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BEVEZETES

Korunk tarsadalmanak szamos kornyezeti problémaval kell szembenéznie, mint példaul az

egyre novekvd szerves hulladékok mennyisége és azok kezelése, a fosszilis tiizel6anyagok
fokozott hasznalata, ezen készleteink végessége, valamint az azok hasznalatabol ered6
kilonféle kornyezetszennyezések, mint példaul a leveg6-, talaj- és vizszennyezés. Az egyre
novekvd népesség energiaigénye naprol-napra egyre nagyobb és jelentds névekedést mutat
az elmult néhany évtizedben. Mig a globalis energiafelhasznalas 1978-ban mintegy 80.000
Terawatt 6ra (TWh) volt, addig 2018-ra ez a duplajara nétt, mintegy 160.000 TWh-ra. Ezt a
mindegyre novekvdé energiafelhaszndlast napjainkban még legféképpen a fosszilis
tlizel6anyagok elégetésével elégitjiik ki, azonban a becslések alapjan nem megujuld energia
tartalékaink mar csak rovid ideig elegendéek. Ezen tények mellett az égetés sordn az
évmilliokkal ezel6tt megkotott szén-dioxid (CO2) felszabadul és noveli a légkor
lveghazhatasi gazkoncentraciéjat, minek koszonhet6en Kklimavaltozas és globalis
felmelegedés kovetkezik be. Egy 2019-ben megjelent jelentés alapjan, 2017-ben a vilag
energiatermelését 79,7%-ban még mindig a fosszilis tiizel6anyagok elégetésével fedeztiik, a
fennmarad6 20,3%-ot pedig megujuld energiaforrasok felhasznalasabdl. Ennek megfelel6en
korunk kutatéi szamara az egyik legnagyobb kihivast az jelenti, hogy uj, megujuld
energiaforrasokat és technoldgiakat keressenek és dolgozzanak ki, melyek képesek a
fosszilis tiizel6anyagok kivaltasara és kornyezetkimélé modon képesek energiaigénytlink
fenntarthatd6 modon torténd kielégitésére. Szamos megoldas formalédoban van, mint
példaul a természeti erok kiaknazasan alapuld nap-, szél-, viz-, geotermikus energia, a
nuklearis energia, vagy a szerves hulladékok mennyiségének csokkentésére is alkalmas
biomassza alapu energiak. Azonban ezen energiaforrasok is rejtenek magukban
problémakat, melyek jelent6sen befolyasolhatjdk az azokhoz valé hozzaférhetdséget.
Napjainkban a biomasszabdl eldallitott energia a teljes energiaellatas mintegy 9,5%-at,
valamint az 6sszes megujulo energiaforrasbol szarmaztatott energia 70%-at biztositja (Reid
et al, 2020). A biomassza - bizonyos nedvességtartalom alatt - kozvetleniil égetéssel
atalakithat6 hévé, majd elektromossagga vagy kiilonb6zé folyamatok révén akar folyékony
(bioetanol, biobutanol, biodizel) vagy gaz halmazallapotu energiahordozokka (biohidrogén,

biogaz), melyek szamos mddon felhasznalhatéak példaul tizemanyagként, fiitésre,
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elektromos aram eldallitasara, stb. (Creutzig et al, 2015). Dolgozatom szempontjabdl a
legfontosabb hasznositasi moéd a biogaz el6allitasa, mely az anaerob emésztés (Anaerobic
Digestion, AD) soran keletkezik. Az AD soran egy komplex mikrobialis kdzdsség, anaerob
koriilmények kozott alakitja at a szerves anyagokat biogdzza. Ezek a szerves anyagok
lehetnek kifejezetten erre a célra termelt energiandvények, de lehetnek akar ipari
termelésben, mezégazdasagban és lakossagi felhasznalas sordn keletkez6 hulladékok is. A
keletkezd biogaz mennyiségét és mindségét a biogaz fermentorba betaplalt biomassza
tipusa és az oltéanyag fajtaja hatdrozza meg (Senés-Guerrero et al., 2019). El6nye az, hogy
sokféle biomassza alkalmazhaté biogaz eléallitasara, mint példaul telepiilési szennyviziszap,
mez6gazdasagi hulladék, allati eredeti hulladékok, ipari hulladékok, energianévények, stb.
(Anna Schniirer; Asa Jarvis, 2009; Kushkevych et al, 2018). Mivel hulladékok is jol
alkalmazhaték az AD soran, igy kialakult az un. ,waste to biogas”, azaz hulladékbdl biogazt
szemlélet. Ennek jelent6sége abban rejlik, hogy a korabban is emlitett hulladékok jelentds
kockazattal birnak mind a koérnyezet, mind az emberiség tekintetében, ugyanis a
hulladékokban jelen levd patogének, kemikaliak, antibiotikumok és tapanyagok
szennyezhetik a felszini, felszin alatti vizeinket, valamint a talajt is. Mindemellett a szerves
hulladékokbol jelentés mennyiségli metan keletkezik a légmentes lebomlasuk soran, mely,
liveghazhatast okozd gaz van és jelentdsen hozzajarul a globalis felmelegedéshez. Annak
érdekében, hogy az tlveghazhatasi gazkibocsatasunkat és a Kkornyezettszennyezés
kockazatat csokkentsiik sziikség van ezen szerves hulladékok kezelésére kontrollalt
korilmények kozott. A kezelés révén hulladékbol meguijulé energiahordozé allithato elg,
mely révén a cirkularis gazdasagi modell célkitilizéseinek is eleget tudunk tenni, miszerint a
nyersanyagok optimalis felhasznalasa révén a hulladékok mennyisége is csokkenthetd. A
fermentacios maradvany pedig meg mezdgazdasagi alkalmazasokhoz,
talajer6utanpétlashoz felhasznalhatd. Doktori értekezésemben jdmagam is noveényi és allati

eredet(i hulladékok hasznosithat6sagat vizsgaltam biogaz el6allitasa céljabol.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

Szakaszos tizemi fermentacios kisérleteimet 120 ml-es, valamint 500 ml-es zarhat6 szérum
tivegekben végeztem el a VDI sztenderd(ek)nek (Verein Deutscher Ingenieure) megfelelden.
Folyamatos kisérleteim soran pedig 5 literes kisérleti fermentorokat alkalmaztam. A
keletkezd biogaz mennyiségét folyamatos tlizemi fermentacié esetén a Kkészilék
automatikaja rogzitette. A keletkez6 metdn mennyiségét pedig minden esetben
gazkromatografidval vizsgaltam. A fermentaci6 szempontjabol fontos paramétereket pH
mérd, spektrofotométriai alapt analitikai munkaallomas, szén- és nitrogén mérd késziilék,
automata titrator, égeté kemence segitségével hatdroztam meg. A fermentdcié soran
képz6dd szerves savak mindségi és mennyiségi meghatarozasa pedig magas nyomadsu
folyadék kromatograf segitségével tortént. A fermentdcidkhoz sziikséges oltdiszap a
sandorfalvi biogdz {izembdl szdrmazott, a paradicsom ndvényi maradvanyokat a
Novénybiologiai Tanszék biztositotta, mig a bend&tartalmak a gorzsai Husiizem
vagohidjarol szarmaztak. A metagenomikai vizsgalatokhoz szilikséges DNS izolalasat a
ZymoResearch Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Kit segitségével végeztem el, integritdsanak
ellendrzését pedig agaréz gélelektroforézissel. Az egyes mintakbdl izolalt DNS-eken 16S
alapi metagenom szekvenaldst vagy Shotgun teljes metagenom szekvenalast hajtottunk
végre Illumina MiSeq késziiléken az Illumina 4&ltal javasolt protokollok alapjan. A
szekvenalas utan kinyert nyers readek mindségi és mennyiségi analizisét CLC Bio Genomics
Workbench, a trimmelést a Trimmomatic bioinformatikai programok segitségével végeztiik
el. A 16S alapu szekvenalas esetén a readek azonositasat a Onecodex online szoftvercsomag
felhasznalasaval hajtottam végre. Shotgun metagenom szekvenalas esetén tobb
bioinformatikai szoftvert is alkalmaztunk (FastQC, MultiQC, Trimmomatic, Diamond,
MEGAN, MetaSPAdes, MetaQUAST, MetaWRAP, CheckM, GTDB Tk, eggNOG-Mapper, Circos,
Bowtie 2, SAMtools).



AZ ERTEKEZES EREDMENYEI

A fenti tényeket szem el6tt tartva dolgozatomban bemutattam, hogy a mezdgazdasagi-,

illetve ipari termelés kovetkeztében nagy mennyiségben, hulladékként keletkezd
paradicsom névényi maradvany (PNM), valamint juh- és szarvasmarha bend6tartalom (JBT,
SZBT) alkalmazhat6 biogaz el6allitasara. Emellett feltérképeztem a folyamatban szerepet
jatsz6 mikrobidlis kozosségeket 16S rRNS gén alapd amplikon, valamint Shotgun teljes

metagenom szekvenalasokkal.

» A fiziko-kémiai paraméterek meghatarozasa alapjan megallapitast nyert, hogy a PNM
egy igéretes biogaz alapanyag. Szakaszos lizemii fermentaciék soran igazoltam, hogy
a PNM mind mono-, mind pedig kukoricaszarral (KSZ) keverve koszubsztratként
valéban igéretes nyersanyag. Mind mono- , mind koszubsztratként a KSZ-val
megegyez0 biometan potenciallal rendelkezik (egyszeres és kétszeres nyersanyag

bevitel esetén is).

» Folyamatos lizem{ fermentaciés kisérletemben fény derilt arra, hogy a PNM
jelentésen csokkenti a keletkezd biogaz mennyiségét a kontrollként alkalmazott KSZ-
hoz képest, mind mono-, mind pedig kofermentacioban alkalmazva. A fontosabb
fermentaciés  paraméterek  tekintetében (pH,  Osszes  szerves  sav
tartalom/pufferkapacitas (FOS/TAC), NH4* ion koncentraci6) azonban nem volt

megfigyelhet6 eltérés a normal értékekhez képest.

» 16S rRNS gén alapu amplikon szekvenalassal feltérképeztem a PNM alkalmazasa
kovetkeztében bekovetkezd mikrobialis valtozasokat. Igazoltam, hogy a PNM
alkalmazasa esetén, jelentds valtozas kovetkezett be a mikrobialis k6zdsségben,

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

» Szakaszos ilizemi(i fermentaciokban kiilonb6z6 koncentraciékban teszteltem két, a
PNM-ban potencialisan fellelhet6 gliikoalkaloid, a tomatin és a tomatidin biometan
képzddésre gyakorolt hatasat. Kisérleteim soran igazoltam, hogy a tomatin mar
0,025 pg/ml koncentracidéban is gatolja a metan képzdédését. Tomatidin esetén, a

vizsgalt koncentraciok esetén (0,0025 - 2.5 pg/ml) a gatlas nem volt megfigyelhetd.
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Tovabbi vizsgalatok, pl.: termofil rendszer, el6kezelés, alacsonyabb koncentraciéban
val6 alkalmazas, stb., sziikségesek ahhoz, hogy maximalizalni lehessen a PNM-b6l

kinyerhet6 biogdz mennyiségét.

A juh-, (JBT) és a szarvasmarha bendétartalom (SZBT) igen aktiv hidrolitikus és
szerves savképzd mikrobialis kozosséggel bir, mely aktivitasnak kdszonhetben igen
rovid id6 alatt a fermentorok sav-bazis egyensulyat savas irdanyba tolja el, igy a
metanképzddés leall. Ez a megfigyelés nincs 6sszhangban azzal, hogy az irodalomban
a benddtartalmat tobb izben is oltéanyagként alkalmaztak. Ezért azt vizsgaltam meg,
hogy a |BT és az SZBT betdplalasa milyen médon novelte meg a biogaz kihozatalt.
Val6szintisitettem, hogy a benddétartalmak, konnyen felhasznalhaté nyersanyagként

szolgaltak a fermentacids folyamatokban.

JBT és SZBT estén felallitottam egy koncepciét, mely azt mutatja be, hogy ilyen
hulladékok milyen médon lennének hasznosithaték szerves savak, valamint biogaz
eléallitdsra. Ezen tervek alapjdn a bendétartalom hulladék hasznositasa egy
kétlépcsbs fermentacioban valdsul meg, ahol az elsé 1épcsében a benddtartalombél
annak sajat mikroflorajat felhasznalva szerves savakat allitanak el6 a mikrobak,
majd az elsé 1épcsében el6emésztett benddtartalom, illetve a megtermelt szerves

savak a masodik lépcs6ben metanna alakithaték.

Mindkét bendétartalom esetén elmondhat6, hogy a savtermelési szakasz mintegy 5
napig tart, addigra a szerves sav koncentracié eléri a maximumot. Ezzel
parhuzamosan az inkubacidés napok elérehaladtaval mindkét esetben a pH
drasztikusan lecsokken, akarcsak a metantermelés. A legnagyobb mennyiségben
keletkez6 szerves sav mind JBT, mind SZBT esetén az ecetsav, propionsav, illetve az

izovajsav volt.

Osszehasonlitva a két allat bendéjének mikroflérajat, megallapitast nyert, hogy a két
allat esetén a leggyakoribb mikroba csoportok azonosak, azonban az egyes
csoportok el6fordulasi gyakorisaga kisebb-nagyobb mértékben valtozik az allat

fajatol.



» Vizsgaltam az mikrofléra valtozasat az egyes allatok esetén a savtermelési 1épcsé 0.,
2. és 5. napjan, annak érdekében, hogy megallapitsam mely mikroba csoportok
nyernek teret, illetve mely mikroba csoportok szorulnak vissza a felhalmoz6do
szerves savak kovetkeztében. Ezen elemzéseim megmutattak, hogy az Archaea
domain tagjainak el6fordulasi gyakorisaga nem valtozott egyik allat esetén sem, igy
azok valoszinlleg csak inaktivalodtak és nem pusztultak el. A Bacteria domain
esetén mar jelent6sebb valtozasok voltak megfigyelhetdk, mig az Eukariota domain

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

» Az 0sszes mintabol kinyert szekvencidkon tovabbi metagenom elemzéseket végezve,
osszesen 22 bin-t sikeriilt azonositanom faj-, illetve nemzetség szinten, melyekben
szamos CAZy gént sikertllt azonositani. Az azonositott CAZy gének mintegy 90%-a a
Bacteroidia (70%) és Clostridia (18%) osztalyokhoz tartozott. Részletesebben
elemezve ezen géneket, dsszesen 840 glikozil hidrolazt (GH) sikeriilt azonositani
melyek 41 GH csaladba sorolhatok be és 56%-uk 5 GH csaladhoz tartozik (GH3, GH5,
GH9, GH31 és GH13).

» A binekben azonositott gének alapjan vizsgaltam az egyes binekben fellehetd ecetsav
képzb6dési utvonalakat is. Mindharom ecetsav képzddési utvonalhoz (oxidativ-,
Wood-Ljungdhal- és glicin szintaz utvonal) kapcsolddé géneket sikeriilt
azonositanom, igy megallapithato, hogy az azonositott mikroorganizmusok amellett,
hogy jelentds poliszacharid bont6 képességgel rendelkeznek, fontos szerepet

tolthetnek be az ecetsav képzddés folyamataban is.

» Végezetiil pedig igazoltam, hogy mind JBT, mind SZBT esetén az altalam felvazolt
séma alkalmazasaval a bend6tartalom biometan potencial értéke, mintegy 20%-kal
fokozhatd, ahhoz képest, mintha a benddtartalmat rogton a vagast kovetden biogaz

képzésre alkalmaznank.
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