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Bevezetés

A mikroalgadk egy nagyon diverz és szamos fotoszintetizdl6 mikroorganizmust magaba
foglald csoport, ideértve prokaridta és eukariota él6lényeket is. Fontos szerepet jatszanak a
légkori oxigén eldallitdsaban és a CO, megkotésében, emellett els6dleges termeldk, igy alapvetd
fontossaguak a taplaléklancban is. Szamos él6helyenmegtalalhatéak, mint mélytengeri, trépusi
régiokban, a sarkkori jég és ho alatt, extrém pH-n és hémérsékleten, sés kdrnyezetben, szabadon
usz6 és telepes formaban is. Ez a sokféleség jo lehet6séget nyujt arra, hogy szdmos
biotechnoldgiai célra hasznaljak fel a biomasszat és/vagy az altaluk termelt anyagokat akar az
élelmiszer vagy takarmanyiparban, gyoégyszergyartasban, mez6gazdasagban, energia
el6allitasanal  bio-lizemanyagként felhaszndlva vagy biogaz alapanyagként, illetve
szennyvizkezelésnél és tadpanyag kinyerésnél.

Az utébbi évtizedekben, a kutatdk figyelme a biodizel el6allitdsra fordult, melyet a
mikroalga biomasszaban felhalmozott lipidekb6l hoznak létre. Ez az érdekl6édés annak volt
koszonhetd, hogy a fosszilis lizemanyag arak drasztikusan megemelkedtek és ezzel egy id6ben
felismerték az 0sszefiiggést az ipari tevékenységek és klimavaltozas kozott. Noha, a mikroalgak
nem csak biodizel el6allitisra hasznalhatéak, hanem egyéb biotechnoldgiai fontossagu
masodlagos metabolitokat is termelnek. Ezek koziil néhany, a tobbszorosen telitetlen zsirsavak,
mint EPA, DHA, illetve karotenoidok, mint az asztaxantin és (-karotin a legkeresettebb human
taplalék kiegészit6k kozé tartoznak. Ennek ellenére, a valds, nagy 1éptékd, ipari termelése a
mikroalgakbdl szarmazé termékeknek még korlatozott és gyakran rendkiviil koltséges. Tobbek
kozott, az alacsony sejt denzitas a tapoldatokban, ennek kovetkeztében magas stiritési koltségek
miatt, tovabba a fentebb emlitett molekuldk, altaldban valamilyen sejtosztédast limitald
koriilmény esetén halmozdédnak csak fel a biomasszaban, ami igy alacsony termelékenységet
okoz.

A jelenleg ismert, kereskedelmi céli mikroalga termeld technolégidk szinte kizarolag
szabadon-usz6 folyadék-termelésen alapulnak, melyek nagy energia és munkaerd igényes,
nagytérfogati downstream biomassza koncentralé folyamatokat igényelnek, mint pl. a
flokkulalas, centrifugalas, szlirés és iilepités. A folyadékok alacsony biomassza tartalma miatt, a
viz eltavolitasanak koltsége akar a teljes termelési koltség 20-30%-at is kiteheti, ami jelentésen
lecsokkenti a mikroalga alapu termékek versenyképességét. Ezzel ellentétben, a biofilm alapt
technoldgiak megkeriilik ezt a problémat. Az egyik legmeghatarozobb paramétere ezeknek a
rendszereknek, a sejtek immobilizalasa, igy elkiilonitve a biomasszat a tapoldattél. Annak
ellenére, hogy nagyon eltéré felépitésli és miikodési biofilm rendszerek ismertek, a biomassza
stirtisége mindig magas, 37 g szdraz anyag kg1 nedves anyag -t6l 200 g kg-1-ig, az eddigi irodalmi

adatok alapjan.



Szamos publikacié taldlhaté a kiilonb6zé rendszerekrél, melyeket kiillonféle algak
termesztésére haszndlnak, viszont a szamuk még igy is elmaradt a folyadék alapti rendszerekrdl
fellelhet6 adatoktél és tudastél. Tovabba, sok koziilik, még nem alkalmas nagy léptéki
alkalmazasra, igy valds hatékonysagi értékek még hianyoznak és gyakran az 6sszehasonlitasuk

mas rendszerekkel is problémas.



Ceélkitlizések

jelen doktori munka els6sorban két biofilm alapd termesztési rendszer

Osszehasonlitasat célozza meg, figyelembe véve a biotechnoldgiai szempontbdl értékes termékek

el6allitasat. A tanulmany soran izolalt és ismert mikroalga torzsek biotechnoldgiai potencialjat

és biomassza noévekedési kapacitasukat vizsgaltuk a labor méretii Algadisk és Twin Layer

reaktorokban.

A szakirodalmi eredmények alapjan a kovetkez6 célkitlizéseket hataroztuk meg:

1.

Olyan mikroalga torzsek izolalasa, melyek képesek a feliilleti novekedésre, gyors
szaporodas és nagy biomassza hozam, illetve egy értékes anyagcsere termék nagy
mennyiségli termelése, pl. zsirsavak. Természetes vizes él6helyeket valasztottunk
Ko6zép-Eurépaban mintavételi helyeknek.

A Kkivalasztott torzs és mas, elérhet6 torzsek, mint a Chlorella sorokiniana és
Haematococcus pluvialis feliilleti kitapadas és novekedés vizsgalata egy specidlisan
kifejlesztett rendszerben. A kisérletben kiillonb6z6 anyagokat haszndaltunk, melyeket
polielektrolit rétegek boritanak, eltér6 kombinacidban, negativ vagy pozitiv kiils6
toltéssel. Ez lehet6séget ad arra is, hogy megvizsgaljuk a kapcsolatot a feliilet anyaga és a
sejt kitapadasa kozott.

Az Ujonnan tervezett, labor méretii Algadisk reaktort az izolalt torzs, Chlorella sp #34
lizemeltettiik, és vizsgaltuk a biomassza és lipid hozamat kiilonb6z6 novekedési
koriilmények kozott, igymint alacsony és magas fényintenzitas, optimalizalt tapoldat és
ennek helyettesitése miitragyaval. A biomassza mennyiségi és mindségi vizsgalatan
kiviil, a rendszer stabilitadsat is nyomon koévettiik, kiillonos tekintettel a fert6zésekre,
mechanikai problémakra, tartdssagra folyamatos iizem esetén és hogyan befolyasolja a
szlretelés és Ujranovesztés a biofilm képzddést.

A Twin Layer rendszer vizsgilata annak fényében folyt, hogy a fényintenzitas és a
tapoldat eredetii stressz hogyan hat a H. pluvialis algara, annak asztaxantin termelésére,
mely biotechnologia szempontbdl kiilondsen fontos molekula.

Végiil a két biofilm alapt technoldgia elemzése és 6sszehasonlitasa egymassal és mas

publikalt rendszerekkel.



Alkalmazott modszerek

A mintavételezés utdn, a mikroalga konzorciumokat kétféle gazdag, Sueoka és A9
tadpfolyadékban, dusitottuk fel. Ezutdn a mintdkat azonos tapoldatot tartalmazo6 agar
lemezekre oltottuk és egyedi sejtek kivalogatasaval, 1étrehoztuk a monokulturakat.

A szelekci6 elsé 1épéseként folyadékkultirakat inditottunk, melyek optikai denzitdsat
550nm hulldmhosszon rendszeresen mértiik, kb. két héten keresztiil spektrofotométer
segitségével. Ezenkivii, a torzsek lipid tartalmat is vizsgaltuk fluoreszcens
mikroszkdépban Nile red festékkel torténd kezelés utan.

A legjobban teljesit6 torzset molekularis moédszerekkel azonositottuk, az 5.8S rRNS, 18S
rRNS, 28S rRNS gének és az ITS1 és ITS2 genom szekvenciakat alapul véve.

Az elsédleges kitapadasi vizsgalatokhoz szamos feliileti anyaggal és polielektrolit
réteggel, egy specidlis, zart rendszert készitettiink. A vizsgalt algdk biomassza hozamat a
kilonbozo feliileteken gravimetrids modszerrel hataroztuk meg.

Az Algadisk reaktorban a Chlorella sp #34 algat M8-a tapoldaton novesztettiik. A termelt
biomassza meghatarozasa a biofilm korongokrél vald lekaparasaval tortént egy fém
késsel. Az 0sszegylijtott nedves biomasszat lemérés utan szaritottuk, majd Gjra mérés
kovetkezett. A lemért értékeket hasznadltuk a produktivitds, biomassza hozam,
fényhasznositas és siirliség meghatarozasara.

A teljes zsirtartalmat és a zsirsav osszetételt GC-MS segitségével analizaltuk, miutan a
szaraz biomasszabdl a zsirsavakat kiextrahaltuk és azok tovabbi metilezésen estek at.

A teljen nitrogén tartalom mérés el6tt a tapoldatbél centrifugalassal eltavolitottuk a
sejteket és egyéb alakos elemeket, majd TOC Combustion Analyzer-ben lemértiik.

A Twin Layer rendszer esetén, a H. pluvialis biomassza hozam meghatarozasahoz,
eltavolitottunk adott szamu polikarbonat szlir6korongokat, majd azokat fagyasztva
szaritottuk. A lemért szaraztomeget hasznaltuk a hozam, produktivitas és fényhasznositas
kiszamolasara.

A H. pluvialis biofilm asztaxantin tartalmat DMSO extrakcié utdn spektrofotometriaval
hataroztuk meg. Az asztaxantin tartalom megnoéveléséhez modositott tapoldatot adtunk a
rendszerekhez, a kovetkezé oOsszetétellel: nitrogén-mentes BBM tapoldat, teljes BBM

tapoldat NaCl s6 hozzaadasaval, 0,05%; 0,2% és 0,4% koncentraciéban.



1.

Eredmények

A mintavételezési stratégidnak koszonhet6en, nagyobb valdszinliséggel tudtunk
biofilmet képezd mikroalgakat izolalni és nagyobb sejtszadmot tudtunk az adott helyrdl
gylijteni. Osszesen 58 mintat vettiink, amib6l 158 monokultirat sikeriilt létrehozni.
Noha, id6vel ezeknek csak mintegy 50%-at tudtunk tartésan fenntartani. A névekedési
vizsgalatok soran, ezért 102 izolalt torzset vizsgaltunk, melyek valtozatos eredményeket
adtak, ODssonm 0,1-t6l 3,8-ig. Néhany a legjobb eredményeket elérd mintak koziil: ODssonm
> 3: A9-17a; A9-25b; A9-26; A9-44b; A9-45; OD s50nm ~ 1,5: SH-25a és SH-34. Emellett, a
Nile red festés lehet6vé tette, hogy kimutassuk a zsirok jelenlétét a sejtekben. Néhany
esetben, jol megfigyelhet6ek voltak a zsircseppek, mig mas esetekben az egész sejt
sargan jelent meg. Viszont ez az eljardas nem alkalmas a zsirok mennyiségi
meghatdrozasara, igy néhany mintat GC-MS méddszerrel is megvizsgaltunk. Ennek
eredményeképpen a teljes zsirsavtartalom a szarazanyagra vonatkoztatva 0,8 és 14,9%
kozott volt. A legmagasabb értéket az SH-34-es torzsnél tapasztaltuk, 149 mg g1, ezért
ezzel a torzzsel folytattuk tovabb a biofilm kisérleteket. A molekularis azonositas alapjan
a torzs a Chlorellales rendbe tartozik, igy elnevezését Chlorella sp #34-re valtoztattuk.

Az elsddleges kitapadasi mérések azt mutattdk, hogy a Chlorella sp #34 esetében a
feliileti toltések nagyban befolyasoljak a kitapadt biomassza mennyiségét. A negativ
toltésli anyagokon, kb. kétszer annyi biomasszat mértiink, mint a pozitiv toltésiieken
vagy polielektrolit boritast nem hordozé feliileteken. A legnagyobb értéket 2,2 g m2 7
nap utan, a PS feliilet adta 3. boritassal kombinalva. Ezzel ellentétben, C. sorokiniana
minden feliileten alacsonyabb hozamot mutatott, mint a fenti torzs. A legmagasabb mért
érték 1,2 g m2 volt, PET feliileten, 1. boritassal, mely pozitiv toltésli. Ezeket mind
feliilmulta a H. pluvialis, mely 8,5 g m-2 ért el, PET feliileten 3. boritassal. Mas mintakat is
figyelembe véve, a biomassza hozam 3,5-szer magasabb volt, mint a Chlorella sp #34
esetén, és hétszer nagyobb, mint a C. sorokiniana esetén. Ennek ellenére, egyértelm
Osszefliggéseket nem tudtunk levonni az eredményekbdl a feliileti tulajdonsagok és a
sejtek kitapadasa kozott. Noha néhany boritast és feliiletet ki tudtunk zarni a tovabbi
vizsgalatokbdl, pl. a 2. boritas a kisérlet alatt levalt a feltiletrol.

A labor méretli Algadisk reaktor, alacsony fényintenzitas mellett, teljes tapoldatot
haszndlva, folyamatosan lizemelt 98 napig, ami alatt 7 sziiret-Gijrandvekedés tortént,
eltérd id6kozonként. Az els6 biofilm kialakuldsa hosszabb idét vett igénybe, pontosan 18
napot, a sejtek lassu kitapadasanak kovetkeztében, ezutan viszont a biofilm 7-8 nap utan
sziliretelhet6 vastagsagura novekedett. Ennek a rendszeres sziiretelésnek koszonhetéen

a biomassza produktivitds névekedd tendenciat mutatott, 2,28 g (m2nap)-1- b6l indulva



3,23 g (m2nap)-1-ig emelkedett. Az atlagos biomassza hozam 17 g m2 volt és a biomassza
stirtisége 200 g kg1 érték koriil stabilizalédott.

Az Algadisk reaktor masodik kisérleti dsszeallitaisaban megnoveltiik a fényintenzitast és
teljes M8-a tapoldattal 43 napig lizemeltettiik a rendszert, mikozben 4 sziiretelés tortént.
A biomassza termelésének rataja itt is novekedett a sziiretek soran, viszont az értékek
alacsonyabb voltak, mint a kordbbi esetben, 1-1,5 g (m2nap)-! kozott valtozott. Ehhez
hasonldan az atlagos biomassza siir(iség is csak 100 g kgt koriil mozgott, ami fele annak,
amit alacsony fényintenzitas mellett tapasztaltunk. A kétféle vizsgalt koronganyag, PVC
és PP, nagyon hasonld eredményeket produkaltak, noha néhany esetben a biofilm
hozam, fényhasznositds nagyobb értékeket ért el. Annak az oka, hogy magasabb
fényintenzitdson miért voltak alacsonyabbak a biomassza névekedések az alacsonyabb
fényintenzitdshoz képest, még nem ismert és tovabbi kutatdsra lenne sziikség ennek a
felderitésére.

Miitragya hasznalata, mint tapoldat, alacsony fényintenzitds mellett alkalmasnak
bizonyult arra, hogy kivaltsa a koltséges és munkaerd igényes standard tapoldatot. Az
alga novekedése csak kis mértékben maradt a gazdag tipoldat értékei alatt, habar
problémak meriiltek fel a pH szabalyozasaban. A legmagasabb biomassza produktivitas
és slirliség 1,7 g (m2nap)1 és 130 g kg1 volt.

A biomassza teljes zsirtartalmat és a zsir termelés hatékonysagat minden fentebb
emlitett kisérlet esetén meghataroztuk, alacsony (Sziiret #5, 6, 7) és magas
fényintenzitason, PVC és PP korongokon és miitragya hasznalatakor is, minden sziiret
esetében. A teljes zsirsavtartalma alacsony volt mind a teljes tapoldaton, mind a
miitragyan nétt biomasszanak, 4 % alacsony fényintenzitas, 5,5 % magas fényintenzitas
mellett és 6,5% miitragya esetén. A zsirsav hozam legmagasabb értéke 100 mg (m2 nap)-!
volt alacsony megvilagitasnal, ami a magas biomassza hozamnak koészonhetd. Annak
érdekében, hogy tovabb noveljiik a zsirsavtartalmat, egy kétlépcsds kisérletet
terveztiink, melyben el6szor teljes tapoldattal tdmogatjuk a biofilm kialakulasat és
novekedését, majd a tapoldatot N-mentesre cseréljik. A N megvonasa a rendszerbdl
pozitivan hatott a sejtek lipid felhalmozasara, ugyanis duplajara nétt az értéke a
kiindulasi mennyiséghez képest elérve a 9,5%-ot. Noha, a folyamat igen lassu és a stressz
hatdsara a sziiret utan nem volt biofilm Gjraképzddés, ami komoly problémat jelent az
Algadisk rendszer folyamatos tizemelésében.

A zsirsavak Osszetételét tekintve, a palmitinsav, metil-palmitat, olajsav, linolsav és a-
linolénsav voltak a dominansak, kisebb kiillonbségekkel a kisérletek kozott. A biomassza
zsirsav tartalmanak biodizelre val6 felhasznalasa is lehetséges lenne a zsirsav dsszetétel

alapjan, mivel nagy aranyban vannak jelen kozepesen hosszu szénlancu, egyszeresen
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vagy kétszeresen telitetlen zsirsavak. Egyéb értékes zsirsavak, mint az omega-3 és
omega-6 tobbszordsen telitetlen zsirsavak is kimutathatéak voltak, viszont
elhanyagolhaté mennyiségben. Az alacsony zsirsavtermelés miatt megallapithatjuk, hogy
a Chlorella sp #34 nem idealis biodizel el6allitasara.

A H. pluvialis biofilm formaban torténd novesztése sikeres volt a Twin Layer reaktorban,
mig a hasonlé prébalkozasok az Algadisk rendszerben nem valdsultak meg, nagy
valosziniiséggel a sejtek lilepedése miatt. A biofilm technolégianak készonhetéen a H.
pluvialis sejtek novekedését nem limitalta az egyébként stresszorként szamon tartott
219 pmol foton (m2s)! erGsségil fényintenzitds, hanem még fokozta is. A biomassza
hozam és az alkalmazott fényer&sségek kozott szoros kapcsolat van, 26 pmol foton
(m2s)! esetén 31 g m?2 volt a maximalis biofilm hozam, mig 219 pmol foton (m?2s)1!
mellett ez megemelkedett 109 g m-2-re. A biomassza novekedése minden esetben linearis
volt a 18 napos kisérlet sordn, igy a biomassza produktivitast linearis regresszioval
szamoltuk (Rz> 0,93), ami 5,8 g (m2nap)-! maximalis értéket ért el 219 pmol foton(m2s)-1
megvilagitasnal.

Az asztaxantin termelést a magas fényintenzitas (219 pmol foton (m2 s)!) és a N
megvonads kombinacidja indukalta, ami igy 0,5%-r6l megemelkedett 3,5%-ra. A t6bbi
alkalmazott stressz, NaCl sé eltéré koncentraciéban, nem valtoztatta meg az biofilm
asztaxantin tartalmat a vizsgalt id6szakon beliil, ami igy 1% alatt maradt, a kontrollal
egyltt. Annak ellenére, hogy a stressz faktorokat a 8. napon adtuk a rendszerhez, a
biomassza novekedése linedris maradt, és a biomassza produktivitasok 5,13 és 6,7 g (m?
nap)! tartomanyban voltak. Ennek kovetkeztében, magas asztaxantin produktivitast
kaptunk a N-mentes mintaknal, 300 mg (m2 nap)-l. Ez az érték hasonl6 a tobbi publikalt
eredményhez és igéretes lehet piaci termelés esetén.

Osszegezve a megfigyeléseket a két itt bemutatott biofilm rendszerrél, elmondhaté, hogy
az Algadisk technoldgia alkalmas hosszu tavu, folyamatos lizemelésre rendszeres sziiret-
Ujranovekedési ciklusokkal. A miikddés soran, csak kisebb problémak meriiltek fel,
ugymint a korongok rovid idejii leallasa és pH kiegyensulyozatlansagok. Jelent6s fert6zés
nem volt észlelhetd. A Twin Layer rendszer is problémak nélkiil mi{ikodott, noha meg kell
emliteni, hogy az Algadisk technoldgia mar sokkal kozelebb all a nagyméretli és
folyamatos alkalmazashoz, koszonhetSen a rendszeres sziireteléseknek és a biofilm
Ujranovekedésének, a részben automatizalhatd sziiretelési moddszernek és a lépték
novelhetd, versenyképes korong anyaganak. A novekedési koriilmények és az értékes
termékek indukalasanak tovabbi optimalizalasat kovet6en, mindkét rendszerben nagy
lehet6ségek rejlenek a hatékony, nagy lizemi biomassza termesztés teriiletén. Ez f6leg a

biofilm alapu technolégidk f6bb el6nyeinek koszonhetd, melyek a magas biomassza



denzitds, jobb fényhasznositas, csokkentett vizhasznalat, megemelkedett teriilet alapd

produktivitas és a stressz indukci6 egyszertisége.
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