeztek tilnyomo tobbségben ezekkel az enzimekkel.

A binekben azonositott CAZy enzimek kodolo gének (1295 db) mintegy 65%-a volt GH (840
db). Szerettem volna feltérképezni, hogy mely GH csaladok mely rendszertani kategoridkhoz
rendelhetéek, azaltal kozelebbi képet kaphatok arrdl, hogy az egyes rendszertani
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kategoridkhoz (csalad szinten) milyen glikozil hidroldz funkciok rendelheték. Az egyes GH

csaladok rendszertani kategdoriankénti eléforduldsat az alabbi, 25. dbran szeretném bemutatni:

Azonositott GH gének szama (db)
0 20 40 60 80 100 120

Azonositott GH csaladok
@
&
!

m Bacteroidia mBacilli m Clostridia = Coriobacteria = Lentisphaeria ®m Methanobacteria = Negativicutes

25. abra

Az azonositott GH csaladok elofordulasa az egyes rendszertani kategoriakban

A binekben 0sszesen 840 db GH-t sikeriilt azonositani, melyek 41 GH csaladba sorolhatok be
(25. abra y tengely). Az azonositott GH-ok 56%-a 6t GH csaladba volt besorolhaté (GH3,
GH5, GH9, GH31 és GH13. A GH3 csaladba sorolhatd enzimek el6fordulhatnak
baktériumokban, gombakban és novényekben. Lehetséges szereplik a celluléz tartalmu
biomassza lebontdsdban, valamint a bakteridlis és ndvényi sejtfal atalakitdsaban, ujra
hasznositasaban és a patogének elleni védekezésben van. Az ide sorolhat6 enzimek képesek a
poliszacharid lanc nem redukaldé végén, a terminalis glikozidos kotés hasitasara. A csalad
tagja diverz aktivitasokkal rendelkeznek, mint példaul B-D-gliikkozidaz, B-D-xilozidaz, o-L-

arabino-furanozidaz és p-N-acetil-D-glikozaminidaz [210]. A GHS5 csalad, korabbi nevén
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»cellulaz A” csaladba sorolhatd enzimek szintén széles specifitissal rendelkeznek, mint
példaul cellulaz, mannanaz, xilanaz, galaktanaz, xilogliikanaz, stb. [211]. A GH9 csaladba
sorolhatd enzimek tulnyomo tobbsége celluldz, azonban j6 néhanynal megfigyeltek mellék
aktivitast is olyan poliszacharidokon, mint példaul a f-1,3-1,4-giikanon, xilanon,
xilogliikanon, cellodextrinen vagy karboxi-metil cellulézon [212]. A szakirodalom alapjan a
GH13 csaladba tartoz6 enzimek az a-glikozidos kotések hasitasara képesek, foleg a-amilaz
aktivitassal birnak. Emellett azonban, az ezekbe a csoportba tartozé hidrolazok a keményitd
mellett mutattak aktivitast glikogénen és egyéb kapcsolodd oligo- és poliszacharidokon is
[213]. A GH31l-es csaladba sorolt enzimek szintén kiilonboz6 aktivitasokkal birnak,
legtobbjiilk azonban a-gliikozidaz aktivitdssal bir, mely eredményeképpen a-D-gliikoz
molekula szabadul fel malto-oligoszacharidokbodl. Egyes tagjainal pedig a-1,3-gliikozidaz, a-
xilozidaz, maltaz-glikoamilaz, szukraz-izomaltaz, a-glikan liaz és gliikozil transzferaz

aktivitasokat is kimutattak [214].

A legtobb GH3, GHS5, GHY9, GHI13 és GH31 csaladba sorolhaté glikozil hidroldz gént
tulnyomo tobbségben a Bacteroidia, valamint a Clostridia osztalyoknal sikeriilt kimutatni.
Emellett szamos olyan GH csaladot is sikeriilt detektalni, melyek csak egy-egy rendszertani
osztalyhoz voltak kothetéek. Ilyenek példaul a GH8, GH15, GH16, GH28, GH63, GH88
(Bacteroidia), a GH6, GH39, GH127 (Lentisphaeria), GH4, GH84 (Negativicutes) és a GH73
(Clostridia). Mindezen eredményekbdl jol latszodik, hogy az azonositott binek koziil a
legjelent6sebb szénhidrat bontd képességgel a Bacteroidia, illetve a Closridia csalad
rendelkezik, azonban a ndvényi sejtfal lebontasahoz sziikséges szdmtalan enzimaktivités
biztositdsdhoz a fentebbi két rendszertani osztdlyon kivill mas osztalyok aktivitisa is

sziikséges lehet.

5.2.4.5. Az egyes binekben fellelhet6 ecetsav képzésre alkalmas gének vizsgalata

A glikozil hidrolazok mellett szerettem volna megvizsgélni, hogy az azonositott binekben
milyen, az ecetsav képzddésben résztvevd gének vannak jelen. Ehhez az irodalmi attekintés
soran, az acetogén mikrobakban leirt harom ecetsav képzdodési utvonal (oxidativ-, Wood-
Ljungdhal- (WLP), és glicin szintdz utvonal) génjeit kerestem az egyes binekben. Az

utvonalak egyes binekben valo fellelhetségét az alabbi, 26. dbra szemlélteti.
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26. abra

Az egyes ecetsav képzodési itvonalak génjeinek jelenléte az azonositott binekben
(zold: a gén jelen van az adott bin-ben, narancssarga: a gén nincs jelen az adott bin-ben).
pdh: piruvat dehidrogendz; pta: foszfotranszatilaz; ack: acetat kindaz; fdh: format
dehidrogenaz, ths: format-tetrahidrofolat ligaz; fchA: metilén tetrahidrofolat ciklohidrolaz;
folD: metilén tetrahidrofolat dehidrogendz; met: metilén tetrahidrofoladt reduktdz,; acsE: metil
transzferaz, CODH/ACS: CO dehidrogenaz/Acetil-CoA szintaz; gcvT: glicin hasito rendszer
T fehérje; QcVH: glicin hasito rendszer H fehérje; QCVP: glicin dehidrogendz; IpdA:
dihidrolipoil dehidrogenadz; trx: tioredoxin reduktaz; grd: glicin reduktdz, glyA: szerin

hidroximetil transzferdaz

Eredményeim alapjan megallapithatd, hogy az azonositott binek mindegyikében sikeriilt
azonositani olyan géneket, melyek az egyes ecetsav képzddési utvonalakhoz kapcsolodhatnak.
Az oxidativ Gtvonal génjei az 1, 3, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 15, 16, 17, 18 és 21-es binekben

voltak megtalalhatoak. Itt fontos megjegyeznem, hogy bar az acetat kinazt (ack) kodolo gént a
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fentebbi felsorolason kiviil azonositottam még a 8, 14 és 19-es bin-ben is, azonban azért nem
soroltam ¢ket fel, mert az ack a WLP utvonalban is szerepel, igy ezen binek esetén nem
biztos, hogy oxidativ uton is megvaldsul az ecetsav képzés, mivel az ack génen kiviil mas
oxidativ tvonalhoz kapcsolddo gént nem sikeriilt kimutatni. A WLP utvonal génjei az 1, 2, 3,
4,5,8,10, 11, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21 és 22-es binekben, mig a glicin szintaz utvonal génjei
az1,2,3,4,5,6,8,9, 13, 17, 18, 21és 22-es binekben. Osszevetve az eredményeimet, négy
olyan bin-t sikeriilt azonositani (1, 5, 17 és 21), melyekben mindharom tutvonal génjei
megtalalhatbak. A négy binb6l 2 a Prevotella nemzetségbe tartozik, ketté6 pedig az
Oscillospiracea csaladba. A 20 és 22-es binek Methanobrevibacter nemzetség tagjaként lettek
azonositva, melyek koziil a 20-as binben csak a WLP volt kimutathatd, mig a 22-es bin-ben a

WLP mellett a glicin szintaz utvonal génjei is azonosithatdak voltak.

Osszegzésként elmondhatd, hogy az azonositott binek, amellett, hogy jelentds poliszachrid
bont6d enzimkészlettel rendelkeznek, az ecetsav szintézisé¢hez sziikséges gének is fellelhetdk
benniik. Ezaltal ezen mikroorganizmusok nem csak a hidrolizalo, de az acetogenezis

1épésének is fontos tagjai lehetnek.

5.2.4.6. A szekvenalas soran kapott readek visszatérképezése az egyes binekre

A binelést kovetden megvizsgaltam, hogy az egyes binek mely mintakban és milyen
gyakorisdggal fordultak eld. Ezen célom elérése érdekében az 4.2.2. fejezetben leirtak alapjan
elvégeztem a readek visszatérképezését az egyes binekre, mely eredményemet a 27. dbra

mutatja.
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27. abra

A szekvenalas soran kapott readek visszatérképezése az egyes binekre

Bar egyes esetekben nagy a szoras, de jol latszik, hogy mely binek, mely allatcsoportban
fordulnak eld leginkabb. Ezek alapjan elmondhat6, hogy az 1, 2, 5, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 15, 17,
18 és a 21-es binek inkabb a juh, a 3, 4, 6, 11, 14, 16, 19, 20 és 22-es binek inkabb a
szarvasmarha mintakra voltak jellemzdek. A Prevotellaként azonositott binek (1, 10, 13, 14,
15, 17-es binek) koziil 5 a juh mintakhoz, és csak egy, a 14-es bin tartozott a szarvasmarha
mintakhoz. Az 1, 2, 7, 8, 9, 10, 11 és 18-as binek jellemzden csak a juh mintakban fordultak
eld. Mig a 3 és 16-os binek csak a szarvasmarha mintakban. Néhany esetben az inkubécio
elérehaladtaval novekvo tendencia volt megfigyelhet6é a mikroorganizmusok tekintetében, pl.:
juh mintdknal az 5, 10, 12, 17, 20 és 21-es bin (UBA2922 (Oscillospiracea); Prevotella
sp900315455; RUG844 sp900313875 (Coriobacteriales); Prevotella sp900314935;
Methanobrevibacter sp900314635; Methanobrevibacter), szarvasmarha mintaknal a 6, 11, 14,
17 és 22-es binek (Ruminococcus_E sp900316555; UBA1407 (Lentisphaeria); Prevotella
sp900314715; Prevotella sp900314935; Methanobrevibacter). Ezek a mikroorganizmusok,
melyek az inkubaci6 elérehaladtaval egyre nagyobb mennyiségben fordultak eld, feltehetden

aktiv résztvevoi a szerves savtermelésnek.
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5.2.5. Kétlépcsos fermentacio: metantermelés

Ezen kisérletsorozatban az 5.2.3.-as fejezetben leirt savképzd 1épés folytatdsat végeztem el.
Vizsgaltam, hogy a juh- és szarvasmarha bendétartalom (JBT, SZBT), az els6 1épcso soran 5
nap alatt eldemésztett juh- €s szarvasmarha bendétartalom (JBTS, SZBTS), az eléemésztés
utan visszamarado szilard fazis (juh: JVBT, szarvasmarha: SZVBT) és a folyadék fazis, mely
a megtermel6dott szerves savakat tartalmazza (juh: JSzS, szarvasmarha: SZSzS), milyen
BMP ¢értékekkel rendelkeznek. Kontroll nyersanyagként a-cellulozt és kukoricaszarat is
alkalmaztam. A szerves savakat tartalmazd folyadék fazis esetében a fermentdcioban
alkalmazand6 nyersanyag mennyiségét ugy hataroztam meg, hogy az egyes fermentorokban
az 0Osszes szerves sav mennyisége 2g/l1 legyen. A szilard halmazallapoti nyersanyagok
esetében pedig a beadagolanddé mennyiségeket tigy allapitottam meg, hogy megmértem azok
TS és oTS tartalmat, majd ez alapjan a VDI I-es szabvdnynak megfeleléen annyi
nyersanyagot adtam a fermentorokhoz, hogy az inokulum/nyersanyag aranya 2 legyen. A

kumulativ metanhozamokat a 28. abra szemlélteti:
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28. abra

A kétlépcesos fermentacio masodik, metantermeld 1épése

KSZ: kukoricaszar, JBT: juh benddtartalom (vagast kovetéen), JBTS: JBT, 1:1 aranyban
vizzel higitva, 5 nap inkubacio utan, JVBT: juh visszamarado bendotartalom 5 nap utan,
JSzS: SZBT: szarvasmarha bendotartalom (vagast kovetoen). A betiik eltero szignifikancia
szintet mutatnak a Duncan teszt alapjan (n=3, p<0.05)
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A 28. abran jol latszik, hogy a SZBT statisztikailag ugyanolyan, a JBT pedig kozel azonos
BMP értékkel rendelkezik, mint a kontrollként alkalmazott KSZ. Emellett a szerves
savtermel6/eldemésztd 1épés (elsd 1épcsd) bevezetése a JBT esetében 18,60%-kal (515,57 ml-
61 611,47 ml metan/g C-re), mig SZBT esetén 18,85%-kal (541,03 ml-rél 643,03 ml metan/g
C-re) novelte a rendszer BMP értékeit. Mindezek alapjan elmondhato, hogy az elsé 1épcséd
bevezetése, mindkét bend6tartalom esetén, mintegy 20%-kal ndvelte az egységnyi

benddtartalombdl keletkezd biometan mennyiségét.
Osszegzés

Osszességében, a hulladékként keletkezd benddtartalmak hasznosithatosagara tervezett séma
(17. ébra) hatékonyabb modon képes a benddtartalmakbol biometant eléallitani, mintha csak a
benddtartalmakat kozvetlentil hasznositanank biogaz reaktorokban. Ez az eredmény
elsdsorban a bendd endogén mikroba kozdsségének aktiv szénhidrat és szerves savképzd
tulajdonsaganak koszonhet. Vizsgalataim soran arra is fény deriilt (5.2.1. fejezet), hogy
ennek koszonhetden a bend6tartalom 0nalld inokulumként nem minden esetben alkalmazhato,
mert az intenziv savtermelés kovetkeztében a reaktorok pH értéke oly mértékben lecsokken,
hogy az AD lépései kozotti egyensuly felborul és a metantermelés leall. Azonban kétlépcsos
fermentacioban képes volt eredményesen miikodni (28. abra), normal fermentacios eljarasban
(egy 1épcsds) viszont mar kevésbé volt hatékony. Bendétartalommal torténd ,,inokulalas”
esetén mindenképpen figyelembe kell venni és kalkulalni kell azzal a ténnyel, hogy az
inokulaciéo sordn jelentds mennyiségli szerves savat is a rendszerbe juttatunk, mely
nagymértékben képes a biogaz reaktorok gazkihozatalat fokozni. Tovabbi kisérletek lennének
sziikségesek, melyekkel megallapithatd lenne, hogy a benddtartalom mikroflordja valdoban
képes-e fennmaradni egy egylépcsds fermentacid esetén, valamint, hogy a benddtartalom

valgjaban inokulum, szubsztrat, vagy esetleg mindkett-e egyszerre.
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6. Osszefoglalas

Napjaink egyik legnagyobb kihivasa, hogy a kimeriil6 félben lev6 fosszilis tiizeldanyagok
helyett, 0j-, megjuld energiaforrasokat keressen. A kdszén, kdolaj és foldgaz — korlatozott
mennyiségiik miatt - mar csak rovid ideig képesek az emberiség egyre novekvo
energiaigényének kielégitésére, tovabba hasznalatuk sulyos kornyezeti karokat is okoz.
Mindezek mellett, az intenziv ipari ¢és mezdgazdasagi termelés kovetkeztében nagy
mennyiségli szerves hulladék is keletkezik vilagszerte melynek kezelése szintén siirgetd
kérdés. Korunk kutatéi szamdra egyre jobban korvonalazodik az a szemlélet, hogy ezen
hulladékokat hasznos célokra kellene forditani és fel kell Oket hasznalni, pl. mint
energiaforras, mely torekvés egyezik a korkords gazdasag modelljének célkitiizéseivel. Ezen
szemlélet mentén az egyik legjelentdsebb hasznositasi mod, azok biogdzza torténd atalakitisa.
A biogdz reaktorban az anaerob emésztés soran komplex szerves vegyiiletek (fehérjék,
lipidek, szénhidratok) biodegradacidja torténik meg egy Osszetett mikrobidlis kozdsség altal.
A folyamat négy lépésének (hidrolizis, acidogenezis, acetogenezis €s metanogenezis)
végeredményeképpen biogazt, illetve dsvanyi anyagokban gazdag fermentéicios maradékot
kapunk. Az igy nyert biometan - tisztitast kovetd - flitéértéke megegyezik a foldgazéval, a
fermentaciobol visszamarad6 iszap pedig felhaszndlhatd talajjavitdsra. A ndvényi
biomasszabol eldallitott biogaz karbonsemlegesnek tekinthetd, ugyanis a beldle szarmazo
energia a novények altal megkotott szén-dioxidbol és napenergiabdl szdrmaztathato. Ezek
alapjan jol latszodik, hogy az anaerob emésztés kivalo megoldast kindl napjaink két,
kornyezeti szempontbol talan legjelentésebb probléméjanak megoldasara, az energiavalsagra,
illetve a szerves hulladékok felhalmozddasara. A XXI. szdzad tudoméanyos szempontbo6l talan
legnagyobb vivmanydnak koOszonhetéen (szekvenalas és bioinformatika moddszerek)
lehetdséglink nyilik arra, hogy az anaerob emésztés folyamatat, annak mikrobioldgiai hatterét
még alaposabban tanulményozhassuk, megérthessilk az egyes mikrobdk szerepét, igy a

nyersanyagokbol kinyerhetd biogaz mennyiségét maximalizalhassuk.

A fenti tényeket szem el6tt tartva dolgozatomban bemutattam, hogy a mezdgazdasagi, illetve
az ipari termelés kovetkeztében nagy mennyiségben, hulladékként keletkez paradicsom
novényi maradvany (PNM, szar és levél), valamint juh- és szarvasmarha bendétartalom (JBT,
SZBT) alkalmazhato biogaz eldallitasara. Emellett feltérképeztem a folyamatban szerepet
jatsz6 mikrobialis kozosségeket 16S rRNS gén alapu amplikon, valamint shotgun teljes

metagenom szekvenalasokkal.
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A fiziko-kémiai paraméterek alapjan megallapitast nyert, hogy a PNM a kukoricaszarhoz
(KSZ) viszonyitva alacsonyabb lignin és hemicellul6z, magasabb szolubilis tartalommal,

valamint alacsonyabb C/N arannyal rendelkezik, ezért igéretes biogaz alapanyag.

A szakaszos lizemi fermentaciok soran igazolast nyert, hogy a PNM mind mono-, mind pedig
kukoricaszarral (KSZ) keverve koszubsztratként valoban igéretes nyersanyag. A PNM mono-
¢és koszubsztratként is a KSZ-val megegyezé biometan potenciallal rendelkezik (egyszeres €s

kétszeres nyersanyag bevitel esetén is).

Folyamatos tlizemili fermentacios kisérletemben fény deriilt arra, hogy a PNM jelentosen
csokkenti a keletkez6 biogaz mennyiségét a kontrollként alkalmazott KSZ-hoz képest, mind
mono-, mind pedig kofermentacioban alkalmazva. A fontosabb fermenticiés paraméterek
tekintetében (pH, Osszes szerves sav tartalom/pufferkapacitds (FOS/TAC), NH4" ion
koncentraci6) azonban nem volt megfigyelhetd a normal értékektdl valo eltérés. Szakirodalmi
adatok alapjan a PNM olyan bioaktiv komponenseket tartalmazhat (pl.: fenolok,
gliikkoalkalodik, pl.: tomatin és tomatidin), melyek antimikrobidlis hatdssal rendelkeznek,
ezaltal gatolhatjak az anaerob emésztésben részt vevé mikroorganizmusok aktivitasat, ezaltal

hatassal lehetnek a keletkezd biogdz mennyiségére.

Az el6z0 bekezdésben emlitett okok miatt 16S rRNS gén alapt amplicon szekvenalassal
feltérképeztem a PNM alkalmazasa kovetkeztében bekovetkezd mikrobidlis valtozasokat.
Igazoltam, hogy a PNM alkalmazasa esetén, jelentGs valtozas kovetkezett be a mikrobialis

kozosségben, valamint a biodiverzitas is csokkent a KSZ-val taplalt fermentorhoz képest.

Szakaszos tizemi fermentaciokban kiilonboz6é koncentraciokban teszteltem két, a PNM-ben
potencialisan fellelhetd gliikoalkaloid, a tomatin és a tomatidin biometan képzddésre
gyakorolt hatdsat. Kisérleteim sordn igazoltam, hogy a tomatin mar 0,025 pg/ml
koncentracioban is gatolja a metan képzddését. Tomatidin esetén, a vizsgalt koncentraciok

esetén (0,0025 - 2.5pg/ml) a gatlas nem volt megfigyelhetd.

Osszességében elmondhaté, hogy a PNM egy jo nyersanyag szakaszos iizemii fermentacio
esetén, vagy pedig KSZ-szel megfeleld aranyban keverve koszubsztratként folyamatos iizemu
fermentacioban. Azonban fontos megjegyezni azt, hogy tovabbi vizsgalatok (pl.: termofil
rendszer, elokezelés) sziikségesek ahhoz, hogy maximalizalni lehessen a PNM-bdl kinyerhetd

biogaz mennyiségét.
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Kisérlet sorozatom tovabba ravilagitott arra iS, hogy egy ujonnan alkalmazni kivant
nyersanyag esetén mindenképpen ajanlatos a folyamatos tizemii fermentacioé elvégzése, hogy

a vizsgalt nyersanyag hossztavu hatasaira is fény dertilhessen.

A juh-, (JBT) és a szarvasmarha bendGtartalom (SZBT) igen aktiv hidrolitikus és szerves
savképz0 mikrobidlis kdzosséggel bir, mely aktivitasnak kdszonhetden igen rovid ido alatt a
fermentorok sav-bazis egyensulyat savas iranyba tolja el, igy a metanképzddés leall. Ennek
koszonhetden ezek — az irodalomban kozolt példakkal Osszevetve - inokulumként vald

alkalmazasa helyett, nyersanyagként valo alkalmazas lenne célszeriibb.

JBT és SZBT estén felallitottam egy koncepciot, mely azt mutatja be, hogy ilyen tipusa
hulladékok milyen modon lennének hasznosithatok szerves savak, valamint biogaz
eldallitasra. A fenti megfontoldsok alapjan a benddtartalom hulladék hasznositasa egy
kétlépcsds fermentacidban valosul meg, ahol az elsé 1épcsében a benddtartalombol annak
sajat mikroflorajat felhasznalva szerves savakat allitanak eld a mikrobak, majd az els6
Iépcsében eldemésztett benddtartalom, illetve a megtermelt szerves savak a masodik

1épcsében metanna alakithatok.

Mind a JBT-nak, mind a SZBT-nak igen magas a szarazanyag tartalma, ezért folyadék tizemi
fermentaciojuk esetén sziikséges azokat higitani vizzel, hogy a fermentor kevertetése
zavartalan legyen. Ennek megfelelden kiilonb6zd ardnyokban higitottam azt vizzel és a
keletkezd szerves savak mennyiségebdl kovetkeztettem a higitds megfeleldé mértékére.
Megallapitast nyert, hogy a higitas mértéke (1:1, 1:2, 1:3, Viendstartalom: Vviz) Nem befolyasolja

az egységnyi térfogatli benddtartalombdl keletkezd szerves savak mennyiségét.

Vizsgalataim soran kimutattam, hogy egységnyi JBT-bol mintegy kétszer tobb szerves sav

keletkezik, mint egységnyi SZBT-bol.

Mindkét bendétartalom esetén elmondhatd, hogy a savtermelési szakasz 1-2, maximum 5
napig tart, addigra a szerves sav koncentracio eléri a maximumot. Ezzel parhuzamosan az
inkubécios napok eldrehaladtaval mindkét esetben a pH drasztikusan lecsokken, akarcsak a
metantermelés. A legnagyobb mennyiségben keletkezd szerves sav mind JBT, mind SZBT

esetén az ecetsav, propionsav, illetve az izovajsav volt.

Osszehasonlitottam a két allat bend6jének mikroflorajat, mely soran megallapitast nyert, hogy
a két allat esetén a leggyakoribb mikroba csoportok azonosak, azonban az egyes csoportok

eléfordulasi gyakorisaga kisebb-nagyobb mértékben valtozik az allat fajatol fliggden.
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Vizsgaltam az mikrofléra valtozéasat az egyes allatok esetén a savtermelési 1épcso 0., 2. és 5.
napjan, annak érdekében, hogy megallapitsam mely mikroba csoportok nyernek teret, illetve
mely mikroba csoportok szorulnak vissza a felhalmoz6dd szerves savak kovetkeztében. Az
elemzéseim megmutattak, hogy az Archaea domain tagjainak el6fordulasi gyakorisdga nem
valtozott érdemben egyik allat esetén sem, igy azok valdsziniileg csak inaktivalédtak és nem
pusztultak el. Ez szolgalhat magyarazatul az idoben csokkend metantermelésre. A Bacteria
domain esetén mar jelentdsebb valtozasok voltak megfigyelhetdk, mig az Eukariota domain

tekintetében egyes csoportok szinte teljesen eltlintek az inkubdacio 5. napjara.

Az Osszes mintabol kinyert szekvencidkon tovabbi metagenom elemzéseket végezve,

Osszesen 22 bin-t sikeriilt 0sszeszerelnem, majd azonositanom faj-, illetve nemzetség szinten.

Az egyes binek esetén szamos CAZy gént sikeriilt azonositani, melyek mintegy 90%-a a

Bacteroidia (70%) és Clostridia (18%) csalddokhoz tartozott.

Osszesen 840 glikozil hidrolazt (GH) azonositottam melyek 41 GH csalddba sorolhatok be és
56%-uk 5 GH csaladhoz tartozik (GH3, GHS, GH9, GH31 ¢és GH13).

A Dbinekben azonositott gének alapjan vizsgaltam az egyes binekben felleheté ecetsav
képzOdési tutvonalakat is. Mindharom ecetsav képzOodési ttvonalhoz (oxidativ-, Wood-
Ljungdhal- és glicin szintdz utvonal) kapcsolodd géneket sikeriilt azonositanom, igy
megallapithatd, hogy az azonositott mikroorganizmusok amellett, hogy jelentds poliszacharid-
bontd képességgel rendelkeznek, fontos szerepet tolthetnek be az ecetsav képzddés

folyamatéban is.

Végezetiil pedig igazoltam, hogy mind JBT, mind SZBT esetén az altalam felvazolt séma
alkalmazasdval a benddtartalom biometan potencidl értéke, mintegy 20%-val fokozhato,
ahhoz képest mintha a bend6tartalmat rogton a vagast kovetden biogaz képzésre

alkalmaznank.
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Summary

One of the biggest challenges on the planet Earth to solve the energy-, pollution- and waste
crisis. Fossil fuels are exhausted and can only satisfy the energy demand of mankind just for a
short period of time. Besides, their usage can cause serious environmental problems such as
air-, water, and soil pollutions, as well. Moreover, intensive industrial- and agricultural
activities result in a huge amount of organic wastes all over the world causing organic excess
in the environment. Researchers have to find alternatives and solutions for these problems.
One of the most promising solutions is the application of anaerobic digestion (AD) process
which can convert the organic wastes into energy carriers such as biogas (mostly methane and
carbon-dioxide). This endeavor is consistent with the aims of the circular economy model.
Biogas production is a well-known process which is a widely applied environmentally
friendly technology and suitable for reducing the emission of organic wastes, by-products and
greenhouse gases. AD takes place in four main stages: hydrolysis, acidogenesis, acetogenesis,
and methanogenesis. Throughout the hydrolysis step, the microbial consortium breaks down
the complex biopolymers such as carbohydrates, lipids and proteins into monomers. In the
next steps, the monomers are converted into volatile organic acids then acetic acid and/or CO>
and finally into methane. This biomethane is equivalent — after purification — with the natural
gas and the remaining sludge is suitable as fertilizer in the agriculture due to its high mineral
content. The methane produced from the residual plant materials is carbon neutral considering
that the energy from it is generated by photosynthesis via CO; fixation. Taking all these into
consideration, the AD process provides a good solution for the previously mentioned
environmental problems. Owing to the development of sequencing techniques and
bioinformatics we have a good opportunity to get deeper insight into the microbiological

background of the AD processes.

In my Ph.D. dissertation, | demonstrated that the tomato waste (TW, stems and leaves) and
the sheep- (SRC) and cattle rumen contents (CRC) produced by the agro-industrial operation
are promising substrate for biogas production. Besides, I disclosed the microbial background
and functions of the AD processes with 16S rRNA gene and shotgun metagenomic

sequencing techniques when the fermenters were fed with TW or sRD or cRD.

According to the physico-chemical parameters, TW had lower lignin, hemicellulose content

and C/N ratio than corn stover (CS), so it was a promising substrate for biogas production.
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In batch fermentation experiments, TW was tested as mono- and co-substrate (with CS) and it
was shown that both had the same biomethane potential (BMP) as CS did, which was used as
a control substrate.

In continuous fermentation tests, it was highlighted that the presence of TW apparently
decreased the biogas production both for mono- and co-substrate (with CS) as compared to
the control substrate CS. However, the most important fermentation parameters (pH, Volatile
Organic Acid/Total Inorganic Carbon (VOA/TIC), ammonium-ion cc.) did not differ from the
normal values. According to the literature, tomato plant materials contain flavonoids,
glycoalcaloids (such as tomatine and tomatidine), which are known as antimicrobial and
antifungal agents thereby it might have a negative effect on the microbial activity of the AD
processes and biogas formation.

16S rRNA gene metagenomic sequencing approach was carried out to follow the microbial
compositions when the fermenters were fed with TW as mono- and co-substrate. According to
my results, significant differences were observed in the microbial community in the presence
of TW as compared to that of CS. Besides, the biodiversity was substantially dropped in the

case of TW compared to the control fermenter.

TW is known to contain antimicrobial and antifungal agents such as glycoalcaloids (tomatine
and tomatidine) which can influence the composition of the microbial community thereby the
biomethane formation. In batch fermentation experiments, tomatine and tomatidine were
tested at various concentrations (0.0025-2.5pg/mL). Tomatidine had no effect on biomethane

production, however the tomatine apparently decreased it at 0.025ug/mL and above.

Summary. The TW is a good substrate in batch fermentation or as a co-substrate with CS in a
proper ratio in continuous fermentation. However, further examinations are needed to
maximize the biomethane formation from TW, such as pre-treatment, thermophilic system,

etc.

Moreover, my experiments highlighted and confirmed that in the case of a novel substrate,

continuous fermentation is necessary for evaluation of its long-term effect.

Sheep -, (SRC) and cattle rumen contents (cCRC) have an active hydrolizing and organic acid
producing microbial communities. Therefore, our primary aim was to use the micobial
activity of the rumens for intensifying the biogas production. However, due to the intensive
microbial activity, the usage for inoculation biogas reactors did not performed according to

our expectations. Therefore, | made a concept about the application of residual rumen
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contents as a substrate in biogas fermentation. According to the results, rumen contents are
suitable for organic acid and/or biogas production in a two stage AD process. In the first
stage, the endogenous microbial community pre-digest the RC and converts it into methane
but mainly into organic acids. In stage two, the pre-digested RC and the organic acids are

converted into methane.

Both sRC and cRC have high Total Solid (TS) content so it was needed to dilute the samples
with water to promote easy mixing. Three dilution ratios were tested (1:1, 1:2, 1:3, Vrp:Vwater)
and the amount of the produced organic acid contents was measured. According to my
measurements, the degree of dilution had no effect on organic acid production from one unit

of RC respectively.

In the case of sSRC, the amount of the produced organic acids were two times higher than in
cRC.

Both sRC’s and cRC’s microbiome needed 1-2, at longest but 5 days to achieve the maximal
organic acid production. In parallel, the pH significantly dropped in all cases similarly to the
methane production. Acetic acid, propionic acid and iso-butyric acid were produced in the

largest quantities in the case of both RCs.

Several metagenomic analyses were carried out on the RCs and on the samples which were

collected on the 0., 2" and 5™ day of the first stage.

The microbiomes of rumen samples of the sheep and cattle were compared to each other.
According to the analyses, the most important microbial groups were the same in both cases

thereby the relative incidences of some microbial groups differed.

| examined the changes of the microbiome in the fermenters in the organic acid accumulating
phase. The results have proven that the Archaea domain remained unchanged during the
examined period in the rumen digestates. Therefore, they were likely in inactive forms.
Bacteria domain changes were more prominent while the Eukaryotes have shown a more
drastic decline: some of them completely disappeared from the system by the 5™ day of the

incubation.

Binnig was carried out on all samples pooled. As a result, 22 bins were identified at genus
and/or species level. Their completeness was higher than 70% and their contamination were

lower than 5%.
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Due to the analysis, many Carbohydrate Active Enzyme (CAZy) genes were identified.
Almost 70% of the identified genes belonged to the Bacteroidia and 18 % of them belonged to

the Clostridia families.

Altogether, 840 Glycosyl Hydrolase (GH) genes were identified which were classified into 41
GH families. Overall, 56% of these identified GH genes belonged to 5 different GH families
(GH3, GH5, GH9, GH31, and GH13).

Acetic acid was produced in the highest amount in every case, so genes belonging to the
acetic acid production pathways (oxidative-, Wood-Ljungdhal- and glycine synthase pathway)
searched in the bins. Genes of all three pathways were identified so the microorganisms
genomically identified are probably important members of the organic acid production, as

well.

To summarize this part of my work, the two stage procedure of RC utilization increased the
BMP of sRC and cRC with approximately 20%.
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7. Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretném koszonetemet kifejezni mindazoknak, akik barmilyen forméban is, de
hozzajarultak ahhoz, hogy ezen dolgozat elkésziilhessen!

Szeretném kifejezni haldmat témavezetémnek, Dr. Rakhely Gabornak, aki az elmult évek
alatt odaadodan segitette kutatdsaimat és barmikor fordulhattam hozza tanacsért és szakmai
utmutatasért. Nélkiile ez a doktori dolgozat biztosan nem sziilethetett volna meg.

Szeretnék koszonetet mondani Prof. Dr. Kovacs L. Kornélnak és Dr. Bagi Zoltannak, akik
a biogdzzal kapcsolatos kutatisaimat segitették szakmai precizitasukkal, otleteikkel és jo
tanacsaikkal.

Koszonom Dr. Laczi Krisztiannak, Dr. Wirth Rolandnak és Kakuk Balazsnak, hogy a
metagenomikai elemzések soran a segitsemre voltak.

Kiilon koszonetet szeretnék mondani Dr. Molnar Erikanak, aki a nehéz és reménytelennek
tlind pillanatokban mindig mellettem allt és biztatott, hogy sikeriilni fog, nem szabad feladni,
,meg kell csindlni!”.

Halas vagyok a Biotechnolégiai Tanszék minden jelenlegi és volt munkatarsanak is, akik
az elmult évek alatt szamtalan Otlettel, jO tandccsal és tapasztalattal segitették
kutatdmunkéamat, igy hozzajarulva munkam sikeréhez.

Kiilon koszonom Dr. Nyilasi Andreanak, Erdeiné Dr. Kis Agnesnek, Dr. Kovacs
Etelkanak, Dr. Duzs Agnesnek, Dr. Téth Lilidananak, Dr. Tengélics Rolandnak, Dr.
Galgoczi Laszlonak, Zsiros Szilvianak, Bodor Attilanak, Papp Saroltanak, Bende
Gabornak, Sziics Csillanak, és Bounedjoum Nailanak a szamtalan 6romteli pillanatot, a
sok segitséget, szakmai tanicsot, a beszélgetéseket és a rengeteg tamogatast, amit kaptam
toliik.

Halaval tartozom szakdolgozéimnak is, Ordog Katalinnak, Hédi Barbarinak, Zseni
Mariettanak, Tripolszki Violettanak, Olah Kittinek, Marko Viktérianak, Csihi
Tibornak, Friman Balazsnak, Toth Albertnek és Domokos Antalnak, akik munkajukkal
szintén hozzajarultak nem csak eme dolgozathoz, hanem a jellemem ¢és tapasztalatom
fejléddéséhez is.

Koszonom a lelki tamogatast szegedi barataimnak Martinanak, Tibinek, Akosnak,
Marinak, Doéranak, Erikanak, Zséfinak, akik mindig meghallgattak, tamogattak és erét
adtak a folytatashoz!
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Végiil, de nem utolsé sorban szeretnék kdszonetet mondani a csaladomnak, anyukamnak,
Mamanak, a nagysziileimnek, a testvéremnek, hogy tdmogattak egyetemi tanulméanyaim

alatt és hozzasegitettek ahhoz, hogy azza valjak, aki vagyok!
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