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16SrRNS a riboszomalis ribonukleinsav kis alegysege

ARDRA: Amplifikélt riboszomalis DNS restrikcios alfizis

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool, on-lireekvenciakergsalkalmazas
bp: bazispar

CHP: Combined Heat and Power, gazmotor, amelyg@zielégetésere alkalmaznak
CTAB: cetil-trimetil-ammonium-bromid

DGGE: denaturalo6 gradiens gélelektroforézis

DNS: dezoxiribonukleinsav

DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen, Némktoba gyijtemeny
endA Echerichia coliendonukleaz nagy alegységéenek génje

IPTG: Izopropilp-D-1-tiogalaktopiranozid

LB: Luria-Bertani taptalaj

LH-PCR: Hossz heterogenitas PCR

mcrA metil koenzim-M reduktaz enzim nagy alegységém@ije

NCBI: National Center for Biotechnology Information

ODgoo: 600 nanométeren mért optikai denzitas

0TS: Szerves szérazanyag tartalom

OTU: Miikbdési taxonomiai egyseg

PCR: Polimeraz lancreakcio

gPCR: Kvantitativ polimeraz lancreakcio

RDP: Riboszémalis adatbazis projekt

recA Echerichia coliDNS hibajavité enzim nagy alegységének génje
RFLP: Restrikcios fragment hossz polimorfizmus

RISA: Riboszémalis intergenikus kitézakasz analizis

rpm: Revolutions per minute (percenkénti fordulate}

SDS: natrium-dodecil-szulfat

SET: Szukréz, TRIS, EDTA oldat



TGGE: Hbmérséklet gradiens gélelektroforézis
T-RF: Terminalis restrikcios fragment
T-RFLP: Termindlis restrikcios fragment hossz palifizmus

X-gal: 5-bromo-4-kloro-3-indoliB-D-galaktopiranozid
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1 Bevezetés

Az energia az egyik legfontosabb tartépillére widignak, melyben mindennapi életiinket
éljuk. A hétkdznapok minden aspektuséat atszovitdesagara sokszor csak akkor débbeniink
ra, amikor hianyaban szenvedink. A modern tarsadatképzelhetetlen lenne példaul a
villamos aram, vagy a foldgaz nyujtottaseyok nélkil. Mindazondltal ahogyan az emberi
tarsadalom fefldik, az emberek atlagéletkora méges a technoldgiai vivmanyok mindenki
szamara elérhé&té valnak, 6hatatlanul is me§jmz egy emberre ésitlag energiafogyasztas.
Emellett a tradicionalisan hasznalt, ugynevezeisdis energiahordozok éara is folyamatosan
emelkedik a kereslet ndvekedésével, valamint a létekz fogyasaval egyitt. Ezelba
készletekBl meghatarozott mennyiséggel rendelkezink, Gjabihédyeket mar csak egyre
nehezebben tudunk felkutatni, ami szintén arndtétyes. Talan ennél is nagyobb probléma
a fosszilis energiahordozok fokozott hasznalatgaed kornyezeti artalom, ami szerepet
jatszik a globalis klimavaltozas kialakuladsabanndéizek a leirt folyamatok egyittesiwel
hivjak fel a figyelmunket arra, hogy dramai valtezazikséges az energiapolitikdban
vilagszerte. Ez nevezetesen a sokak altal hangtiztaegujulé energiahordozokat jelenti,
hiszen ezeket a megfedemddon kiaknazva majdnem korlatlan mértékben tudemérgiat
eléallitani, ami rdadasul olcsobb is lehet a jeletiagznalt energiahordozékndl. Véleményem
szerint szikséges megemliteni a sokak altal veszébk tartott nuklearis energiat, ami
szintén a nem megujulé energiahordozok kdzé samlidabar bizonyitottan hatasos illetve
biztonsagos nuklearis zemeket lehet épiteni mawggsradioaktiv hulladék elhelyezésének
kérdése, és az esetleges lUzemzavarok hatasaitdl fellem nagyon sok emberben

ellenszenvet valt ki a féjiés ezen iranya ellen.

Az emberiség szamos modot fedezett fel, miként ajutkdrnyezetbarat megujulod
energiahoz. Elég csak a viz, vagy szélmalmokra gandamelyek évszazadokkal edelis
szolgaltak az akkori embereket. A technoldgiaictifls e terlleteket sem hagyta érintetlentl,
hiszen egyre Ujabb és hatékonyabb mddokat talédakkar a nap, a szél, a viz, vagy a
geotermikus energia kiaknazéasara. Ennek kodszéahemanapsag mar sokkal nagyobb

mennyisé§ energiara tehetiink szert egységnyi adhtt.
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A megujulé energiahordozok szamos vélfaja kozuimdméem a biogazt, mint az egyik
legigéretesebb zdld energiahordozétidiitasa a biomassza anaerob erjesztéséveloéehet
Jelenésége leginkabb abban rejlik, hogy a Wgazdasagban, vagy az egyéb iparban
keletkezett szerves anyagokat, amelyek hulladékmahésiiinek, felhasznalhatjuk ilyen
mddon energiatermelésre. igy nem csak a hulladédyazés problémajat oldjuk meg, hiszen
szamos esetben bioldgiailag veszélyes anyagoksziglink, hanem egyuttal értékes energiat,
illetve tern®fold javitod tragyat is nyeriink a fermentacios maidubl. A keletkezett biogaz
felhasznélasara is tobb lebségink van. Elégethetjik kdzvetlenidehergiat nyerve, vagy
gadzmotorokban, mellyel villamos energiat égeiergiat is nyerink egyuttal. Egyre
elterjedtebb biogaz-hasznositds az értékes metdalota tisztitasa, amelyet megfdlel
torvényi szabalyzds és technikai feltételek bitéssi mellett a jelenleg is hasznalt
foldgazhalézatba tudunk betaplalni, vagy (zemangagk hasznalhatjuk. Erdemes
megjegyezni, hogy a tisztitas soran kilonvalaszesén-dioxid is felhasznalhatdé a
kessbbiekben példaul Uveghdzakban a noévények vagy algghalasara. A sokféle
felhasznalhato alapanyag és a termék valtozatamnbsitasi lehéségei teszik a biogazt az
egyik legfontosabb zdld energiahordozéva, amely eenjeg hasznalt fosszilis

tizebanyagokat jeleids mértekben képes kivaltani.

A biogaz szerves anyagok anaerob lebomlasa sotétké® gazkeverék. Komponensei
a metan (50-70%), szén-dioxid (29-49%) illetve dgywézok (1%), mint példaul a kén-
hidrogén. A biogadz hasznositas torténete nagyorszimesnyulik vissza, egyesek szerint
egészen az i.e. 10. szazadi Assziridig, illetvebaskéazadi Perzsiaig. irasos bizonyitékok
szerint Van Helmont a 17. szdzadban fedezte fely égheb gaz keletkezik szerves anyagok
bomlasa soran, Shirley fedezte fel 1677-ben a mg@égf valamint Volta volt az, aki
bebizonyitotta efdl, hogy éghet anyag. Dalton 1804-ben mutatta ki dela metant, de az
igazan fontos éfrelépést az jelentette, amikor Pasteur felfedémigy azt mikrobak sokasaga
allita elb. Mesterséges @&llitasa a 19. szézadi Indiara vezetheissza. Az elé biogaz
Uzemet 1856-ban épitettéek Mantungdban, amelyet egdgkovetett nem sokkal k&sb
Bombayben. 1896-ban az angliai Exeterben mar kéigitdsra hasznaltak a biogazt, mig 1920
és 1930 kozott a szennyviztelepekikddése soran keletkezett szennyviziszapot kezdtek e
rothasztasi céllal felhasznalni. 1937-ben mar 7etémgyvarosban hasznéltak biogaz tizem

szemétszallitd autdkat. Az orszag a mai napig vezzgreppel bir a biogazaédllitasanak és
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felnasznalasanak teriiletén. Az Egyesiilt Allamokbanel$ ipari biogaz-edallito izemet
1959-ben épitették. Németorszagban és Daniaban\a@dghaborut kdovéen kezddtek a
biogaz ebéllitasaval foglalkozé laboratériumi kisérletek. gfarorszagon az 1950-es évekig
kellett varni a biogaztermelés iranti kisérleteknd@&asara, amikor is adkarosi Csatornazasi
Miivek egyik szennyviztisztitd telepén kialakitottaky ebiogaz fermentort. Mégazdasagi
eredeli biomassza és szerves tragya keverékigzél a Pécsi Allami Gazdasag teriiletén
kezdtek el hasznalni biogazéllitasara. Jelenleg tobb tizezer biogaz Uzdikduik szerte a
vildgban. Europaban torony magasan kiemelkedik Neérseag, a maga 60% feletti biogaz
piaci részesedésével. Szamos orszag mar mosemgmennyiségben hasznal zéld energiat
egyrészél, hogy bizonyos normativaknak feleljen meg, méstépedig, hogy csokkentsek
energiafliggségiket mas orszagoktol. Az Eurdpai Unid elfogaeégly energiastratégiat,
melynek értelmében a tagorszagoknak szigoru erpmigi&at kell kovetniik a fenntarthato
fejlodés elérése érdekében. Ennek értelmében Magyagovétialta, hogy 2020-ig szamos
fejlesztést hajt végre a hazai energiaszektorbaglymak egyik kulcsfontossagu eleme a
megujulé energiak felhasznaldsanak 14,65%-ra torégnelése. Emellett ndvelnink kell az
energiahatékonysagot is, mintegy 20%-al, ami egjdittaz energia éssZgrnem pazarlo
felhasznélasaval. Ezek mind fontos torekvések nesak cazon cél érdekében, hogy
flggetlenitsik az Eurdpai Unid energiaszikséglatéiraga keleti piactél, hanem hogy az

emberek novelk¥venergiaszikségletét a kornyezet tovabbi karositélsail elégitsik ki.

A biogaztermelés mikrobiol6gidja nagyon komplexdszer, szamos résztvesel. Az
alkoté mikrobék egy tobblépés taplaléklanc-rendszeren keresztil valositjak enkglonféle
szerves alapanyagok lebontaséat, és&égson azok metannd illetve szén-dioxidda alakitdsa
Alapveten elmondhatjuk, hogy a kdzdsség a tulélésre ré&edédz be, a biogaz csupan az
anyagcsere-folyamataik mellékterméke, azonban hgeden vélasztjuk meg a fermentacio
koralmeényeit ezek a mikrobak igencsak hasznosaithetk szamunkra. Szamos kutatocsoport
foglalkozik méar évtizedek 6ta azzal, hogy feltér&pek, milyen konkrét mikrobacsoportok
vesznek részt a szerves anyagok lebontdsabanképdaviletve a metankégz szakaszban.
Pontos ismeretek birtokaban, a folyamatot jobbamsmeérve nagy valdsziséggel

hatékonyabbé tudjuk tenni a biogaz termelését naegnoveli annak gazdaséagi potencialjat.
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2 Irodalmi attekintés

2.1 A biogaztermelés mikrobiologiai hattere

A biogaz fermentacidban szadmos mikrobacsoport weszt, amelyeket tobb szempont
szerint csoportosithatunk. Mivel a rothasztasi $épéindig oxigéndl elzart térben zajlik,
célszett a torzseket az oxigénnel szemben tanudsitott tud&amk szerint felosztani. Ezek
szerint megkilénboztetlink fakultativ és obligateanh torzseket. A kdzeg anaerobicitasat a
legjobban a redox potencial értékkel jellemezhetfaknek megfeléen egy rendszer akkor

tekinthet) anaerobnak, ha a benne mésheidox potencial -200mV alatti értéket mutat.

Emellett csoportosithatjuk még a lebontasban résé&tmikrobakat az altaluk katalizalt
folyamatok szerint. Ennek megfaleh harom lépdse oszthatjuk a biogaz termelésének
fazisait. Az el§ képzeletbeli Iépdégokon allnak az ugynevezett hidrolizal6 baktériumok
amelyek a hosszU szénlancu polimerek bontaséat kiégzmasodik 1épasben az acetogén
baktériumok - felhasznalva azsebek altal termelt oligo- €s monomereket - illékorgrves
savakat és hidrogént gyartanak. A harmadik l&eé®n a metanogén archaeabaktériumok
helyezkednek el, amelyek ezeket az anyagokat feidas allitjidk & a biogaz keét &

alkotéelemét a metant és a szén-dioxidot [1].

2.1.1 Hidroliz&l6 mikroorganizmusok

A hidrolizalé mikroorganizmusok kozé tartoznak azbektériumok, amelyek a
fermentorban ley biomasszat felégit polimereket (poliszacharidok, fehérjék, lipidek)
kalonféle exoenzimekkel megtamadjék, és aprobbbddra hasitjaléket. Az exoenzimek a
hasitd fehérjék azon fajtai, amelyek a sejten kévtdanszportalédnak, igy az extracellularis

térben fejtik ki enzimatikus aktivitasukat. Ennekskénheaien olyan kisebb molekulak
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fognak keletkezni, amelyeket a tébbi sejt fel tethm, és tovabb alakitani az endoenzimekkel,
amelyek csak a sejt belsejében fejtik ki hatdsukatmetabolitokat akar kozvetlen is
felhasznélhatjak mas torzsek. Szamos mikrobatoézsullottan j6 exoenzimterndel ezek
kozul sok aBacillus, illetve aClostridiumnemzetségbe tartozik [2], mint példaul az 1. dbran

lathatd faj.

-

1. dbra: Egy biogaz reaktorban talah@tostridiumfaj elektronmikroszképos képe a felszinén
celluloszomakkal.
(forras: http://genmibio.de/mikrohh/pages/en/agispphp?lang=EN)

2.1.2 Acetogén baktériumok

Ebbe a csoportba tartozé mikrobak a#zél torzsek altal megtermelt mono és
oligomereket hasznaljdk fel sajat anyagcsere-foltaikban, melynek végterméke a
klonféle, rovid szénlancu szerves savak valanigiolgén gaz. Utdbbi gatolja az acetogének
novekedését, ezért ennek alacsony szinten tartdeatosf azok tuléléséhez.
Kutatdcsoportunkban elvégzett Ujabb kisérletek t@mbasztjdk ala, hogy a hidrogén a
fermentorban fontosabb szerepet jatszik, mint axtilkban gondoltdk [3]. A hidrogénre
limitalé faktorként tekintink, ugyanis szamos kisgbizonyitotta, hogy a tdbblet hidrogén a

fermentorban tébblet biogazhoz vezet. Az egyengdlyaz alacsony hidrogén koncentracio
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fenntartdsaban fontos szer@dpla kégbb bemutatasra kekil hidrogenotrof metanogén
torzsek. A savképiz mikrobak szintrépikus kapcsolatbanikddnek egyitt a metanogén
mikrobékkal, hiszen barmelyik csoport optiméligkiidésél valo eltérése a masik csoportra

is negativ hatassal lenne [1].

2.1.3 Metanogén archaeabaktériumok

A metanogének az @&lilag harmadik, legsibb orszdgiba tartoznak, az
archaeabaktériumok kdzé sorofjeet a rendszertan. Néhany tulajdonsagban hascaiitan
prokariota torzsekre, példaul, hogy rendelkezngtkadlal, azonban azt nem a baktériumoknal
megszokott murein, hanem egy hasonl6 molekula, zeysomurein alkotja. Szintén
hasonlésag, hogy rendelkeznek glicerin alapu fdigidiekkel, amelyek azonban haroré f
tulajdonsagban eltérnek a bakteridlis foszfoliptdekAz archaealis foszfolipid a bakterialis
tarsahoz viszonyitva sztereokémiai izomer. Fontd8ribség, hogy éterkotésekkel kapcsoljak
a glicerinhez a hidrofob lipid komponenseket, végedig abban is kilénbbdznek, hogy

lipidjeik izoprénlancokbal éplinek fel.

Eléfordulasukat tekintve szamos helyen megtalalhasza&bvilagban. Sokszor olyan
helyeken talalkozhatunk ilyen mikrobakkal, ahol yagy extrém koérilmények alakulnak ki
(mélytengeri Bforrasok, gejzirek, nagyon soés, llgos vagy savaskbien). Ezeket a torzseket
emiatt extremofil archaeaknak is nevezzik. Vannékokik mezofilok is, melyeknek
miikddési optimuma a kdzepeérhérseékleti tartomanyban talalhato. llyen a legttadajlakd,
mocsar vagy vizben &larchaea, de ezek kozé soroljuk adkebek, illetve az egyéb

élélények (termesz, vagy akar az ember) enééstusat kolonizal6 metanogéneket is.

Osztalyozasuk a 16RNSgén szekvencigja alapjan torténik, amely felhdgzad&al
jelenleg hat csoportot killonbdztethetiink meg, ex&orarchaeota a Thaumarchaeotaaz
Aigarchaeota a Nanoarchaeotaaz Euryarchaeotaés aCrenarchaeota A metanogének az
Euryarchaeotacsoportba tartoznak, itt megkilénboztetink 6 dgiztalletve 12 csaladot
(1. tablazat) [4].
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Osztaly

Csalad

Methanobacteriales

Methanothermaceae,
Methanobacteriaceae

Methanocellales

Methanocellaceae

Methanomicrobiales

Methanomicrobiaceae,

Methanospirillaceae,
Methanocorpusculaceae

Methanosarcinales Methanosarcinaceae,
Methanosaetaceae,
Methermicoccaceae

Methanococcales Methanococcaceae,
Methanocaldococcaceae

Methanopyrales Methanopyraceae

1. tablazat: Metanogén archaeabaktériumok osztaszoz

Ezek a torzsek egyttegyig obligat anaerobok, jelleid@n mar nagyon csekély oxigén
is letdlis lehet szamukra a kornyezetben. Reprddekidlejuk a Bmérsékletdl figg, de
altalanossagban elmondhatd, hogy szignifikAnsarsabds mint a prokariétéké. Ezen
tulajdonsadgoknak koszonlben labor korilmények kozott tiszta metanogén kattur
eléallitani és fenntartani igencsak nehézkes [5]. Altan egy, termofil biogaz reaktorokban

tipikusan ebfordulé6 metanogén faj lathato.
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2. dbraMethanococcus jannascha'lekror_lmikroszképoskée
(forras: http://plantphys.info/organismal/lechtmtlaaea.shtml)

Anyagcsere folyamataik szempontjabél harom kil@nféhetanogén csoportot

kilonboztethetiink meg a felhaszndlt szubsztratokmagfeleben. Ezek a kovetkék:
2.1.3.1 Acetotrof metanogének

Ezen torzsek az acetogének altal megtermelt szeaxedkat bontjak metanna illetve

szén-dioxidda az alabbi altalanos képlet szerint:
CH;COOH — CQ+ CH,;

Az igy keletkezett szén-dioxid egy részét a hidnogedf metanogének hasznaljak fel metan
eléallitdsara. Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogyelab emlitett metanogén csoport

gyorsabban szaporodik az acetotr6f metanogénekagielyek viszont bizonyitottan
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erzékenyek a hidrogén koncentraciojara, ami szimtémdrogén fontossagara hivja fel a
figyelmunket.

2.1.3.2 Hidrogenotr6f metanogének

A metanogének ezen csoportja adzélcsoport altal termelt felesleg szén-dioxid egy
részét hasznalja fel az acetogének altal termatofhénnel és szén-dioxiddal energianyerésre,
ezaltal megnévelve a biogazban a metan tartalmat. aEkovetked reakcioegyenletnek
megfeleben hajtjak végre:

CO,+4H, — CH+2H0

Mukodésuknek pozitiv hatasa nem csak a kelétheetan tébbletben rejlik, hanem
ahogy korabban is széba kerilt, a hidrogén menggtsés alacsony szinten tartjak a

rendszerben.

2.1.3.3 Metilotréf metanogének

Az ebbe a csoportba tartozd torzsek jelléem metil csoportot tartalmazé
szubsztratokat hasznalnak fel (példaul metanol vaggtilamin). Kdzvetlenil a metil
csoportbdl allitdk & a metant, nem a szén-dioxidbdl. A folyamatra a ekked

reakciéegyenlet jellendz
CH:OH+H, — CH+H.O

4(CHg)s-N + 6HLO —» 9CH+ 3CQ + 4NH;
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2.2 A biogaz felhasznalasa

A keletkezett biogaz felhasznalasara tobb kdvd is adodik. A legtébb esetben
gazmotorokban (méas néven CHP egységekben, 3. tébiex) elégetés a legkézenfelab az
egyszeifisége miatt. igy elektromos aramot é$ generalhatunk, az aramot a villamos energia
hal6zatba taplalhatjuk. Fontos ugyanakkor megjegiyehogy ebben az esetben az
energiahasznositas letigége csokken a jeléist mennyiségben (50-60%) keletkehulladék
hé” miatt. Ahhoz, hogy gazdasagossa tegylik az endéigigerését, hasznositanunk kell ezt a
hémennyiséget. Médunkban all &dnergiat viz segitségével felvenni, majd azt toitabba
felhnasznélas helyéreiifhetjik ezzel az energiaval magat a fermentorglepen leb egyéb
létesitményeket, vagy akar megfélatloszté haldzat segitségével éplleteket is. Haaezt
mabdot véalasztjuk a biogadz kéntelenitése mindenk@émmikséges, mivel a kénlerakodas

karositja a gazmotor bélszerkezetét, igy nagymértékben csdkkenti annatadkemat [6].

"
;

3. éb:gy bi?)éz mbemilm';dé gazmotor
(CHP: combined heat and power,
forras: http://www.bts-biogas.com/en/company/wIsat-i

biogas.html#p.components.components-of-biogas)
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Egy masik megkozelités, ha a keletkezett biog&ztitjuk nemcsak a kénhidrogéht
hanem a maradék szén-dioxidtdl is. Az ily modoéakitott, koncentralt (95-99%), tiszta
biometdn a mindennapokban hasznalt foldgazéval caztmajdonsagokkal bir. &hyként
elmondhaté, hogy ily médon kevesebb az energiatessdg, illetve a foldgazhalézat j6
kiépitettségének koszonbieh nem tkdzink logisztikai akadalyokba sem. AZlalsztott
szén-dioxidot is felhasznalhatjuk a tovabbiakba@np¢lda erre, ha Uveghazak ,taplalasat”
segitjuk szén-dioxid bejuttatasaval [7].

Barmelyik eljarast is valasztjuk a biogaz felhasasdra, fermentaciés maradék is fog
keletkezni a rothasztas mellektermékekent. Azordramek a felhasznalasa is megoldott, jo

hatasfokkal hasznaljak szerves tragyakent,ogezdasagi termelés ala vont terileteken [8].

2.3 A mikrobak azonositasara szolgaldo médszerek

A mikrobak azonositasara szolgalé mdédszerek nadiyrartékintenek vissza. A mara
mar hagyomanyosnak tekintietechnikdk az Ugynevezett tenyésztésen alapul@alias
modszereket foglaljadk magukban. Ez legtobbszor krabak agar lemez felszinén vagy
folyadékkulturdban torténfelszaporitasat jelenti (4. abra), amelyet soxzésztitasi Iépések
elvégzése utan nevezhetlnk tiszta kultaraknak. &zaktan vizsgalhatjuk mikroszkopos
technikakkal, telepmorfologia alapjan, festési réggal vagy biokémiai modszerekkel is
(Gram festés, katalaz préba, stb.). Hamar kidadinban, hogy ilyen eszkdzokkel a komplex
mintakban megtalalhatd kdzosségnek sokszor csalonadis szazalékat (<1%) lehet
vizsgalni. Ezt a jelenséget Kb ,Great plate anomaly’-nak nevezték el, érzékedtehogy
habar mikroszkop alatt nagyon sok kulénbdmikrobat lehet megfigyelni, tenyészteni, és

fenntartani Iényegesen kevesebbet sikeril [9].
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4. bra: Kulonféle baktériumok LB lemezen felntvesz
(forras:
http://oceanexplorer.noaa.gov/explorations/12loliels/julyl6/media/marbactagar.html)

Az igazi attorést a molekularis bioldgia jelentetinely magaval hozta a DNS alapon
tortérd vizsgalati modszerek robbanasszimjlédését, ezaltal leh&té téve a sokkal mélyebb
betekintést a kulonféle mikrobiologiai rendszerekheA DNS alapl technikdkat két részre
oszthatjuk, az egyik, amikor a k6ztsségi DNS sdjfadiakiemeliink egy szakaszt, példaul
egy fajspecifikus markergént és azt vizsgaljuk bivaA masik lehéiség, ha az egész
kozO0sségi DNS-t egy dben elemezzik. A dolgozat keretében ad élisusi modszereér
lesz sz6. Az ilyen technikakat szokas ujjlenyomabdszereknek is nevezni, hiszen a
kozosségben talalhaté mikrobakat egyedi szekvengiayagy ,ujjlenyomatuk” alapjan
probaljuk azonositani. Altalanossagban elmondhaek@ az eljarasokrol, hogy polimeraz
lancreakcié (PCR) technikat hasznalnak (5. abralPOR elméleti és gyakorlati kivitelezése
Karry Mullis nevéhez fz6dik, aki Nobel dijat is kapott munkéajaért [10]. Mag modszer
mara belesite magat a mindennapi molekularis bioldgiai tekbki kdzé, gyakorlatilag

elképzelhetetlen lenne méar egy molekularis bioldgtaoratorium PCR nélkdl.
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5. &bra:A polimeraz lancreakcio elméletitikhodés:
(1: denaturacio, ibridizaci¢, 3: extenad, 4: ) DNS termék kégrése az ébbi harom
lépés ciklikus ismétlésével)

Amennyiben a PC-nél kevert genomi DNS$- hasznalunk templként, akkor
multitemplat PCR%l beszélink. A termék is kevert DNS szakaszokat tagalmazni
amelyek méretben hasonléak, vagy megeggikedehetnek viszont bazissorrendben nem.
kovetkedkben felvazolt modszerek arra hivottak, hogy ezeket a terméke hatékonyan
elvalasszak egymastol.

A célgén, amelyeezek a technikdk a legtdébb esetbemsganak az azrRNS kis
alegysegenek génje, mddven é16SrRNSgén. Idvel ez a target nukleinsav szekvencia
agynevezett ,arany standar-a valta molekularis azonositas teruletén, koszdidretannak
hogy ez ggén univerzélisan megtalalhato aégudlagben, a mérete (kb. 1500 bazispar) ide
az alkalmazott kimutaté modszerek szamaraeemellett rendelkezik konzerv illetve
hipervariabilis régiokkal egyaré (6. abra) A kezdeti kutatasok kizarélee gént céloztdk meg
legyen sz6 egyedi @&@Enyek azonotasardl illetve rendszertani besorolasarél, v

kozosseégek vizsgalatarol. Ennek koszotbetegy mas génekhezem hasonlitha oriasi
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szekvencia-adatbazist sikerult létrehozni, ami reégaiti egyéb ceélgének bevonasat a
hasonlé taxonémiai kutatdsokba, hiszen referenhidkyaban csak kevés szamu homolég

szekvenciat tudunk taléalni az adatbazisban térk&mesés soran [11, 12].

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp

e

6. abra: A 16$RNSgenjének sematikus felépitése
A z06ld részek jelolik a konzervalt régidkat, miy &tol V9-ig terjed klaszterek a
hipervariabilis szakaszokat mutatjak.

Ennek ellenére méas célgének is teret nyerhetnelolakoiéris azonositasbaiblég
specialis alkalmazasok teriletén. Egyik ilyen cgJgamely kimondottan fontos a biogaz
fermentaciokkal kapcsolatos kutatasok szempontjéodhetil koenzim-M reduktdz enzim
nagy alegységének génjmdrA), amely csak a metanogén torzsekben fordul i€isérletek
bizonyitottak, hogy a génszakasz alkalmas molelsuzonositasra akar fajszinten is ezért
kisérleteim soran én is alkalmaztam a fajmeghaédraz iranybdl tortén megkozelitését
[13].

Szamos ujjlenyomat moédszert dolgoztak ki az évealdrsoamelyeknek alsorban
specialis felhasznalasi teriletek igényeit szofgaki. llyen példaul az ARDRA (Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis), a RISA (Ribosal Intergenic Spacer Analysis) vagy
az LH-PCR (Length Heterogenity PCR). Ketemelnék ki, mivel ezek a modszerek azok,

amelyeket a legtébben hasznalnak molekularis azt@sos.

2.3.1 A DGGE mobdszer

Az el ilyen moédszer a DGGE, vagy denaturalo gradienslgié@roforézis. EImélete
azon a megfigyelésen alapszik, hogy az éltéazissorrenil PCR termékeket denaturalo
agens (formamid, esetleg urea), vagy akémérseéklet gradiensben (ez esetben TGGE-r
beszélhetiink) futtatva, eltermddon fognak egyes szalu formava alakulni. A gykaktio

kivitelezés altalaban poliakrilamid gélen toiiéealvalasztast jelent, a gélt oly modon ontik
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meg, hogy az a futassal parhuzamos iranyban Iseamoveké mennyiségben tartalmazza
az alkalmazott denaturalé szert. Fontos megemliteég, hogy ez a technika specialis
forward primereket tartalmaz, amelyek végén egynéggzett GC horgony talalhat6. Ennek
az a szerepe, hogy megakadalyozza a DNS szalak sdgtvalasat a gélben. Az elektromos
térben tortéd elvalasztast kovéen a kulonféle bazissorremdragmensek a gélben eléér
helyen fognak megalini, ez korrelal a GC tartalmalkld futds végén a gélben EWDNS-t
lathatova kell tenni, amely példaul interkalalodsstEkekkel (etidium-bromid) torténhet. A
savok vizualizadlasa utan maga a mintadzat is inftkmé&het, azonban ha a konkrét
fajazonositas a célunk, akkor a savokbdl visszalz@NS megszekvenalasa altal juthatunk
tovabbi informéciéhoz (7. abra). A DGGE modszeréseeretettel hasznaljak szamos
kornyezeti minta esetében, hiszen relative kankiyitelezni, amennyiben megvan hozza a
megfeleb berendezés. Hatranyai k6zé sorolndm, hogy kevésniszsavot lehet nagy
biztonsaggal elklloniteni egymastdl, valamint hogy megfeled minéséget biztositd

felszerelés koltséges lehet [14, 15].

Sejtek  DNS kivonds PCR PCR termékek

@ > —: —_— = = :‘._

Ossz genomi /

DNS Fiaininin A PCR termékek
R mennyiségének
- i / - ellenfrzése agaréz
Grédiens gél = gélelektroforézis
Gréadiens segitségével

gélelektroforézis
(DGGE vagy TGGE)

A DNS fragmensek
tisztitasa, valamint
szekvendldsa

W —— ™ CIGAATCGTA

A kiilonallg savok kivdgasa,
a benniik levd DNS
visszaizolaldsa, valamint (j
PCR reakcié futtatdsa GC
horgony mentes
primerparral

7. dbra: A DGGE analizis sematikus folyamatabraja
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2.3.2 A T-RFLP modszer

A masik modszer, amellyebliebben szeretnék foglalkozni, az altalam is alkaltta
T-RFLP (Terminalis fragment hossz polimorfizmugaeds. A technikai kifejlesztése Liu-hoz
kothet, aki 1992-ben kozolte munkdjat [16]. Elképzelégenaalapult, hogy a kilonbéz
bazis sorrenil fragmenseket, amelyek a multitemplat PCR utantketmek, elvalaszthatjuk a
rajtuk kulonbos helyeken talalhato restrikcidos hasitasi helyelpjala Ehhez olyan hasito
enzimekre van szikségink, amelyek négy bazispé&imsmet hellyel rendelkeznek. Az
RFLP moddszer abban kilénbézik az itt targyalttabgy az esetben minden keletéez
fragmentet vizsgalat ala vonunk. Ez azonban madidfeteegbonyolitia az eredmények
kiértekelését. Szikseg volt a modszer finomitasi@ya,sziletett meg a T-RFLP. Ennél a
technikanal csak a forward primerhez legkbzelebb BNS darabot vizsgaljuk annak
koszonhaien, hogy arra a primerre egy fluoreszcens molekkdg@icsolunk. igy a hasitott
mintankat kapillaris gélelektroforézissel megfuttat fluoreszcens detektor alkalmazasa
mellett a tobbi fragmens lathatatlannd valik, ezegyszeiisodik a restrikcids mintazat.
Minden csucs a kromatogramon elméletben egyféle DE@nensnek feleltethiétmeg. A
mobdszer emellett szemi-kvantitativ jelleggel is, thiiszen a keletkezett csucs alatti tertlet
nagysagabdl kovetkeztethetliink a mintabad BMNS fragment mennyiségére (8. abra). Nagy
ateresziképesseég jellemzi, mivel kisddalatt szamos mintat vizsgalhatunk vele. Amennyiben
nem csupan a minta diverzitasara, hanem a faj@tshetis kivancsiak vagyunk, arra is nyilik
lehetiség. Ehhez sziikséges egy kldnkdnyvtarat készitepdmkizamosan a hasitasi mintazat
mellé, ahonnan aztan véletlendsier kivalasztott pozitiv klonokat vizsgalhatunk uggkyan
modon, ahogyan a csucssorozatot készitettiik ab@). A kionkdnyvar készitése j0 modszer
arra, hogy a kevert DNS darabokat kilénvalogasiiszen minden klonozé vektorba csupan
egy DNS fragmens kerulhet, amelyet aztan tovablsgathatunk. Az igy kapott egyedi
csucsokat railleszthetjuk a hasitasi csucssorqzatreelyl®l aztan kovetkeztethetiink arra,
hogy melyik TR-F (termindlis fragmens) feleltethetneg neki. Ha kel szamu kiont
vizsgalunk meg, akkor azonosithatjuk a dominansststhoz tartozo fajokat is oly médon,
hogy a vektorba beépitett DNS fragmentet szekvenalavetjik ala. A kapott szekvencia
adatokat felhasznélhatjuk kulonféle internetes laasban tortéh homoldgia keresésre,

amelyldl fény derllhet a keresett torzs kilétére. Termisan ennek a mddszernek is vannak
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hatranyai, példaul hibat eredményezhet, hogy PCGRpuadetektalasrol van szd, melynek
koztudottan van egy bizonyos hibagyakorisdga. Hatiell kivitelezéséhez sziikséges egy
viszonylag draga kapillaris gélelektroforézis beeres. Technikai hatranynak neve#het
még, hogy kulonbdy csalddba tartozé torzsek is adhatnak azonos ménmethdelked
TR-F-eket, azonban ez részben kikliszobélh&tbb restrikcios enzim alkalmazasaval.
Osszességében azonban elmondhaté a T-RFLP tedbinikagy megfelél paramétereket
alkalmazva ol reprodukalhatdé, pontos eredményekisgblgal, segitségével fontos
informéaciohoz juthatunk a mikrobakdzosseg felégitdietoleg [17-20].

T-RFLP analizis
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T-RFLP: Terminal Restriction Lenght Fragment Polymorphism

8. dbra: A T-RFLP analizis sematikus folyamatabraja
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Klénkonyvtdr készitése komplex mintakbol
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9. abra: A klénkonyvtar készités sematikus folyahedja
2.3.3 Real-Time PCR

Gyakran szikség van arra is, hogy ne az egésztédagzosséget vizsgaljuk, hanem
egy, vagy néhany mikrobanak a mennyiségi valtozé&satssik nyomon. Ennek vizsgalatara
ma az egyik a legjobban hasznalhat6 modszer a Re&-PCR, amely sokban hasonlit a
hagyomanyos PCR eljarashoziikddése kozben folyamatosan detektalja a keletkExdeg
terméket, koszénh&en a SYBR Green nevet visélinterkalal6dé DNS festéknek (10. &bra).
A keletkezés Uteméb a megfeleb szoftver kiszamitja, hogy a kiindulasi mintdbannmg
volt a keresett DNS szakasz. A mddszer specifikissamikrobara, amelynek jol kivalasztott

egyedi génjére terveztik a primereket [21].
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10. abra: A Real-Time PCR sematikugkiiddése

(1: denaturacio, 2: annealing, 3: extenzio. Arfeszcens interkalalodo festéket a zold korok
jelentik, amelynek beépulésével mégn3. szakaszban detektalt jelintenzitas)
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3 CELKIT UZES

Manapsag mar koztudott tény, hogy tarsadalmunibjgoszorosan 6sszefiigg a
megujulé energiahordozok fokozott alkalmazasavalnkédm soran ezeért céluliztem ki,
hogy minél behatobb modon megismerjem szadmos biexgael rendszer mikrobiolégiai
Osszetételét, illetve annak fluktuaciojat kulonfgbaraméterek valtozasa mellett. Ezen
informacidk alaposabb tanulmanyozasa segitségiehket abban, hogy hatékonyabba tegytik
a biomassza kénnyen hasznosithaté energiahordaeaded atalakitasat és végsoron egy
olcsobb, stabilabb biogaz-termelési technologigedsziink ki. Ezeknek az Uj ismereteknek
nagyon fontos szerepe van a fosszilis energiahéiddeljes vagy részleges kivaltasara

irAnyul6 torekvesekben.

Munkam Kkivitelezéséhez a Real-Time PCR, valamintT&FLP mddszereket
valasztottam, amelyefdr korabban szamos esetben bebizonyult, hogy megtdizh
reprodukalhatd technikdk, messzeigigg alkalmasak az altalam kivalasztott biogaztetmel

rendszerek monitorozasara.

Feladatul tiztem ki, hogy megvizsgaljam tébb mikroba integrakit, illetve talélését
a biogaz reaktorok komplex mikrobidlis rendszeréliEmellett elhataroztam, hogy
meghatarozom szamos, a szakirodalomban eddig nesg&li biogaz reaktor eubakteria,
valamint archaea ko6zdsségét, kilonds tekintetbrainans fajokra, valamint azokéigeli
valtozasara a fermentacios korulmények flggvény@digman megértve ezaltal ezen komplex
rendszerek frikodését. Ez a tudas veégssoron ebsegitheti a biogaz jobb ipari

alkalmazhatésagat, illetve a versenyképességéteagiapiacon.

30



4 Anyagok és moédszerek

4.1 Tapoldatok, taptalajok illetve a felhasznalt mikroarganizmusok

4.1.1 Luria-Bertani taptalaj

Luria-Bertani, vagy LB téptalaj 1 literre vonatkatta:
- 10 g pepton
- 5 g élesat kivonat
- 10 g NaCl

A tapoldat 6sszeadllitdsat kogen a pH-t beallitottam 7,5-es értékre 1 M-os NaOH
segitségével. Amennyiben agarlemezre volt sziksggefient felsoroltakon kivil 15g/I agar

port is hozzamértem az oldathoz.

4.1.2 Caldicellulosiruptor saccharolyticusapoldata

DSMZ Medium M640 1 literre vonatkoztatva:
- 0,9 g NHCI

- 0,9 g NaCl

- 0,4 g MgC} x 6H,0

- 0,75 g KHPO,

-1,5 g KHPO,

- 1 g élesz kivonat

- 1 ml SL-10 nyomelem oldat
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- 1 g cellobidz
- 0,75 g cisztein-HCI
- 0,5 mg rezazurin

A tapoldat osszeallitasat kogen a pH-t 7,2-es értékre allitottam be 1 M-os NaOH

segitségeével.

4.1.3 Enterobacter cloaca¢apoldata (DSM1)

1 literre vonatkoztatva:
-3 g NaBPO,

- 5,3 g KHPO,

-1 g NHCI

- 1 g élesz kivonat

- 5 g tripton

-8 g NaCl

- 1 g glukéz

- bidesztillalt viz

A tapoldat 6sszedllitdsat kovenh a pH-t bedllitottam 7,5-es értékre 1M-os NaOH

segitségeével.
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4.1.4 A transzformalas soran alkalmazott baktériumtorzs

Az Escherichia coli NovaBlue (K-12) tbrzset a kisérletsorozat transzformalasi
|épésénél hasznaltam, amely egy idealis klonozastoszamos j6 tulajdonsidga miatt
eloszeretettel alkalmazzdk a molekularis biologiabdnagas transzformélasi rataval
rendelkezik, kék/fehér szinszelekcidval tudtam lelsZ&ani a pozitiv kibnokat a negativoktdl,
emellett nagy mennyiségben termel plazmidokat kdisetien arecA és endA génekben
talalhatd mutacioknak. Pontos fenotipusadAl hsdR1{rki2 Mki2') SUPE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lad™{ proA'B" lacl'ZAM15::Tn10} (Tet?).

4.1.5 Caldicellulosiruptor saccharolyticu§DSM 8903)

Termofil, Gram(+), obligat anaerob, pélcika alakiknmorganizmus [22]. Novekedési
hémérsékletének optimuma 65-75°C. Jellegzetességagy hextracellularis cellulaz
enzimekkel rendelkezik, valamint, hogy képes hidrdg termelni akér kilénleges
szubsztratokbdl is (agardz, alginat) [23, 24].¢6k&nt egy Uj-zélandi dforrasbdl izolaltak
[22]. Novesztése rutinsZzen folyadék kultaraban tortént anaerob kordlmény@izott
(DSM640 tapoldat), novekedésének lUtemét spektnoféter segitségével kdvettem nyomon
(ODgoo).

4.1.6 Enterobacter cloaca¢DSM 16657)

Pélcika alaku, flagellummal rendelkesram(-), mezofil, fakultativ anaerob mikroba
[25]. Elsssorban szennyvizekben, gémbk bélrendszerében, valamint az embéridh, <t
egyes novényeken is megtalalhatd. Novekedésésrmkisékleti optimuma 30°C. Novesztése
folyadék kultirdban tortént (DSM1 tapoldat), nowddstnek Utemét spektrofotométer
segitségeével kovettem nyomon (66).
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4.2 Folyamatos Uzenti fermentacio

A folyamatos Uzeri fermentaciokat 5 literes térfogatl, specidlisare ex célra

egyedileg gyartott fermentorokban végeztem el §bta) [26].

<— gazmennyiség mérd

gazelvezetés

/ gazmintavevd csonk

hémérséklet szenzor
redox elektréd
pH elektrgd

vezérld, adatgy(ijté Keverdlapatok
szamitogép P
biomassza

mintavevd csonk

T

keverémotor

biomassza szivattyu

biomassza tarol6 fermentéciés maradék tarolo

11. &bra: 5 literes folyamatos Uzéfermentorok sematikus felépitése

A reaktor hasznos térfogata 5I, felette egy litéztgr talalhatd. A fermentort iranyito
program szabalyozni képes adnmeérsékletet, mig a redox potenciélt, pH-t, elthen
gadzmennyiséget rogziti minden 4. oOraban (napontaniBtavételi pont). A szubsztrat
biomassza egy tarolo tartdlyban kerll elhelyezésmajd a kivant tartdzkodasi dd
flggvényében a szamitégép a megtelehennyiséget, meghatérozott kdbzonként a
rendszerbe adagolja. A keverés spiralis kilepat segitségével torténik. A fermentorokon
kialakitasra kerult egy gaz-, valamint egy folyadéltavételi csonk. A fermentacié teljes
idétartama alatt a pH-t, aémérsékletet, a tartdzkodasiétd(a naponta beadagolt friss

biomassza mennyiségét) meghatarozott értéken ttartpta redox potencialt mértem.
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A biogaz fermentaciéban szerepet jatsz0 mikrobasek szamara -300mV alatti redox

potenciél érték az optimalis. Amennyiben ezen patanmeértéke -300mV folé emelkedett inert

nitrogén gazzal mostam &t a fermentorokat a md¢fedaerobicitas kialakitasanak

érdekében. A émeérseékletet elektromosithkopeny segitségével az automatika a kivant
hémérsékleten,

+/- 0,2 °C-on tartotta. A pH-t 6,5-7,5 kdz6tti @mrtdnyra allitottam be, amennyiben sziikséges

volt NaOH-t, illetve HCI-t adagoltam a reaktorokba.

4.3 DNS izolalas

A kozosségi DNS kivonasat a fermentorok folyadékzisi@nak kulonbdk
id6kdzonkent vett mintajabol egy modositott proto@Ir] szerint valdsitottam meg, amely
egyarant tartalmazott fizikai illetve kémiai seftfed6 modszereket. Erre azért volt sziikség,
hogy a kdzOsségi mintdzatot a lehdegjobban reprezentdlja az izolalt genomi DNS
mennyiségében és dsszetételében egyarant. Azagz@l [épéseként a mintat centrifugaltam
13.000 rpm-en 5 percig, a szuszpenzidba leejtek dsszedytésének céljabdl. Masodik
lépésként 1 ml SET (20% szukréz, 50 mM EDTA, 50 niMs-HCL pH 8,0) oldatba
szuszpendaltam az igy kapott pelletet, amely tagabtt 15 mg/ml lizozim enzimet, a sejtek
jobb feltarhatésaga érdekében. Az elegyet az ehémmersékleti optimumanak megfaleh
37 °C-on, 2 6ran at inkubaltam. Ezt k&t 20 percig centrifugaltam 13000 rpm-en,
szobalbmérsékleten, melynek végén a fellllszét ledntétiEmitdn a mintakhoz hozzaadtam
400 pl SET puffert és 200 pl 10 %-o0os SDS-t. Az SIS, negativ toltés detergens, ami a
sejthartya lebontasdban jatszik szerepet. 2 x 1@ fe °C-os vizfurd kovetkezett, amelyek
kozoétt folyékony nitrogénben fagyasztottam a miatdka feltaras hatékonysaganak
novelésére. A 4 perc centrifugalast kdeat a feltilliszot és a pelletet szétvalasztottan aaj
DNS-t is tartalmazo feltliszoba 100 pl CTAB oldatst150 pl 5 M-os NaCl-ot pipettaztam.
A CTAB egy pozitiv fejcsoporttal rendelk&zletergens, amely matrixot képez, igy tovabbi
oldott, de nem kivanatos sejtalkotokat elvalasrinata DNS-6l, a NaCl pedig a folyamatot
seqiti eb. Az elkészuilt oldatot szintén 2 x 10 percig inktdr@ 75 °C-os vizfurében. Ezutan
a fellluszot 600ul kloroform-izoamil alkohollal tortéd extrakcioval tisztitottam meg a
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fehérjékbl. Az elegyet 15 percig centrifugaltam 13000 rpm-srobatimérsékleten, majd a
vizes fazist lepipettdztam. A koévetkelepés a DNS kicsapasa volt, amit Gd0zopropanol
hozzdadasaval valdsitottam meg. A 13.000 rpm-epeBfig tarté 4 °C-on val6 centrifugalas
utdn a vizes fazist ledntéttem majd 70 %-os etaholiostam a kicsapodott DNS-t, amit
ugyanazon korulmények kozott 10 percig centrifiagélt Végé lépésként a fellluszot
eltavolitottam, a tisztitott DNS-t levég széaritottam, majd steril bidesztillalt vizben
visszaoldottam. A kapott tiszta genomi DNS menrgésénanodrop ND-1000 fotométer
(Thermo Scientific) segitségével vizsgaltam [28Jamint elledriztem annak integritaséat
agaréz gélelektroforézissel [29]. A sikeresen itolBNS mintakat tovabbi felhasznalasig
-20 °C-on taroltam.

4.4 T-RFLP

4.4.1 PCR reakci6

A multitemplat PCR reakcié célgénje egyrészt a IBBS egy megkozeliieg
500 bazispér (bp) méfkeszakasza volt mind a baktériumok, mind az archaeasétében [30].
Masrészél pedig a korabban emlitetthcrA egy génszakaszara esett a valasztas, amit
kimondottan metanogén torzsek detektaldsara hasemdEhhez az alabbi tablazat szerint
mértem 0ssze a reakcidelegyet. Kisérleteim soradreamTaq (Fermentas) enzimet
hasznéltam, amely a hagyomanyosan hasznalt Taogrdlz egy tovabbfejlesztett valtozata.
A Taq polimeraz enzimek hajlamosak 1-1 adenin railddal megtoldani a PCR terméket. A

jelenséget egy specidlis klonozo kitet alkalmazaszhéltam ki [31].
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PCR reakcidelegy 0sszetételéetd@egtérfogatban a 2. tablazat mutatja be:

Reverz primer (10pM): 0,8
Forward primer (10puM): 0,8
dNTP mix (10puM): 0,6l
Puffer (10X — Dreem Taq Buffer): uB
MgCl, (25mM): 2l

Enzim (Dream Taq): 0,3

dH,0 (steril): 22,5l

2. tAblazat: A polimeraz lancreakcié soran hasaiditok mennyisége

A felhasznalt primereket a 3. tdblazat foglaljazéss

Primer szekvencia (52 3’) megjegyzes
F-27 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG (TET) f'uorjeejglctens festekkel
R-519 GTATTACCGCGGCTGCTG
(TET) fluoreszcens festékkel
F-344 TETACGGGGCGCAGCAGGCGCGA jelolt
R-934 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT
merA-F GGTGGTGTMGGATTCACACARTAYG| (TET) fluoreszcens festékkel
CWACAGC jelolt
mcrA-R TTCATTGCRTAGTTWGGRTAGTT
M13-F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC
M13-R AGCGGATAACAATTTCACACAGGA
3. tblazat: A polimeraz lancreakcié soran hasznéterek felsorolasa
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A PCR reakcio Bprofiljat az alabbiak szerint talaltam optimalisnak

26 ciklus

3:00

0:30

1:00
72°C

10:00
72°C

58°C

12. abra: A polimeraz lancreakcio soran haszrigdtdfil

A PCR reakcio utan (12. abra) kapott DNS fragmemwkeh agar6z gélen tortén
futtatdssal ellefriztem. Azokkal a mintdkkal dolgoztam tovabb, are&lya vart

mérettartomanyban adtak megféleiennyiség jelet.

4.4.2 Restrikcios emésztés és kapillaris gélelektroforéxzi

A vizsgalt mintakat szamos restrikcids endonuklabzzmésztettem az optimalis
enzim kivalasztasa céljabol. A restrikcios mintdzsapjan dontdttem el, hogy melyiket
hasznéljam a tovabbiakban. Minden esetben olyametz/alasztottam, amely 4 felisnder
hellyel rendelkezett. Erre azeért volt sziikség, naefelsokszorozott DNS darabokat minél
jobban el kell valasztani egymastdl a hasitas,dlggl a cél az volt, hogy minél tdbb egyedi
csucsot lassak a csucssorozaton. A reakciot agguéasitasainak megfebelin végeztem el,

amely a kovetkezkomponenseket tartalmazta:
0,3 pul restrikciés enzim (Fermentas)
2 pul Tango puffer (Fermentas)

4 ul PCR termék
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Kiegészitve bidesztillalt vizzel (20 pl végtérfagat

Az igy kapott elegyet kémékeve segitségével alaposan fel kell keverni. Ezt kémet
3 o6ras inkubéacié kovetkezik 3TC-on. A kovetkeé l1épésben etanolos kicsapast végeztem,
amely soran a DNS alkoholos ko6zegben kationokkadgalra kicsapddik, igy az

megtisztithat6 az elektroforézist zavaré anyagoktol
Reakcidéban hasznalt dsszéikevmennyiségek, és modszerek:
3 pl Na-acetat (3M)
14,5 ul dHO (steril)
62,5 ul 96 % EtOH (az alkoholt vizelvondként hafmka
20 pl hasitott PCR termék

Az elkészitett keveréket, 20 percen at inkubaltamobalbmérsékleten, majd
centrifugéltam 13000 rpm-en, 4C-on szintén 20 percig. A Na-acetat a nukleinsavak
kicsapodasat segiti el Ezutan a fellliszot Ovatosan ledntdttem. A mintak egyenként
250 ul jéghideg 70 %-os etanolt mértem, és kékwms segitségével elkevertem. A
70 %-o0s jéghideg etanolban mar csak a DNS csapé&goijy megszabadulhattam a tébbi
nem kivanatos komponetist ami az oldatban maradt. Ezutan Gjabb centrifagjalépés
kovetkezett 13000 rpm-en, 2C-on, 10 percig. A centrifugalast kdgenh a fellluszot
ledntottem, majd széaritassal az etanolt a minti#k&timazd csévekib teljesen eltavolitottam.
A visszamaradt etanol ugyanis gatolja a tovabhkerlési lepéseket. Végul a tisztitott DNS-t
felvettem 20 pl bidesztillalt vizben. Tovabbi fedzadlasig -20C-on taroltam. A kapillaris
elektroforézis sordn egyszali DNS molekuldkra varikség, ezt denaturdloszer
hozzdadasaval (formamid) és magémérséklet (98C, 5 perc) biztositasaval értem el. Az
alkalmazott reakcidelegy Osszetétele a kovéikeplt: 15 ul HI-DI formamid (Life
Technologies), 0,7l GeneScan LIZ-500 méretmarker (Life Technologi&sP-6ul hasitott,
tisztitott DNS minta. Az elektroforézist ABI Pristh 310 Genetic Analyser (Applied
Biosystems) berendezéssel végeztem P®pealimert alkalmazva, 60C-os lmérsékleten,

10 mp injekcids és 28 perces futasividl, 15 kV-on.
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4.4.3 T-RFLP adatfeldolgozas

A restrikcidés kromatogramok feldolgozaséat a Gengbéaw3.7 (Applied Biosystems)
program Microsatellite modszerével végeztem. Cégknofutast fogadtam el, ahol a program
a méretmarker minden csucsat azonositotta. A ga@stz illetve a legkdzelebbi egész szamra
valo kerekitést a T-REX on-line elérbefT-RFLP kromatogram analizalé6 programmal
végeztem el [32]. Emellett alkalmaztam még egy silico” hasitasi mintazat elnevezes
meghatarozast is, amelyre akkor volt szikseg, amakkiértekelt kromatogramon tul kézel
voltak egyméshoz a restrikciés csucsok. Ez esetbexzekvendlasi eredményeket vettem
alapul, melyeket megszabaditottam a megmaradt vekekvenciaktol, illetve az oda nem
ill6 kiméraktol. Ezutan a CloneManager 9.0 iheprogramot hasznaltam arra, hogy
meghatarozzam, milyen fragmenst kellett volna kapraz adott enzimmel tortérhasitas

utan. Mindezek elvégeztével megkaptam a vizsgéalthdz tartozan silico TR-F méretét.

4.5 Klonkodnyvtarak készitése, elemzése valamint a T-RAE mintdzatokkal
valo 6sszevetése

A klonkonyvtarak felallithsahoz ugyanazt a PCR gkollit alkalmaztam, mint a
hasitdsi csucssorozat elkészitésénél, annyi kiddges hogy a fluoreszcensen jeldlt
primereket lecseréltem jel6letlen valtozatukra,aw@ht a veégé extenziét megnodveltem
30 percre, hogy a lehietegtobb termék esetében megkaphassam a sziukségadd adenin
végeket. Ez az alkalmazott klbnozo vektor miatbkidlsen fontos, ugyanis a gyarilag hasitott
cirkularis DNS molekula mindkét végén timin tulngahukleotidot tartalmaz, amely igy
megkdnnyiti a klonozni kivant inszert beépuléséP@R terméket tisztitasi Iépésnek vetettem
ala, mivel a reakcidhoz szikséges puffer-komponemnagarhatjak a ligalast. Ezt a VioGen
cég altal forgalmazott DNAdvanced" PCR termék tisztit6 kit segitségével oldottam nzeg,

gyarté leirasdnak megfeten [33]. Az igy kapott DNS szakaszokat beépiteteePromega
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cég altal forgalmazott pGEM-T klbnoz6 vektorba eljyalasi reakcioval, amelynek a

komponenseit a kdvetkékzben foglalom 6ssze:

=

5ul ligaz puffer

n

3,5ul tisztitott DNS termék
3. 0,5ul vektor (pGEM-T vektor)
4. 1ul T4 DNS ligaz enzim

Ezeket az Osszetéket Ovatosan Osszekeverve, az elegyet 12 déranollaunérsékleten
inkubaltam. Az igy kapott ligatumot kémiailag korngresE. coli sejtekbe transzformaltam a
kovetkedk szerint. El§ Iépésként a kompetens sejteket jégen kiolvasmotaligalo reakcio
csoveit lecentrifugaltam, majd 54d-t mértem ki beblik steril 1,5 ml-es mikrocentrifuga
csovekbe, és jegen tartottam. A csovekhezdSkémiai kompeteng. coli NovaBlue sejtet
adtam, majd ezt kovéen jégen inkubaltam 20 percig. Az inkubacio lejanéan

55 masodpercig 42C-ra helyeztem, majd azonnal visszatettem jégre p@i@re. Ezzel a
hésokkal a membranlipidek fluidabba tetietemiatt atengedképessegik megnAz ujboli
950 ul SOC médiumot adtam (Osszetétel: 2% tripton, 0d&észé kivonat, 10 mM NacCl,
2.5 mM KCI, 10 mM MgC}, 10 mM MgSQ, valamint 20 mM gliikoz) , ennek az volt a célja,
hogy a sejtek nbvekedését és regeneralodassegitsem. Ezt kovéen 1,5 6ran at 37C-on
razatva tenyésztettem a transzformans sejteketk@naiz inkubacio lejart, a szuszpenziobol
200-200ul-t szélesztettem LB taptalajra, ami IPTG-t, X-g&$ ampicillint tartalmaz [34]. A
szélesztest kovéen a lemezeket 37C-on 24 6ran at inkubaltam. Azt tekintettem sikeres
transzformalasnak, amelynél a fehér és kék telapikya szabad szemmel vizsgalva legaldbb
90-10% korul mozgott. Ezek utdn kdvetkezhetett aitpotranszformansok csoportositasa,
valamint tesztelése. A csoportba rendezést egykmégyanolyan dsszetétel B lemezre
valo atoltassal értem el, ahol sorszamoztam a kin&zt kovette a koldnia PCR, amely azt
volt hivatott eldonteni, hogy a megfeleméreti inszert talalhat6-e a vektorban. Ehhez a
kordbban részletezett PCR protokollt hasznaltanalaazkilénbséggel, hogy a primerpart

lecseréltem a vektoron tapadd M13-as elnevgeesA PCR termékeket itt is agar6z gélen
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valo futtatassal ellémiztem le, és csak azokkal a klonokkal dolgoztawabd, amelyek
megfeleb méreti jelet adtak. Az egyedi hasitési csucsok kialakitag az élzéekben
elkészitett PCR terméket szazszorosan kihigitdtibzetat hasznaltam templatként. Erre azért
volt sziikség, hogy ne a gazdasejt 16S rDNS szeldjarsnkszorozddjon fel a reakcié soran.
Ezek utan megkapjuk csak az inszertet felsoksztirdigrta formaban, aminek a segitségével
kinyerhetjik a klonok egyedi termindlis fragmensBizt a korabban mar leirt hasitasi
protokoll segitségével végeztem el, amit ez esetbatkoholos kicsapas kovetett, valamint a
kapillaris futtatasi paramétereket is a korabbaintaienak megfelélen allitottam be. A
vizsgalat végeztével megkaptam minden kivalaspiitiv kilon egyedi termindlis restrikcids
fragmentjét, amelyeket hozzarendeltem a klon szémabalamint azonositottam a hasitasi
csucssorozaton. Igy moédom nyilt a dominans csuesokartozd klonok szelektalasara,
amelyek kozll aztan azonositas céljabdl kivalasatotnéhanyat. Az azonositas az inszert
szekvencigjanak meghatarozasaval kdntt, amely Sanger szekvenalas utjan valdsitottam
meg. Ehhez sziikség volt a plazmid izolaldsara, yehed Sigma cég altal forgalmazott
plasmid miniprep kit segitségével oldottam meg &argy utasitasainak megfeleh. A

szekvenalo reakcio a kovetkdet tartalmazta:
1. 5ul szekvenald puffer
2. 5ul tisztitott plazmid DNS
3. 4l BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing reagens
4. 1 pl M13 forward primer (10 uM)
5. 5 ul dHO

A sikeres szekvenélast kogenh on-line felileten (Ribosomal Database ProjedtBN
BLAST) kerestem azonossagokat az inszert DNS sdjéeel, ami alapjan kovetkeztettem az

ahhoz tartozé fajra.
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4.6 Real-Time PCR

A Real-Time, vagy mas néven g(uantitative)PCR tetdgiat az esetben alkalmaztam,
amikor csak egy specifikus térzs nyomon kovetés@le szikség. Specifikus primereket
terveztem mind &aldicellulosiruptor saccharolyticusnind pedig azZ&nterobacter cloacae
baktériumtorzsek azonositdsa céljabol. Minden pyée a Life Technologies Aaltal
forgalmazott Primer Expre8sfor Real-Time PCR 3.0 program segitségével teevezneg, a
gyartod altal meghatarozott optimalis beallitasakaigtartva. A gének kivalasztasanal fontos
szempont volt, hogy mashol ritkarstdrduld, ne haztartasi gének legyenek, hanem a#t ado
fajra jellem® specifikus fehérjetermékik legyen. Azékssetben két génre esett a valasztas
(echA vagyis extrém konzervalt hidrogendz nagy alegiseél; illetve acelA vagyis a
celluldz enzim nagy alegységének a génjeire) [Bhilg a masodik torzs esetében egy
primerpar készult, amely &ycE gén egy szakaszat célozza meg, amely szintén egy
hidrogenaz alegység [36]. Az alkalmazott primergafd. tabldzat) szelektivitasat minden
esetben ellafriztem oly médon, hogy a PCR reakciéhoz olyan fertoebdl izolalt genomi
DNS keveréket adtam, amelyben nem volt jelen agaitstorzs. Ezen kisérletek alapjan
kijelenthetem, hogy a hasznalt primerek mindenbeseimegfelélen szelektivek voltak az
adott torzsre.

43



primer szekvencia (5> 3)
CelA-Fw GGGTCCTGCTGAGGTTATGC
CelA-Rw GCTAAGGAAGCTGCCGTCTCT
Ech-Fw TCAGCACAGTTTCCGTTCCA
Ech-Rw TCCTGCTTTTACCATTGTACTTGAA
HycE-Fw TGTTGCCGCGCAGCATGTAG
HycE-Rw TGACCGGCGACAACCAGAAG

4. tablazat: A Real-Time PCR soran felhasznalt erak

Kisérleteim soran az Applied Biosystems altal gy&r7500 Real-Time PCR System
berendezést hasznaltam, az eredményeket pedig z hamozd SDS 1.4.1 szoftverrel

értékeltem ki [37]. A reakciéelegy minden esetbédeetkebket tartalmazta:
1. 12,5ul SYBR® Green master mix (Life Technologies)
2. 3-3ul forward illetve reverz primer (jtM)
3. 1ul templat DNS (~10 ng)
4. 5,5 pul dHO

Az ismeretlen mintak mellett futtattam templatmenkentrollokat, valamint standardokat is,
amelyek ismert koncentracioju, az adott toétskolalt tiszta genomi DNS-t tartalmaztak.
Ezek segitségével a gép kalibraciés egyenest készimelyhez viszonyitva kiszamolta a

kiindulasi mintakban le¥torzsre specifikus DNS mennyiségét.
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5 Eredmények

A biogaz igen igéretes energiahordozd. Versenylsépes azonban rontja, hogy jelen
pillanatban még a zo6ld energia ara nem veszi felesenyt a nem megujulo tarsaival
szemben. Minél jobban sikertl megismernink eztreyblult bioldgiai kzosséget, annal tdbb
lehetiségunk nyilik arra, hogy beavatkozzunk azokon t&ikks helyeken, ahol a reakcio
sebesség meghatarozé pontjai vannak, igydvégeon serkenthetjik a biogaz kégesét. A
kozosség feltérképezését, illetvédbeni nyomon kovetését T-RFLP eljarassal végeztem el
amely korabban is robusztus, és jol bevalt médskebizonyult. Kisérleteim egy részét olyan
szandékkal inditottam, hogy fényt deritsek egy dakdsi jelenségre, amelyet folyamatos
fermentacié esetében tapasztaltunk. Ezt Real-Ti@R Bechnika segitségével valositottam
meg, amely specifikus primerek segitségével kinmtat torzsre jellemiz genomi DNS
mennyiségét a kiindulasi mintdban. A terminalisgfreent hossz polimorfizmus maodszert
akkor alkalmaztam, amikor az egész kozosségetalizsy. igy lehaiségem nyilt a kdzosség
dominans tagjainak azonositasara, valamint dbedi valtozasokat is nyomon tudtam

kovetni.

5.1 Specifikus baktériumtérzsek monitorozasa Real-Timd°CR
segitségével

Kutatocsoportunk korabban kimutatta, hogy hidrogeneb térzs hozzaadasaval
megnovelhetjik a termelt biogdz mennyiségét [3]aBtamasztotta azt a feltételezést, mely
szerint a hidrogén az egyik fontos limitalé faktarszerves anyagok anaerob lebontési
folyamatban. A kilonféle mennyiségben leoltott s&ios (batch) Gzdnfermentorok esetén
szignifikdns gaznovekedést tapasztaltunk tobbf&ebsztratot alkalmazva. Folyamatos
Uzent fermentacional azonban a leoltast kviedt hét utan arra letttink figyelmesek, hogy az
intenzifikalasi rata lecstkkent, majd végul elétdeoltas ékti szintet. Ez a jelenség mind
termofil, mind pedig mezofil émérsékleti tartomanyban egyarant fellépett. Célateim ki

ezeért ennek a jelenségnek az alaposabb vizsgalati&e a probléma megoldasat.
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5.1.1 Caldicellulosiruptor saccharolyticusiyomon kovetése

Ez a termofil baktériumtérzs szamos esetben hasakdsizonyult szamunkra a biogaz-
termelési céllal elvégzett kisérletek soran, jordggntermel és be tudott illeszkedni a
biogaztermei kozéssegbe.
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13. &bra: A termofil leoltott fermentor napi gamelési gorbéje 4g oTS/I térterhelés mellett
(a nyil a leoltast jeloli)

A 13. abran tisztan kivehigthogy a leoltast kisvartatva kovette a biogaztéesenek
novekedése, azonban ez a tdbblet gaz csak két weéltignegfigyelhed, azutan a napi
gazhozam termelés visszaallt a leolt&dtieratara. Kérdés volt, hogy ezzel parhuzamosan
hogyan valtozik a fermentorban a leoltott térzeleemmz DNS mennyisége. A qPCR reakcio
eredményeit mutatja a 14. abra.
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14. dbraCaldicellulosiruptor saccharolyticugenomi DNS mennyiségének valtozasa a
fermentorban az tfliggvényében 4g oTS/I térterhelés mellett.

Az eredmeényeldl azt az egyértelihkovetkeztetést vontam le, hogy a leoltott baktériu
az i elérehaladtaval kihigul a rendszétb Nagyon valOszith, hogy az intenzifikélas
eltinése ennek koszonbbet Szerettem volna megoldast talalni a probléméamagyha
megnovekedett gazhozam tartésan fennmaradjon. Kekaén volt a fermentalasi
parameétereket valtoztatni, hiszen a leoltott tdz&mara valosziiteg nem voltak megfeléék
a korulmények a szaporodashoz. A szamos dekgt kdzll, amelyet kiprébaltam egynt
célravezeinek, a biomassza betéplalas novelése. A fermeketdni@agyomanyosan 4g oTS/I
(szerves szérazanyag — organic total solid) értekgeztem el, ami altalanosan hasznalt érték
a biogaztermelésben. A kovetkefermentaciot kétszeresre megnoévelt biomassza &ksgh

folytattam le, amelynek a gazhozam gorbéjét a tifa eutatja be.
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15. &bra: A termofil leoltott fermentor napi garmelési gorbéje 8g oTS/I térterhelés mellett
(a nyil a leoltast jeloli).

Rogtén szembénhik, hogy a beoltas utan szinte azonnal megnévekediapi gazhozam
értéke, amely valamennyit cstkken a fermentadicebhladtaval, de igy is jéval meghaladja a
kordbban mért adatokat. A kisérletet technikai ne@gek miatt nem tudtuk tovabb folytatni,
az ibkozben vett mintakbdl izolalt genomi DNS-t ez esetbis Real-Time PCR-rel
vizsgaltam. A kapott eredményeket a 16. abra figladsze. Itt is jOl lathatd, hogy a beoltas
utdn megjeled jelintenzitas az idl elérehaladtaval nem csokken szignifikansan, hanem
javarészt azonos mennyiségen all. Ez alatdmaszigmyd, hogy a tobblet gaztermelésért a
leoltott torzs volt feldls, a megemelt biomassza betplalas pedig jotékatdssal volt a
baktériumra, fenn tudott maradni ebben a komplerdseerben, és pozitivan tudott

hozzajarulni a szerves anyagok anaerob lebontdsshabiogaztermeléshez.
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16. dbraCaldicellulosiruptor saccharolyticugenomi DNS mennyiségének valtozasa a
fermentorban az ifiiggvényében 8g oTS/I térterhelés mellett.

Kovetkezésképpen sikeresen kimutattam egy lediidtbgénterme torzset a komplex,
biogaztermel rendszer8l, valamint nyomon kdvettem annak mennyiségi valsdt az id
flggvényében. Megallapitottam, hogy az intenzifikatltinése minden val6sZiség szerint a
baktérium kihigulasanak kdvetkeztében tortént alagabb szervesanyag-terhelés esetén. A
megfeleb paraméter (biomassza adagolas) megvaltoztatasskeiatében sikerllt a termofil
torzset hossz( tavon integralni a biogazteénmikrobakdzdosségbe, ezt a detektalt DNS

mennyisége is alatamasztotta.

5.1.2 Enterobacter cloaca@yomon kovetése

Ezt a mikroba torzset szintén azzal a céllal @totbe a fermentorba, hogy eleizzik a
megtermelt tdbblet hidrogén pozitiv hatasat a déadatalra alacsonyabb, mezofil
hémérsékleten (35-37°C) is. Az eredmény hasonlé mitdit a termofil torzs esetében. Batch
fermentalas esetén nyilvanvalé volt az intenzifilsdl azonban ekkor nem beszélhetiink
kihigulasrol, hiszen nincsen folyadék elvétel adszerltsl. Folyamatos fermentalds esetében
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nagyjabdl a termofil rendszerhez hasonl6an, a gaitan 2-3 héttel a napi gazhozam értekek
visszatértek a beoltasiéti szintre (17. abra).
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17. &bra: A mezofil leoltott fermentor napi gaztetési gorbéje 4g oTS/I térterhelés mellett
(a nyil a leoltast jeloli).

Ez esetben is megvizsgaltam a baktériumtorzs fetorgan lev mennyiségének
valtozasat az ifl figgvényében. A Real-Time PCR technika, és a rbiroycE génre
tervezett primerpar segitségével sikeresen azatiasit az izolalt kozésségi DNS mintabdl a
keresett specifikus szekvencidkat, valamint sikeidiiben nyomon kévetnem a baktérium

mennyiségének valtozasat a kozosségben.
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18. 4braEnterobacter cloacagenomi DNS mennyiségének valtozasa a fermentabaath
fuggvényeben 4g oTS/I térterhelés mellett.

Az eredmények azt mutattak, hogy az intenzifik@sdkkenéséért ebben az esetben is a
leoltott torzs fokozatos dihése, kihigulasa volt a feta folyamatos fermentacio esetén
(18. abra). A korabbi kisérlet tapasztalatait alaptve, itt is megprobaltam a térterhelést
megndvelni, hogy teszteljlem a mikroba fennmaradésggemelt tapanyagbevitel esetén. Ez
esetben is a korabban alkalmazott 4 g oTS/I-esrtétést a duplajara, 8 g oTS/I-re emeltem
meg. A valtozas itt is szemliet volt, a gaztermelés gorbéjét kovetve normalt éhék
O0sszevetésével itt is az derdlt ki, hogy a megefnelhassza adagolasi rata pozitiv hatassal
volt a fermentacio intenzifikdlasara. A Real-TimERP vizsgalatok a fermentacid kiulénléoz
idokdzonkeént vett mintain itt is alatdmasztottak adkdran igazolt feltevésemet, amely szerint
a leoltott, hidrogéntermélbaktériumtorzs sikeresen tulélt, és ez okozhatgazhozamra

gyakorolt pozitiv hatas fennmaradasét (19. éslad@)a
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19. &bra: A mezofil leoltott fermentor napi gaztetési gorbéje 8g oTS/I térterhelés mellett
(a nyil a leoltast jeloli).
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20. abraEnterobacter cloacagenomi DNS mennyiségének valtozasa a fermentabaat
fuggvényében 8g oTS/I térterhelés mellett.

Kovetkezteteskent itt is elmondhatd, hogy sikere&@nutattam a leoltott mezofil
hidrogéntermél torzset egy biogazt terndelmikrobiolégiai rendszedd, és ez esetben is

nyomon kévettem annak mennyiségi valtozasat afliggvényében. Megallapitottam, hogy
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az intenzifikalas elinése szintén a leoltott baktérium kihigulasanakekkezménye volt. A
megkétszerezett térterhelés a mezdfihbrsékleti tartomanyd fermentaciénal is megoldatta

kialakult problémat, az intenzifikdlas ezen a bEti@gi ratan stabilnak bizonyult.

5.2 A mikrobakdzdsségek monitorozasa T-RFLP segitségévencrA gen)

5.2.1 A mikrobakdzdsség dsszetétele hagyomanyos fermentaesetén

A mikrobak6zosség fikddését csak akkor érthetjik meg alaposabban, hmaasepan
egy kiragadott fajt kdvetiink nyomon, hanem léleg az dsszes kulcsfontossagu torzset
egyszerre. Ez kulonféle ujjlenyomat moddszerekkelosithatd meg. Kisérleteim masik
sorozatdban a T-RFLP mddszert valasztottam ezenosaizésok kivitelezésére a modszer
szamos €Inyods tulajdonsaga miatt. Kutatocsoportunk egyikpfofilja olyan biomasszak
anaerob fermentdlasa, amelyek a hagyomanyostolrordté mirbstlnek a biogaz
szakirodalom szerint. Stratégiank szerint a komplexaerob lebontast végz
mikrobapopulacié bizonyos ddelteltével adaptaldodhat arra, hogy olyan szubtited is
eredményesen lebontson és biogazza alakitson, eketlyezek altalaban nem kdnnyen
hasznosithatnak. Ez ugy émhetl, hogy az egyedi mikrobak adaptalédnak, kdz6dggg
megvaltoztatja 0Osszetételét. Olyan torzsek szapatodk fel, amelyek kordbban csak
nyomokban voltak jelen a reaktorban, mas térzséknszlecsokkenhet, vagy akar eliiariek
a szamukra hasznosithatatlan taplalékforras, vdgyamntas soran ternéelo toxikus anyagok
miatt. A kisérletekben olyan anaerob fermentacictaytattunk, amelyekben kizarélag
fehérjében gazdag szerves anyag volt a mikrobdani@gg és energiaforrasa. Fehérjében
gazdag hulladékok és melléktermékek nagy mennyesegbletkeznek az élelmiszeriparban,
ezeknek az anyagoknak az é&rtalmatlanitasa és ¢kargeasznositdsa komoly gyakorlati
jelentbséggel is jar. Kisérleteinkben alkalmazott szubsak a tejfeldolgozas
melléktermékeként képdé kazein, illetve vagohidakon igen nagy mennyiségben
felhalmozddd és mas eljardsokkal koriiményesenodéiséigesen artalmatlanithatd sertésvér
voltak. A kazeinnel, mint egy kontrollalt anyag-betteli fehérjével modellezni kivantuk a

fehérje alapanyaggal tori@nbiogaz fermentalast, mig a sertésvérrel a kidatoz
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biotechnologiai eljaras kozvetlen ipari alkalmadsagat demonstraltuk [38, 39]. A
fehérjében gazdag melléktermék artalmatlanitasa,i getenleg elésorban aerob
komposztalassal torténik, kilén koltséget jelentvagohidaknak, tehat kég haszonra

tehetnek szert, ha értékes energiahordozot alkitelieezektdl az alapanyagokbdl.

A mikrobiolégiai folyamatok megeértése és az isneketgyakorlati alkalmazasa
szempontjabdl egyarant fontos a mikrobakdzosségaédanak nyomon kovetése mikbzben a
megvaltozott és szokatlan tapanyaghoz kell alkakodiziuk. A metanogének kodzvetlendl
nem vesznek részt az alapanyagok lebontasabahpatdesi termékek biogazza alakitdsanak
utolsé lépéseként a metan és szén-dioxid &gt végzik el illékony szerves savakbol
és/vagy hidrogérih és szén-dioxidbdl. Eppen ezért volt érdekes, heggek a mikroba
csoportnak az Osszetételét is megvaltoztatja-ekeobakoz6sség szamara biztositott taplalék
0sszetételének megvaltozasadEbr az oltdiszapban léuynetanogén kdzdsséget kivantam
meghatarozni, ezért azzal a genomi DNS-sel dolggzéanelyet a fermentacio inditdsa utani
elss héten izolaltam a fellliszobol. A PCR reakciokdtoadbban részletezemcrA génre
tervezett primerparral végeztem el. Az Rsal resitbk enzimmel elvégzett hasitasi Iépés utan

a kovetke# csucssorozatot kaptam a kazeinnel taplalt fermesetében (21. abra).
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21. abra: Az 1 hete kazeinnel taplalt fermentoithascsucssorozata axrAgént vizsgalva
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Hasonlé csucssorozatot kaptam a masik ferment&sééleen is (22. dbra), ami nem
megle@, hiszen mind a két mezofil fermentéaciét ugyanazazaloltoiszappal inditottam el,

csak az adaptaciés folyamat soran betaplalt fehdéipgségében volt eltérés.
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22. abra: Az 1 hete vérrel taplalt fermentor hasitalcssorozata azcrAgént vizsgalva

Mindkét esetben egy on-line T-RFLP kromatogramtkiéel szoftver segitségével [32]
kisziirtem a zajnak migsuls jeleket, valamint az egyedi csucsokat egész @tébrekitettem.
Ezutan figyelembe vettem az 0sszes fluoresszemt@fet, amit 100 %-nak vettem, €ibb
kalkulaltam ki a kapott csiucsok nagysagat, amirasgk relativ abundanciajardl szolgéltat
informaciét. Figyelembe véve a primer dimerek Kialdsanak lehéségét, csak az 50 bp
feletti fragmenseket vettem figyelembe. A hasitgsicssorozat elkészitése utan hozzalattam a
klonkonyvtar felallitAsahoz. A sikeres ligalasi,teenszformalasi 1épés utan minden mintabadl
150 klont valasztottam ki tovabbi vizsgalatra. Arkbk egyedi TR-F méreteit 6sszegeztem,
azokat ravetitettem a csucssorozatra, valamintldgzéottam minden dominans csucshoz
tartozd klén kozil néhany darabot szekvenalas wdljdA sikeres plazmid izolélas, és a
megfeleb mindsédi szekvenald PCR lezajlasa utan a kapott szekvemtdiakabb elemeztem.
El6szorin silico elem® szoftver (Clone manager ver. 9.0) segitségévelspampdultam a
felesleges plazmid szekvencidktdl, valamint az leges bizonytalan leolvasasokat

manualisan korrigaltam. Ezutdn a szekvenciakat BLABalizisnek vetettem ala az NCBI
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oldalan taldlhaté algoritmus segitségével [40]. Antkyebb atlathatésdg kedvéeért az
azonositott terminalis fragmensek mérete szerimjytdom az eredményeket, az azonos

méretet add klonokat pedig operaciés taxondmiaséggkbe (OTU) rendeztem.

5.2.1.1 OTU-1 (57 bp)

Az elsy csoportot az 57 bp métefragmenst add klonok alkotjak. Ez a csoport 8%
abundanciaval rendelkezett a V1-es minta eset@bg&nsertésvér minta 1 hetes fermentacio
utan), mig a K1 mintat (K1=kazein minta 1 hetesniemtacio utan) vizsgalva ez az érték 23%
volt. A klonkényvtarakat alaposan atvizsgéalva tddidnt is kivalasztottam annak érdekében,
hogy ezt a csoportot alkoto fajt azonosithassamemsdmeények egy ll-es tipusi metanogén
jelenlétére utaltak, amelydflethanoculleus marisnigrként azonositottam [41]. Ez a torzs
anyagcsere-folyamatait tekintve kozelebb all azs lt@usu metanogénekhez, hiszen a
hidrogenotréf Utvonalon keresztul allitiadeh metant. Egyike, azon kevés metanogén
fajoknak, amelyek komplett genomszekvenciaja ismert a torzset masok mellett, a mi
kutatécsoportunk is kimutatta biogaz fermentorbpléneraciés szekvenalasi technologiat
alkalmazva [42-44]. A kisérletek azt mutattak, hogyndkét fermentor metanogén kdzéssegeét

dominalta ez a torzs.

5.2.1.2 OTU-2 (62 bp)

Ez a csucs 14%, illetve 10% abundanciat mutatote¥ K1 mintak esetében. Ez esetben
is atfogo vizsgalat utan tébb klont valasztottansiekvenalasra azonositasi céllal. Az adatok
itt azonban nem adtak egyértélmredményt. A klbnok tobbségénél azonositani tugdtgy,

a novényi biomasszaval taplalt fermentorokban igprakran edforduld fajt [45], a
Methanosarcina mazei [46]. A klonok kisebbik hanyada egy eddig beawmitatlan
metanogén torzzsel mutatott nagyfoku hasonlésague)yldl azt a kovetkeztetést&zem le,

hogy ezt a csoportot tobb faj is alkotja, amelyalgyon hasonldé mérettermindlis hasitasi
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fragmenttel rendelkeznek. Ezt a jelenséget medtiglyenasok is [47], akik szintén egy hasito

enzimet hasznéaltak a kisérleteik soran.

5.2.1.3 OTU-3 (92 bp)

Ezen egység tagjai 33, valamint 21% abundancidattalt a V1, illetve a K1 mintak
estében. Ezek az értékek markansaknak neveghetmi azt sugallja, hogy a csoportot alkotéd
mikrobdk fontos szerepet jatszhatnak a biogaztésheh az adott dgillanatban. 12 kion
elemzését hajtottam végre, amelyek kozul 6-6 tattoa kilonbo# fermentorokhoz. A
szekvencia homoldgia keresés utani eredmények h&idomféle torzs jelenlétére utaltak.
Ezek kozil a legtdbbszérMethanocorpusculum parvup8] tint fel, mint lehetséges talalat.
Err6l a fajr6l érdemes tudni, hogy hidrog&hb hangyasavbdl, izopropanolbdl és
izobutanolbdl is képes metantéallitani. Ebben a metabolikus kontextusban szindéén
hidrogenotréf metanogén anyagcsere utvonal domagniéinik ki. A masik két mikroba a
Methanomassiliicoccus luminyendgi9, 50], valamint aMethanoculleus bourgensi$l]
voltak. Az el$ként emlitett fajt nemrégiben irtak le, mint a hwamamésiitraktus
mikroflérajanak része, mig a masodik a korabban nészletezetMethanoculleugsalad egy
masik tagja, amely metabolizmuséat tekintve nagyohiésagot mutat a mar azonositott
Methanoculleus marisnigfé1] torzzsel.

5.2.1.4 OTU-4 (160 bp)

Habar az els héten vett mintakban elhanyagolhaté az ezen cupottartozd fajok
szama, sikerllt a klonkonyvtarban a vart méretet adyedi klonokat talalnom, amelyek
szekvencia analizis utan Methanobacterium formicicunfajjal [52] adtak a legnagyobb
hasonlosagot. &t a Metanobaktériumok csaladjaba tartozé t@zérdemes megjegyezni,
hogy a biogaz fermentorok molekularis taxonomiai&asgalé szakirodalom szerint [53],

gyakran edfordul6 fajrél van sz6. Szintén fontos aspektusranentacio szempontjabdl, hogy
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ez a torzs is képes metarbalitasara hidrogerd, illetve szén-dioxidbdl. Emellett nitrogén

jelenlétében képes hangyasavat felhasznalni.

5.2.1.5 OTU-5 (189 bp)

A csoport vizsgalata kdzben meglepmodon nem talaltam egyetlenegy talalatot sem a
referencia adatbazisban, amely konkrét torzsret utalna. Mindazonaltal a fragment
abundancigja magas mindkét minta esetében (K1: 38%40%), ami azt jelentheti, hogy
egy olyan mikroorganizmus keverékrvan sz, amely fontos szerepet jatszik a biogaz
keletkezésében hagyoméanyos anaerob fermentacidszemekben. Minden bizonnyal a
szekvencia adatok gyarapodasaval nbegibeazonosithatd fajok szama, ehhez azonban az is
szilkséges, hogy tiszta izolatumokat i &hessen allitani, ami ezeknél a mikrobaknal

meglehaisen nehézkes [5].

5.2.1.6 OTU-6 (198 bp)

Ennél a taxondmiai egységnél relative alacsony ddmriat tapasztaltam mindkét minta
esetében. A K1 elneveZemintanal 6,5% volt ez az érték, mig V1 mintan&%), ennek
megfeleben csak az efsvizsgalt klonkonyvtarban talaltam erre a csopoutedd klonokat. A
BLAST keresés eredmeényeként nem talaltam konkjégyazést de az eredmények itt is egy
Methanoculleuscsaladba tartozé metanogén jelenlétére utalnaklyatalan kdzeli rokona

lehet az eddig kevesek éltal vizsgdktthanoculleus chikugoensgigk [54].

5.2.1.7 OTU-7 (309 bp)

Az utolsénak targyalt csoport adta a leghosszabl-FR a kapillaris gélelektroforézis
elvalasztas utan. Ennél az egységnél is alacsamgzentaltsagot talaltam mindkét fermentor

esetében (K1: 3%, V1: 4%), mindazonaltal a reledddsok mind egybevago eredménnyel

58



egy bendbdl izolalt metanogén jelenlétét bizonyitottdk, amedy Methanobrevibacter
ruminantium[55] nevet viseli. Ez a palcika form4ju metanod@&pes mind hidrogenotrof,
mind pedig acetotr6f médon metant generalni. EzZirast a Methanobrevibactercsalad

tipustdrzse. Bforduldsa ebben a milben teljesen megszokottnak mondhato.

5.2.2 Fehérjében gazdag alapanyagon bekovetkéxaltozasok a mikrobakdzdsségben

Meglep mdbdon, a fermentor metanogén populéacidja nagykideté atalakult a
proteinben gazdag tdpanyag hatasara. Ez abbolnaperébol érdekes, hogy a biomassza
természete elméletben nem befolydsolja a koztikeeknéminsséget, legfeljebb azok
mennyiségi eloszlasa valtozik. Az eltérések aradnak, hogy a mikrobakdzdsség 6sszetétele
sokkal érzékenyebben és nagyobb mértékben valtogderves anyag lebontasa kézben, mint
ahogyan azt korabban feltételeztéek. A kdvetkben mutatom be a kisérleti fermentorok
metanogén kbézosségének ,csoport képét”’, amely tielhé fehérjében gazdag alapanyag
anaerob fermentacidjanak elinditasa utan alakul2Bi és 24. abra). Az 0sszes korabban
részletezett taxondmiai egységben valtozas kovetkée, szamos torzs @t a fermentort
ural6 mikrobakozosségh mig masok dominanssa valtak a kozosségben. Ssspében
elmondhaté, hogy a fajok szamat tekintve egy egiispeési folyamat zajlott le, a
mikrobiologiai sokféleség csotkkent a fermentorbardedik héten az egyoldald, fehérjében
gazdag taplalas kovetkezményeként. A kapott eregekéen a kovetkez dbrakon mutatom
be.
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5.2.2.1 OTU-1 (57 bp)

Az el OTU, amely 57 bp méngta legmarkansabb ndvekedést mutatta mind a két
alapanyag esetében. Ez szami&ziéve a K5 mintat vizsgalva 41%, mig a V5 mintana%o
abundancia héanyadot jelent. A korabbi 23, illetvéo-Boz hasonlitva kiemelkéd
novekedésnek nevezhetjik ezeket az adatokat. Hzergyzt is jelenti, hogy ezen OTU-t
felépit Methanoculleusfaj jelents fontossaggal bir a metan termelés megvaltozott
folyamataban és a mikrobako6zosségnek a szubsztéftsv hatasara bekdvetkezett
atalakuldsdban. Figyelemre méltd, hogy azok a rogtarek valtak dominanssa a
kozbsségben, amelyek a hidrogenotréf metabolizmizé basznaljak. Utalva ezéltal a

hidrogén fontossagéara a reaktortérben.

5.2.2.2 OTU-2 (62 bp)

A mésodik targyalt egység 62 bp-nél talalhatd ostieglott az el heti mintaban,
azonban ezek a fajok a V5 minta esetén teljeséntek az 6todik hétre, mig a K5 mintat
vizsgalva azt tapasztaltam, hogy az abundanciéggtkkent 3,5%-ra. Ez a valtozas azonban
egyaltalan nem meglép figyelembe véve, hogy ezt az OTU-t olyan faj doatia, amely

silokukorica fermentaldsa soran fordud alleginkabb.

5.2.2.3 OTU-3 (92 bp)

A kovetked csoport, a 92 bp méretet addaké, amely szintémar&altozason ment
keresztil a négy hét alatt. A valtozas fluggott gflélt fehérje mitiségésl, hiszen mig
kazein esetében 21%-rdl 37-%-ra emelkedett az anam a vérrel taplalt reaktor esetében
33%-r6l 16-%-ra csokkent ez a hanyad. Erdekes mpggjets, hogy nem csak a biomassza
minésége befolyasolja a metanogén populéciét, de azdmegdonsagu tapanyagforrast

alkalmazva is lehet eltérés attdl fidggp, hogy milyen fehérjében gazdag tapanyagrol zén s
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Természetesen azt is figyelembe kell vennink, leagg csoport egy heterogén kdzosseg volt,

amelyet az alkalmazott médszerekkel nem tudtamgolszétvalasztani.

5.2.2.4 OTU-4 (160 bp)

A 160 bp-nal leé¢ OTU mar az el heti mintdban is alacsony reprezentéltsaggal
rendelkezett, ami négy hét elteltével kissé valtoagyan, de a harom szézalék koruli értek
azt jelenti, hogy valészikeg csak masodlagos funkcidval birnak e fajok anétacio
egészére, meghatarozova nem valtak. Mindamellett azanositott Methanobacterium
formicicum tdrzs stabil tudott maradni a rendszerben a koniyeé megvaltozasatol

fuggetlenul is.

5.2.2.5 OTU-5 (189 bp)

A kovetke®d csoport is markans valtozason ment keresztiil § hégadaptacio alatt. A
korabbi 35% illetve 40%-rél 16% illetve 8,5%-ra kként az itt targyalt OTU abundanciaja.
A szekvenciaadatok ennél a csoportnal édgthanoculleusfaj jelenlétére utalnak, az
abundancia csdkkenése arra utalhat, hogy ez avéggscsak kevésbé tudott alkalmazkodni a

megvaltozott kérilményekhez.

5.2.2.6 OTU-6 (198 bp) és OTU-7 (309 bp)

A 198 bp-nal, valamint a 309 bp-nal talalhaté cstigoteljesen eiintek a rendszedb.
Ezek az eredmények is azzal magyarazhatoak, hddgtiaanoculleusdrzsek sokkal jobban
tudtak alkalmazkodni a megvaltozott kdriilményekheiy mas térzsek csak kevésbé tudtak
adaptalodni, vagy a gyorsabb novekedésre képesk fegroritottak oket azebtt, hogy

alkalmazkodni tudtak volna.
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5.3 Mikrobialis mikrobak6z6sségek monitorozasa T-RFLP sgitségével
(16SrRNS gén)

Fontos volt az els héten vett mintdk behatdbb vizsgalata egy masikgrparral is,
amely a 16§RNSgeént célozza meg. Valasztasom egy olyan primeaapesett, amely a gén
szempontjabdl univerzalisan ntegott szekvencia részlethez tartozott, ugyanakkohaea
specifikus is egyben (F344-R934) [56]. Az igy kas#tott primerek segitségével ugyanazt a
csoportot céloztam meg, amelyet a kordbban bentutatwA génre tervezettekkel, igy mod
nyilt a két megkdzelités dsszehasonlitaséara. Arlkts@sszeallitds a kordbban alkalmazott
mobdszerhez hasonléan tortént, egyedul a primerpaeréltem le. A kapott hasitasi

csucssorozatokat a kovetkekben mutatom be (25. és 26. abra).
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26. dbra: Az 1 hete vérrel taplalt fermentor hasitalcssorozata az 18SNSgént vizsgélva

Ahogyan az abrdkon is jOl latszik, a két fermerndadnasitasi csucssorozata
nagymértékben hasonlit egymasra, ez itt is az azaftdiszapnak tudhaté be, amelyet a
fermentacio elinditasahoz hasznaltam. Emellettsagzzembeéin, hogy kevesebb dominans
csucsot tartalmaz a T-RFLP kromatogram, mintnazA gén esetében. A klénkonyvtarak
elkészitése és szelektalas utan elvégzett szeldgmkdleredményeit hasonlitottam 6ssze a
korabbi adatokkal. A szekvencia adatokat az ed8lighAST keresés mellett RDP (Ribosomal
Database Project) keresésnek is alavetettem a gabiiobeazonositds céljabol. Ezen a
felileten méd nyilik a csalddba valo besorolaski&pris, ha nincsen konkrét egyefaj a

talalati listan.

5.3.1 OTU-1 (62 bp és 142 bp)

Eléggé korlatozott az informéacié érra csoportrél, mivel a készitett klonkonyvtarakban
egy kivétellel csupan a 62 bp-hoz tartozo6 klondéhetett fellelni. Mindegyik itt targyalt kién
a Methanobacterium formicicum52] toérzzsel mutatott nagy hasonlosagot, amelyet
megtalaltam amcrA specifikus primer pérral vizsgalt klonkonyvtarakba. Egy behatoblin
silico vizsgalat azon az egy klonon, amely 142 bp-naltadR-F-et bebizonyitotta, hogy
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annak is 62 bp-nal kellett volna jelet adni, amélydrra kovetkeztettem, hogy a 142 bp-nal
levé csucs egy pseudo TR-F, amely nagy valdsa#ggel egy sikertelen hasitasi reakcio

eredménye, ezért ezt a két csoportot egyként thmgya

5.3.2 OTU-2 (284 bp)

Ez a csoport kiemelkégn nagy gyakorisdggal szerepelt a hasitasi csuwzsgban,
ennek megfeléen alakultak azok abundancia értékei, 40% K1 nesttében, valamint 47%
V1 minta esetében. Ezen klénok vizsgalatanal islalkztamin silico hasitast, a pontosabb
TR-F meghatarozas érdekében. Az elméleti enzimatitasitdsok azt mutattédk, hogy a vart
TR-F érték 287bp-nél lenne, ami kis eltérésnek rhati a tapasztalthoz képest. Tizerkett
klént szekvenaltam meg a kisérletsorozat soran|yaeyy kivétellel mind aMethanoculleus
bourgensig51] fajjal mutattak kdzeli rokonsagot. Egy fajttelik még az azonositasok soran,
név szerint dethanogenum marinunami egy kissé megléphiszen ezt a pszichrofil torzset
hideg alaszkai tengeri iszapbdl izolaltak [57] énnis mutattak még ki a jelenlétét biogaz
fermentorokbdl. Mindenesetre . marinum is képes acetotrof, valamint hidrogenotrof
metantermelésre.

5.3.3 OTU-3 (289-291 bp)

A masodik legnagyobb gyakorisaggal azonositotttasismintazat képviséi kozal is
szamos (34db) klént vizsgaltam meg az egyedi TR;Hietve a szekvencia azonossagok
utan kutatva. K1 minta esetében 27%, mig V1 misttében 26% volt a reprezentaltsag az
0sszes DNS populaciot figyelembe véve. Mivel arilagbs eredmények elég kevert képet
adtak, ez esetben is figyelembe vettemirazilico vizsgalatok eredmeényét, amely fényt
deritett a csoport komplex jellegére. Az eredméngigipjan ezt a csoportot harom tovabbi
részre lehet elkiloniteni. Az élsalcsoportot (OTU-3.1) azok a fajok alkotjak, aneddy
elméleti TR-F mérete 289 bp. Tizenkeét klont vizegal meg ebll a halmazbol, amelyek

kozul négy hasonlitott nagymeértékben (97%-ban)mazA kldnkdonyvtarban is megtalalt
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Methanomassiliicoccus luminyenses [49, 50], mig a tobbit csak csalad szinten godt
meghatarozni. A tovabbi klonok Bhermogymnomonagenusba [58] tartoznak, amelyek a
kovetked két alcsoportot is dominaljak. A kbvetkedlyen alegységet a 290 Lp silico
restrikcios fragmenst ad6 klonok alkotjak (OTU-3.2)vizsgalt tizenegy klébn mindegyike a
Thermogymnomonassaladba tartozik. A kovetkézlméleti egység a 291 bp mérat silico
TR-F-et adbak csoportja. Ezen a halmazon bellldgtatalhatjuk a korabbiakban dominans
Thermogymnomondsjokat, mellettik azonban felbukkanVéethanobrevibactegenus [55]
egy tagja is az 6t vizsgalt klon kozil két esetbamtos megjegyezni, hogy ez a térzs szintén
megjelent a kordbbi klénkdnyvtarak esetében iskamis azmcrA gént vizsgaltam. Sajnos
nem lehet sokat tudni éitr a mikroba csaladrél. Mindéssze annyi ismert rolitogy
metantermelésiket megfigyelték szamos természéteydzetben, ahol tobbek kozott kozeli
kapcsolatot mutattak az altalam is azonosi@thanomassiliicoccus luminyenss[59-62].

Ezeket az alcsoportokat a hagyomanyos T-RFLP tkéhai lehetetlen lett volna
elkuloniteni, hiszen egy bazisparos kilonbségetatdubDNS fragmenteket a gyakorlatban
nem lehet elvalasztani a jelenlegi technikakkakiégészid in silico TR-F vizsgalatok tették

lehetivé a torzsek elkilonitését.

5.4 Eubakterialis mikrobakdzésségek monitorozasa T-RFLsegitségével
(16SrRNS gén)

Annak érdekében, hogy atfogo képet kapjak mind dsnér sajatossagairol, mind pedig
a kulénféle biogaz reaktorok mikrobiologiai kbozégsiek osszetételdr szilkséges volt egy
olyan kisérletsorozat véghezvitele is, amelynelete@n belll az eubakterialis konzorciumot
jeléldom meg vizsgalatom targyaul. Ennek megtidal egy olyan fermentaciét inditottam el,
amely alkalmas ilyen irAnyl kérdések megvalaszaaddindemellett kefts célt is szolgélt a
kisérletsorozat, ugyanis nem csupan egy biogazdéképadszer eubakteridlis dsszetételét
szerettem volna megvizsgéalni, hanem annak reakc&gg kil$ mikroba hozzaadasara.
Korabbi kisérleteimben mar kifejtettem, hogy kutaportunk sokat foglalkozott
hidrogénterme baktériumok biogaztermelést serkemiatasaval. igy céluiztem ki, hogy
ezen fermentacidé keretein belil megvizsgalom egyofile baktérium, azEnterobacter
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cloacae leoltasanak a fermentor bakteridlis kdzosségémkayplt hatasat. A tbrzs tiszta
tenyészetben é&éllitott baktérium tomegének a kevert mikrobakéegbe valé adasa
kordbban szamos alkalommal bizonyitotta pozitivaset a kumulativ gazkihozatalra mind

szakaszos, mind folyamatos fermentacié esetébet6]3,

5.4.1 Fermentécids paraméterek és az azonositashoz hasitmaolekularis biolégiai
modszerek

A Kkisérletsorozatot két parhuzamos alkalmazas thels&e Anyagok és Modszerek
fejezetben bemutatott folyamatos UZeriermentorokkal folytattam le. Oltéiszapként egy
mezofil hbmeérsékleten Uzemelbiogaz Uzemdl szarmazod fermentoriszapot hasznaltam,
tapanyagként silokukorica szolgélt. Mivel a biogazem is ugyanezt az alapanyagot
hasznélta, nem kellett a konzorciumot kilén adaptak () tdpanyagforrashoz. Korabban
bemutattam, hogy aEnterobacter cloacaduléléséhez a fermentorban a megszokottnal
magasabb térterhelés szilkséges. Ennek megelal fermentéciot 6g oTS/I napi adagolasi
értéken tartottam. A fermentacié szempontjabol denfizikai és kémiai paramétereket
folyamatosan vizsgéltam, azok a teljes kisérleiiathtt hatarértékeken belll mozogtak. Az
elinditas utani szakaszban sziikséges volt megu@gy, a napi gaztermelés allando6 értékeket
vegyen fel, illetve megfeleltetheiegyen a silokukoricabdl nyertéegazkihozatal irodalmi
adatainak. Ezutan (24. nap) az egyik fermentottddam a mezofil hidrogénternietorzzsel,
mig a masik reaktor kontrollként szolgalt. A kisére szakaszat nyolc héten keresztll
folytattam, emellett folyamatosan nyomon kovetteba&térium mennyiségi valtozasat qPCR
segitségével a korabban részletezett modszer alapj@azkihozatali gorbéket a 27. illetve a

28. abrakon mutatom be.
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27. abra: A vizsgalt fermentorok 6sszesitett gamtédsi gorbéi
(F1: kontrol fermentor, F2: 24. napon leoltottnfentor)
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28. abra: A vizsgalt fermentorok napi gaztermel@sbéi
(F1: kontrol fermentor, F2: 24. napon leoltott femtor)
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29. abra: A vizsgalt fermentorok 6sszesitett gamssi gorbéi az intenzifikdlas mértékével
(F1: kontrol fermentor, F2: leoltott fermentor).

A 29. abran is j6l lathaté a kildonbség a leoltétt,a kontroll fermentorok kozott. Ez
esetben is tisztan lathatd volt a tobblet gazhozamely a hidrogéntermgltérzsnek volt
koszonhet. Az dsszesitett gazhozam alapjan az intenzifikéoéteke 20% feletti volt, ami
kimondottan jénak mondhaté az eddigi tapasztalktaiapjan. Azonban szikségesnek lattam
meggyzoédni arrdl is, hogy a leoltott baktérium ez esethienképes volt-e taléini a
rendszerben a fermentacidéokdretén belll. Ezt a korabban részletezett ReabTRER,
valamint specifikus primerpar segitségével értena geriodikusan vett folyadékmintakbol

izolalt genomi DNS-t templatként hasznéalva. Ezesderények a 30. abran foglaltam dssze.
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30. abraEnterobacter cloacagenomi DNS mennyiségének valtozasa a fermentaban
fermentacio dlrehaladtaval.

Az eredmények egybehangzoak a gazkihozatali érkékedzaz, hogy a reaktorban képes
volt tulélni a leoltott torzs, emellett jeléisien megemelte a termelt biogaz mennyiségét. A
fermentaci6 végeztével, miutdn me@gydtem arrél, hogy a leoltott tbrzs tulélt a
rendszerben, és megfdlahtenzifikdlas volt tapasztalhaté elkezdtem viisga fermentor
eubakteridlis kozosségét a korabban részletezBRfEODP modszerrel. Ez esetben a hasitasnal
két restrikciés endonukleazt (Rsal, Mspl) haszndlthogy a korabban tapasztalt jelenséget,
mely szerint egy TR-F-hez tdbb kilonféle faj istaaott kikiiszobolhessem. A hasitasi
paraméterek optimalizalasa utan a kovetkeasitasi cslicssorozatot kaptam a leoltéts ebtt

mintat vizsgalva.
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31. abra: A silékukoricaval etetett fermentor léslebtti hasitasi csucssorozata az
eubakteridlis 16 BRNSgént vizsgalva.

A 31. abran jdl latszik, hogy a fementor eubakterikizésségében szamos dominans faj

is megtalalhatdé. A kdvetkékben a fermentacié végén, azaz a hatodik héten miettat

abrazolom ugyanilyen moédon.
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32. 4bra: A silékukoricaval etetett fermentor hesiitslicssorozata leoltas utan hat héttel az
eubakteridlis 16 8RNSgént vizsgalva
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A 31. és a 32. 4brat 6sszehasonlitva, ranézvensyki megallapithatd, hogy komoly
atrendeédés zajlott le a fermentacio diditervalluma alatt, amely a leoltott térzsnek volt
koszonhet. A fajok tekintetében csak némely esetben bestigike eltinéstl, vagy
felerssodéssl, inkadbb a meglév fajok mennyiségi atrendédése volt tapasztalhaté az
eredmények kiértékelésénél. A leoltott torzset rsike ugyan kimutatni a hasitasi
csucssorozaton, viszont csak nagyon csekély abuordah melynek kovetkeztében a
zajs#irés utan, mar nem volt lathat6 a detektalt jel. Neagle modon a klonkdnyvtarbol
sem sikerilt a leoltott torzsre utald klont izokitm tekintettel a reprezentaltsag alacsony
mivoltara. Mindazonaltal a qPCR eredményeétiisztan levonhatd a kdvetkeztetés, hogy a faj
tulélt a rendszerben, ott serkentette a biogaziéshe tehat a mikrobakdzéssegben
bekodvetkezett valtozas az integracio kovetkezméhjygzen a kontrol fermentor esetében
ugyanabban az &pillanatban vet mintat analizdlva azt az eredmékgptam, hogy a

mikrobak6zdsség valtozatlan volt a fermentacio egasezve.

A klonkonyvtarbol vizsgalt egyedi klonok szamat dgyekeztem megvalasztani, hogy a
lehety legtobb fajt tudjam azonositani a rendsdertlekintettel arra, hogy a primerek
potencidlis célcsoportjaba nagyszamua kilonféle evedlis faj tartozhat, mindkét
idopillanatbol vett minta esetében a kldnkdonyvtarakb®h-215 egyedi inszertet vizsgéltam
meg. A tovébbiakban az azonositott fajokat kivanoészletesen bemutatni, kalonds

tekintettel a dominans csoportokra.

5.4.2 OTU -1 (84 bp)

Az elss dominans cstics 84 bazisparnal volt lathatd. Eslekegfigyelni, hogy a csoport
kezdeti abundanciaja tobb mint 17%-rél lecstkkesegn 6%-ig. Minden bizonnyal ez a

torzs nem tudott jol alkalmazkodni a megvaltozagitikményekhez.

Négy darab klont vizsgaltam meg alaposan,ckdittst mindkét klonkonyvtarbol. Az
eredmények egybehangzodak voltak, mindegyik klorkwsagcidja nagymeértékben hasonlo

volt, igy a szekvenciakeresési eredmények is ugyarm taladlatot adtak. Az RDP
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keregfeliletén magas konfidenciaval sikerilt igazolndmogy egy Porphyromonadaceae
csaladba tartozo fajrol van szé, amely az NCBIlz@asa szerint a legkdzelebbi rokonsagban
a Proteiniphilum acetatigenefgjjal all. Ezt a torzset kimutattdk mar mas hadaoandszerben

is, szintén egy ujjlenyomat modszert (DGGE) alkawa[63].

5.4.3 OTU-2 (150 bp)

Ezen OTU mutatta a legnagyobb abundanciat mindkégalt minta esetében. A leoltas
elott 23% koruli értéket mérhettem, mig a leoltastkbvhatodik héten ez az érték 44%-ig
emelkedett. Mindez azt mutatja, hogy ez a tbrzsnkle fontossaggal bir a fermentacio

szempontjabol mind a leoltasi#l kilonosképp pedig a leoltas utan.

Ez esetben is 6sszesen négy klont vizsgéltam, Egyeanyban kivalasztva mindkét
klonkonyvtarbol. Az RDP keresési és az NCBI adatids tortéd keresések itt is
egybehangz6 eredményeket adtak. Habar konkrét yizgégt ez esetben nem taldltam,
mindegyik klon egy még kordbban nem azonosi@tistridiales térzshéz mutat nagyfoka
rokonsagot. Ez az eredmény még nagyobb hangsiigt fe tipustdrzsek konkrét szekvencia
adatainak hianyara, amelyek elengedhetetlentl épések a pontos azonositashoz.
Szerencsére azonban sok kutatocsoport foglalkdyzk,i korabban le nem irt fajok részletes

jellemzésével, aminek kdszdonbeh ez iranyd tudasunk egyre nagyobb lesz.

5.4.4 OTU-3 (179 bp)

Ezen OTU szintén a dominans fajok kozé tartozilalealam 6sszedllitott biogazterriel
rendszerben, hiszen a kezdeti abundancigja tobbI6%, ami hat hét elteltével kismértiek
csokkenés utan 9%-ot mutat, azonban ez nem olyamairvaltozas, igy azt a konkluziot
vontam le, hogy ezt a térzset nem érintette kilképg a fermentor midjében bekdvetkezett

valtozas.
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A vizsgélt négy klon kozul, amelyek ezt a TR-F-dték, minden esetben ugyanazt az
eredményt kaptam a szekvenciaazonositast &émet Az RDP segitségével sikerlt
kimutatnom, hogy itt is egflostridiales rendbe tartozd fajrol van sz6. Az NCBI keresés
alapjan aDesulfotomaculum salinurfaj mutatta a legkdzelebbi rokonsagot, ami meglep
tekintve a biokémiai preferenciait [64]. Mindazaiaél masok is azonositottak hasonlo
szekvencidkat biogaz rendszereket vizsgalva [686],aat mutatja, hogy az @brdulasa nem
lehet véletlen. Mivel a konfidencia érték relatacsony volt (85% kordli), ezért konnyen
meglehet, hogy egy rokon fajrdl van sz6, amelyneliakémiai tulajdonségai is eltigk

lehetnek.

5.4.5 OTU-4 (533 bp)

Ebbe a TR-F-be tartozé faj szintén dramai véaltomaseent keresztil a két vizsgalt
idépont kozott. A kezdeti reprezentaltsaga a ferméatormajdnem eléri a 24%-ot, ami hat
hét elteltével lecsokken egészen 7,5%-ra. Koszénbhett mindez a leoltds kdvetkeztében
kialakult koériulményeknek, amelyek vagy karosak afolerre a csoportra, vagy egysmsr a
masodik OTU-keént targyalt mikrobafaj konnyebbenattiilkalmazkodni, ezért nagyobb teret
hoditott a reaktorban.

A szekvenalas utan kapott eredmények itt is szgyhehangz6 eredményeket mutattak,
validadlva a T-RFLP modszer j6 alkalmazhatosagat. RAYP adatbazisa kétséget kizardoan
megebsitette, hogy eglactobacillalesrendbe tartoz&treptococcusajt taladltam meg, amely
nagyon kozel all mind &treptococcus bovisnind pedig aStreptococcus equindajokhoz.
Ezen torzsek kozeli homologiajat, igy azok elvafsanak nehéz mivoltat mar masok is
bemutattak [66, 67]. Megitélésem szerint, az attpskarakterisztikgjat figyelembe véve (a
silokukorica mellett sertéshigtragyaval taplaljakeamentorokat), az elstalalatot tartom

életszefinek. Emellett masok is kimutattak mar ezt a fageKieti biogaz fermentorbdl [68].
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5.4.6 Kevésbé dominans csoportok

Ezen fejezet keretén belll szeretném rdviden témgyaz egyéb azonositott
mikrobacsoportokat, amelyek abundanciaja csak btsekértéki volt. A klonkoényvtarbdl

sikeresen azonositottam ezek kdzill is szamosaezieet a kovetkékben mutatom be.

OTU-5 (60 bp) és OTU-6 (67 bp)

Ez a két csoport csak a leoltd$telmintaban volt megfigyelhét ott is csak alacsony
megoszlast mutattak a tobbi fajhoz képest (3%50k). Konkrét fajegyezést csak azdels
csoport esetén taldltam, homoldgia keresés utanSgggrgistaceaesaladba tartozo fajra
bukkantam, amely aAnaeromaculum mobil@evet viseli [69]. A méasik csoporthoz nem
sikerult konkrét fajegyezeést talalni, minddssze yantudunk roluk, hogy aBacteroidetes

torzsbe tartoznak.

OTU-7 (77 bp)

Ez a torzs mindkét klonkdnyvtarban reprezentaltgahaazonban W0 minta esetében a
zajsirés utdn nem volt lathato, tehat nem érte el a R%niy W6 esetében is alig volt tébb
mint 2%. Konkrét fajegyezést esetben sem sikealdirti, azonban nem megkemaddon ez a

csoport is &lostridialesrendbe tartozik.
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OTU-8 (100 bp)

Ez a csoport csak a W6 mintdban volt megfigyélhabundancigja majdnem 3% volt. A
klonbol kinyert szekvencia szintén eg@lostridia faj jelenlétére utalt, amely 89%

hasonlésagot mutatHalocella cellulosilyticafajjal.

OTU-9 (140 bp)

Az ide tartozo klonok mindkét mintaban reprezeatalmagukat 2,7% illetve 3,7%-0s
megoszlassal, igy jelenlétik allandonak mondhatmégy vizsgalt klon mindegyike egy
Gjabb Clostridium fajra mutatott, amely &lostridium caenicolanevet viseli. A fajt nemrég
izolaltdk csak biogaztermiel mikrobakdzosségth, mely szerint moderaltan termofil

cellulézbonto térzs [70].

OTU-10 (166 bp)

Ez esetben szintén taldltam mindkét klonkonyvtanae a csoportra utald klonokat. A
TR-F-ek abundancigja 3% kortul mozgott mindkét méta azonban a szekvendélas azt
mutatta, hogy minden igyekezetem ellenére nem @ikezétvalasztanom minden OTU-t

teljesen, a csoport tobbféle mikrobabdl aliqstridialesésBacteroidales
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OTU-11 (302 bp) és OTU-12 (435 bp)

Az itt targyaltak csoportok csak a W6 mintaban afoltellelhetk. Abundanciajuk 3,5%,
valamint 15% voltak. Kulondsképp kiemelném ezendblkagva a 12-es taxondmiai egységet,
hiszen reprezentaltsdga a fermentorban a a kinsutadéar alol ment fel egészen eddig. Ezért,
habar ezt a csoportot a kevésbé fontosak kozoglydbom, jelenisége minden kétséget

kizaro.

A szekvenalasi eredmeények azéetsoportnal Ujbdl egZlostridia faj jelenlétére utalnak,
ami ismételten csak azt tukrozi, hogy habar sok dpnositottunk, még rengeteg olyan
mikroba van a jol jellemzett osztalyokban is, andéistbbi azonositasra var. A masodik
csoportndl is egylostridium tiint ki az azonositas soran, azonban itt mar talakankrét
egyezést, &lostridium pasteurianunfaj mindkét vizsgalt kién esetében. Ezt a fajirégbb
oldészergyartashoz, valamint hidrogénteimérmentacioknél alkalmazzak éekeretettel
[71, 72], ezért is érdekes a jelenléte ebben aykietben, dként a megemelkedett hidrogén

koncentraciot figyelembe véve.

OTU-13 (475 bp)

Erre a 3% abundanciat mutatd TR-F-re utalé klonalsetk a leoltas éfti mintabol
tudtam szelektalni. A szekvenalds ez esetben is @lggtridia fajra mutatott, ami a
Thermoanaerobacter tengcongensisvet viseli. A fajt kimutattdk mas kutatok is bakd

biogaztermei rendszerbl Uj generacios szekvenalast alkalmazva [42].
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OTU-14 (542 bp)

Az utols6 azonositott valés TR-F 542 bazisparndttaglet mindkét minta esetében,
azonban csak nagyon alacsony 2% korlli abundargrigaudal. Harom mintét valasztottam
ki szekvenalasra, mindharom egybehangz6 eredmémmyelijabbLactobacillusjelenlétét
igazolta, egészen pontosan d&nterococcus cecorwdt. EBfordulasa biogaztermeél

rendszerekben nem megiehabar eddig csak allati (baromfi) eradétilékl®dl mutattak ki
frekventaltan [73].
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6 Osszefoglalas

A dolgozatban bemutatott munka soran szamos mikiisseg Osszetételének
vizsgalatat végeztem el az un. ,molekularis ujjlemat” modern maodszereinek
alkalmazésaval. Ez lényegében néhany kivalaszésttés termékeinek azonositasat jelenti,
amibsl fontos informaciok nyerhék a bonyolult 6sszetéiel kozosseég felépitésidr és
miikodésésl anélkiil, hogy a kozbsség tagjait a mikrobioldkfiasszikus eszkdzeivel kellene

izolalnunk és azonositanunk.

A természetben talalhaté szamos, fontos folyamatésrt vew mikrobakozésseg kozil

kutatasaim targyaként a biogazterénehaerob populaciokat valasztottam.

A szikséges technikak elsajatitdsa és a laboratarikban val6 meghonositdsa utan az
elss kisérletsorozat keretén belll tanulmanyoztam anela&bségét, hogy egy ilyen — akér
tobb ezer kulonféle fajbdl allé — mikrobakézdsségbegyan lehet Real-Time PCR (gPCR)
segitségével nyomon kdvetni olyan térzseket, arkelya biogaztermélfolyamat serkentése
céljabdl célzottan adtunk a természetes korUlmérk@&tott a szerves anyagok anaerob
lebontasat védr kozosséghez. Ezeket a korabbi eredményekdisalsan ,batch”, (a
magyarra nehezen fordithatd ,szakaszos”) fermepgacendszerekben figyeltik meg. A
kivalasztott hidrogéntermelfajokkal a laboratoriumunkban végzett korabbi Reték adatai
szerint tobblet gaztermelést lehet elérni mezo8b-87 °C) és termofil (55-58 °C)
homérsékleten végzett fermentaciok soran. A jelengglderitése érdekében elvegzett
kisérletek és molekularis biolégiai vizsgélatok denényeként megallapitottam, hogy
folyamatos fermentalasi korilmények kozott az imifgkalas viszonylag révid iéh belll
eltinik az altalunk haszndlt 5 literes folyamatos Uizdaboratoriumi biogaz reaktorokban.
Szamos paramétert megvaltoztatva arra a kovetksréet jutottam, hogy a bevitt
hidrogéntermél baktérium torzs kihigulasdért a fermentorokbanbikta fenntarthato
biogaztermelés érdekében gyakran alkalmazott algcsépanyag bevitel volt felgs.
Duplajara emelt biomassza adagolas esetén a meggazélozam és a mikrobakdzosségbe
bevitt torzsre jellemz DNS mennyisége is allandonak bizonyulibdn a fermentacié egész
idétartama alatt mindkét alkalmazottérmérsékleten. Mivel a mezofil és termofil

biogaztermelés soran eltérosszetétél mikrobaktzdosség végzi az anaerob lebontasi
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feladatokat, ezért mas-mas hidrogéntetmélzset kellett valasztanunk a ké&inmersékleti

tartomanyban végzett biogaztermelés szamara.

A laboratériumunkban végzett célzott kutatasok er&nlyeként felismerttik, hogy biogazt
nem csak a széles korben alkalmazott dggazdasagi hulladékokbdl lehet hatékonyan
eléallitani, hanem olyan élelmiszeripari melléktermidi@ is, mint példaul a vagohidakon
keletked és veszélyes hulladéknak szamito verfehérje vagyiparban nagy mennyiségben
kepzdé kazein. Ehhez a munkahoz kapcsolddva azt vizsgateg, hogy a kildnleges és
szokatlan tapanyaghoz adaptalédé mikrobakdzossgéyziékenyebb és a biogaztermelés
szempontjabdl kulcsfontossagu tagjai, a metanoggraadk hogyan reagalnak a rendszerben
bekovetkezett valtozadsokra. Az adaptalt mikrobakéeqg jellemzését amcrA génre,
valamint az univerzalis 168RNS génekre tervezett primer parok és a T-RFLP teehnik
alkalmazésaval végeztem el. Sikeresen alkalmaztamki@bak6zdsségek tanulmanyozaséara
kidolgozott T-RFLP eljarast, amely jelenleg az é&gigghatékonyabb mddszer a hasonld,
Osszetett mikrobakozésségek kutatasaban. Erednmérgai mutattak, hogy a megvaltozott
tapanyag ellatdas meghatarozé hatassal van a bikgg@dés legutolsd lépéfokan allo
metanogén archaeabaktériumok kozosségére is. Ht faggelemre méltd, mert ezek a
mikrobak nem kerllnek kodzvetlen kapcsolatba a reertbe adagolt tapanyagféleségekkel,
csak a lebontasi lanc egységes termékeit, az niglszerves savakat és hidrogént tudjak
hasznositani. Azonositottam szamos, a mikrobakégdsmetantermél csoportjaban
meghataroz6 metanogén torzset. Eredményeim j6 églyenutattak az ugyanezeken a
rendszereken fliggetlentl elvégzett metagenom DNS8kvenaldsok alapjan levont
kovetkeztetésekkel. Ezzel a kétféle modszertanikamglités egymast kdlcsonésen validalni
tudta.

A dolgozatban bemutatott harmadik nagy kisérlebzatban a ,molekularis ujjlenyomat”
megkozelitést annak a kérdésnek a megvalaszolafidéabmaztam, hogy miként alakul at
vagy moédosul a biogazterndetermészetes mikrobakdzosség az intenzifikalas kélom
hozzéadott, mikrobioldgiailag tiszta hidrogénterénélrzs hatasara. A kisérletékazt vartuk,
hogy a vizsgalatok ramutatnak azokra a fontosalifoz&sokra, amelyek az altalunk bevitt
torzs jelenlétét és tikddesét kiséri az eubakterialis kzosségben. Bitéhkot nyertlink arra,

hogy a mikrobakdzosség hatarozottan reagal a beméatra, tobb dominans rendszertani
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csoport dramai valtozasokon ment keresztil a meapatt kozosségi Osszetétel
eredményeként. A kivillt bevitt baktériumok sorséat is folyamatosan nyonkdivettem a

rendszerben. A KkozOsség kordbban ismeretlen tagjaitgnyugtatdé bizonyossaggal
azonositottam és a réluk, valamint a kdzosség ttdapairol rendelkezésre allé informacio
alapjan igyekeztem értelmezni a mikrobdknak a k&egisen betdltott szerepét és a

biogaztermeléshez valé hozzajaruldsuk maodjat.

Vizsgéalataim eredményei élsorban az alapkutatast, a mikrobakdzdsségek fésgies
muikodését befolyasold folyamatok megértését segiitk ée megfigyeléseink egy része
kozvetlenil a gyakorlatban is hasznosithatd a Rkiogaint az egyik legigéretesebb
energiahordoz6 minél gazdasagosabBaldtasa tertletén. Természetesen e rendkivil
bonyolult mikrobiologiai koztsségek tikddését iranyitd folyamatok és szabalyok pontos

feltdrasa sok tovabbi kutatast kdvetel laboratériésnipari szinten egyarant.
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A PhD dolgozat 6sszefoglalasa

Jelen tarsadalmunk egyértéimmeghatarozdja az energiaszikség. Ez a népesség
novekedésével egyenes aranyossagban emelkedila fygyomanyosan hasznalt fosszilis
tizebanyagok hamarosan mar nem lesznek képesek kiglegittelmertb szikségleteket.
Figyelminket egyre inkabb a megujuld energiahorllofade kell iranyitani, hiszen csak

ezekkel vagyunk képesek a fenntarthat@éegs megrzésére.

Egy igen igéretes koérnyezetbarat energiaforras agalzi hiszen szinte barmilyen
biomasszabdl képesek vagyunk természetes mikrobtgmp felhasznalasaval értékes
biometant elallitani. Ezaltal ketis ceélt valdsitunk meg, mivel a hulladéknak, vagk so
esetben akar veszélyes hulladéknak asih biomasszabol képesek vagyunk energia
eléallitasara, amelyet nem csak eladhatunk, hanem niggtakarithatjuk az esetleges

artalmatlanitas koltségeit is.

Harom © mikroba csoport jatszik szerepet az anaerob bid@mban: a hidrolizalo
baktériumok, az acetogén baktériumok, valamint g&anwgén archaeabaktérium torzsek. A
polimerbontd torzsek megtamadjak a nagymolekulagenges anyagokat kulonféle
extracellularis enzimeik segitségével, melynek mEdyeként oligo- é€s monomer
koztitermékek keletkeznek. Az acetogének ezeket datitkrmékeket hasznositjak, az
anyagcsere folyamataik eredmeényeként szerves daslatkeznek, mint példaul hangyasav,
ecetsav, propionsav, vajsav valamint szén-dioxiés Mcetogen torzsek képesek felhasznalni
ezeket a szerves savakat példaul etanolt, hidraggeerén-dioxidot termelve. A fermentaciés
folyamat utolsé 1épegokan allo metanogén torzsek a szerves savak, dédrés szén-dioxid

felhasznalasaval metant allitanak, elmely a biogadzsfkomponense a szén-dioxid mellett.

Sajnos ez az igen sokiién felhasznélhatdo zold energia arban még nem \feka
versenyt a nem megujulé tarsaival, ezért is szidséay versenyképességén javitani. Ezt
elérhetjuk oly modon is, ha a rendszer hatékonysagaeljik azaltal, hogy felismerjik
azokat a lépéseket, amelyek a sebességet korlkiopa utana beavatkozhatunk, annak

erdekében, hogy egy nagyobb hatasfokkakdds technologiat kapjunk, amely vé&gsoron
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olcsObb biogaz ékllitasdhoz vezethet. Ennek eléréséhez sziiksépleananegismernink a
kulonféle biogaztermélrendszerek komplex mikrobiolégiai dsszetételét Eamyyomanyos
mikrobioldgiai médszerekkel nem tudjuk megvaléditamlekularis bioldgiai eszkdzoket kell

alkalmaznunk.

A dolgozat elkészitéeséhez tobb ilyen modszert (Reak PCR, T-RFLP) is
alkalmaztam, hogy ezek segitségével nagyobb ablajititassak a vizsgalt reaktorokban
dolgoz6 mikrobak sokasagara. Ezen ujjlenyomati méakl mar szamos esetben kidertilt,
hogy megfelelen alkalmazhatoak akar ilyen komplex rendszereksgélatara is.
Reprodukalhatonak, jol alkalmazhatonak, illetve td@hatékonynak bizonyultak mas

alkalmazasokkal 6sszehasonlitva.

Dolgozatomban bemutattam tobb, a biogaz reaktofbalrkl bevitt baktérium pozitiv
hatdsat a géaztermelésre, valamint nyomon kovetterok amennyiségi valtozadsat a
reaktorokban. Bemutattam, hogy a koradbban tapasatahzifikacio eltinéséért az alacsony
szubsztrat beviteli mennyiség volt a féel A duplajara megemelt tapanyagbevitel pozitiv
hatassal volt a bevitt baktériumtérzsek tulélésgriermentorban, azok mennyisége, mind

pedig a gazhozam tobblet stabilnak bizonyult.

Megvizsgaltam tovabba egy normél paraméterek maellsemeltetett biogaz fermentor
mikrobidlis kozbsségét a Metil koenzim-M reduktézien nagy alegységének génjaatAh),
valamint a riboszomalis RNS kis alegységének géhfgS rRNS segitségével. Nyomon
kovettem a metanogén populacié 6sszetételéridderd valtozasat, mikdzben a biogazternel
kozbsséget proteinben gazdag tdpanyaghoz adaptilagdllapitottam, hogy a megvaltozott
tapanyag hatdsara nem csak a hidrolizalo, valasinticetogén baktériumok Osszetétele

valtozik, hanem a metanogének is reagalnak a megedt koriiményekre.

Ezen felil meghatdroztam egy sil6kukoricavalikadtetett fermentor eubakterialis
mikrobakdzosségeét, kiulonos tekintettel a dominamgokfa, valamint ezen torzsek
atrende#dését is nyomon kovettem adimkn, ami egy kiviil beadott hidrogéntermiektorzs
integraciéjanak volt kdszonketBemutattam, hogy a leoltott baktérium ez esetbgdtekony
hatdssal volt a gézkihozatalra, valamint hogy Isalas/olt a fermentor eubakteridlis

kozbsségének szerkezetére is.
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Osszefoglalasként elmondhaté tehat, hogy szamadrldtis biogaz képx rendszert
vizsgaltam meg molekularis biolégiai médszerekketlyekldl sikertlt nyomon kévetnem a
leoltott baktériumokat. Emellett a biogaz reaktorakchaedlis, valamint eubakterialis

mikrobakdzdsségeét is sikerllt monitoroznom, azolkbdbminans csucsokat azonositanom.

A fehérje alapanyagok anaerob biogaz fermentaabj&apcsolatos munkankat EP
12805746.0 szamon szabadalmi oltalmat nyert azgau&vabadalmi Hivataltol.
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Summary of the Ph.D. Thesis

The energy consumption is a basic prerequisitairmmodern society. The amount of the
energy need is increasing with the population gholagnce the fossil energy carriers cannot
satisfy the demand. Consequently, we must focub®@menewable energy carriers in order to

achieve sustainable development.

Biogas is a promising and environmentally friendhergy carrier, since almost any kind
of organic material can be converted to biomethaq#oiting the unique microbial consortia
that produces the biogas. In the biogas reactocamehit two birds with the same stone as
elimination of organic waste, which is often coms&t as hazardous, is combined with the
production of valuable green energy at the same.timother words, we can save money on

the elimination of the waste during the producitdtiogas.

There are three distinct microbial groups involwedhe biogas generation, namely the
hydrolysing bacteria, the acetogenic bacteria dre rhethanogenic archeaebacteria. The
polymer degrading bacteria attack the various dogasaterials such as fat, polysaccharides or
cellulose with their exoenzymes to produce olig@ra@rd monomers. These intermediates are
used by the acetogenic bacteria to produce voldtitey acids like formate, acetate,
propionate, or butyrate. Other acetogenic microtes use these compounds to produce
carbon dioxide, ethanol or hydrogen. Finally thst latep in this microbial food chain is
carried out by the methanogenic archaeabacterieshwklease methane and carbon dioxide

together with traces of other gases.

Unfortunately, this versatile green energy soumenot compete in price with the fossil
energy carriers. This underlines the importancthefneed to improve the competitiveness of
the technology. Improvement can be achieved viarttensification of the system efficacy,
which in turn requires a thorough understandinghef metabolic bottlenecks of the process.
Such intervention may bring about cheaper bioengpgyduction. Therefore in-depth
knowledge about the complex microbial consortiume, driving force of biogas generation, is
indispensable. Due to the complexity of the systamventional microbiological methods

cannot be used up to date molecular biologicaktanlst be employed.
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In this study several molecular detection and fipgating methods were used (Real
Time PCR, T-RFLP) in order to achieve a wider kremge about the microbial composition
of various biogas producing systems. These fingaipg methods have proven to be accurate
and easy to use even when working with highly cexgamples. Their reliability and cost

effectiveness are outstanding relative to otheremdar biological methods.

During my research the positive effect of the idatian of several hydrogen producing
bacteria to the biogas fermentor was establishbd. presence or absence and the microbial
community variations in time as the result of adexti strain were detected with the help of
Real-Time PCR. | have also demonstrated that tegiqusly observed dampening of the
intensification due to the addition of a hydrogeaducing strain was associated with the low
biomass input into the fermentor. Doubling the fagdoad restored the survival of the strain

and the positive effect and sustainable and eldJatagas yield could be maintained.

In a separate set of experiments | have charaetktire archaeal consortia of laboratory-
size continuous biogas fermentors using the gerkngofor methyl coenzyme-M large
subunit (crA), which is characteristic of methanogenic archeeeusively. In addition, a
clone library using the generally occurring ribosdrRNA small subunit gene (16RNA
was also created and analysed. These data setsovepared with the library generated from
the correspondingncrA gene sequences on samples originating from thdamegenic
community adapted to high protein content biomagsstsate. It was revealed that the
alteration in the substrate composition brought udba pronounced effect on the
archaeabacteria although these microbes were resttigh involved in the breakdown of the

substrate protein molecules.

Finally, 1 have determined the eubacterial compmsjtespecially the dominant groups,
present in a biogas reactor fed with corn siladies information was related to the changes in
the microbial community as a result of supplememtatvith a hydrogen producing pure
strain. The integration of this bacterium interesifithe biogas yield in the fermenter by more
than 20%, and it affected the eubacterial taxa al. Wimost every dominant group was

involved in the community rearrangement.
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As a summary, | have successfully analysed the aamtynstructure of various kinds of
biogas digesters with the help of molecular fingetmg methods. The fate of a single
inoculated microbe species within the extremelyedde population of the fermentor was
traced in time. | have also determined the archaedleubacterial microbial community of

several biogas reactors and identified the domigesps.

Our work related to the anaerobic digestion of gretich biogas substrates has been
recognized as intellectual property (Patent numa&=12805746.0) by the European Patent
Office and the results were reported in severalipations (IF=11,206).
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