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Roviditések jegyzéke

NGSi Next Generation Sequencifig® v et k e z R/ $agkgeaadg)r 8§ c i
TGS Third Generation Sequenciffgarmadik generaciés szekvenalas)

CoAi Koenzim A

F420i 8-hidroxi-5-deazaflavin

PCRI1 Polymerase Chain ReactigRolimeraz lancreakcio)

SSCP- Single Strand Conformation PolymorphigBgyszalu konforméacios
polimorfizmus)

DGGET Denaturing Gradient Gé&lectrophoresigDenaturalé gélelektroforézis)
FISHT Fluorescent In Situ ¥bridization(Fluoreszcens in situ hibridizacio)
UASB T Upflow Anaerobic Sludge Blank€¢Fermentortipus)

VDI T Verein Deutscher Ingenieu(Egységesitett vizsgalati modszer, VDERiinien
2006).
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EDTAT Etilén-diamintetraecetsav
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gPCRI Quantitative Polymerase Chain Reactififvantitativ PCR)
PTFET Politetrafluoretilén

COGi Clasters of Orthologous Gropunkcionalis fehérje klaszter)
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HS-HTPT1 7 merkaptoheptamil L treonin foszfat
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1. Bevezetés

Napjaink tarsadalméanak gazdasaf@ssszilis energiahordozokolf k Ro | aj , S Z (
foldgéz) alapszik melyek energiafelhnaszndunk 80%éat teszik ki(Omer és mtsai.
2006) Kivaltasuk szukségességét sirgeti a Fold népessegének novekedasezzes
parhuzamasnegyren °© v e igavi €hergiggény. A gazdasagosan kiaknazh&bészilis
energiahordozék a j © vimR& enem fogjk tudni kielégiteni a fogyasztok
energiasziukségletéA fosszilis energiahordozok er seny k ®p ess®g ¢ ket
kitermelés koltségének rohamos ndvekedése miatt veszitiEnekl is riasztébb a
globdlis klimavaltozas jelensége, a fossahergiahordozék fokozott hasznélata miatt a
légkorbe juté Uveghazhatdsi gazok az egész bolygonkon veszélyeztetik az
életfeltételeketEzért akutatok figyelmének kdzéppontjaban méar évek ota a jelenlegi
energiahordozok kivaltasall alternativ, megujuld emwgiahordozokkal melynek
k° s z?©°n lzé&jabBtechnol@yakr o h a mo s aek SZarmgs kuRids foglalkozik
ilyen alternativakkal melyekbena k6z6s pontaz, hogy a energia teljes mértékben
megujulé forrasbdél szarmazik, azaz az alkalmazott alapanyag a fellesmértékében
Yaj r at e rBareemdp @000 Yadvikés mtsai. 2004Balint és mtsai. 2005 harma
ésmtsai.2008).Ezeknek a megujulé energiahordozokmrakasznélata csokkenthetné a
| ®gk°rbe ker ¢l R k 8r caskdinmyaliogas d&llénb kizdslret ts§8 s t
el Rseg?2ten®.

A megujul6 energiahordozok soraba tartozik a szélenergia, a geotermikus energia, a
viz kinetikus energidja (pl.hullam- és arapalymozgasokvagy folyamie r RmY v e k
fotoelektromos technoldgiak, valamint a biomassza felhaszndlasa. A biomassza
hasznositas kulonféle modjai kdzé tartozik a biodizel, bioetdnohidrogénés a
biogadz gyéartasgBai ésmtsai. 2002, Bai 2003, Omer 260 Celik 2008, Kovacs és
mtsa. 2014. Bi o0g8z el R81 1 2t8s8hoz sokf®l e bioma
novényi biomassza, allatirtlék, ipari vagy kommunalis hulladéKBai 2007) A
novenyi hulladéekokrél altalanossagban elmondhato, hbgR a | k edlulog, k a
hemicelluldz valaminta lignin Az § | |bomasszépedadtaldbdna novényi
hulladékoknal nagyobb mennyiségben tartalmaznak kulonféle fehérjéket, zsirokat,
olajokatAbiog 8z gy8rt8s sor8n kel et kez&o6ak. Ar m®K e |
| egegyszer Thb ®s |l egel tmejgdRebbgusbéenygd z)
®s el ektromos ener @doSmaradélot pkdejl selt akjeezrRR fpe-rtnie



mTtr8§gya kiv§gl t §Ge&ni2003Bai 200TKnwaés tédnattal0ongk

A biogéz legnagyobb része metan, maligrmentacbs alapanyamkt - | f¢éggRen a
50-75%at teszi ki, ezen kivil gy anc s ak al a pszéndioddgtt28-48%) ¢ g g Re
es ~12%banegyéb gazt, kénhidrogént, nitrogeegytleteketartalmaz(Gerardi 2003

Bai 2007. A foldgaz tolb mint 90%a met §n, mel y a faffali®@®r t ®k «
Ezt az értéket a biogaz esetén is elérhetjik, ha a keletkezett biogazbdldiozickt
eltavolitjuk (Bai 2007 Kovacs és mtsai. 2014Tisztitas utan a biady gyakorlatilag a
foldgg8zzal egyen®rt®kT fTtR®rt®kkel rende
taplalhab.

R®g-ta i smeretes, hogy a biog8z termelR
hulladéktarol6 telepeken, ahol kialakulhat anaerob kérny&ézeth 8t a bi og8z Kk
folyamat anaerob kérulmények kdzoétt zajlik le, azonban a szerves anlyagtisaban
fakultativ anaerobok is részt veszn@Winter 1984) A k¢l ° nb &nadob any ag
atalakitasdonyolult biokémiai folyamatok lamtata |, mely az erjeszt ®s
°sszet ®t el ®t Rl , v i n &3 ® g dikrBdmanizigugkgzBsEgek
segitségésl torténik. A mikroorganizmusoktevékenysége meghatarozott sorrendben
koveti egymast minden Iépést mas specialis mika csoport végezA Kk ¢l °nb° z R
t2pus¥% mi krob8k egym8sra wutaltak, ®s egyn
szerves mol ekul 8Kk met 8nn8 t°rt®nNR a8t al ak
baktériumok specidlis k6zdssége, melyben mindegyik faj meg tudvélamintolyan
ter mPket hagy hS8tr a, mely a k°ve@WnerzR mik
1984) Az ilyen kdzosségekbemindenmikrobafaj a tulélésért verseey, a gy Rzt e s
kikerlIR fajok, melyek leginkabb képesk az adott korilményekhez adaptalgdni
tulélnek dominansa vahak A nagy szerves molekulaju anyagtabontagabdl egyre
e gy s z esrzTebr bk eepygiletdk jonnek létrea folyamat soran melyeknek
energiatartalma is egyre alacsonyabb, igy mar kevesgaimizmmusszamara nyugnak
tapanyagforragiGerardi 2003)

A szerves anyagok anaerdiiodegradaci@b a n r ®s zt vevR mikro
h8r om f Ibasardhat{dhielke és mtgi. 1988 Kovacs és mtsai. 2014 Az el s R
csoporttagjaia pol i mer ek | ek B ka rfagysnwlekulajuszervee | R's
vegy¢l eteket bont | 8k . kelketz hasgnialip del azk acemgerR 8 1 | 2
bakt ®r i umok <csoportj a, amely szerves sav
hidrogént is termlaek (Wolin 1975, Conradés mtsi. 1985, Thiele éantsai.1988,

Cayol és mtsai. 2002Kovacs és mtsai. 20L4A harmadik csoportot a metanogén
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mikroorganizmusok alkotjgkRka bi og 8z Kk ®t fR komponens®t
di oxi dot Ezelk korojt nlegku®nbdgtetink hidrogenotrof, acetotrof, és
metilotr6f metanogénekeflehat a biogaz termeléssszetetimikrobioldgiai folyamat,
mel yben a biog8z termel R mi kr oor gs&meékz mus o k
végtermékeként keletkezia biogaz(Bryant és mtsai. 1967, Wolirl975, Conradés
mtsai. 1985, Scmidt ésmtsai. 1993 Kovacs és mtsai. 2014

A fR probl ®ma jeeelgidordosdikkal rogyradan vig veszik fel
a versenyt a fosszilis energiahordozokkal. Ezerbioenergetikabam gazdasagos
megoldasok kifejlesztése, valamint a hatékonysag novelése a yimghigb elterjedést
s eg?2t he tmeghadroRd, fontbsgagh. biogdz gyartds szempontjabol az olyan
i smeret ek, mel yek seg?t s®g®Vel megi s mer
mikroorganizmusokat, Yamint ezek funkcioitegyre jobb és hatékonyabb rendszerek
kialakitasatt e s z i k . A enbtagenBmaik&i mikroorganizmusokkozdsséginek
genom analizisttey W fajta | ehetRs®g a mikrobi
amely meghadja az egyes gének szintjfilandelsman 2004)A metagenomikai
modszerek alkalmazasgal olyan ismeretekre tehetlink szert, amelyeknek alkalmazéasa
hat ®konyabb, gazdas8gosabhb bi og§gz ter mel
vezet llyen vizsgalatokkivitelezéséhen a pj ai nkban r en dhésbdke z ®sr e
vagy GeNeatdSequenci ngdin(ale@@bAh avrathaadi k gener
( AT hGenedation Sequencing-T GS 0 ) szekvenlg(Mardist 20e8h no |l - ¢
Metzker 2009 Schadt és mtsai. 201Kovacs és mtsai. 20 4Ezek azeljarasok Uj utat
nyitnak a mikrobalis kézosségek vizsgalatabaf. metagenomikai elemzés soran
teljes kdzosségi NS reprezentalja a templatamit szekvenalassal nukleotid szinten
azonositunk, majd elemzink filogenetikai és funkcionalis szempo(taidis 2008,
Metzker 2009 Pop ésSalzberg 2008) Az Ujgeneraciés szekvenatorok Ujabb és Ujabb
verzidinak megjelenésével a genomik gy or s a negyré &ifinbniRiitabbl ,es
hatékonyabba valik.Az NGS és TGS technologidk Aaltal biztositott hatalmas
me n ny i ada@aglifiazokork er es zt ¢ | |l ehet Rs®g nyzIt n a
valamint evol@iés vizsgalatokra Ezek a vizsgalatokn ® h § ny ®vvel e
elkéelhetetlenek voltakA metagenomikasegitségével belatast nyerhetlmlgének
kozosségebe, amelynek segitségével feltark a sokféle eddig azonositatlan
biog§8zt er mel R mi kr.Aorf gd ryiaznmau degidbbhniiképlopfsmap | R
kulturaban ajelenleg ismereteink szerinnemt e n y ® sigytahokat & klasszikus

mikrobioldgiai eszkdzokkel vizsgalni, jellemezaremtudjuk.
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Napjainkban amodernbiogdz gyarak szubsztratkéB0%-ban kukorica szildzst
hasznalnak (Shildermann 2013zonban a kukorica szildas| R81 | 2t §&a ®s t
egyr e n R, a hkukolica maogazt célu felhasznalasa miatt csokken az
élelmiszertermelésre hasznalhat6 foldtertlet. A biogaz gyartds szempoitataly
| ehet Rs®gek r ej | entékikrargaizenpsekrhasenglatédan. Ebéats z n o
egyre nagyobb ®r dekl Rad &s¢ | magaidibkisen aZkun.vi | 8§ g
Amikroalgai fajok irant. A mikroalg& mikroszkopikusautotrof organizmusokagy €s
fajgazdag csoportjia A mikroalga biomasszahasznositasanak a biogaz gyartas
szempontj 8b- | sz8mos el Rnye wvan a hagyon
szemben. Egyes fajaik képesek megduplazni biomasszajukat 24 6éra alatt, igy joval
nagyobb mennyi s®gT bi omas s z &lajon tenneseteitn k , m
noévénnyelRodolfi és mtsai. 2009 ovabba nincszikséggy omi rt - kra ®s n?©°
szerekre semSokféle vizes kozegben megélnek de az el R8Il 1 2t ott b
vetitett vizigénylkkisebh mint a szarazfoldi névényeknefRichmond 2004) A
mikroal ga bi omassza anaerob f er meetttbgaz - | §n a
mi n R sjably @0-75% metan tartalom mig kukorica szilazs esetében-S0P4).
Megfelel R infrastr ukhbiogazeégended dre8n kedlvat K eezhR
dioxid elnyeletése, ugyania mikroalga fotoszintézis utjaa CO,-ot ismét felvdneti
sgat biomasszajanak névelésére (de Moésimtsai. 2007)igy egyolyankérfolyamat
®p2t het R mégedlacsonyal#misszios eljardssa teheti ldogaz gyartas
technologiapt. Tovabbd a mikroalgakat felhasznalhatjuk biodizel vagy biohidrogén
esetleg mas értékes vegyelet gyartdsara is biomassmfj biogdzad t °r t ®n R
fermentalasae | .RAzt eljaradkat kombinalva sokkal tdbb energiat nyerhetiink

ugyanabbdl a biomasszal{Siialve és mtsaR009, Lakainemi és mtsai. 2011).



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Abiogaz er me | R ekiefepitése s ® g

Az emberi s®g m8r r ®g-ta i stenmészetebmwgds zer v e
k ®p z Rd jlengégétirésos emlékek talalhadba r r - | hogy i dRsz 8m?
10. szdzadban Assziridgbésieal 6. sz 8zadban Perzsi 8ban bic
melegitésére£ vezr edek k e | k ®s Rb b Ya) Yolta 1776édat ed ez t

megdllapitottea mo csar akihg&8&ar kPRpzRdByYy ®ghet R anyag
ben kimutatta a mocsargazbol a metdBai és mtsai. 2002), melynek képletét
Avogadro hatarozta meg 18®&n (fhulz és Eber2005Ez e k ben az i dRkben
termel R mi krob8kr - | m® g amigmeretes,ohbgy a $zenke® m8 s u
anyagok lebontasabafajgazdagmikroba kdztsség vesz részt, mely egy bonyolult
taplaléklancon keresztll 0sszetett szerves anyagdllitphe | R adioxsd Z2%Rmetan

keveréké{(Cirne és mtsai. 2004).

2.1.1 Nagy molekulajuszeves anyagok hidrolizise

Az el sR | ®p®s a nagy mol ekul 8 Y2 anyagok
lebontasa kisebb szerves anyagokkde gyszer T osavik;, a@dirsavaka mi n
alkoholok). Ebben a lépéshen ahyanikrobak jatszanak fontos szerepet, melyek
k¢l o°nb°zR t2pus¥% extr acel(Bayer 8sr mtsai. 200y i me k k

Ezeknek az enzimeknek segitségével képesek hidrolizélni a nagy molekulaja

anyagokat °sszetart - kot ®eeln®tk ek éigy 8kl 5t
melyeket mar képek a sejekf el venni . A |l egt°®bb hidrol 2z
bizonyos tipust exoenzimeiud el R8I | 2t ani , 2 gy ahhoz h o

mol ekul 8kat tart al mamr ldbomblhassamagazdag enikrobae g f e | e
k6zosségre van szikség. A bomlas sebessége a hidrolizis fazisban figg a szubsztrat
jell eg®t RI . A cellul -z, ®s hemi cfehérigl@a | - z b

és zsiroké (Warren 1996).
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2.1.2 Savk®pzR szakasz

A hidrolizgl: t°rzsek ferment8ci-s term
alakitjak tovabb. Ebben a szakaszhatalhatd alegdsszetetteblmnikroba kdzésség,
ugyanis itt sokf ®l e anyag fel hag¢Colhefgl §8s &8r a
1988, Mclnerney 1988) Ebben a szakaszbdnR k ®n t I | | ®kko(ecgtsavs z er v e
proprionsav, vaj sav) , nem il |l ®kony savak
zsirsavak), alkoholok, amma@ni széndioxid, és hidrogén keletkenek Az, hogy
pontosan raly anyagok milyen aranybakeletkezneka szubsztitédl, a kornyezeti
felt®t el R®RRS ®k(Ipd és,a kdhésséghdrBRsY R mi kr oba c¢csor
fugg. (Madigan és Martinko 2006).

2.1.3 Met8ntermel R szakasz

Ebben a szakaszban torténik a metanogenemelyet specidlisarchaeakaz un.
metanogémikroorganizmusokvégeznek Ezeknek az organizmusoknak legfontosabb
szubsztratjai a szédioxid, a hidrogén és az acetat, de mas anyagokat is, raldéapl
metil-aminokat, bizonyos alkoholokat és formiatot is képesek felhasznalni
metantermelésre.Ezek a mikroorganizmusok oxigénre érzékenyek, sejtfaluk
kulonlegesmembranjuke g y e d i | i p Brkm fartabnazemum@inhsavat {Zeikus

1977). Talajban, izi kérnyezé b e n em®szt R pslzerarle®@dRBRdeRb
dsszetett gyomrabade a human bélfléraban isjegtalalhatéakdA metanogének harom

fR csoportj 8t k¢l °nbeoztetj ¢k meg. Az acet
metantermelésre  me laysdemsién kotésekben tarolt kémiai enétgnyerik ki

(Zinder 1993) Ez a folyamata Wood-Ljungdahl atvonalon keresztibrténik, melynek

soran az acetatot ace@lbA-va alakitjak foszfotranszacetilaz és acetat kinaz
segitségével (Ferry 1997). A sz@monoxid dehidrogenaz az acelibA-t metil
csoportokra, C&a és CoAra bontja (Grahame és mtsai. 1991). A folyamat végén a CO
oxidalodik szérndioxidda, ez elektronokat biztosit a metil gyokok metanna vald
redukciojahoz (Fischer és Thauer 199A). hidrogenotréf metanogének CQ-ot

metanna redulk, mely folyamatbara hidrogén elektron donorként szolg&hauer

€s mtsai. 2008) Ebben a folyamatban aCO, redukciés uatvonal az N
karboximetanofundf or mi | met anof ur 8nng8 t°rt®nNR reduk
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er Rt a&hidiexd3Rdeazaflavin koenzimen keresztil a hidrogenazok biztositjak.
A kozponti elektronhordozé a hidrogenotrof metanogénekben az F420 (Deppenmeier é€s

mtsai.1996). A metilotrofok me t i | csoportokkal rendel kez
metilamin) hasznalnak fel szubsztratként, rbeR | met 8§nt ter mel nek
2002). A metilotréf dtvonal sordn ame t i | C S 0 @ro a tmet&nol:5e | Rs z
hidroxibenzimidazolil metiltranszferazhoz kapcsalal majd onnan

tetrahidrometanopterin  segitségével metiltranszferazra hekil Ezutan a metil
csqortok CH-na redukalédnak, melyhez az4EO bi zt os 2 t r eggles k 8§ |
metanogének tobbféle ngeh t e rumenbdldR is képesek folytatni, ezeket mixotrof

metanogéneknek nevezzik.metan er me |l Rk r e pr o d uakbaktériusn i d e ¢

torzsekénél3-50 nap hRmM®r s®k| et t RI f¢éggRen), ez®
hossz% retenci - s(Liuéd Rithmman 2608)EzEk az Ardhawa flajoki
egyedi szerkezeti ®s funkcion8lis tul ajd
legérzékenyebbtqgai , 2 gy a me tmalyek gi@attek la fermentaa@dban R k ,

bek®vetkezR zavarokban ( p(Bhevé imtsa. 288 Liu m®r g
és Withman 2008)

2.2 Biog8z tekmoiekular® vilsgalatais s ®g

A biogaz termelésf ol yamat §ban r ®s zt vevR faj ok
jel ent Rs®ggel bz2r, u g gra,nhogy az egyes fajékvhmlt k e z t
helyezkednek el a taplaléklancban, milyen feladatot lathatnak elv 8 bb &8 | ehet

nyilik arra, hogy a folyamatot, hatékahbé tegyltkA bi o0g8z ter mel R
°sszet ®t el ®nek DNS al ap¥ meghat 8r oz8s 8r .
rendel kez®sre. Az el sR a t élegejsllegketezdgers s ®g ¢

szekvencian keresztiil), a masik stratégia atelj@léif k° z°ss®g vi zsgs§l a

2.2.1 Biog8z ter mel Rélantvizsgabab rBddszecel z °© s s ®g ®n e k

A biog8z t e rcarmettvizZBgalktPnmodszeri®iyan technikakat fogket
magukban, amelgk a teljes k6z6sség genetikai informaciojanak egy réazégaljak

(nem metagenomikai eljarasok)
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2.2.1.1A 16S rRNSt k6doldé DNS szakasz vizsgalata

Ez az eljaraCRt hasznal fel, hogy a szelektalni kivant rég@isokszoroza a
genomi DNSb R & kimutathatésag érdekébeAz egyik kedvelt célpont a 16S
ribosdmalis RNSt kodol6 DNS szakasEz a génszakasz minden Eubacterien és
Archaeaban megtaldlhatome | v egyedi azon &aamlekdlarist e s z
marker gént hasznak fel anaerob biogaz fermentor mikrobidlis vizsgalat&askin és
mtsai. 1995). Az oligonukleotid prébadk a metanogének és szulfatredukalé mikrobak
csoportjanak 16S rRNBkddold DNS egyesszakasait vizsgéltdk Az eredmények
alapjan a szulfat redukcioban esulfovibrio és Desulfobulbusnemzetségekoltak
dominansak, illetve aDesulfobacter és Desulfobacterium nemzetségekkisebb
mennyiségbenaltak jelen. A metanogérk kdzott pediga Methanosarcinaleendvolt
a dominansmelynek tagjai a metanogenermndharom Utvonalat képesek hasznalni
Griffin és munkatarsahasonlé eredményre jutottaz emlitett marker gént hasznakva
metanogénelgyakorisagat | | et R e KisérletlikBen 8nixotréf Methanosarcina
nemzetségvolt talnyomo tébbségben, mig csak hidrogenotréf Utvonalat hasznalo
Methanobacteriaceaesaladjdba tartozdnetanogénekhattérbe szorultakA tovabbi
vizsgalatokriboszomélis RNS kdédol6 DNSalapu oligonukleotid prébai ugyancsak
kulonféle metanogéneket vektcélba (McMahon és mtsai. 2008z eredméngk az
e | R z kki®édrlet sorozatotAmagtottak ala, miszerint aMethanoarcina nemzetség
felel Rs | egi hiscggztelmentoakbam arreetérr terrheléséért. Azonban a
16SrRNSt kodolo DNS szakaszizsgalatokezekkel ellentétes eredményeket is hoztak
az Archaea doménben. Des éskutatdécsoportjaa hidrogenotrofMethanobacterium
nemzetségetialaltdk dominansnak (20015zerintik @ acetotrofMethanoseatit csak
masodlagos szepet kapak a metantermelésime Fontos szerepet tulajdonitottak a
fermentacioban a Firmicutes és a Bacteroides torzsglfainak McHugh és
munkatarsai k ¢ | ° nb° z R emR m&iT &fokb#R®rokban az acetotrof
Methanosaeta fajok dominanciajat fetg meg (2003)Ezzel ellentétben Collins és
munkacsoportjaegy mezofil reaktorbara Methanosarcinanemzetségagjait talalta
dominansnak (2003)Ujabb eredményekazt tamaszttak ala, hogy a dominans
metanogének a hidrogenotréfok csoportjaba tartoznanezofil biogaz fenentorban
(Liu és mtsai. 2009Bergmann és mtsai. 20110
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2.2.1.2A Metil koenzim M redukta? szakaszanak vizsgalata

A 16S rRNSt kédolo DNS vizsgalat alternativajaként létez mas specialis gék
is. llyen az mcrA gén, mely a metanogenezis egyik kudteimét a metil koenzim M
reduktdz A-t kodolja amely az Archae&on belll csak a metanogén kozdsségre
j el | @uton Bs mtsai. 2002Ezt a specialis géns tbbbenhasznakik a biogaz
reaktor metanogén kozosségének vizsgalatara (Rastogi €s mtsai A2608s mtsai.
2013. Rastogi és kutatocsoportja munkajukban a reaktor mTk° d®s «
i d R Almam izsgaltdk a metanogének 6sszetételének valtozasat. Mindk®p oant b a n
hidrogenotrof Methanomicrobiales rend tagjai voltak tébbségben, az begyik
Methanosarcinales a maéasikban a Methanobacteriales rend kovette a
Methananicrobialesrendet Masoke t t R ereslhéngRet kaptak (Zhu és mtsai.
2011). Azt talaltdk hogy a Methanobacteriales rend van tobbségben a
Methanomicrobiales éMethanosarcinake rendek felett. Tehat a két munka egyetért
abban, hogy a hidrogenotréf metanogenezis vezeti a metantermelést a mixotréf
Methanosarcinales rend helyett, azonban a hidrogenotréf rendek dominanciajaban nem
mutattak ki egyezéstK ® s Rb b i t a rhidrbgerstrof ylatvdnal dominanciajat
me g e r Rkarhpmank éstitsai. 2012, Barret és mtsai. 2013). Ezekmank& a
Met hanomi crobiales rend k®pvisel Rit mutat:t

2.2.13 SSCP &ingle StrandConformationPolymorphism) vizsgéalatok

Ez az un. genetikai ujjlenyomat modszer az egyszali DNS szerkezeti
tulajdonsagain alapszik. A modszer alapelve, hogy az egyszali DNS fragmenrtumok
mel yek k¢l °nb®zR nukl e edgyedi m&éadlagoe szatkezetet r e n
vesznek fel. A PCR terméket denaturdljak az ldik@cio utan, majd az egyszall
konformaciok szétvalasztasa nem denaturalé poliakrilamid gélen, vagy kapillaris
gélelektroforézis segitségével torténik (Hiss és mtsai. 1998CP technoldgiat
alkalmazék munkapk sorarDelbés éskollégai Laboratériumianaerobfermentorukban
Spirochaetes és Clostridia fajokat detektaltak (20Q6xlerc éskutatdécsoportjaegy
mezofil kisérleti reaktor metanogén kodzosségét vizsgaltak. Megfigyelték, hogy a
k2s®rl et i dRt art ama al att a me thaa og ®n
Met hanomicrobi a k®pvi sel Ri domi n8nsak,

Methanobacteriurok keriilnek tébbségbe (Leclerc és mtsai. 20@hHachkhiani és
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munkatarsai termofil bach fermentorukban a hidrogenotréf Methanoculleus
nemzetségetalalttk d o mi n8nsnak. A Bacteri as todzebm®n b en
tartoz6 Bacillus fajokat azonositottak Qhachkhiani és mtsai. 2004kgy termofil
szennyv?2ziszappal mTk° dR r e a kkutatdtsoporgat a n o g G
Eredményeik alapjan azArchaea k° z° s s ®g a fké& k diogenotrof
Methanothermobacteés Methanoculleudajok k ® p v i s &@ltl NRegfigyRIték, hogy

mT k ° d& Methanoculleusnemzetségkeriilt tdbbségbe (Hori és mtsai. 2008)

hi drogenotr - f me t a n kgki®aw eaketotjofek felettt BRE® §s® t el
munkatarsaiis. Eredményeik szerint a Methanosarcinacesedaddomindl, valamint

jel ent Rs mennyi s ®mgribetdM®26fajbazondsitottak. €supaa bgy s
acetotrof Methanosaetacea®sztalyba tartozd szekvenciat talaltak termofil
fermentorukban (Bauer és mtsai. 200@hif €s munkacsoportjegy anaerob membran

bioreaktor mikrobialis kozosségét vizsgaltak. Eredményeik ramtattdk, hogy a

Bacteria doménen belll a Bacteroides, Firmicutes, Synergistetes és Proteobacteria

k ® p v ideng@nalikak, mig az Archaea doménbeltentétben a fenti tanulmanyokkal

az acetotroMethanosaet& (Mnif és mtsai. 2012).

2.2.14 DGGE DenaturingGradientGel Electrophoresis) vizsgalatok

Az U(gynevezettgenetikai ujjlenyomat modszerek kozé tartozik a denaturald
gr8diens g®l elektrofor®zi s ( DGGE) I S . Az
ter m®k ek szekvenci 8i neml!l awazdifiois a kh, Rm®@rgsyy®
rendelkeznek. A PCR terméket poliakrilamid gélenegy denaturalé agen@dtarbamid,
formamid) tartalmazé gradienseseeparalldkEz ut 8n a megf el el R s 8v
g®I bRI , ampl i f i kE8tla m@&zerthasznaltakel kukesegabriezofg k .

(37°C) eés termofil (55°C) kisérleti reaktdr mikrobidlis vizsgalatara A
Methanomicrobiales rendet talaltdk mindkét koralmény kozott gykgribbnaka
Methanobacteriales és Methanococcales felett (L&u mtsai. 2002). Termofil
korilmények kdzoétta Methanoculleusnemzetséglominancigjat mutattak ki Tang és
munkatarsaial 8t 8§ masztva a hidr ogenottmrdmiényeiket an o
alapjan aBacteria domgbena Fi r mi c ut e s a dominansak2004PWeiss s e | R
és nunkatarsatermofil kbrilmények kozott alatdmas#fik a Firmicutes torzs, illetve a
Methanobacteriales és Methanomicrobiales e&ndlominanciajat(2008). Hwang és
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kutatécsoportjdDGGE technikat alkalmazva mezofil (37°C) batch fermertoan a

mi xotr-f Methanosarcinales rend k®pviselR
és Methanomicrobiales rendak szemben (20087 fentiekkel ellentétben Supaphol és
munkatarsaimezofil fermentorbaraz acetotr6fMethanosaetanemzetségk ® pvi s el Ri t
talaltdk dominansnak, bar a Firmicutes térzs dominancigjat ez a munka is alatamasztja
(2011).

2.2.1.5Fluoregcens In Situ Hibridizacios vizsgalatok

Egy masik eljaras a FISHFluorescentn Situ Hybridization), mely a filogenet#i
Osszetétel vizsgalatat teljes sejt hibridizacion keresztil flaceesen jeldlt
oligonukleotid probak segitségével végzi. Ez a modszer is az egyes filogenetikai
csoportokra jellemzR speci 8lis g®nek | ®t
hasonléan héanya, hogy ismeretlen gének vagy nem célpont mikrobak azonositasat
nem teszi |l ehet Rv®. Azonban gyors ®s egys
kimutatasara, valamint a sejtszamra is kovetkeztethetiink (Price 1993). FISH
technolégiat alkalmazott Sikichi és kutatocsoportja is (1999). Munkajukban egy
mezofil és egy termofil UASBUpflow AnaerobicSludgeBlanket) fermentor mikroba
kozbsségét vizsgaltak. Kimutattdk, hogy a fermentor granulumainak belsejében az
acetotrof Methanosaetanemzetségvan tobbggben, melyeket #Methanobacterium
MethanospirillumésMethanosarcinanemzetségkk ® pvi s el Ri k°vetnek.
alkalmazva Karakashev és munkatarsai ugyancsak arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy
az acetotrof utvonal a domindns a metanogenezisben (2006), eredményeik a
Methanosaetanemzetségd o mi nanci 8j 8§t e r éR,s Aogye magask . M e
ammonia és illékony szerves sav koncentracio melldftethanosarcinanemzetség
mig alacsony ammonia és illékony szerves sav tartalom melldfiethanosaeta
nemzetséeg dominans (Karakashev és mtsai. 2005). A FISH technolégiat alkalmazva
san egy®rtel mTek a metanog®n mikrob8k k°z®°
kollégai a hidrogenotrof metanogenezis dominanciégéltak az acetotrof helyett
(2009). Banks és munkatarsai a FISH modszerrel szintén a hidrogenotrof Gtvonal
k®pvi sel®Ri tkiemel met 8n ter mel ®s ®ben R szc¢
kut at -csopoettk ] @a megemoRenhtotr - f ok jteklaent Rs ®
Bactéria doménben a Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria térzsek dominancidjat
(2012).
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2.2.2 Teljes kopsségi vizsgalatok

Az automatizalt &h ger szekven&®l §Rt g@ghem§ §bano As z
technikanak nevezikMetzker 2009, Schadt és mtsai. 20K@vacs és mtsai. 20L4A
szekven8l 8si t ec hn oalgeaagnikdtikdongaya@ masodikiGSt Rd ®s ®
Next Generation Sequencing) majd a legujabb fejlesztések alapjan a harmadik
generaciog TGS Third GeneratiornSequencingkzekvenatorolltal (j korszakba lépett
A metagenonka, azaz a teljes kozosségi vizsgalatok korébe tartoznak azok a
modszerekmelyek egy adott minta teljes genetikai informadartalmatvizsgalpk.

Enneks eg?2t s®g ®v el teljes k®pet kaphatunk eg
DNS szekvenciakat egdil e ol vas8sokk®nt veaegybedeglghgRl DN:
szakaszokkéntun. kontigokként hasznalatjuk filogenetikai vagy funkcionalis
vizsgalatokra Szamos eszkoz all rendelkezésre metagenom adatok elemzésére. Egy
kozOsség Osszetételére kovetkeztethetiink kdzvetlenll a nukleotid szekvenciabdl (Huson

és mtsai. 2007, Brady &alzberg 2009)a fehérje domént kédold szekvencidkbdl (Finn

és mtsai. 2010), vagy16S rRNSt kddolé DNS szakaskb6l (Schloss és mtsai. 2009).

Az el emz®sekbRI kapott eredm®nyeanéreetitkr el at :
(relativ fajmennyiség egyméshoz viszonyitott tobbség/kisebbségx Ujgeneracios
szekvenatorok ec hnol - gi 8ja a j°vRben v8rhat. -an t
vonja az adatok ki ®rt®kel ®s®r e hasznglt b
ban azadenovirus DNSnek megfejtésével azekvenalasi technoldgibelépett a
k°vetkezR korszakba. Ezt a munk 8§t a Roc
v®gezt ®k, me | ay rentkailhneglysRkam@s zteektvteen 81 8 s i reakec

monitorozasatMargulies éantsai. 2005)Az6ta mar szamos Ujgeneracios technoldgia

| 8t ot t napvil 8got , mel yek k¢l onf ®I e me
k°vetkezRkben a dés Imyinkama sobha rhaszeéddmékyenakrsi t
technoldga tipusokat i | | et v e anikioba kdogo§seg nmetagenom IsrRereteit
mutatom be.

2.2.2.1 Szintézis alapu szekvenalas

A szintézis alapu szekvenalasi technolégia Iényege, hogy a DNS polimeraz altal
végzett nukleotid beépéseket fotokémiai és/vagy fluomeens rendszerrel kodvetik
nyomon (Kovacs és mtsai. 2014)Ebbe a kategoridba tartozik a RecHd54
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piroszekvenatoraA s z e k v e n 8ninfag | B k RIorar? at DBIS fragmentumokat
adapterekke(rovid mesterséges DNS szakasstajpk el majd ePCR (emulzitBCR)
segitségével viplaj emulziébamikrogyongyokonkonyvtarakat hoznak Iétréeg¢amon
2003,Margulies és mtsai. 200Bentley és mtsai. 2008ezzelf e | e raRzeRvenalds
sor8n kapott jelerRss®get. &SBXAitapum)y os z ek
200-400bp hosszusagu leolvasasokat kégxiteljes kimeneteli szekvencia mennyiség
atlagosan300 é€s500Mbp kozo6tt mozog A 454 megbizhatésaga a vizsgalt DNS
homopolimer szakaszainak hosszatél fligg, ugyamigl hosszabb ez a szakasz az
annalnegativabbaiefolyasolja a hibaaranyMarguiles és mtsai. 2005, Huse és mtsai.

2007) A piroszekvens8tor 8l tal k Gaktzvweten t hos
felhasznalast filogenetikai, vagy funkcionalis elemzébminformatikai szoftverek

sedtsegével.

2.2.2.2 Ligalas alapu szekvenalas

A legtdbb szekvenator megbizhatésaga a DNS polimeraz nukleotid specificitasatol
és a beépités pontossagatdl fligg. Az Applied Biosystem SO&dquéncing by
OligonucleotideLigation andDetectior) szekvenatorgolimeraz helyettDNS ligazt
hasznal a DNS fragmentumok masolasara (Durfee és mtsai. 2008, Sivastan €s mtsai.
2008).Amintae |l Rk ®s z2t ®s e P CRafagmpiAtunek@bglapterekkel t © r t @
vald ellatas utamikrogyongyokhoz kétott primerekhez hibzdijak (hasonléan a 454
el Rk ®sz2t ®si me ¢ h ani z ma BNShligaznpkleotidok helget k v e n 8
fluorezcensen jelolprobak 6sszekotésevepiti fel a komplementaris széalat. Minden
egyes templé@t a rendszer t°bbszor szekyve-tbésl | mi r
pozciéju primer segitségével.A t°bbszori | eol vas8sokna
szekvenalandé DNS minden egyes nukleotidjat kétszer olvassa le a rendszer, igy igen
magas megbizhatésagot koélcsondézaenak. A SOLID rovid 3%0 nukleotid
hosszUsagu masolatokat készit, azonban szekvencia kihoattahan60-100Gbp,
mely jéval magasabb a 4%hél (Voelkerding és mtsai. 2009 révid leolvasasokat
gyakorlatban filogenetikai vagy funkcionalis vizsghtaz kontigokba i{n silico

leolvaséas 0sszeszerelés) rendezik dbsraformatikai szoftverek segitségével.
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2.2.2.3Masodik és harmadik generéacios szekvenalasi technoldgiak hataran

Az NGS és TGStechnologiakkozott helyezkedik el a Life Technologies lon
Torrent PGM szekvenéatora.Az lon Torrent szekvenalé berendezés egy nagy
®r z®kenys®gT f®l vezetR chip seg2ts®g®vel
felszabaduld hidrogén ionokdz a fajta eljaraszsikségtelenné teszi a szintézis soran
felszabaduld fény detektalasét, igy olcs6bba, gyorsabbé téve a folyéRattdierg és
mtsai. 2011) Habar ez a technolégia egy masik megkozelitése a DNS nukleotid
0sszetételének meghatarozasara, mégis a tobbi Ujgeneracids szekvenatorhoz hasonléan
nukl eotid detekt 8§l §s seallRkmEkafahti@kben taigyalt e t v e
lépéseken keresztll ténik. Az lon Torrent hasonléan a 4piroszekvenator egyes
tipusaihoz100-400bp hosszUsagu leolvsasokat készit

2224Abi 0g8z ter mel R mi k rmetagerpmikai vzsgdlatga k © z ° s s ¢

Az Ujgenerécids szekvenatorok utat nyaokk a b i o gaBaerobtmekrbane | R
kozosségek Osszetételének asnikrobak kozotti kapcsolatokk avizsgalafban A
szakmai i r odaled mdRzamolokbanh biagdz hparbaR leggyakrabban
hasznalt allati Urtk észold biomassa, tipikusan silokukoria keverékéthasznosito
mezofil biogaziizermek mikroba kézdsségét zsgaltadk (Schliiter és mtsai. 2008, Krause
és mtsai. 2008, Krober és mtsai. 2009, Jeanicke és mtsa). B2ekben anunkakban
két hasonlopiroszekvenatort hasztak a 454 GS FL>&t és a 454Titaniumot. A
Titanium atlagos leolvasasi hossza valamivel tébb, mint a GS-&LMXalamint a
kihozatala is magasabb (a GS FLX atlagos leolvasasi hossza25@0kleotid, mig a
Titanium ~3506400 nukleotid hosszUsagu leolvasdsokat készit). A készgkpenator
szolgéltatta leolvasasok&btzvetleni] kontig 6sszeszerelés nélkil hasonlitottak 6ssze
k¢l ©°nb°z R aAzataoszoroskorielacat mutattak.

A Bacteria doménen belil a két szekvenator nyujtoitdiormacio szerinta
Clostidia osztdy k ®p vi s el Ri vol t ak a | egnagyobb
fermentookban. A Clostridumok hatékony cellulbonté tlajdonsagokkal
rendelkeznek (Jeanicke és mtsai. 20ligy jelenlétik esszencialis a lignocelluloz
tartalma szubsztratok bontasaban. Ugyancsakrismé e s er r Rl ogyigen os zt §

valtozatos anyagcsereutakat tudnak megvaldsitani éss z 8§ mo s Kepvi sel
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hidrogén er mel R akti vit8ssal is rendelkezik. A
a poliszeghar i dok bont 8s8ban | egj el @asttidRimme b b C
thermocellum C. cellulolyticum és Caldicellulosiruptor saccharolyticusfuiggetlendl

attol, hogymelyik piroszekvenatoadataitvesszukalapul.

A Bacteriadoménhezhasonl@n e g y b e cesedmégyRkekaptak az Archaea
doménbernis. A 454 GS FLX ésTitanium adataiszerinta Methanomicrobialesend a
legelterjedteblrsoportaz Archaeak kdzo6tt. A Methanomicrobialesendk ® pvi s el Ri ne
mindegyike hidrogenotrof metanogén, melyek a széndioxidot redukajak, ehhez
elektron donorként hidrogént hasznélnak. Ebben a taxonban a Methanoculleus
nemzetséd/ethanoculleusnarisnigrivolt tiInyométébbségben

A két Ujgeneracioszekvenatondatainakbsszegzésekéthatelmondhatéhogy a
Firmicutesés a Bacteroidegtrzsektagjai nagy mennyiségbemwvannakjelen a vizsgalt
mezofil biogazfermentorbanigy fontosszerepejatszhatnaka névényibiomasszamint
szubsztrabontdsdbanAz Archaeadoménbera Methanomicrobiasrendtagjaivannak
tulnyométdbbségbemmelyekhidrogenotroimetanogének.

Kukorica siloval taplalt mezofil reaktorbana Clostridiales,Bacteroidalesendek
dominancigjatHanreichésmunkatarsame g e r R813)t454IGS FLX segitségével
végzettvizsgalatukalapjana Clostridialesrend tagjai f e | e ledinkéblka celluloz
bontasédért,mig a masodlagosfermentacidérta Bacteroidalesrend. Az Archaea
doménben a Methanomicrobiales, MethanobacterialesMethanosarcinalesrendek
dominanciajatmutattakki, azonbana hidrogenotréfmetanogenezissel gy e n ®r t ®k T n ¢
tekintik azacetotrofutvonalj e | e n tARnet@&gg@rielkranyaafermentorbarcsupan
4% volt, me | y &rrR kovetkeztettek,hogy a metanogénekmetabolikus aktivitasa
magasarendszerben.

Sundbergésmunkatarsa2l lizemim® r biogdzfermentormikrobialis kozosségét
elemeztéka 16S rRNS gén vizsgalatan keresztil 454 GS FLX piroszekvenator
segitségéve(2013). Ezenreaktorokkdzil hét (hat mezofil és egy termofil) szennyviz
iszappalés 14 (10 mezofi és4 termofil) kil © n b szsRz e hioBassezEvVagohidi,
éttermi, és haztartasbelihulladéR kofermentacidjavalm T k 8ttd Az eredmények
alapjana bakterialisk6zdsségminden esetbennagyobbszamués fajgazdagablbvolt,
mint az archeakkozosségeT orzsszintena szennyvizszappaim T k ° relalkorokbaraz
Actinobacteria, Proteobacteria,Chloroflexi, Spirochetesés Euryarcheoatk voltak
tobbségben,mig a k ¢ | © n WSszett biomasszavalmT k © de&ktorokban a

Firmicutesvolt dominans A leggyakrabbare | R f obakinuim osztalya Clostridia
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volt ezekbena reaktookban.A szennyviziszappalm T k ° rdaRtorokbaraz acetotrof

metanogénekoltak tobbségbenmig a kofermentéaciodermentorokbara hidrogenotrof

Metharoculleusés Methanobrevibactefajok. Az acetotréfmetanogénekelativ hianya

a kofermentaciotv ® g ferRentorokbanarra utalt, hogy az acetatbolt ° r tm@tanR
el R8I | & 4ziBt6fikua macetat oxidalok vesznekf R k ®bszt a valtozatosabb
° s s z e thi@masstaValmT k © deBktorokban. Tehat a mikrobialis k6z6sség

Osszetételdt R k &spubsztrabsszetéte ésafermentacioh R m® r pefokydsealja.

2.3 Mikroalga biomassza, mint alternativ szulbizt

Ma a legtbbb me z R g a z Wiogér 8igemben kukorica szilazés tragyat
hasznalnak R b i osmubsztsitkémtA kukorica szilazs termesztési és feldolgozasi
8ra wegyre nR, val amint b iasa gnfat csékkeR &2 | 2t §
élelmiszetermelésre hasznalhatd foldtertlat.mikroalgakegy lehetséges alternativat
nyGjithatnak asilé kukorica kivaltdsaraA mi kr oal g8k at koedtt®p 2 t R
taldlunk lipideket, fehérjéket,szénhidratokat tovabba mas értékes anyagokat
(antioxidansokat, zsirsavakat, vitamingkahelyekmind kivalé tapanyagok a biogaz
t er mmikréba kozosségszamara (Schmidbtraiger 2009. Tovabbi pozitiv
tul ajdons8ga a mikroal g8k anaerob ferment ¢
bioghz magsabb metan tartalommal rendelkezik60-75%), mint a ndvényi
bi omassz8b - | (Den $champhelari® ésgrszl009, valamint az ilyen
modon keletkezett biogaz kevebeként tartalmaz, melykén a gazmotorokéletidejét
karosan befolyasolja (Sun és mtsai. 2002Az mikroalga anaerob bomlasanak
hatékonysag tobbek kozottfliigg azok betaplalasmodjatol a mikroalga fajatdl,
sejtfaluk vastagsagatog pH-t6l, ah Rm®r s ®k | et t R @Kovaes ésr et e n C
mtsai. 2014)

2.3.1 Mikroalgak anaerob fermentacioja

A mikroalga biomasszaval valé biogaz termelés csekély szésgrleti adatra
tamaszkodik de torténete mégis tobb mint 50 évre nyudlik vissza. Golueke és
munkatarsai munkajukbacenedesmusp. és Chlorella sp. zold algak keverélét
hasznalik fel anaerolfermentorok taplalasara. Arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a

legjobb emésztési teljesitméng1-30 nap utan50°CGon kovetkezik be llyen

21



kortlmények kozott(20 literes fermentorban, melyben lifed volt a fermentacios
térfogat)~227 liter biogazt ternteek, melhben71 liter CQ, 142 literCH,, 14 literH,,
nitrogén & egyéb gazok o | t a k (B&ueke &g nRdai. 19h@Vidsokvizsgaltak a
k¢l °nb°zR mi kroalga fajok biomassz8j 8b- |
fermentécid stabilitasdtUziel és mtsai. 1974Keenan1977 Binot és mtsai. 1978,
Samson és mtsai. 198Becker és mtsai. 1983, Klaus és mtsai. 1984, Hernandez és
mtsai. 1993 Napjainkban is kutatas targga a témaMezofil korilmények kdzott &t
k¢l ©nb?° zthikrealgafa anaeroth ferment#djat 6sszehasonlitvéédes és sos
vizi algdkat valamint cianobaktériumokaty biomasszpkbol szarmaz6 biogdz CH
tartalma atlagosan-¥3%-al volt magasabb, mint a kukorica szilbbsszarmazé biogaz
esettbenAz onban a bkgeSzet MerRyi s®ge a k¢l °nb°z
esetében H0%al alacsonyabb valtA legjobb biogaz hozaat a Chlamydomonas
reinhardtii szubsztratként valé felhasznalasakor sikerilt el@vissgnug és mtsai.
2010) Megfigyelték, hogy a biogazozamdsszefliggésben van a miktga sejtfalanak
vastagsagaval, valamint azubsztr §t mi nRs ®g®vel ;al a mi |
csokkentette a gazhozamot.

Egy szennyviztisztitobdl kinyert természetes alga k6zogség nem hatérozott
fajok) mezofil anaerolfermentaciganakmetanogén kozosségérsgaltakaz mcrAgén
€és 454 GS FLX piroszekvenatosegitségével(Ellis és mtsai. 2012) Az mcrA
szekvenci SNethanosheRnkenzatiégheehetett kotni a Methanosarcinales
renden belll. AMethanosaet& obligat acetotr6f metanogének, tele eredmények
alapjan a vizsgalt alga fermentaciéban az acetotr6foknak tulajdonitottak dominans
szerepet. Szamos szekvenciat nem tudtak azonositdgy az alga fermentacio
metanogén kdzosgének pontos dsszetétedeneretlen raradt.

A mikroalga fermentaciérél tehatannyi ismert, hogy a legelterjedtebb
szubsztrathoz, a kukorica szildzshiozpest valamivel kevesebb a biogégységnyi
szerves szarazanyagra vonatkoztatod n nyi s ®g e , a a magasabiCH,;mi n Rs ®
tartalom miattjobb A mennyi s®get ®s a mi n Re@ase t bef
faj esetében egyediek. A mikroalga fermentasdran az Archaea doménben a
Methanosarcinales rend dominans, azondb&rmentacioteljes mikrobioldgiai hattere

munkam kezdtekormeég ismeretlenolt.
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BCELKI Tt ZESEK

A dolgozatban bemutatott muatana biogaz termeléssel kapcsolatos specifikus
k®r d®seket tanul m8nyoztam, amelyek a k°vet

1. A biogaz Uzem szimulacios kisérlet soran a kukorica sig higtragya
szubsztraikka | mTkodtetett ¢zemi bi og8z f er me
Célom ebben a kisérlet sorozatban az volt, hogy megviasgaf anaerob
| ebont 8sban rr ®szt vevR mi kroba konzor
eredményeket 0sszehasonlitsam ismalombdl ismert nem metagenomikai
vizsgalatok,ésmas Ujgeneracios szekvenatorok (454 GS FLX és 454 Titanium)
adataival. Igy kiegészithetjiik és validalhatjuk az Gjgeneracios szekvenatorok
eredmeényeit és hasznélatukat az olyan komplex mintadk vizsgalatétat a
biog8z termel R k°z°ss®g.

2. A mikroalgakat felhasznalhatjuk biohidrogén gyartasara is biomasszajuk
biog8zz§8 t°rt ®n.RA hidegémenmeiEst ltéd sviaszamdraBd t

biomassza anaerob fermentaéitgk modellezéssoran célom voltaz alga

bakt ®r i um kever ®k b RI kel etkezR bi ogs§
Osszevetése a kukorica szilazsbol és a kofermentaciobol keletkezett biogazéval
Fel adat ult otvi8zbtbeSm ak ik 2 s ®r | et teljes 1 dR

paraméterek nyomon kove&ks a fermentacidé stabilitasanakilletve a
fermentorok bi og8z ter mel R nkzek rao b a k
paraméterek validalhatak az alternativ szubsztrat hasznositasat biogaz
el R§l1 1 2t 8&sra.
3. Fotoautotrof moddon tenyésztetbcenedesmus obliquumikrodga mellett
j el ent Rsen kevesebb a s Igymeghatarbzhaua & t ®r 1 1
mikroalga fermentaciGjban szerepet jatszd mikroba kozossédetekben a
k2s®rl etekben az derniRrt&Rid °stabilitdsémakésml - an i
kel etkezett bi og8z mennyi s Guébie & , mi |
fermentaciok mikroba ko&zdsségének monitorozash a cél, 6sszevetve a
bakt ®r i ummal er Rsen kevert kor8bbi mint
4. As.obliqguusmi kroal ga fajra jell edelkedikezéiogy Vv
neheen fermentalhatd Azonban minden olyan anyagot tartalmaz, mely a

fermentor mikroba kozosségének értékes tapanyag lehet. igy a mikroalga
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biomasszah R k e me&ds @ mikrohullamu kezelésk vetettem alaEzekben a
kisérletekben a cél ani kr oal ga bi omasszéa kkyetPRf ®I

valtozasolvizsgalata volt a eredményeseliiogaz termelés szempontjabal.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

A kisérletben hasznaltegyszereka Qiagen, Zymo Research, Sigma, Reanal, és a
Merck gyartok termékei. A kisérlethez hasznélt mikroalga torzsek Nyugat
Magyarorszagi EgyeterMoso n ma gy ar - v § r i R Qhluffygomenasp.ey ®
Scenedesmusp. keverék), valaminaz ELMAT Kft.-tR ( El s R Magyar Al ga
Kft.) szarmatak (Scenedesmuzbliquus).

4.1. Alkalmazott fermentaciés technoldgia
41. 1. F®l f ol yamatos ¢zemT ferment §ci

A félfolyamabs ¢zemT fer ment §ci - Sspecyartdtt i s an
fermentorokkal torténtl( abra) Az alkalmazott fermentor egy atalakitott verzidja a
Kovéacs és mnkatarsaaltal leirtlaboratériumianaerob fermentorngR013)

keverdmotor

gazmennyiség mérd

hémérséklet szenzor
redox elektrod
pH elektrad

= .

vezérls, adatgydjté
szamitogep

gazmintavevs csonk

flitéképeny

*

keverdlapatok biomassza mintavevé
csonk

biomassza szivattyu

biomassza tarold fermentacios maradék tarold

l.4bra.51 i t eres folyamatos ¢zemT fermentor
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A reaktor hasznogérfogata 5 liter, felette 1 liter gaztérfogat taldlhatd. A redox
potencialt, pHt , val amint a kel etkezR g8ztmennyi
szamitdgép rogziti 4 oranként (napi 6 mintavételi pont). A szubsztrat biomassza egy
tarold tartalyban kerilt etyezésre, majd a kivant taatk o d 8 s i i dR f ¢ggv(
rendszer megf e(bsetinkbemapbRk egysrémeszietaesebb leirds: 5.1,

5.2.1 és 5.2.2 fejezetgka fermentorba adagolja. A keverépirdlisk ever Rl ap §t
segitségével torténik. Azgyedi fermentorokon kialakitasra kerilt egy folyadék és egy

g8z mintav®teli csonk. A apHtésmtartztk8ocd &s it eild R
(naponta beadagolt friss biomassza mennyiségét) meghatarozott értéken tartottam. A
hRm®r s ®k| mbet f &t Rk® peny seg?2t s ®g@teken az
(37°C+1°C) szabélyozta A pH-t 7,58,5 kozétti tartomanyba allitottam bé gaz
mennyi s®g ®t k°zvetl en t°megs8r am¥% ®r z ®k e |
Il nstruments). A k apaatkiértékdliésdegy lspeaipsBioftv&rs e , t
segitségével tortént, melyet a Meidit. (Budapestfejlesztett.

4.1.2. Batch tipusu fermentacio

A batch tipusu fermentacié soran a vizsgalni kivant biomasszat a fermentorba
helyezzik, majd a rendszert lezarjuk. lAi 0 g 8 z kel et kez®se a f.
biomassza elfogyasaval leall, ellentétben a folyamatos fermentécidval, ahol a tdpanyag
utanpotlas folyamatogagy szakaszotehet A batchtipusu fermentacié soran a vizsgalt
biomassza biogazza valé atalakitasat légiesen zarhaté 150 +@$ térfogatu
laboratériumi reaktorokbanvégeztem.A folyadék fazistérfoga 100 ml volt. A
fermentorokakevert természetdaultir& tartalmazdoltéiszappal inditottam mely egy
stablanmTk° dR Dbi og§z ¢ zem f &bldfoerdstEwergi@ Kft., | Sz§8i
Szegedl Az Uzemifermentorsertés higtragya és novényi biomassza (silokukorica és
silézott cukorcirok keverékét hasznositj@ vizsgalt biomasszél a reaktorokaB3 g
szaraz szerves anyéter -VDI 4630 1X- térterhelésnyi mennyiséggel toltbttem mag
maradék térfogatotlesztillalt vizzel potoltam. A VDI (Verein Deutscher Ingenieure)

4630 egy olyan szabvany, mely az adott szubszamdkimalis biogaz potencialjanak

meghatarozasahowg/ljt egységdtett vizsgahti modszer{VDI Richtlinien 2006)

26



logaz DeszﬂE.t.ﬁz r—\
SR. SR -

Biomassza Desztillalt viz Uveg Méréhenger

2. abra. Batch fermentaciékisérleti elrendezése.

A reaktoroklégterét nitrogén gazzal cseréltem ki, hogy biztositsam az anaerob
kornyezetet. A fermentorokat 37°6% inkubatorba helyeztem. A keletkezett biogéz
mennyiségét vizkiszoritadvén alapuldendszer segitségével vizsgaltam (2. aka).
eljaras lényege, hgga fermentorhoz, amelyben az oltdiszép a vizsgalni kivant
biomasszavan egy masodikvizzel toltétt Uveget csatlakoztatunk, igy a ddarga
korok az abrénh szabadon &aramolhat a masodik Uvegbe. A bearaml6 gaz a sajat
t ®r f ogat 8val egyenl R vizet szor 2t K i a h
m®r Rhenger seg2t s®g®vel m®rtem | e. A k2 s
g8zok t®rfogat@kketénbelzRANRM®E gynormdl kel et |
allapota szamitottam af15°C 1 bar) Gayjrussac 2. térvénye alapjan. A keletkezett
bi og8z mi nRs ®g i meghat 8roz8sa Aglenk r o mat
Technologies 6890N G@) 48. pontban letak szerint

4.2. Szarazanyag tartalom meghatarozas

A szubsztratként hasznalt biomassza szarazanyag tartalmanak meghatarozasahoz
105°Gos széritdszekrényben a mintakat egy éjszakan keresztlll szaritottam, majd a

visszamaradt tomeg alapjan kovetkeztetsenok szarazanyag tartalmara.

4.3. Szervesanyag tartalom meghatarozas

A szarazanyag taftam meghatarozas utan keletkezett mintdkat 5561C
hevitettem toémegallandosagigNabertherm LE 4/11/R6 kemenced visszamaradt
t°megbRI k°vet kezyagdartdlneera. azok szervesan
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4.4. Osszes széntartalom, 6sszes nitrogén tartalom meghatarozas

A mintak vizsgalath Elementar automatanalizatorral (Thermo Scientific,
Elementar Vario MAX CN)végeztemA mT s z étikus dkidatiGelvén mTk° di k,
mel yet maghsamdk- ®sxi g®n el | 8t 8s al at't mT

900°C, utéégetés HN®r s ®k | et 900AC, redukci - s h Rm
hRm®r s ®k | .eAt ek2ZFMAC)komponensek el vs8laszt§s
segitségével tortént (Sicapertttartalma z - C/' N m®r ®shez tartoz:

termi kus vezet Rk®pehA g sothikktaed k tbao rBrca l-at t KI° tv@
kalibracio aszkorbinsavval tortént) kovetketréma mintak szén és nitrogén tartalmara.

A mérés soran hélium volt a hordoz6 géaz

45.Abi 0g8z mMi NRs®gi ©°%°sszet®tel ®nek Vvi :

A keletkezett biogaz 6sszetételének meghatarozasat gazkromd@dGiagegitségével
végeztem el A GC tipusa Agilent Technologies 6890N GCEnnek részletei:
Split/splitlers inlet HP i MOLESIEVE 3J 30m, 0,53mm x 25pm filmvastagsag
nitrog®n vivRg§8z. -@,b&h Rm®ssl®kr/mia argmagi 150 A
sebasség a kolonngn60°C-os kol onnat ®F CDh Rdne®tr eskdtkd re t h R m@
160°C. A f ol y a mat ofermentomieom kialakitottunk egy gazmintaételre
alkalmas szeptumot, melyen keresztll vettem a gazmintdkatibra) A batch

fermentor Uvegek szajaregy gazminta vételre alkalmas szepturaot Rs 2, ezert t e m

keresztll vettem a gazmintakat

4.6. pH meghatarozas

A mint 8k pH @ekirdER&lelkish BudapstiseRitségévahértem.

47. STr Ts®g meghat 8§roz§s

A mint 8§k siatila g ®Pt Ta®gm®r R ber enbnerz®ssel
Instruments, NNIDENS).
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4.8. Ammonium ion tartalom meghatarozas

A mintdk ammoniurion tartalmanakiizsgélataSpectoquant Nov&0 (Merck)
reagenstesdft 1 . 00683 . 0001) seg2?ts®g®vel t°rt®nt .
el ven mTkodik, ez®rt a mints8kat m®r ®s e
p-russ8t m®r Rvel r eznTdreR nk e zIRe s zf Terat seksetlagesRhso g y
s z e n ny efenigsdGRadbél kzarmazdibatkikiszoboljem.

4.9. Az Gsszes szerves sav es pufferkapacitas meghatarozasa

A mintdk Osszes szervesav tartalmat, valamint pufferkapacitdsat Pronova
FOS/TAC 2000 tipus@utomatatitralé berendezésseizsgaltam 0,1N HSQO, titrald
oldat felhasznélasaval a mintakat pH=#3itraltam.A mérés soran az FOSEl{chtige
OrganischeSauren: 0sszes szerves sav), a TAKtéles AnorganischeCarbonat:
puf f er kapac ih&an§adosa (RDS/TAC) Hatdrozhak® meg. A FDBkétg
ecetsavegyenérték - ben hatarozzuk megnig a TACmérés elfogadott egysége
CaCQy/I-ben aduk meg.

4.10. Mikroorganizmusok
4.10.1. Kevert természetes kultdra (oltoiszap)

A kisérletben hasznélt biogdermentaciot indité oltdiszap mikroba keverék egy
mTk°dR biog8z ¢zem anaerob reaktor8b-1 szt
A reaktorokat kukorica szilazs (70% szaraz anyag tartakmaai.) és sertés higtragya
(~ 30% szaa.) keverekéveltapfak , a f er ment 8c - s h&Em®r s ®k | e

A biogaz Uzem szimulacié soran a laboratoriumi reaktorokban a fermentaciés
par am®t er ek a k?°veédBR amnmdrRiumvastdlomalidlg/l,@mdétdt 7, 9
koncentracio: 0,1g/ml, 6sszes szerves sav gisége: 1,69/l, pufferkapacitas: 9,289
CaCaqyl.

A k¢gl°nb°zR mikroalga biomassz8k biog§g:
megel RzRen az olt-iszapban mar adt szerves
fermentorokba betdltétt 5 liter oltdiszapot egyip€d7°Gon inkubaltam. Ennek célja,
hogy az oltdiszapban maradt szerves anyag maradék is lebomolhasson és a szubsztratok

hat 8s 8t a mi kr ob a konzorci umr a ®s a bi o
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kovethessem. A mikroalgdkkal folytatott kisérletekben hasznoltdiszapok
paramétereit az 1. tablazat foglalja 6ssze.

Oltdiszapparaméter Alga és szintrof Sc. 9t 1 1S
/Kisérlet baktériumok obliquus | Sc. obliquus
keveréke

Ammonium (mg/l) 1100 2280 2130

pH 7,5 8 8

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

TAC (gCaGO) 7,5 13,22 13,54

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

1. tablazat. A folyamatos fermentécié soran hasznalt oltdiszapok paraméterei a
kiindul 8si. i dRpontban

4.11 Szubsztrat biomasszak

Az alabbi tdblazat a dolgozatban targyalt négy kisérlet sorozat (1.: biogaz tizem
szimulacid, 2.: mikroalghaktérium keverék fermentacio, 3.: fotoautotrof modon
tenyésztett mikroalga fermentacido 4: obliquuse | Rk ez el ®s hat 8§s8nak

fermentacio a) sor 8n haszn8lt szubsztr8tok f Rbb

Nedves| Nedves | C/N | Szarazanyag| Szervesanyag

tbmeg | tdmeg C| arany | tartalom (%) tartalom
Szubsztrat N (mg/g) (%/SZAA)
(mg/g)
1., 2. és 4. kisérlet
kukorica sil6 (kontroll) 4,35 196,86 | 45,3:1 41,19 94,59
Harmadik kisérlet
kukorica silo (kontro”) 4,86 147,05 | 30,3: 1 32,28 91,79

Scenedesmus sp. és
Chlamydomonas sp

keverek és szintrofjai 18,65 | 9833 | 53:1 30,30 88,83
(vizsgalt szubsztrat)

Fotoautotrof Sc. obliquus
(vizsgaltszubsztrat) 8,10 72,22 | 89:1 16,99 97,71

2. tablazat. Szubsztrat biomasszalparaméterei.
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A mikroalga keveréikbaktérium biomasszat atfolyds centrifuga segitségével
vélasztottam el a tapfolyadéktdl. A centrifugélt biomassfiatve a tobbi szubsztratot

(kukorica sild,Sc. obliquug felhasznalasig20°CG-on taroltam

4.12.Mikroalga tapoldatok

4.12.1. Chlamydomonas spsScenedesmus sgevert mikroalga kultira tapoldata

A kevert mikroalga kultira novesztéséhez TARRIS-acetatfoszfat) tapoldatot

haszn8l tunk fel, mely a k°vetkezR komponert
1. TAP sok:

NH,CI 15.0¢

MgSGO, . 7TH,O 40¢c

CaCb . 2H,0 2.0c¢

1 liter vizzel kiegésziteni

2. Foszféat oldat:

KoHPO, 28.8 ¢
KH,PO, 14.4 ¢
100 mlvizzel kiegésziteni

3. Hunter féle nyomelemek:

EDTA Na 50 g 250 m
ZnSQ,. 7 HO 22 ¢ 100 m|
H3BO3 11.4 ¢ 200 m|
MnCl; . 4 HO 5.06 ¢ 50 ml
CoCh. 6 HO 1.61¢ 50 ml
CuSQ.5H0 1.57¢ 50 ml
(NH4)6M07024. 4 HO 1.10 C 50 ml
FeSQ. 7 H,0O 499 ¢ 50 ml

4. A _ v®gs R t §8p o242d@rs-HG, PSkmBls ddatt(sék3, 8.375 ml 2.
oldat (foszfat), 1.0 ml 3. oldat (nyomelemek), 1.0 ml acetat, 1 liter vizzel

kiegésziteni, pH -Te allitani HClel.
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4.12.2. Scenedesmus sfapoldata (BG11)

A n°veszt ®shez hasznsglt t 8pol dat °©ssz
kever ®k ®b R ®p ¢l fel, mel yek a k°vet kezRKk
1971).

fStock 1.(100 m):
A 0,39 Citromsav;

A 0,3g Vasammaoniumcitrat;
A 0,05g EDTAN&
Stock I1. (1000 m):
A 30g NaNQ;
A 0,789 KHPQ;
A 1,5gMgSOx7H,0
Stock IIl. (100 my):
A 1,99 CaCix2 H,O
fStock IV. (100 m:
A 2g NaCO;
A (5,04g NaCO:x10 H,0)
T Stock V. (1000 mjt
A 2,869 HBO;
1,81g MnC}x4 H,O
0,222g ZnS@7 H;0
0,39g NaMoO4x2 H,O
0,079g CuSGx5 H,0
0,04g Co(N@)2x6 H,O

> > > > >

V®gs R t 8p ol Hoattml BAlke®etébeh + @4 ral desztilldlt viz + 2 ml Stock
I. + 50 ml Stock Il. + 2 ml Stock Ill. + 1 ml Stock IV. +1 ml Stock V.A tenyésztést
az ELMAT kft. végezte.

32



4.13. DNS izolalasi technikak
4.131.CTAB alapu tisztitas

A fermentorokbdl szarmazd 2ml minta pelletjét (centrifuga: 13000 rpm 10 perc)
hasznaltam a telies kozosségi DNS prepardlasara, melyet CTédil- (
trimetilammoniumbromid) alapu lizisoldattal tartam fel (Miller és mtsai. 1999,
Entchevaés mtsai. 2001, Minas és mtsai. 2011). Ennek dsszetétele 1 literrerigM T
HCI (tris-hidroximetitaminometani sdsav) 100ml, 500mM EDTA (etiléndiamin
tetraecetsavbOml, 5M NaCl 300ml, 10% CTAB (10g), 20% SOBatriumdodecit
szulfat) (20g), pH=8. A liz#as egész éjszakan at 5006@ tortént. Fenekloroform 1:%
es t®rfogat:i ars8ny¥% kever ®k ®t haszn8l tam
genomi DNSt 90%o0s etanollal csaptam ki. A DNS pelletet 100(E (Tris-EDTA
Osszetétel: 1M Tris, 1M EDTApufferben vettem fel (Sambrook és mtsai. 1989). A
tisztitott DNS mennyiségét NanoDrop NIDOO (NanoDrop Technologies, Washington,
USA) segitségévespektrofotonetrikusanhataroztam meg. A DNS tisztasagat agar6z
gélelektroforézissel teszteltem (186 agara gél, felvitt DNSoldat térfogate2pul). Az
elfogadhat®NS tisztasaga AdA2s=1.8, mennyiségkegaldabb200-800 ng/|l.

413 2. M- dos?2tott Zymo Research kittel to°ort

A kittel t°rt®NR genomi DNS keveékgp ar 81 §

hasznaltam minden egyes mintara (2ml miielékée parhuzamosan.

1. Lizisoldat 6sszetétele:
550ul Zymo ResearcfZR) lizis oldat
100ul 10% CTAB
100ul Qiagen lizis oldat

2. Lizisoldat 6sszetétele:
300ul Zymo Research lizis oldat
250ul lizozim (100mg/ml)
100ul Qiagen lizis oldat
100pl 10% CTAB

3. Lizisoldat 6sszetétele:
300ul genomi CTAB alapu lizis oldat
250ul lizozim (100mg/ml)
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200ul Qiagen lizis oldat

A Zymo Research lizis oldat a ZR Fecal DNA MiniRtegz tartozo lizisoldat, a Qiagen

lizisoldat pedig a dmp DNA Stool minikithez tartozé ASL puffer, a genomi CTAB
alap%% | 2zis oldat az el RzR protokoll ban h.
minta pelletjét harom lizis oldattal szuszpendéltam fel, majd ez a Zymo Research Kit
protokollja alapjan golys | i z81 - csRbe hel yezt-Bpecig®s ma

vortexeltem. A feltaras utan a ZR kit protokolljat kovettem.
4.14. Metagenomika

4.14.1.A kisérletekben hasznalt szekvenald berendezések

A Kisérletek sond k ®t el t ®r R memhlhd R m/g gah amp§
szekvenatort hasznéltunk az Applied Biosystems SOLID V4 tipusu szekvenatorat,

valamint a Life Technologies lon Torrent PGM szekvenatorat.

Applied Biosystems SOLID| Life Technologies lon Torrent PGM
\Z!
Leolvasasi hossz 35-50bp 100-200bp
Szekvenciak szama 100 millié 100-200 ezer
Megbizhat6sag 99,99% 98-98,5%
Cdzit &aA AR! 3-7 nap 3-6 Ora

3. tablazat: A két szekvenatorf R Ipdramétereinek 6sszehasonlitasa.

4.14.2. Mint8k el Rk®sz2t®se, szekvens8l 8§sa

SOLID V4 szekvenator esetében:

A fragment konyvtar készitésére a SOLID Fragment Library CoreslKibrtént
(Life Technologies, LT). A geoomi DNS 100250bpos darabolasara a Covaris S2
rendszert hasznaltuk. darabolt DNSeketP1 és P2 adapekkel lattuk el. Ezutan a
templatokat méret szerint elkulonitetfiiknajd AgencourtAMPure XP (Beckman
Coulter)segitségéved PCR termékeket tisztitottuklick transzlaciohoz Platinum PCR
Amplification Mix-et (reagens keverékalkalmaztunk majd a fragment kdnyvtarat
gPCRkészilékkekvantitaltuk a SOLID Library TagMan Quantitatidit segitségével
(Life Technologiegs A templatok kolonia amplifikacioja emulzios PR tortént. A
templabkkal dusitottgyongyoketSOLIDFlowchipre toltéttik, majd a slidet SOLID

V4 rendszerbe helyeztik és a gyartd protokollja alapjan szekvenaltunk.
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lon Torrent PGM esetében:

A minta kbnyvtaek e | Rk ®s z2t ®se a Li fe Tregménh ol ogqi
library kit (4471269)protokollja szerinttortént Az e | Rikt&skzaatitaléat t
Step One Real time PCR (Applied Biosysterké}zuléksegitségével az lon library
(Tachman) Quantitation kit4468802) hasznalatavalégeztik. Az emulziét lon
OneTouch 2 és lon OneTouch E&szllékkelvégeziik az lon PGM Template OT200
kit felhasznalas@l (4480974) Minden szekvenalas soraam mintak elkulonitése
céljabol a DNS szekvencidkamo | ek ul 8r i s Av on aléttkk- el Ak k al 0
barcodeoldga az lonXpess barcodditet hasznalik (4471250) A szekvenalast lon
PGM 200 seq. kiel végezik (4474004) az lon Torrent PGM 318 chipjén.

4.14.3. Kiértékelésre hasznalt bioinformatikai szoftverek

A kisérletek soram két tipusu szekvenatodl nyert adatokate | t ®kezRlgikn A
SOLID tulajdonsagd2.2.2.2 fejezet é8. tablazat) hogy nagy mennyi s®
produka) azonban ezek hossatlagosar85-50 nukleotid mig az lon Torrent 16200
nukleotid hosszlUsagu leolvasasokat ké&zérta tovabbi (faj, funkcionalis) elemzések
el Rttt a SOLi D s zekv e kagKkordigokb® ertdertik Oksaeproig t | e

az lon Torrent esetében a nyers szekvenciakat hasznaltuk.

4.14.3.1Kontig 6sszeszerelés

Az é&tlagosan 50 nukleotid hosszusagu leolvasasalk@tC Bio cég Genomics
Workbench 46 progranm segitségével illesztettem dsskentigokba (CLC Bio
Genomics Workbench)A beallitott paraméterels programbara k° vet kez Rek v
minimum contig length200, similarity=0.8, length fraction=0.5, insertion cdt=
deletion cost=3, mismatch cost=2, color spalighment=yes, color errocost=3.Az
O0sszeszerelkontigok szadma 26892 volt, mely 8978367bg foglaltak magukba. Az
O0sszeszerelés soran 288 tdbb mint 1000bp hosszlsag§ keletkezett. Az atlagos
kontig hossz 333bA kontighosszak eloszlasat & abra foglalja 6ssze.
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3. abra. A SOLID szekvendassal nyertkontigok hosszUsaganak eloszlasa.

4.14.3.2. Adatok kiértékelésére hasznalt online szerver

Az Osszeszerelkontigokat, valamint az lon Torrent segitségével kapott nyers
leolvasasokat az MRAST online szoftver csomag segitségével elemezamely a
RAST (Rapid Annotations based on Subsystem Technology) médositott valtozata
(Meyer és mtsai. 20080z MG-RAST szerver kezdetben egy m
futtat. Ha az adatok megbizhatonak bizdnyua k (egy aut omati kusan
hatart meghaladnak), akkor a rendsaeradatokatutomatikusan potencialis fafe
kodolo régiokhoz koti (PEG®rotein Encoding regiongd B LASTX ker esRn (
és mtsai. 1997), valamint a SEED adatbazison keresztul, melyet aztdn tovabbi
nyi | v 8nos szakvercia Rizpoetdkikal véissze (Overbeek és mtsai. 2005).
Ezek az adatbazisok magukba foglalnak riboszomalis DNS adatbazisokat,a
GREENGENES DeSantis és mtsai. 2006RDP Il Cole és mtsai. 2007 és az
European 16 S RNAWuyts és mtsai. 2002yalamint mas forrasokat i8. biogaz tizem
szimulacios kisérlet soran az dsszeszdaeittigokat funkcionalisan un. klaszterekbe
sorotam (COGs Clusters of Orthologous Groups of proteins) az -R&ST szerver
segitségével, hogy a gének eloszlagatnyomon kodvethessikA filogenetikai
rekonstrukciohoz a SEEDEs a riboszomélis RNS adatbazisokat hasznaltam. A
funkcionalis 6sszehasonlitasekor 8 n el Rsz°r teh8t PEG sz8m:
SEED FIGfamshoz (Meyer és mtsai. 2009jjetve tovabbi adatbazisokhoz kotjik
(Overbeek és mtsai 2005), az MEAST egyedi M5nr bazisan keresztil (M5mon

redundant protein databasedz autanaikus elemzések utan dilogenetikus és
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funkcionalis rekonstrukciohoz &lhaszndloi fellilet tovabbi paraméterek bigddiat
teszi |l ehet Rv® ( Meyer ®s mt sai . 2008) . /
k°vet k ez Reantigukfeblvasakok adatbazisokhealé szazalékos egyezése:

>70%, minimum leolvasasi hosszak: 35 nukleotidrték hatar: <16,

4.14.3.3 Az adatok kiértékelése

A biogaz uzem szimulécios kisébdeha metagenomikaadatok kiértékesekor az
MG-RAST Mb5nr adatbazisa nyujtotta abundancraté®k e k e t tentettem
fejezetben targyalt bedllitott paraméterek szerint.

A mikroalga biomassza fermentacios kisérletekbggancsak az M5nr adatbazist
hasznaltama megadott paraméterekkddar itt a mikrobak egymashoz viszonyitott
aranyat dermentaciok soraatlagosrelativabundana értékberadom medszéazalékos

abundanciarték (Kovacs és mtsai. 2013).

4.15Scenedesmus obliquaoskrohullani kezelése

A mikrohulldamu kezeléseket egy haztartasi mikrohullallte r e nd e z ®s b R
atalakitott, folyamatos anyagtovabbitasu készilékben végeztik. A berendezésben a
mikrohullamu energidt 700W teljesitménnyel, 2450 MHz frekvencian sugarzo
magnetron biztositja. Az anyagtovabbitasra perisztalpkunspathasznaltunk. A kezelt
anyag a rezonat-t ®r ben egy 8 mm kel scRurRgottmedeRa T spi
mi krohull 8m% hRkel t ®s PTRE alapamgabbolz k&dzi@ts A c ®lI
folyamatos anyagtovabbitasu kezeléseknél 1f@mct ataramlasi teérfogataramot
alkalmaztunk, a fajlagos kezelésiljesitményintenzitas (mikrohullamua teljesitmény/a
kezel Rt ®r ben aktu8lisan t &volt. -AzKezeld mintaany a g
h Rm®r s ®BFCtartema®yBan valtozotAh munkat az SZTE Mérnoki Karaval
egy¢ttmTkeod®sben v®geztem.
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5. EREDMENYEK ES TARGYALASUK

Az eredményekeltét részre osztottama z el sR r ®szben egy ku

mT k° dt eétled 6 titerek fesnentor miktm kdzosségét vizsgih megSOLID

Ujgeneracios szekvenator segitségével. A kukorica szildzs a legelterjedtebb szubsztrat a

biogaz lUzemekbenge gazdasagi és élelmiszer biztonsagi megfontolasok alapjan

biogaz izemek alternativakat keresnek. Olysgoldasok johetnek szamitasheelyek

seg2t s®g®vel megt art hat - és azervemhybyStartalmdrao t t I

vonatkoztatott mennyiségeEgy igéretes jeldlt lehet erre a mikroalga biomassza

Bi omassz§8jukat k°zvetve, i1l etve k°ozvet

felhasznalhatjk. A dolgozat masodik felében az alga biomasszat, mint alternativ

szubsztratot vizsgaljuk a biogaz termelés és stabilitds szempontjabdél, valamint ennek

mikrobialis hatterét

5.1 Biogaz tizem szimulacio

A kisérleek sorana kukorica szilazzsaés allati tragyava)] mint szubsztrattal

mT k ° d tizemibioghz fermentorokakivantuk modellezni. Célunkaz volt hogy

megvizsgaljuk az anaerdebont§ s ban r ®s zt vevR mi kroba ko

tovabba hogy a kapott eredmények 6sszehasonlitk az irodalanbdl ismert nem

metagenomikai vizsgalatollletve mas Ujgeeraciés szekvenatordd54 GS FLX és

454 Titanium) adataival A 454 piroszekven8tor ok

kihozatallal dolgomak mint az altalunk hasznalt SOLID szekvenatér SOLID
szekventor na gy pont oss8ga ®s szekvenciaz
i rodal omban egyed¢!l 81l - m-don bi ogjk
Az egyébujgeneracios szekvenatorok eredmenyerantukigy validalni, illetve azok

haszn&tat azlyen komplex mintakanulmanyozasaban

5.1.1 A szimulacié mikrobialis kozossegenek metabolikus vizsgalata

Annak érdekéberhogy betekintést nyerjirk b i o0g 8z t er dsszétdd
biokémidjaba a Osszeszerelkontigokat funkciondlisan fehérjeldszerekbe (FK)

csoportositottukEnnek eredményétda dbran foglaltam dssze.
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Fehérje metabolizmus

Klaszter alapu alrendszerek

DNS metabolizmus

Amindsavak és szarmazékaik metabolizmusa
Egyebek

Szénhidrat metabolizmus

RNS metabolizmus

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

Respiracio

Stressz vélasz

Virulencia és védekezés

Membran transzport

Foszfat anyagcsere

Sejt osztoddas és sejtciklus

Szabdlyozas és sejt szignalizacio

Zsirsavak, lipidek és izoprenoidok

Kén anyagcsere

Nitrogén anyagcsere

Kemotaxis és motilitds

Sporulacié

lon felvétel és anyagcsere

Aromas vegyiiletek anyagcseréje
Fotoszintézis

Kalium anyagcsere

Masodlagos metabolizmus

1
0% 10% 20%

4. abra: Funkcionalis hierarchikus osztalyozas

A legtobb FK az informacidgaktarozashoz és szerves makromolekuldk (fehérjék,
nukleinsavak, lipidek, észénhidratokpnyagcseréjéhdz® t het R. Fkoawsgtb b 8 s o
komponensek bioszintéziseheprolhatg mint a sejtfal és vitaminok szintéziséhez,
valamint av ® d e kmechdhizmusokhoz, stressz véalaszokhoz. Ezek a funkciok a
mikrobi §1 i s k©° z° s s @eéséheueszikségeseN. nRgysTamk fehérje és
DNS metabolizmusal kapcsolato$ e h ®r | e kaard lHwetkeztetimekink hbgy a
sejtek a fermentorban aktivaldz energidermelés és raktarozasinkciok szintén
j el entRs szerepet .[E®paziersdnényed Esszhangban nvathrsalz e r b
korébbi tanulmanyokkal, melyek azt mutattak, hoghhaztartash ( houseéskeepi t
szénhidrat anyagcsere mechanizmusok dominalnak. A szénhidrat anyagcsebe COG
tartoznak azok a gének, melyek fehérje terméken celul6z bontasaban jatszanak
szerepettehatfontosak a celldz tartalmu biomassza degradacidjdbarilogenetikus
és funkciondlis vizsgalatokzt bizonyitjak, hogy a Firmicutes térzellulozbonto
tul ajdons8ga miatt ki emel kkézdsRégnkben, melyt Rs ®g T
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eredmény 6sszhangban van korabbi vizsgalatokkal (Schllter és mtsai. 2008, Krause és

mtsai. 2008, Krober és mtsai. 2009, Jeanicke és mtsai).2011

5.1.2 A kisérleti biogaz fermentorokmikrobidlis 6sszetételének vizsgalata

A SOLID altal kapott nyers leolvasasokébntigokba szereltiik 6ssze, ezeket
hasznaltuk fel a taxondmiai vizsgalatok sordrbeazonositott mikrobak listaja alapjan
a Bacteria és Archaeadonedrf aj ai a mi kroba k°z°emlst®g domi

eloszlast foglalj@ssze ab. abra.

Erysipelotrichi 1% Egyéb Firmicutes

Gammaproteobact. 3%
» Deltaproteobact. 1%

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

Egyéb Bacteroidetes

Proteobact.
Mollicutes 3%
Bacteroid,

Actinobacteria (class) 3%

Besorolatlan
Bacteria 7%

Bacilli 11%

i Fusobacteria (class) 2%

_|Chlorobia 1%

Firmicutes

Egyéb Bacteria

Meghatarozatlan 11%

Euryarcheoata

Eukaryota 0,3% (44)

lethanomicrobia 6%

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

Mas metanogéne|

5. abra. Biogaz kozosség taxonémiai eloszlas& koncentri kus kérszelvényekben
bel ¢ r RI ki fel® haladva a k©°z°ss®g dom®n,
tintettem fel.

Altalaban megallapithatjuk, hogy Bacteria doménen beliill a Firmicatérzs
bizonyult leggyakoribbnak. A Clostridia és Bacitsztalyokképviselika torzsén belul
el Rf ordul - | egnagyobb gyakori sAzgAtchdea r end e
doménben a beazonositott fajok nagy része thae@microbialesendbetartozik. A
fent emlitett szisztematikus csoportokakorabbi vizsgalatok soran @zonositottak
sert®s h2gtr8gys8val ®s kukorica szil 8zzsal
mtsai. 2008, Krause és mtsai. 2008, Krobemésai. 2009, Jeanicke és mtsai. 2011
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Wirth és mtsai. 2002 Me g j e gy z e nazdps székeegcia nemmutatott
homoldgiat eggtlenismert szekvencigju mikrobaval sem E kamaRkbvetkeztetlink,
hogy abiogaz fermentorokban szamos beazonositatlan f4j telvabbiakban az adatok

részletes elemzését mutatom be.

5.1.2.1 Bacteria domén

A metagenom adatbazisokbam Bacteria domértdbb mint 1000k ¢ 1 ° nb° z R
k®pvisel Rj ®t azonos?2t ot t asoranaAdsszetett szftved ®p ®s
anyagokhidrolizise (Lynd és mtsai 2002, Drake és mtsai. 2002\ ferment4cios
szubsztrat legnagyoblszervest © me g ®t lignoceliu®abdh gazdag novényi
biomassza hidrolizisészamos mikroba képes elvégezAilegtébb ilyen baktédm a
Clostridiaés Bacilli osztalgkbatartozik.Ennekme g f e la &e¢tdRletalélat a vigsilt
biogdz fermentorban a Clostridia (36%) és Bacilli (11%) osztalyra esett, ezen
osztalyokon kivul a Bacteroidia (3%), Mollicutes (3%), Gammaproteoba¢Baés
Actinobacterig(3%) osztalyok tagjavoltak mégnagybbmennyiségben jelefb. abra)

A Clostridia osztadlyon belul aClostridium thermocellum bizonyult a
leggyakoribbnak (4. Tablazat) Ez a fajc el | ul os z - ni& b @ x trreancdeel zl Rudl
celluldzai segitségévbhtékonyan hidrolizalja a cellulééZverlov és mtsai. 2005, Gold
®s mt sai . 2007) . Ki emel k ed. Kluyveraig jmaly & n n e k
Clostridiumok kodzott egyedilallé modon képes etanolt és acetatot hasznalni egyeduli
energiaforrasként, és &ititani ezeket butiratta és hidrogénné (Seedorf és mtsai.2008).

Jol jellemzett faj &C. acetoltylicum, mel yr RI itskest ®sehi dfF ohg®
tulajdonsaga is. Fermentalni képes szerves savakat, mirdz@cetsavés vajsav
(acetogenezis), vagglkoholokat: acetont, butanolt, vagy etanolt (szolventogenezis)

(Jones és Woods 1986, Sabathé és m2g€di2). A C. perfingenscukrokbdl acetatot,

butiratot, laktatot készit valamint [FeFe] hidrogenaza segitségével hidrogént termel

(Kaji és mtsai. 1999)A C. thermocellurhoz hasonléana C cellulolyticum is

rendelkezik cellulat i kus tul ajdons8ggal, 2gy hat ®kor
acetatot készit, emellett G® és H-t termel (Guedon és mtsai. 2002). £.
saccharolyticumugyancsak celluléz hidtoi z 81 - mel ybRIkésziacet 8§t
valamint CQ-t és H-t (Murray és mtsai. 1982). AC. difficile egyike a gyakori
kérokozéknak, amelyet a biogaz kdzosségben talaltunk (Larson és mtsai. 1978). A

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticegy Hht er mel R bakt ®r i um,
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Torzs Osztaly Faj Abundancia Cellulaz H2

termelés

Firmicutes Clostridia Clostridium thermocellum 406 A +

Firmicutes Clostridia Alkaliphilus 310 - +
metalliredigens

Firmicutes Clostridia Desulfitobacterium 246 - +
hafniense

Firmicutes Clostridia Caldanaerobacter 237 - +
subterraneus

Firmicutes Clostridia Pelotomaculum 227 - +
thermopropionicum

Firmicutes Clostridia Finegoldia magna 208 - +

Firmicutes Clostridia Syntrophomonas wolfei 203 - +

Firmicutes Clostridia Clostridium difficile 188 + +

Firmicutes Clostridia Moorella thermoacetica 186 - +

Firmicutes Clostridia Clostridium Kkluyveri 176 n.a +

Firmicutes Clostridia Carboxydothermus 161 - +
hydrogenoformans

Firmicutes Clostridia Heliobacterium 150 - +
modesticaldum

Firmicutes Clostridia Desulfotomaculum 139 - +
reducens

Firmicutes Clostridia Clostridium 126 + +
cellulolyticum

Firmicutes Bacilli Enterococcus faecalis 112 n.a +

Firmicutes Bacilli Bacillus cereus 102 + +

Firmicutes Bacilli Streptococcusuis 93 A -

Firmicutes Clostridia Caldicellulosiruptor 93 + +
saccharolyticus

Firmicutes Clostridia Clostridium perfringens 87 - +

Firmicutes Clostridia Thermoanaerobacterium 86 - +
thermosaccharolyticum

Firmicutes Clostridia Ruminococcus albus 83 + +

Firmicutes Clostridia Clostridium 78 + +
saccharolyticum

Firmicutes Clostridia Clostridium 63 A +
acetobutylicum

Firmicutes Bacilli Bacillus thuringiensis 62 + +

Firmicutes Bacilli Streptococcus 61 - n.a
pneumoniae

Firmicutes Bacilli Listeria monocytogenes 61 n.a n.a

Firmicutes Bacilli Streptococcus agalactiae 57 n.a -

Firmicutes Bacilli Enterococcus faecium 57 n.a +

Firmicutes Clostridia Anaerotruncus 55 n.a n.a
colihominis

Firmicutes Clostridia Faecalibacterium 54 - +
prausnitzii

Firmicutes Clostridia Clostridium 49 - +
carboxidivorans

Firmicutes Bacilli Staphylococcus 44 + +
epidermidis

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroides capillosus 73 s +

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroides 46 + +
thetaiotaomicron

Bacteroidetes Bacteroidia Parabacteroides 46 - +
distasonis

Tenericutes Mollicutes Acholeplasma laidlawii 247 - -

Proteabacteria Gammaproteobacteria Escherichia coli 23 - +

Actinobacteria Actinobacteria ¢ztaly) Slackia heliotrinireducens 70 - +

Actinobacteria Actinobacteriagsztaly  Bifidobacterium longum 46 - -

Meghatérozatlan Meghatérozatlan Candidatus Cloacamonas 889 - +

(Bacteria domén) (Bacteria domén acidaminovorans

4. tablazat: A 40 leggyakoribb faj a Bacteria doménenbelll, illetve ezek
cellulolit i kus ®s hi dr oge&® Azt eeedméryekRaz K3Dp adattdsg
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alapjan késziltek. n.a.: nem talaltam adatot a fehérje adatbazisban, vagy
hipotetikus proteinként ismert.

C. thermocellurral gyakran képez khultarat, melynekk © s z° nhet Ren t °bb
képes termelni, mint a tiszta kultdra (Shin és mtsai. 2004, Liu és mtsai. 2008). A
Ruminococcus albush at ®k ony cel | ul - zbont - aktivit§gs
az etanol (Mutolik és mtsai. 2011). AZAnaerotruncus colihominisés a
Faecalibacterium prausnitzkme gt al 81 hat - ak a b®Il fl -r 8ban,
acetatbol szerves savakilit e | (Rawson és mtsai. 2004, Duncan és mtsai. 2002). A
Desulfitobacterium hafniendepes szulfidot termelsizufitbol, de nemtudjaredukalni

aszulfatot Sz ®n forr 8sk®nt piruvs8tot ®s | akt§
fajrél, hogy Hup iydrogenuptake) tipusu [NiFe] hicbgenazzal rendelkez{iNokaga és

mtsai. 2006). AHeliobacterium modesticalukepes btotrof, illetve kemotrof médon is

élni. Kemotréf modon acetatot fermental £6s H-re. Ez a faj [NiFe] és [FeFe]
hidrogenédzzal is rendelkezikTang és mtsai. 2010). Lakt6zbol, glukézbdl, és
cellobiozbdl aCaldanaerobacter subterranetmdrogént és acetéatot készit (Yokoyama

€s mtsai. 2007)A metanogén archkkal kok u | t Yar $Epnaraphor@ond? wolferi

e | Rs z ehosstlelantluezsirsavakat fermental (Mclnerney és mtsai. 19&1).

anaerob kdzosség fontos tagj@elotomaculum thermoppionicum mely ugyancsak
szintréfikus kapcsolatasrt fenn metanogénekkel. A szintréf mikrobak fontos szerepet
jatszanak a hatékony biogaz termelésben (Schink 199GYyelemre méltétagjd a

Clostridia osztalynak aalkaliphilus metalliredigengs aDesulfotomaculum reducens
melyeketrelativenagyobb mennyiségben talaltunk a vizsgalt kisérleti fermentorunkban.

Ezek a fajok acetatot és laktatot hasznalnak fel elektron forrAsként a vas és kobalt
anaerob respiraciojahoz (Ye és mtsai. 200dlenlétik az anaerob biogaz reaktorban

nem trivialis de érdemes megemliteni, mivel ezek baktériumok is rendelkeznek

[FeFe] hidrogenazzal (Junier és mtsai. 20X0)Caldicellulosiruptor saccharolyticus

egy hatékony cellul6zbodtfaj, mely hidrogén termelésére ispes. Allati Uriilékkel és
nNevenyi bi omassz8val mT k °© d Rz valte bokzhaodsa mi kr
jel ent Rsen megn?° vsebedségé¢Bagi és mteag B007A Firegoidia | ® s
magnaegy szubsztraspecifikus mikroba ugyanis csak fruktdzt kégessznositani,

me | y lagdtot ggart (Goto és mtsai. 2008). A Clostridiales rend tagjainak nagy
aranyabdl arra lehet kdvetkeztetni, hagggyonfontos szerepet jatamaka komplex

szubsztrat bontasdban az anaerob fermentorban. A Clostridiaceae csalads le€pvR i

altalaban cukrokat és szerves savakat fermentdDakian és mtsai. 2005azonban
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mas Utvonalon is energiahdmdnak jutni. llyen a WoodlLjungdahl metabolikus

atvonal, melyet reduktiv acefloA (acetil koenzim A)utvonalként is ismeriink. Ez a

folyamat acetogén baktériumokban, illetve ennek reverz valtozata acetotrof archeakban

is lejatszodik (Muller 2003)Az acetogén Clostridiak nlekt aMoorella thermoacetica

és Carboxidothermus hydrogenoformahsaj ok i s k®pesek energi §
Ljungdahl utvonalon.Ebben a folyamatban a GQOedukaldédik CGa, majd ez
konvertalodik acetCoA-va, areakcio sorban &idrogén elektron donorként jatszik

szerepet (Rother és mtsai. 2008%. anaerob reaktorban az acetotrof archeak energia

el R8I | 2tothasznalnalafel, dolygmatbanCH, és CQ keletkezik(Ragsdale és

mt sai . 2008) . A Clostridia fajok nagy r®
celluléz tartalma fermentacioban nem csak celitlol k u s hanem hidro
aktivitasuk miatt isf ont osak | ehet nek, ugyanis a hidr

hidrogenotrof metanogének szamafa.Clostridiak és a hidrogenotréf metanogének
kozott egyensulyt feltételeziink, melynek megléte fontos a hatékony biogaz
t e r mehezRAC® bydrogenoformanképes C& hasznalni egyeduli szén forrasként
és elektron donorként, valamint vizet elektron akceptorként, hogy acetatot és hidrogént
8l 1l 2tson el R (Wu ®s mt s &iCa hydrogermformdhéslaar at i
M. thermoaceticas hidrogénttud termehi (Pierche és mtsai. 2008).

A masodik leg@pesebbcsoport a Bacteria doménen belll a Baaliiztaly A
Bacilli osztalypol a leggyakoribb fajnak aEnterococcus faecaligizonyult amelyegy
Gram pozitiv baktériumés a normal bélflordban megtalalhatd, ahol poliszacharidokat
hidrolizal (Xu és mtsai. 1998)Az E. faeciumis egy gyakori faj a bélrendszerben
szénhidratokat(fruktéz, maltéz, lakt6z és galakfphasznal fel acetat és etanol
el R8I 1 2t 8s8ra ( Weiés @tsal. B0XL0E.aMacilluslcor@uzesB. Guer r ¢
thuringiensis baktériumok fakultativ anaerobak Anaerob kortlmények kozott B.
cereusgliikozbol acetatot, laktatot és etan®ll | 2 t Bl tiRuringiensispbbrayire
laktatot termel (Duport és mtsai. 2006, Ohara és Yakata 1996%treptococcus
pneumonia egy patogén, mely a glukézt laktatta alakitja (Hoskins és mtsai. 2001).
Rokona aS. suisglikozt, maltdzt, laktozt és trehaldatakit atk ¢ | © nilbeRomyR
szerves savakka (Klipp#alz és Schliefer 1987nig azS. agalactiaestanolt is készit
az illékony szerves savak mellett (Glaser és mtsai. 2002). TovabbiuRamstladba
tartoz6 patogének Staphylococcus epidermés alisteria monocytogeng&Ramickés
mtsai. 1996) amel yek kis sz8mban fordul nak e

k6zdsségeben.
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A Clostridia és Bacilliosztalyokonkivil mas csoportok is képviseltetik magukat
Rel at 2 v mennyi s®g¢ket tekintve dejmiment Rs¢
elhanyagolhatéta b i o g § zmikrbbgalisrapldléR lancbanA Bacteroidia tagjai
gyakoriak a természetben, ahol boml6 szerves anyagok, névényi vage mé&sd et T
biomasszak talalhatéak. Bacteroides capillosuegy bélbaktérium, mely laktatot
fermentdléh i dr og®nt 81 | 2 ttikugdktRitdssdl ie bif8elidn 8s mtsail | ul o |
1977). Ki emel ke dR p ® | -lhBtériam sanbidziseak baeBacteroides
thetaiotamicron mely fontos és allanddalkotéeleme a bélfléranakcellulozt és
kem®ny?2t Rt szdndosraskest |(Bjurset és mtsai. 2006).PArabacteroides
distasionis egy Gramtnegativ baktérium, mely illékony szerves savakat termel
(Sakamato és mtsai. 2006).

A Mollicutes osztaly tagp az Acoleplasma laidlawji mely glikozbaol telitett
zsirsavakai a kt 8t ot ®s acet 8§t ot 8HzdkétatferneehtdRios( L a z a
termékeketbiogdzza konvertaljdk az acetaf archeak a metanogén kdézdsségben. A
Gammaproteobacteria osztalyon belil a leggyakoribb és egyben legjobban
tanulmanyozott faj aEscherichia coli, mely rendk?2vTlI sokol dal
Anaerob korilmények kdzott fermentacios termékei a lalitdrukcinat, etanol, acetét
CO,, H; és kolonféleegyébsavak (Han és mtsai. 19923adasul téblhidrogenazzais
rendelkezik (Menorés mtsai. 1994). Az Actinobacteria tagjai gyakran megtalalhatéak a
talajpan és természetes vizekben. Némelyikilk hatékonyan bontja a komplex szerves
anyagokat, mint a cellul6z, ezért fontos szerepet jatszik a szén ciklusban (Ventura és
msai. 2007)Ennek acsoportnaknéhanytagja a rendkiVi ellenallo lignin bontasara is
képes (Kirby és mtsai. 2006). Az Actinobactekikdzul két faj volts z 8 mot t ev R
mennyiségben jelen a biogaz fermentorbanSkackia heliotrinireducensés a
Bifidobacterium longumA Sl. helidrinireducens Grampozitiv baktérium, mely a
nitratot ammoniava redukalgektron donojelenlétéber(hidrogén vagy formatker r R |
az organizmusrol azt is leirtak, hogy acetatot és laktatot is képes termelni (Pukal és
mtsai. 2009)A Bf. longumegy Grampozitiv baktérium, mely a human bélflérabian
megtalalhat6 (Schell és mtsai. 2002). Ez a faj oligoszacharidokat metabolizal és laktatot
8112t elR ezzel seg2tve a norm8Il mikrofl -r

Az ismert filogenetikai kategoridkon kivul 7#yi olyan szekvenciat talaltunk,
melyet a Bacteria doménhez lehetett kotni, de részletesebb besorolasa jelenleg még
kérdéses. Ebbe a csoportba tartozkamdidatus Cloacamonas acidaminovoramely

térzsetviszonylagnagy mennyiségben talaltuk a vizsgalt biogamtmtorbanés mas
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anaerob reaktorban is leirtdk mar jelenlétét (Krober és mtsai. 2009, Pelletier és mtsai.
2008). AC. C. acidaminovoranenergiajat a EmbdenMeyerhof Gtvonalon kereszl
cukrokbol nyeritovabbaképes amiosavakat fermentalni, valamiffteFe] hidrogenaza
segitségével hidrogént termel, igy ugyancsak fontos szerepe lehet a szintrofikus

metabolizmusban (Chouari és mtsai. 2005).

5.1.2.2 Archaea domén

Az acetogén baktériumok illékony szerves savakatp-C@s H-t termelnek,
melyekamet anogenezi st v ®gganfira tagahydgake@pereneiaar ¢ h e 8
és mtsai. 2008, Thauer és mtsai. 2008vacs és mtsai. 2014

A vizsgalt biogaz fermentorban az azonositott oblk kozul szamossagban
mintegy 10%ot tesnek ki az Archaea doméképv i s €1é8bi abra). Ez j6l korreldl
a korabbi vizsgalatok eredményeivel (Krause és mtsai. 2008, Jeanicke és mtsai. 2011
Wirth és mtsai. 2002 Az Archaea domékozosségen i@ a Methanomicrobiales rend
dominal Az emlitett renden belll Methanocukkus marisnigrivolt a leggyakoribb
(Anderson és mtsai. 2009). Ezt az archeat tdbb metanogén kézdsségben is megtalaltak
(Nettman és mtsai. 2010, Ziganshin és mtsai. 20Mrth és mtsai. 2002 A
Methanoculleusok mellett a Methanomicrobiales rend tovabbi hidrogenotrof
metanogénijei is képviseltettek magukat, miMethanospirillum hungatdiSoutham és
mtsai. 1990), Methanosphaerula palustris(Cabillo-Quiroz és mtsai. 2009),
Methanoregula boongBrauer és mtsai. 2010yJethanocorpusculum labreanufdhao
és mtsai. 1989), és MWlethanoplanus petroleariugBrambilla és mtsai. 2010). A
Methanococci osztalybdl pedig Methanococcus maripalidugolt nagyobb szamban
jelen, mely ugyancsak hidrogenotrof mebgén (Klessler és mtsai. 1998) &bra). Az
acetotro6f metanogének koz@tMethanosarcina acetivorangGalagan és mtsai. 2002)
vol t relat2v t°bbs®gben. A biogs§z ter mel
talaltunk, melyet korabban rizs rizoszférattam t a k | e . Le? risogyR| er r F
aerotolerans szeéti o x i d ®s hidrog®nf ¢ggR ®l et m- do
redukciojara is képes (Ercel és mtsai. 2006).
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6. abra: A 10 leggyakoribb archea a kisérleti biogaz fermentorbanA
hidrogenotrof (kék), acetotrof (zold) metanogének s egyélinarancssarga)
archaea fajokrelativ gyakorisagat tuintettik fel.

A hidrogenotréf metanogének tulsulya arra enged kodvetkeztetni, hddgédeti
fermentorunkbareza f R met 8§nt er mel R Yt vonal , ®s az
masodlagos szerepjatszanak Az acetat azonbaseintén fontokozti terméka biogaz
termelésbenmivel az acetabizonyitottanserkenti a ndvekedést Methanospirillum
hungatei (Southam éamtsai. 1990),Methanosphaeral palustris (Cabillo-Quiroz és
mtsai. 2009),Methanoregula boone{Brauer és mtsai. 2010Methanocorpusculum
labreanum (Zhao és mtsai. 1989Methanococcus maripalidugKlessler és mitsai.

1998), és avlethanoplanus petroleariu@Brambilla és mtsai. 2010) metanogéneknél.
Ezzel szemben aMethanoculleus marisnigricsak CQ-t képes felhasznalni
szénforrasként (Anderson és mtsai. 2009).

A hidrogen8z enzi mekhez k°©°t gywkofsagdblS | e o
arra lehet kovetkeztetni, hogy ezek az enzimek fontos szerepet jatszaiakisaég
életében(7. abra). A hidrogenazok mellett mas redox enzimeket is azonositottam,

melyek a hidrogémnyagcseréheizapcsolddnakllyen enzimeka Thauer és Ferry altal
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leirt koenzim M heterodiszulfid heptanil treonin foszfat (G&SB-HTP) oxidoreduktaz,
a forméat dehidrogenaz és a koenzikd20 hidrogenazCoM-S-S-HTP oxidoreduktaz
katalizdljla a CoM-S-SHTP atalakitasat HSITP (7merkaptoheptai-L-treonin

foszfa)-ra, amely egyailallo kofaktor minden metanogénben (Thauer és mtsai. 1993).

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

Format dehidrogenaz

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

Koenzim F420 hidrogenaz

[NiFe] hidrogendz érés

Energia konzervalé hidrogenaz (ferredoxin) Ech

Respiracids komplex

/.abra A biog§z termelR k°z°ss®g energia ®s
enzimei.A szamok a s7rt talalatok szamat jelzik. A bedllitasok: 4.14.3.2 fejezet.

A forméat dehidrogenaz hidrogést! | 2 & forrmdtb® CQ felszabadulassal (Ferry
1990). A redukalt F420 a membran kotott elektron transzport segitségével oxidalodik.
Amikor az F420 oxidalédika CoM-S-S-HTP redukélodik. A CoMS-S-HTP
oxidorediktdz altalanos a metanogénekben de a forméat dehidrogesdkz a

hi drogenotr - f metanog®nekre jellemzR (Ferr

5.1.3 A SOLID metagenom ad&tosszehasonlitdsa mas eredményekkel

A korabbi tanulmanyokbanaz Ujgeneraciés szekvenatorok kozll 4b4
piroszekvenatortechnikat has zn 81 t 8 k a bi o gl§ mikrobhidisr me | R
O0sszetételének tanulmanyozaséBehliter és mtsai. 2008, Krause és mtsai. 2008,
Kréber és mtsai. 2009, Jeanicke és mtsai. 2011). A vizsgéle mi  fer@ensrokT
mindegyilke allati Urilékkel és zdld névenyi biomasszaval (kukorica és rozs siloval)
mTkodt ek . Az 8l tal unk hasnzugydricdak dzekdi ar at - r
szubsztratokahasznéltukhasonlé 6sszetételbeB.z ®r t er ed m®nyei nk ©°s
kisszamu irodalmi datal.

A biogaz Uzerat mo d e | KkisérletRmikrobialis elemzésére hasznalt SOLID
Ujgeneracios szekvenator altal kapott eredményelegyezést mutattala korabbij
ugyancsak Ujgeneracos 454 piroszekvendtgitségével nyeradatokkal (8. abra)

Mi nden esetben a Clostridia o0oszt8ly Kk®pvi
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fermentorokban. A Clostridi jelenlée a fentebb targyalt okok miatengedhetetlen a
magas celluléz tartalmi biomasszak bontdsaban (Jeanicke és mtsaiA20%13mert

az osztaly szamos tagjarol, hogy hidrogenaz enzimekkel rendelkeznek. A Clostridia

osztaly abundancija® s
kozott a funkcionalis vizsgalat soran dsszefiiggésben lehet egyifsassa. abra) igy
arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hog@lastridiumok két fontos szerepet is betdltenek

a biogsgz

a

hi dr ogen 8§z gelenlétea gegox enanmek y i s ®g

t er mel R labdizxsa®gzbbszatratok Wdrolizieegay i k

masik a hidrogéntermelés, mely fontos a hidrogenotréf metanogének sq&ladra

és mtsai. 201,0Wirth és mtsai. 2012

2008. Lutz Krause  €s misai. 454 G5 FLX

Methanomicrobia

Thermaoprotei

Mollicutes
2%

Gammaprotechacteria

Methanococci

Thermococci

Methanomicrobia&

B%

Mollicutes
4%

Gammaprotechacteria 4%

N

Bacilli 4% Thermoprotei

SOLID 4

Actinobacteria
(class)
4%

Bacteroidia
4%

Clostridia
43%

Actinobacteria 2011. Sebastian Jaenicke és mtsai. 454 GS FLX Titanium

(class)
Actinobacteria

(class)
3%

Methanococci

Methanomicrobia Others
10% / 17%

Bacteroidia

Mollicut
3%

Gammaproteohacteria 1

Clostridia Clostridia

37%

3B%

8. abra: Az azonositott leggyakoribb osztalyok eloszlasanak 6sszehasonlitésaz
Krause és Sebastian Jeanicke munkéja ugyanabbdl a DNS mintabdl inld ki, a kiilénbség a454
szekvenator tipusa volt)

Nem csak a relativ mennyiségben, hanem az egyes fajok szintjén is egyezéseket

talaltunk a ké&€le NGS szekverasi technikaval kapottadabk kozott. llyen

bakt ®r i

umok

az

el Rz RI dtgus akfvitassal iod fajak,entint ma g a

példaul a Clostridium thermocellum C. cellulolyticum és a Caldicellulosiruptor

saccharolyticusAz Archaea doménben egyezéseket fedeztiink fél hidrogenotrof

Methanomicrobiales rend bizonyult a legelterjedtebbnek, mint ahogy azt a késdbb

es vizsgalatok is kimutattak (Schluter és mtsai. 2008, Krause és mtsai. 2008, Krober és

mtsai. 2009, Jeanicke és mtsai. 201Eyen bellil aMethanoculleus marisnigri

bizonyult dominansnak, mely faj dominancigjat a mar emlitettaiéok mindegyike
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alatamasztjaErdekes maédon szilard fazisi anaerob fermentacioban az acetotrof és
hidrogenotrof metanogének egyarant megtaléalhatok voltak (Li és mtsi. 2013).

A metagenomikai vizsgalatokban altalanosan az egyes rendszertani kategoériak
k®pvisel Rynakormried 1ag tv tekintj¢k a biogsgz
m®r R tul ajdons8gnak. K®t s®get ki z8r-an az
szerep és relativ szamossag kozott feltételezett szoros 6sszefliggés valdban minden
esetben létezik. A kééd eldontéséhez nagy szamban elvégzett funkcionalis
vizsgalatokra (metatranszkriptomika, metaproteomika) lesz sziikség. Az egyetlen ismert
metatranszkriptomi kai tanul m8ny 8l tal 8§ba
gyakori s8gban jelen dievRormiuklrnoabk8§ ke ItR alhes g
ki emel, hogy az archaes8k metabol i kus a
k©z°ss®gben m®rhetR relat2v sz8moss8§guk (
metaproteomikai eredmények ugyan nagyon fragmentaltak és kévétkeztetést
engednek meg, de szintén arra utalnak, hogy a filogenetikai eloszlas és az aktiv fehérjek
alapjan talalt kbzosségi struktara csak részlegesen hozhat6 fedésbe. (Abram és mtsai.
2011).

Nem metagenom vizsgélatok koziul a speciahierA alapl azoositasi
modszerrels z ar vasmar hatr §gy 8§v al (statikiisk hemRkevente z o f i |
Al ebegRO0 gg8ztart8lyos, ki sm®retT, egysz
hasznalatos)tipust biogazberendezésbemugyancsak a Methanomicrobiales rend
k ®p vi sudatéiR ki tdominansnak (Rastogi és mtsai. 200Byy sertéstragyaval
mT k © d R 3e& Méxaifil reaktorban szintén hidrogenotr6f manogéneketalaltak
nagyobb szambaZhu és mtsai. 2011)A 16S IDNS vizsgalatok soran Delbes és
kutatécsoportjaa Firmicutes ®s Bacteroides faj ok
mennyiségben 10 literes kisérleti mezafilaerob reaktorukban mel yet mTk©° dR
¢ zembRI sz8r maz- olt-iszappal teltottek m
metanogének kozott midrogenotroéf Methanobacteriumajokat talaltakdominansnak
(Delbés és mtsai 2001%zinténriboszémalis RNS géneket vizsgalva 6068 sertés
tr8gys8val mT k ° dR mesakoafhidrbgenotefakkvolaiibbsaghen u g y a n
(Liu és mtsai. 2009). A FISH ¢ankat hasznalva batch tipusu fermentaciahmezofil
h Rm®r s ®krhetahogémek kozotszintén a hidrogenotrofok voltak talnyomo
tobbségben (Banks és mtsai. 2012)A metanogének kimutatasara alkalmas
ANAEROCHIP rendszert alkalmazva egy kevert, de liglotbzban gazdag

szubsztratokkal taplalt termofil biogaz Gizem mikroba elemgésma hidrogenotrofok,

50



ezen belil a Methanoculleus nemzetség tulsulyat taldltdk (Fk&hkde és mtsi.
2009).

A hidrogenotréf metanogenezis dominanciajat azonban nem miadsgalat
tamasztja ala. Raskin ésunkatarsaegy szennyviz telep mezofil biogaz fermenband
kialakult metanogén kozosség Osszetételét vizsgaltak 16S rRNS gének segitségével.
Eredményeik azt mutattak, hogy a metanogének kozott a mixteffianosarcina
nemzetségolt tobbségben. a b o r at - r ireakioibanar®ly szeniyviszappal
®s szarvasmar hame ggryRv%atl e tmT®&KR de@ fRaskieés az e
mtsai. 1995, Griffin és mtsai. 1998ISH adatok az acetotréf életmddot folytatd
Metharosaeta nemzetségetmutattak j el ent Rs nek a b Hasogl@ z ter
eredményre jutodtk a metanogén kézosség vizsgakdranegy szintetikus szubsztrattal
taplalt UASB tipusu fermentoresetében valamint egy ¢ z € mi m®r ean T r eal
melyben Allatitragyéat és ételmaradékat dolgoztak fel (Sekigchi és mtai. 1999,
Karakashev és s 2006)

5.2 Mikroalga biomassza fermentacio

A mikroalga biomasszat kozvetlenll és kozvetve is feim@hatjuk biogaz
gyartasara. A kozvetett felhasznalas sordn a mikroalgaval megtermeltetjik abbtie
kinyerjuk a kivant terméket p(. biodizel, biohidrogén élelmiszeriparban vagy
gyogyszeriparban hasznalhatd vegyllgteknajd & alga biomassza maradkot
hasznositjuk biogaz termelés(Brennan és mtsai. 20107 mikroalga biomassza
fermentacival kapcsolatos munkamaromnagy kisérletsorozatotfoglalt magiba. Az
e | esBbera kozvetett felhasznalaktvantukmodelleni. Enneksoran egy nem steril
mixotr6f mobdon Tis-foszfatacetdton (TAP) novesztett mikroalga keverék
(Scenedesmus .spés Chlamydomonas sp és szintrof baktériuok egyuttes
biomasszajat hasznaltuk fel biogaz alapanyagkéntTehat a keverék kodnnyen
(Chlamydomonas spés nehezebberSE&nedesmus gpfermentalhaté mikroalgéakat
tartalmazott (Mussgnug és mtsai. 201@)kisérletben hasznalt mikroalga lee¢k és
szintréfjainak hasznalata egy masik parhuzammsmkahozkapcsolédik, mely soran
alga és baktérium keveréket haszng8l nak f el bi ofAl dr og®

hidrogéntermeléssel kapcsolatos vizsgalatok eredményeit Lakatos Gergely PhD
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dolgozata foglalja 6ssyeA mikroalgdk mellett természetesen kialakléktérium
florat®s el Rny°s hat 8sukat maa kondlbdnrisonsegfigyaltekn © v e k
(KeshtacheitLubson és mtsai. 1995, Watanabe és mtsai. 2005, Nikolaev és mtsai. 2008,
Amin és mtsai. 2009)A kapcsolodé munkéényege, hogy a elterjedtkénmegvonas
segitségéveindukalt biohidrogén termeltetésellett (Melis & mtsai. 2001, Zhang és
mtsai. 2002, Fouchard és mtsai. 2005, Laurinavichene és mtsai. 2006, Tsygankov és
mtsai. 2006)egy masfajta alternativat nyujtsoKollégaim arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogya mikroalgaésa mellette kialakulGszintrof mikroor@nizmusk keveréle
alkalmas fenntarthatd biohidrogén termeldsktamegvonas nélkil id.akatos és mtsai.
publikélas alajt

A masodik kisérlesorozategy fotoautot6f médorBG11 tapoldatban2,5nt ipari
fotofermentorbanndvestett mikroalga $cenedesmusbliquug faj fermentaciojat
vizsgélta E kisérlet sordn a mikroalgazerves szaraz anyagra vonatkozteadtgolasi
mennyisége megegyett a Scenedesmus .spsChlamydomonas sfkeverékadagolasi
mennyiségévelA hasznaltsc. obliguusbiomasszasak kismennyiségben tartalmatt
szintrofikusbaktériumokat

A harmadik kisérlet sorozatban fotoautotr6f mddon tenyésztetimikroalga
bi omassz§8t k¢l °nb°zR m-don el Rkezel t em, [

termeR d ® Batchlgipusu fermentacidva VDI alapjan

5.2.1 Mikroalga keverék és szintréfjainak fermentacioja

A mikroalga keveréketlg szrves szarazanyagl/liter térterheléssel naponta
adagolamaz 5 literes kisérleti fermentorlgd.1.1. fejeze), illetve ezzel parhuzamosan
masik két reaktor egyikébe 0,8,5g serves szarazanyag/liter térterheléssel
kofermentacioban kukorica szilazst és mikroalga keveréket, valamint a harmadikba csak
kukorica szilazst adagoltam (1gesves szaraanyag/l). A fermentaciéo két hdnapig
tartot, e b baRd e | ap Rolt bz Un. felfutasi fazis, mely soran a vizsgalni kivant
szubsztrattalokozatosarioltottem fel a reaktorokads stabilizalt biogaz termelést értem
el. A masodik hénapbam ki al akul t mi kroba k°z°9ss®g
aktivitasat kisértem figelemmel.Célomebben a kisérletbem mi kr oal g8 b - | k
bi og8z mek méhsyBép®&k Osszevetéseolt a kukorica szildzsbdl és a

kofermentacidol keletkezé biogazéval tovabbaa kisérlet teljes két hdnapja alatt a
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fermentécids paraméterakyomon kovetése, a fermentécié stabilitasanak vizsgélata

mely me g e r R ®Anékhazt alternativ szubsztratnak haszhagisagatbiogaz

el R8I.1A& thganfée fermentaciobolosszDNS mintkat készitettem A
fermentacionként négyi d Rpont ban vidkadt tveteterN Sala nészletes
metagenomikai vizsgalatnald kisérlet kezdeténilletve egy, 6t, és kilenc hét a
fermentaciok inditasdt ©° vet Ren tanul m8nyoztam aA mi kr ol
ki vg8l aszt ocatfarment&ti®Rezdemn, felfotési| e g j o b b aszakdszamakne | R
eés végpontjanakelelnek meg. A mintakt lon Torrent PGM tipusiijgeneracios
szekvenatorral szekvenaltuk viszonylag hosszatlagosleolvasasi hossknak (100

200bp) k®sz°nhet Ren a n kdntige ostzesderedél nélkiill v a s 8 s
hasznahatam filogenetilai vizsgalatokrg4.14.3.2 fejezet)

5.2.1.1 A keletkezett biogaz vizsgalata

A k2s®rl etben haszn8lt szubsztr8tokb- |
mennyiségénekendszeremérése az egy hdnapos felfutasi fazis uadniogaz termelés
stabilizal6das t k © wadeértdRes nnformaciotnz eredmeépek alapjan elmondhato,
hogy a mikroalgagéss zi ntr - f jai nak ferment 88cijobgb8b - | k
(5861% CH, tartalom Tirodalmi adatoknak megfeldl, azonba a termelt gaz
mennyiségeéatlagban néhany szazalékkal-@%) el mar a d a k¢l °onbozR
fajokbdl masok altal mértbiogaz hozamoktdl (Mussgnug és mtsai. 2010, De
Schampelarie és mtsai. 2009), melynek oka a mikroalgaval egyitt bevitt mikroba
mennyisége ket A kukorica szil 8zsb- 1 (8082%I Gkl Rd®° tt
tartalon) megfelel az rnodalmi adatoknak Amon és mtsai. 2030 illetve a
kofermentacicaze | R e ROt helyezkedik eh mi n Rs ® g(B457%C#Hk i nt v e
tartalon). A keletkezett biogaanennyisége atlagosan a kukorica szilazs esetében 3,2
I/nap, kofermentacional 3,15 I/nap és a mikroalga keveréknél 2,2 Wmiagosszes
keletkezett metan mennyiség: kofermentacio: 51,97 |, kukorica sil6: 48,96 |, mikroalga

baktérium keverék: 39,27.1Az adatokat a 9. abran tintettem fel.

53



-+ Alga (+s2)
-~ Kofermentacio
-+ Kukorica szilazs

Keletkezett metan (In)

0+ Trrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr oo
30 35 40 45 S0 55 60

Nap

9.abraK¢gl °nb°zR szubs zt kuguladvknetan tartilennermdt e z e t t
literben (Alga+sz: mikroalga keverék és szintréfjai)

A naponta adagol't Sszubsztr 8t clefvesl|szaraze |l et k

anyagra vonatkoztaa a 10. abran tintettem fel
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10.abra.K¢l °nb°zR szubs ztmaan arkalbm 1g sderees szdrdze z e t t
anyagra vonatkoztatwa (Alga+sz: mikroalga keverék és szintroéfjai).

A napi biometan hozam eredmérkyazt jelzik, hogy az alga keverék olyan j6 biogéaz
szubsztrat, mint a koltségesebés tarolasra szoruldkukorica szildzs hiszen
kofermentacioban helyettesitette a kukorica szilazs felét. Onmagaban kevésbé

el Rny©°sen h alugyan8nhyhbeitt-szerves anyagbol a kukorica szilazshoz
hasonlitva csak mintegy 75%yi metan keletkezett ez a k¢l °nbs®g f e
mi kroal ga kezel ®aRmiedenesetre Jidyddeenret niekdr Royy. a
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ter ¢l etegys®gen adzdp®Hlatl i zdmétdsba véve (algaacsaknena
eg®sz ®v en keresztg¢l f ol yamat osan teny(
hozamokat produkal, mint a silokukorica) a nstaril algakeverék biogaz
alapanyagként nagyon igéretes biomassza fdeAs kisérlenem adott valaszt arra a

k®r d®sr e, hogy a Vvi zsg§8l-eaz3lga bioragsszasteljesd Rs z ¢
lebomlasdhoz. Azt tudjuk irodalmi adatok alapjan, hogy a kukorica szilagszza
alak?2t8s8hoz ez az i d R ekleevgeel n@ckBndzebdea | e h e
lebonthatéScenedesmuse j t f al | al ennyi i dR al att nem t

meghrkdzni afermentormikroba k6z6sség tagjai.

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

A fermentacié stabilitAsanak nyomokRkdvetésére haszndlt egyik fontos
paraméter az 0sszes szerves sav és pufferkapacitas, illetve ezek hanyadosanak
(FOS/TAC) meghatarozas@Nordmam és mtsai. 1977, McGhee és mtsai. 1968). Ha a
FOS/TAC arany 0,1 alatt van, akkor a reaktor éhezik, biomassaeelbsziikséges.

Azonban ha&=OS/TAC értéel0,5 felett van akkor a rendszer tulterh@ltfolyamatsoran

az 0sszes szerves sav mennyisége J dg/leor et i kus fel sR hat§r,
kozosségnovekedését és aktivitdsat gatplgatt volt -atlagosan 1,5/I-, az 6sszes

szervetlen széntartalom (TAC) atlagosah®@gCaC@/l volt. A hetente mért FOS/TAC

aranyokat a 1 abra foglalja 6ssze

0,6 -

FOS/TAC

0,2 -

v it
wmn annm

0,0

Alga (+5z.) Kofermentdcid Kukorica szildazs
11. abra. Hetente mért FOS/TAC aranyok A piros szaggatott vonalak az irodalmi
adatok mutatta hatarértékeket jeldlik (Alga+sz: mikroalga keverék és szintrofjai).

A fermentaciok soran &@iomasszabevite(1g/l) alacsonynak bizonyyltnem tortént
tuladagolasA FOS/TAC aranyanak kozel allando értékeegyikmegbizhaté mutatéja

a fermentacios folyamak stabilitasanak.
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5.2.1.3 NH' tartalom valtozasanak vizsgalata

A nitrogén tartalmi komponensek bomlasab6l ammonia keletkezi&,vizes
k6zegbenammonium ion formabanvan jelen (Alexander 1985%) Az ammonium
tartalom ®00ny/l feletti értéke negativan hathat a metanogéndsségre Ghen és
mtsai. 2008, Nielsen és mtsai. 2008). A kisérlet sordn az ammonium tartalom a kukorica
szilazs esetében kozel azonos értékeket mutatott, mig a kofermentacionél az érték
ingadozott10002000mg/l k6zott. A mikroalga keverék és szinmidfak fermentécidja
soran az ammonium tartalom novekeda¢ta két hdnapos fermentacio soran 3000mg/I
alatt maradt. Azonban a tendencia szetiowiabbi emelkedése mar negativan hatna a

fermentéciodra, igy hosszu tavon problémat okogttatabra)

4000 =

HET
3000 - ----"""""“-"“"“-"---s--s--------------=-=-==-= = B
5 3225 I
£ 2000+ 1 ok 8

ln
§ s 8.

HHE

1000+ HHLE

HHEL

HHE

HEE

0. SIEIEIR

Alga [+sz.) Kofermentacié  Kukorica szildzs

12. abra. Heti szintenmonitorozottammaonium tartalom. A piros szaggatott vonal
az irodal mi adat ok al ap/pdatsz: mikrGalyd keverek f el s R
€s szintrofjai).

A ferment8ci - sor8§n az ©°9sszes szerves sa\
ammonium tartalombdl pedig lugossagat allapithatjuk.rAegennyiben a reaktorbam

kétféle komponenskozel azonos mennyiségben és egyszeérrer me | Rdi k, ak
fermentacido enyhén lugos gH, mely ametan er mel R mi kr oba konzoi
me g f efénenarRd A kisérlet sorara pH értékek nem valtoztakz § mot @@ v Re n

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

13.abraaK¢l ©nb°zR f er me mekatozash a kisétlet®rah ® k e i
(Algat+sz: mikroalga keverék és szintrofjai).

Az ammoénium ion koncentracié az alga biomassza esst@ikedést mutatott 41
abra), a ligosodas mérték azonban n e mmely @l réendszererhagast R s

pufferkapacitasaval magyarazh&d 0gCaCaQl).
5.2.1.4 C/N arany vizsgalat eredmyéi

Az anaerob bomlasi folyamat sordlényeges paramétera szubsztratok
szén/nitrogén(C/N) ardnya. A szakirodalombammek idealisértékét 20-30 kdzott
allapitjak meg(Parkin és Owen 1986&(advika és mtsai2004) A ferment&ié soran
ugyanisa r e a kt or Ibak 203@®skoRgyarsaldbandnasznositjak a szemait a
nitrogént(Yadvika és mtsai. 2004Haa szubsztra€C/N arany alacsony akkor fennall
a tpanyaghiany veszélye és alacsony pufferkapaesaséna bomlasi folyamat
sérllékennyé valik, miveh magasnitrogén tartalmli komponensekermentaciojabol
szabad amm-nia kel et k bagaaknetanagenezista®gCiINR s or o
arany tul magasakkor pedig a illékony zsirsavak mennyisége noévekszik meg, ami
ugyancsak negativan hata fermentacios folyamatra.

A kisérletben hasznalt szubsztratok GiNinyat a 4.1 fejezet tablazata foglalja
0ssze.A fermentorokbdél minden héten vett mintdkbdl C/N méréseket végeziem
mikroalga keverék és szintrofjainak fermentaciéja soraN #artalom novekedését
tapasztaltam a fermentacios folyadékbamely 6sszefliggésben van az ammonium
tartalom novekedésévelA mikroalga keverék C/N aradnya (513 alacsonynak
bizonyult. Magas volt a szubsztrat N tartalma a fermentacié soran, igy a biomassza
adagol §s8val ®s boml 8s8val p § tatalorm a@o s an
tartalommal szemben 41 abra). Ennekv a | - snmgyardzata, hogy a fermentor
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mikroba k6zdssége a mialga (kilondsen a kénnyen boml@hlamydomonas spC
tartal m§t revid ezddR szeanbemat N tartélrall VegydleteR &1 t a ,
mikroalgas e j t b R ki ker ¢l vmelyhek Igetkdzhémye azblett,rhbgg t t a k
a fermentacié végére szabadammonia tartalonmassanndvekedett a fermentacios
folyadékban.A k of er ment §ci -N fahamozdudstmuta®it (5. B1k3T

fejezet) mely magyardzhatéa fele annyi mikroalgebiomassza bevitellglilletve a

magasabb C/ N ar 8nnyal r e n d enpehzacofRRhatlsavialo r i ¢ a

EM
/s - - T T m=0,011

1 : =
| & Alga (+s2)
0 m Kofermentacio
1 1 1 1 1 1 1 1 1 B .
0 1 2 3 4 5 3 7 8 9 4 Kukorica szilazs
Het
14. abra. A fermentaciok Nt ar t al m8nak al aku(Agastsz: az i dR

mikroalga keverék és szintrofjai).

Olsson és mtsanak megfigyelése hasonl6 eredményeket mutatott. Kisérletilkben
szennyviz iszappal kevertek dssze egy tobdl izolalt mikroalga biomasszat. Vizsgalatuk
al apj8n a mikroalga biomassza nagy menny.i
negativ latassal jart termofil (55°C) és mezofil (37°C) kortlmeények koedgtarant
Ennek magyaradzatat a mialga magas nitrogén tartalmaval hoztak dsszefliggésbe
(Olsson és mtsai. 2013). Hasonl6 kdvetkeztetésre jutott Yen és Br(2@018) Ezért
munkajukban a éfermentacié hasznossagat emelik ki, melyet mikroalga és hulladék
pap?2r egy¢ttes ferment8ci-j8ban figyeltek
C/IN arany egyensulya. Bek optimalis értékét 205-ben allapitottdk meg. A masik
el Rny a cigdnbwekeddg &kt iavz e | R nkpferrRentéltepppirz et t e
jotékony hatasarol szol, ugyaraspapir (magasabb C/N aranyaiatt a megnovekedett
celluldz aktivitas hatasara a mikroalga biomasszhatékonyabban bomlik, igy az
alg8ban tal 8l hat - ®rt ®kes t8panyagok gyor
nevel.i a biomet8n hozamot. Az 8ltalam v®g
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ezeket amegfigyelésket az alacsony C/N arannyal rendedkB al ga f er ment §
e | R mnakdfesmentéciougyanis igy a N kevésbé halmozddik tehéata fermentacios

folyamat tovabb fenntarthatdé, miszal acsony C/ N ar 8nnyal ret
monoszubsztr 8t k®ntAkel et e R Raybayaigyigagasde aln

kofermentacio esetén.

5.2.2 Metagenomikai vizsgalatok

A k°vetkezRekben a mikroalga kevéR®k ®s
vett mintak metagenomikai vizsgakak eredményeinutatom be. A kisérlet soran
n®gy k¢l °nb2zR i dRben (kiindul 8s, 1, 5,
vizsgalam a harom féle fermentacié mikrobidlis k6zdsségének valtozasaabba
megvi zsg8ltuk degsyzeutbts z&IrRe t noi kkazok aEhydk © z © s s ®g

5.2.2.1Kukorica szilazs mikrobioldgiai 6sszetétele

A kozvetett fel haszn8l 8st model | ezR m
fermentacids kisérlet soran az irodalomban egyediléllé moédon megvizsgaltuk
maganak a beadagolt szubsztratnak imikrobidlis 6sszetételét lon Torrent PGM

Ujgeneracios szekvenator segitségéi®el abra).

Bacillus nemzetséeg 3%

dcetobacter nemzetséyg 23%

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

L sac.:Bacili

. Bp.: Betaproteobacteria

. Firm.: Firmicutes

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

Zea nemzetség 15%

Lactobacillus nemzetség 53%

15. abra. A kukorica szilazsmikrobioldgiai 6sszetétele A koncentrikus
k°rszel v®nyeken bel ¢l rRI kifel® haladva
nemzetségszerinti bersorolasat tintettem fel.

A szildzs készitése soran a zolddlsilkorica novényt dsszeszecskazzak tm
nagys8g¥% darabokra, t°m°r2tik ®s |l efedik.
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tejsavas részleges fermentacidely legalabb két hétig tart mikézben a szénhidratok

egy része acetéttd és laktatta fermenifl@s a biomassza az alacsony pH miatt
stabiliz8gl  -dik, sok8ig t8&8rolhat-v8§ VvE8Ilik
szilazs mikrobialis elemzése sordmctobacillus és Acetobacterf aj o k k®pvi se
talaltuk nagy szamban. A bélflérdban s 1 Rf o Ladtobhcillusok a tejsav
baktériumok csoportjdba tartoznak, melyek megtalalhatbak bomlé névényi anyagokon

is. Ezek a mikobak cukrokbdltejsavattermelnek (Makarova és mtsai. 2006). Az
Acetobacternemzetségk ® pvi s el Ri pedig az acet §t ter |
Yukphan 2008).

5.2.2.2Mikroalga és szintréfikus baktérium kdzosség mikrobioldgiai 6sszetétele

A kevert mikr oal gaRhkabiunmémzetséghbtariodd éafoktat f Rk ®
talaltam a mikroalga és szintrofikus baktérium keverékb@b. abra) Ezen fajok
k ®p v i mitedéiikalo baktériumok, melyek a talajpan szimbiotikus kapcsolat
kiepitésére képesek ndvényekkEbawada és mtsai. 2003). Korabban kulonféle
mikrobidlis kapcsolatokat mamedgfigyeltek mikroalga és baktériumok kozott
(KeshtacheitLubson és mtsai. 1995, Watanabe és mtsai. 2005, Nikolaev és mtsai. 2008,
Amin és mtsai. 2009).

Burkholderia nemzetség 4%

Rhizobium nemzetség 51% Bacillus nemzetség 15%

D Ap.: Alphaproteobacteria

] Bac.:Bacilii
. Bp.: Betaproteobacteria

. Firm.: Firmicutes
. Prot.: Proteobacteria

Eukaryota 30%
Chiamydomonas nemzetség 10%

Scenedesmus nemzetség 20%

16. abra. Kevert mikroalga kultura és szintréfikus kdzosségeA koncentrikus
k°rszel v®nyeken bel ¢l rRI kifel® haladva
nemzetségszerinti bersorolasat tintettem fel.
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5223ADb i o0 g 8 z mikreba kiEi$s&) vizsgalata

A ki i ndu lvdtsnintdbard Bidg&z nizem szimulacios kisééletz hasonld
mikrobialis 0sszetételt talaltamannak ellenére, hogw vizsgalt oltdiszapés a
szekvenator tipusa sem egyeZeiak az oltdiszap szarmazasi hely®)beazonositott
fajok listja alapjan itt is a Bacteria @z Archaea domén kép s el Ri vannak |
szambanhasonl6an a SOLID uUjgeneracios szekvenator nyujtotta adatgkhdbra)

Ennek relativ eloszlasat &.1abra foglalja 6ssze.

Deltaproteobact. 2%
Alphaproteobact. 5%

Gammaproteobact. 5%

Bacteroidia 8%

Flavobacteriia 3%
Egyéb Bacteroidetes

Basorolatlan
Bacteria 5%

Bacteroidetes

Proteobacteria

= sne
Egyéb Firmicutes Actinobacteria 3%

Erysipelotrichi 1%
Synergistia 1%

Bacteria
(26,754)

Bacilli 7% Egyéb Bacteria

Meghatarozatlan 10%
(3,516)

Euryarchaeoata

Methanomicrobia 9%
Eukaryota 0,09% (30)
Besorolatlan szekvenciak 0,06% (22)

Virus szekvenciak 0,04% (14)

Methanobacteria 1%

Mas metanogének

17. abra. A kiindulasi inokulum taxonémiai eloszlasaA koncentri kus
k°rszel v®nyekben bel ¢l r RI ki fel® haladva
szerinti besorolasait tiintetemfel.

A relativ eloszlas alapjan a Bacteria doivema Firmicutes torzs a leggyakoribb. Ezen

torzson belul a ClostridiésBacilli osztalyokk ® p v i s e | Rinagyoloblszambdan a | e ¢
melyek i mint ahogy a korabbiakban targyaltuk lignocelluléz tartalmi szubsztatok
bontasaban fontos szerepet jatszanakBacteroidetes torzs tagjai ugyancsak nagy
szamban képviseltetik magukat, mely mikrobak snntéj el ent Rs szer epet
celluléz tartalml szubsztréanaerob fermentacidjabamz Archaea doménbenza

azonositotnemzetségekagy része anetanogenezis mindharom utvonalat hasznosito
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Methanosarcinales rendbe tartozikMethanomicrobia osztély) A fermentor
taplaléklancaban a valtozasokra legérzékenyebb elem a metanogének csoportja, igy az
Archea doménen belili dominancia valtozas hatterébermasokaltal mar megfigyelt
szezondlis, illetve a fermentaciés koztesterrkéke mi n Rs ®g ®n e k me n n
valtozasa é4llhatRastogi és mtsai. 2008, Lee és mtsai. 2@)9me és mtsai. 20107

SOLID szekvenalashdzasonl6arszamos szekvenciagyetlenismert mikrobdhoz sem
tudtamkatni. A tovabbiakban a metagenom vizsgalatok eredményeit részleemesk,

soran a meghatarozatlanés az eukariota szekvenciaktol eltekintek és csak a
beazonositott mikrobak relatabundancidjdnegymashoz viszonyitott ardryalapul

az eredmények értékelésed.14.3.2 €s4.14.3.3 fejezetkben leirtakalapjan Kilon

targyalom aBacteria és az Archaea domeént.

5.22.31Kukorica szilazs fermentaciojanak mikrobidlis k6zdsség vizsgalata (Bacteria
domén)

A kukorica szilazs fermentaciéja soran a dominans toérzsek a kiindulasi allapottol a
fermentacié végéig megmaradtak, relat®oszlasukban csak kisebb valtozasok
torténtek (8. abra).

Kiindulas 1 hét 5 hét 9 hét

4%
2%
2% 39
16%
23%
20%
27%

18. abra. A kukorica szilazs fermentacié mikrobialis 6sszetételének alakulasa a
Bacteria doménen belilikdrzs szinten.

M Firmicutes

M Protecbacteria
Bactercidetes

M Actinobacteria

W Egyeb Bacteria torzsek

A v8ltoz8sok a Proteobactetf Rk ®rhizoki@es R ®r i
és Burkholderiales rendeketkiszoritjak a Firmicutes és a Bacteroides torzsek tagjai
(19. abra).
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Proteobacteria

100

80

60

W Kiindulas

Abundancia (%)

B 1hat

W5 hat

m 9 hét

19. abra. A Bacteria domén rendjeinek alakulasa a kukorica szilazs
fermentaciojaban.

A Firmicutes torzsben @lostridium nemzetségan tulnyomo tébbségben jelen, amit a
Bacillus kbvet, mig a Bacteroidetes torzson bellBacteroicesnemzetségg ® pvi s el Ri
leggyakoribbak. A Bacteria doménben a mikrobialis kbzdsség alakulasa a fermentéacio
soran nagyban hasonlit a kiindulasi allapottamaia SOLID 0j generaciés szekvenalasi

technikaval kapott eredményekkel j6 egyezést mutat.

5.22.3.2 A kofermentacio mikrobialis kz6sségének vizsgalata (Bacteria domén)

A kofermentacié sorartendenciézusv 81 t o0z 8 s o k to°rt®nt ek az €
képest 0. abra).

Kiindulas 1 hét 5 hét 9 hét

B Firmicutes

M Protecbacteria

W Bacteroidetes

M Actinobacteria

W Egyéb Bacteria torzsek

20. abra. A Bacteria doménen bellli valtozasok a kofermentacié mikrobialis
ko6zbsségrek torzs szintjén.

A ki i ndu laSagazdagPbtedbacteria torzs tagjai felett atvették a mikroalga
keverékkel bevitugyancsak Proteobacteria torzsbe tartBhizobiumés Burkholderia

faok a rel at2v t°bbs®get, maj d a ferment 8c
szor2tott8k a to°bbi dabm).n8ns t°rzs k®pvVi Se
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Proteobacteria
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21. abra. Bacteria doménen belillivaltozasok rend szinten a kofermentacié soran

Az alga fermentaciohoz viszonyitys.22.3.3 fejeze} kevésbé markan§ t r e nd e z Rd ®
hatterében a felakkoramennyi s®gT mi kroal ga kever ®k ad

szilazs és mikroba koz6sségének kiegyeli hat 8sa 81 | hat .

s sz

A mikroalga keverék és szintrofjainak fermentacioja soran a fermentor mikroba

k°z°29ss®g®nek °sszet®tele a Bact eindulsid o m®n ¢
allapothoz képesep. abra).

22. abra. A mikroalga keverék és szintréfjainak fermentacioja soran
bekdvetkezett mikrobialis valtozasok tdrzs szinten a Bacteria doménben

A ki i ndul § ®roteobaaleReb Bras egy sake mz e t fll® gesketett
k6zosség.A mikroalgaval egyltt bevittRhizobium és Burkholderia nemzetségek

azonban, melyek szintén a Proteobacteria térzsbe tartarfakmentor mikrobidlis
k°©z°ss®g®ben h &tdomihéncidki®zoritvaak§ ti vnedsuz i8ks i i dRbe
®l R Kk ©t£23. dbsaP g
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