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BEVEZETES

A lignocelluloz a legbéségesebb szerves, megujuld szénforras a Foldon, ennél fogva az
ilyen biomassza egyre nagyobb jelentéséggel bir, mint folyamatosan megujulo,
koltséghatékony, széles korben elérhetd, a Homo sapiens szamara nem ehetd szerves szénforras
a fenntarthato, korkoros gazdasagban. A biomassza anaerob lebontasa egy széles korben
hasznalt, kiforrott technoldgia a kivalé megujuld energiahordozd metan eldallitdsara. Az
anaerob mikrobialis k6zosségek hasonld metabolikus tton alakitjak at a lignocelluloz alapa
takarmanyt a kérédzok tej- és hustermeléséhez sziikséges épitdegységekké. A kérddzok
benddjében ,,0shonos” eukariota anaerob gombakrol (anaerobic gut fungi = AGF) és a
kozosségben betdltott szerepérdl, azonban manapsag még nem sokat tudunk [1].

A dolgozatban bemutatott munka végsé célja egy olyan mikrobako6zosség 1étrehozasa,
amely minimalis, de még elegendé szamu ,,csapat tagokkal” hatékonyan képes elvégezni a
kiilonbozo, lignocelluldz tartalmu szubsztratok lebontasat. Az alkalmazott, Gijszerti €s innovativ
stratégia alapveté munkahipotézise az, hogy a szintrofikus kapcsolataik révén a
legszorosabban  egylittmiikodé ¢és Osszekapcsolodd partnerek stabil  kozdsségként
fennmaradhatnak mesterséges kornyezetben is. Kisérleteimet a bend6 szilard rosttartalmanak
vizsgalataval kezdtem. A szilard fazisbol szarmazo konzorcium AGF, metanogén archaea
(MA) ¢és baktérium (BAC) tagjait anaerob tdpoldatban tenyésztettem szénforrasként szalmat
alkalmazva, amelyet néhany nap alatt kolonizaltak a bendd mikrobialis kozosségének
cellulolitikus tagjai, és tevékenységiik mérheté eredményeként megindult a CHj4 termelés. A
lebontasi folyamat a keletkezd szerves savak mennyiségének mérésével is nyomon kovethetd
volt. A vizsgalat soran 4 idépontban (0 o6ra, 24 ora, 48 6ra, 72 oOra) vettiink mintat pasztazo
elektronmikroszkopiahoz (SEM), nagy hatékonysagu folyadék kromatografiahoz (HPLC) és a
mikroba kozdsség metagenom alapt elemzéséhez. A SEM képek vizualisan mutattak be a
mikrobidlis proliferaciot és az AGF, MA ¢és BAC kozotti szoros sejt-sejt kolcsonhatast. A
szekvenalasi eredmények pedig informaciot adtak a mikrobiom Gsszetételében bekovetkezett

valtozésokrol. A HPLC mérések a lebontasi termékek osszetételét mutattadk meg.



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Alignocelluléz hasznositasa

Napjainkban az emberiség egyre tobb energiat fogyaszt, a Fold fosszilis energia-tartaléka
pedig rohamosan csokken [2]. A globalis energiahiany és fokozott kornyezetszennyezés végett,
minél inkabb hangstlyosabb szerepet kapnak a meguajulo, természetbarat energiaforrasok [1],
[2]. Az egyik legjelentOsebb energiaforras a novényi biomassza. A celluloz egy rendkiviil
gyakori molekula, a F6ldon a legnagyobb mennyiségben eléforduld szénvegyiilet és egyben
szerves szubsztrat is. A ndvényi biomassza koriilbeliil 65%-a lignocelluldz alapu, s ezen
kiilonb6z6 tipusi biomassza-alapanyagok pl. erdészetbdl, mezdgazdasagbol ¢és iparbol
szarmazo novényi hulladék hatékony atalakitasa energidva ¢és hasznos termékekké
létfontossadgu a fosszilis tiizeldanyagoktol vald fiiggés €és az iiveghazhatdst okoz6 gazok
kibocsatasanak mérséklésében, amelyek hozzajarulnak az éghajlatvaltozashoz [2-4].
Globalisan a ndvénytermesztés kevesebb mint kétharmadat (tomeges alapon) forditjadk emberi
¢lelmiszerre, szemben az éllati takarmany 35%-aval és a bioenergia vagy mas ipari termékek
3%-aval [5,6]. Egyes becslések szerint a vilagon tobb milliard haszonallat él, koztik 2,5
milliard szarvasmarha, valamint 2,5 milliard juh és kecske [7,8]. Emellett 2050-re varhatdan az
allatdllomany takarméanyozéasara szant szant6foldi novények mennyisége meghaladhatja az
emberek altal fogyasztott ndvények mennyiségét, igy az allati takarmany irant ndvekvo igény
Uj lehetdséget teremthet a lignocelluldz alapti takarmany- €s bioenergiaforrasok fejlesztésére
[7,9].

A nehezen lebonthaté biomassza elokezelésére szamos modszer all rendelkezésére,
amelyek kozott megtalalhato fizikai, kémiai, fizikai-kémiai és bioldgiai (enzimatikus) modszer
is [3,10]. A moédszerek hatasfokaban ¢és koltséghatékonysagaban azonban nagy kiilonbségek
figyelheték meg. A fizikai-kémiai el6kezelés nagy hatasfokanak koszonhetéen a
legmegfeleldbb technologia ipari méretii alkalmazasra, azonban szdmos kutatas megallapitotta,
hogy ezek a modszerek magasabb energiakoltséggel jarnak a biologiai kezeléshez képest [3,11-
13]. A biologia kezelés torténhet kozvetleniil a mikroorganizmusok hozzaadasaval (tiszta
mikroorganizmus kulturdk vagy mikrobalis konzorciumok), vagy exogén enzimek
alkalmazasaval [11,12,14].

A kérédzok benddje a természet egyik legfejlettebb és leghatékonyabb ndvényi

biomassza lebonté Okoszisztémajat tartalmazza [15,16]. Korabbi tanulmanyok arrdl is



beszamoltak, hogy a bendében nagyszamu szimbiotikus mikrobidlis kdzosség (baktériumok,
metanogén archedk, anaerob gombak, protozoak) képes hatékonyan lebontani a komplex
lignocelluloz biomasszat és tapanyagot biztositanak gazdaszervezet szamara a novekedéshez
[15-18]. A baktériumok, az anacrob gombak és a protozak megtelepednek és lebontjak a gazda
altal emészthetetlen lignocellulozt, és a folyamat soran hidrogént szabaditanak fel, amelyet a

bendében 1évé metanogének hasznositanak [19-22].

1.2. Lignocelluldz szerkezete és lebontasa

A lignocelluloz szerkezetének ismerte segit megérteni, hogy milyen enzimek kellenek
a lignocelluléz tartalmi ndvényi biomassza lebontasahoz, igy konnyebb azonositani azokat a
mikrobékat, amelyek hatékonyan képesek hasznalni ezt a szubsztratot. A ndvényi biomassza
valtozd mennyiségli cellulozt, hemicelluldézt és lignint tartalmaz [23,24]. Ezek mellett
tartalmazhat még kis mennyiségben pektint, nitrogénvegyiileteket és asvanyi anyagokat [2,25].

A celluloz egy glikozpolimer (a ndvényi sejtfalak 38-50%-a), amely B (1—4)-kotést
D-gliikdz egységek linearis lancaibol all [23,25]. A poliszacharid szerkezete miatt nagy
mennyiségli hidroxil-csoportot tartalmaz, melyek jol rendezett haldzatot alkotnak, ami kompakt
kristalyszerkezetet eredményez [24,26].

Az eldzdvel ellentétben a hemicelluléz egy heterogén, elagazd poliszacharid, amely
szorosan, de nem kovalensen kotédik az egyes cellul6z mikrofibrillumok felilletéhez [23]. A
hemicellul6z (a novényi sejtfal 20-40%-a), egy szabalytalanabb polimer, mely tartalmazhat
kiilonféle hexozokat és pentdzszarmazékokat (gliikozt, manndzt, xilozt és arabindzt) [24,27].
A hemicelluloz oldhatésaga nagyobb, mint a cellulozé; szerkezete gyakran elagazo [25,26].
Az elozdekben targyaltaktol eltérden a lignin alapvetéen nem linearis, oldhatatlan, aromas
polimer, amely véletlenszerlien kapcsolodd fenilpropanoid egységekbdl all, melyek p-
hidroxifenil (H-tipust), guajacil- (G-tipusu) és sziringil- (S-tipusu) egységek lehetnek [28,29].
A lignin képes kotédni a cellulézhoz és hemicellulozhoz, igy biztositva egy stabil szerkezetet,
mely gatat képez az oldatok és enzimek szamara, ezaltal megnehezitve a lebontast [24,30,31].

Az anaerob gombak hatékony biomassza-bontast érnek el azaltal, hogy mechanikusan
megtorik a ndvényi rostokat, mikdzben befurakodnak az anyagba, ezzel pdrhuzamosan szamos
enzimet valasztanak ki a biomassza lebontasara [32,33].

A Neocallimastigomycota torzs eddig publikalt genomjai kozott 43 glikozid-hidrolaz
(GH), 28 glikozil-transzferaz (GT), 9 szénhidrat-észteraz (CE), 5 poliszacharid liaz (PL)



csaladokba tartozé specifikus enzimeket és 19 szénhidratk6td modult talaltak [34,35]. A
transzkriptumok tobbsége nem katalitikus dockerin doméneket is kodol, amelyek eldsegitik egy
extracellularis katalitikus komplex, a celluloszoma oOnszervezddését, igy hozzajarulva a
lignocelluldz szinergikus lebontasahoz [24,33,36].

A Neocallimastigomycota gombak hemicellulazokban, kiilonosen GH10 enzimekben,
¢s poliszacharid-deacetilazokban gazdagok, melyek lehetové teszik szamukra, hogy a
hemicellullézt monoszacharidokra és oligoszacharidokra bontsak anaerob kornyezetben
[33,37,38].

A celluléz gliikkézza torténd depolimerizacidjaban harom kulcsfontossagu cellulaz
enzim vesz részt: az endogliikanaz (EC 3.2.1.4), az exogliikkanaz (EC 3.2.1.176) (EC 3.2.1.91)
¢s a B-glikkozidaz (EC 3.2.1.21) [29,30,39]. Ezek a glikozid-hidrolazok (GH) csalad tagjai, és
a celluldéz B-1,4-glikozid kotések hidrolizisét katalizaljak [30,39]. Az endogliikanazok (EC
3.2.1.4) a cellulozszalak amorf régidiban bontjdk a kotéseket, ezzel oligoszacharidokat
szabaditva fel és 10 lancvégeket létrehozva [30,39]. Ezeket a szabad lancvégeket az
exogliikandzok (EC 3.2.1.176; EC 3.2.1.91) bontjdk tovabb, cellobiéz diszacharidokat
szabaditva fel a redukalo (EC 3.2.1.176) vagy nem redukalo (EC 3.2.1.91) végekbdl [30,39]. A
felszabadult cellobiozt a B-gliikozidazok (EC 3.2.1.21) hidrolizaljak gliik6zza [29,30,39].

A hemicellul6zok heterogén szerkezete miatt lebontasukhoz kiilonbdz6 enzimek
sziikségesek [30,40]. Az anaerob gombak olyan enzimekkel rendelkeznek, mint a xilanaz,
xilozid4z, arabinofuranoziddz és -gliikuroniddz, amelyek lehetévé teszik szdmukra a
hemicelluloz szerkezetének bontasat [29,41].

A celluloz, illetve hemicelluléz lebontasdra képes mikrobialis torzsek nemcsak
cellulolitikus és xilanolitikus enzimeket termelnek, amelyek e polimerek gerincét célozzak
meg, hanem szamos kiegészitd enzimet is, amelyek segitenek az oldallancok eltavolitasaban és
a lignin-hemicellul6z kotések bontasaban [42,43].

A lignin szerkezetébdl addddan nehezen bonthatdé le, mivel az aromas gytiriik
hasitasahoz sziikséges enzimatikus reakciok oxigént igényelnek, igy anaerob kornyezetben a
folyamat nehezen megy végbe [30,44]. Az anaerob gombak akar a ndvényi biomasszahoz
kapcsolddo lignin 34%-nak lebontasaért is felelések lehetnek, de enzimatikus mechanizmusuk

pontosan még nem ismert [30,45,46].



1.3. Anaerob mikrobak a bendoben

A kérédzok az Artiodactyla rendbe tartozo hasitott patas emlésok, melyek a takarmany
benddben fenntartott mikroba kozosség segitségével, hosszan tartd (60-90 oOra) Osszetett
emésztési folyamatban képesek a novényi rostok alapos emésztésére [47-49]. A kérédzoknél
az elébél négy kamrabol (gyomorbol) all (1. abra) [47,48,50,51] A bendd (rumen), a
recésgyomor (reticulum) €s a leveles- vagy szdzrétli (omasum) a nyeldcsé moddosulasaibol
kialakult gyomor el6tti szervek; mig az oltdgyomor (abomasum), mely falaban mirigyek
helyezkednek el, az emésztéenzimek kivalasztodasanak helye [47,48,50].

A bendd a legnagyobb gyomor eldtti szerv, mely a retikulummal egyiitt egy nagy
fermentécios edényként képzelhetd el (szarvasmarhanal 100-150 literes, juhoknal kb. 10 liter
térfogatu), amely nagy szamua mikroorganizmust tartalmaz [47,48,50]. A bend6ben anoxikus
kornyezet uralkodik, amelyet az allat homeosztazisa 39°C-on tart [48,50]. A bend6 pH-értéke
6-7 kozott mozog, mely érték fligg az allat étrendjétdl és az etetés gyakorisagatol [47,48,50].

A szelektiv visszatartas hatasara a novényi biomassza felhalmozodik a bendében, ezaltal
korlatozza a takarmanyfelvételt [48]. A szelektiv visszatartas hatasara a bendében a folyadékok
visszatartasi ideje koriilbeliil 10-24 6ra, a nagy taplalékrészecskéké 2 vagy 3 nap [50].

A kérédzok -az éllatok tobbségéhez hasonléan- nem rendelkeznek a legtobb Osszetett
novényi poliszacharid lebontasahoz sziikséges enzimekkel. Azonban a bend6 olyan kdrnyezetet
biztosit, amely lehetdvé teszi az anaerob mikrobak gazdag k6zosségének mitkddését, amelyek
ellatjak ezt a metabolikus feladatot [52]. A bendémikrobak a takarmany fermentalasaval
illékony zsirsavakat allitanak eld, amelyek a gazdaallat {6 tdpanyagforrasaiként szolgalnak, és
jelent6s mértékben hozzajarulnak a kérédzok his- és tejtermeléséhez [15,52].

Mindez lehet6vé teszi, hogy a bevitt ndvényi biomassza nagy része gaznemii vagy oldott
fermentacios végtermékké alakuljon at [48]. A bendében 1év6 mikroorganizmusok legnagyobb
mennyiségben harom illékony zsirsav termelését eredményezik, melyek az acetat (56-70%),
propionat (17-29%) és butirat (9-19%) [47,53]. A gazfazis Gsszetétele valtozo, de jellemzden
tartalmaz CO.-ot, CHs-t, melyek a nyeldcsovon keresztiil tivoznak a kérédzés soran, az oldhatod
fermentacios termékek pedig a bendd faldn keresztiil abszorpcid Utjan jutnak a véraramba

[47,48,50].
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Ezek alapjan elmondhato, hogy a kérddzok emésztérendszerében talalhatdé mikrobak
hatékonyan képesek bontani a lignocellulozt, igy mintaként szolgalhatnak a megfeleld

mikrobak azonositasahoz.



1.4. Anaerob gombak, metanogének és baktériumok kozotti

kolcsonhatasok

A kér6dzo allatok emésztérendszerében eléforduld mikroorganizmusok elsédleges
szerepe az Osszetett novényi szénhidratok lebontasa, mely elényds mind a gazdaallat, mind a
mikrobak szamara [54-56]. A bend6ben megtalalhaté mikrobak kozé tartoznak a baktériumok,
protozoak, metanogén archacdk és anaerob gombak [54-56]. Az anaerob gombak a
lignocellulozbol holocelluldozt és cukrokat szabaditanak fel, amelyek szubsztratként
szolgalhatnak az anaerob emésztésben részt vevd baktériumok szdmadra, illetve acetatot és
hangyasavat allitanak el6, amelyeket a metanogének kozvetleniil hasznosithatnak [57]. Ahhoz,
hogy ezt a komplex rendszert biogéz-reaktorokban utdnozzuk és noveljiik az anaerob lebontas
hatékonysagat, sziikséges figyelembe venni az 0sszes alkalmazott mikroorganizmus kdzotti

szinergikus és antagonista kapcsolatot [58].

1.4.1. Anaerob gombak és metanogének szintréfikus kapcsolata

A rendelkezésre allo szakirodalom szerint a metanogének és anaerob gombak in vitro
koriilmények kozott egylitt tenyészthetok lignocelluloz lebontasara és metan eldallitdsara
[22,59]. Az anaerob gomba-izolatumok képesek novényi monoszacharidokat, példaul fruktozt,
gliikozt, xilozt és cellobidzt hasznositani energiaforrasként, és a f6 fermentacids termékként
acetatot, hangyasavat, H2/CO,, tejsavat, szukcinatot ¢és etanolt eldallitani [60-62]. A
metanogének altal hasznalt f6 szubsztratok a bendében a hangyasav, a Hz és a CO» [22,60,63].
Korabbi kutatdsok kimutattdk, hogy a metanogének az anaerob gombak cellul6zbontd
képességének novelésén kiviil képesek az anaerob gombdk anyagcseréjét is megvaltoztatni,
ezaltal tobb acetat keletkezik, mikozben kevesebb hangyasav, tejsav, szukcinat és etanol
termelddik [64-66].

Bauchop és Mountfort (1981) [60] kisérletei soran juhbenddébdl izolalt anaerob
gombakat vizsgaltak monokultirdban, illetve metanogénekkel egyiitt kokultiraban. A
monokultiraval végzett vizsgalat soran a fermentacids termékekre az alabbi eredményeket
kaptak: acetat 72,7%, szén-dioxid 37,6%, hangyasav 83,1%, etanol 37,4%, tejsav 67,0%, és
hidrogén 35,3%, ahol a szazalékos érték a fermentalt hex6z moljainak aranyaban van
feltiintetve. Kokulttra esetén az acetat volt a {6 termék (134,7% - a monokultira termelésének
aranyaban), és a szén-dioxid termelés is nott (88,7%). Ezzel szemben a laktat- €s etanoltermelés

csokkent (2,9% és 19%), mig a hangyasav szintén alacsony maradt (1%), illetve kiemelked6en
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fontos, hogy hidrogén felhalmozodast nem tapasztaltak. A kokulturaban jelentés mennyiségii
metan keletkezett (58,7%), amelynek mértéke a metanogének tipusatol fliggott. Az acetattal
kapcsolatos vizsgalatok azt mutattak, hogy az acetat nem a metan prekurzora. A metanogének
hatasat gy értelmezték, mint az elektronaramlas eltolodasat az elektronnyeld termékek
iranyabol a hidrogénen keresztiil a metan felé. A tanulméany 0j példat nyujtott a mikrobak
kozotti hidrogéntranszferre, és els6ként igazolta a gombak altali hidrogéntermelést.

Mountfort és mtsai (1982) [61] vizsgaltak az anaerob gomba monokultarak, illetve az
anaerob gomba-metanogén (Methanobrevibacter sp., Methanosarcina barkeri) kokulttrak
milyen hatassal vannak a cellul6z lebomlasara, ezaltal a metan és szén-dioxid termelésre. Az
eredményeik azt mutattdk, hogy az egyediil anaerob gombakkal kezelt mintdkban volt a
leglassabb a celluléz bomlasi sebessége, és a kezdeti celluloznak csak 53%-a bomlott le a
fermentacio végén. A gomba M. barkeri-vel torténd novesztése soran a celluloz 69%-a
lebomlott, mig az Gsszes keletkezett metan 550 pmol volt. A celluloz leggyorsabb lebontasat
az anaerob gomba- Methanobrevibacter sp. kokultara (87%), illetve trikultira (anaerob gomba,
Methanobrevibacter sp., M. barkeri) érte el, utobbinal 98%-0s bomlasi aranyt figyeltek meg. A
gomba- Methanobrevibacter sp. kokultura esetében 320 pumol metan keletkezett, mig a
trikultira 870 pmol metéant allitott el6. A 100 mol hexdzra vetitett CH4 mol mennyisége a
trikulturaban nagyobb volt, mint a Methanobrevibacter sp. vagy M. barkeri esetében, melyek
értéke 137 mol, illetve 68 mol volt 100 mol hexdzra vetitve. A trikulturas rendszerrel a metan
hozama (majdnem 2 mol/mol hexdz) magasabb volt, mint barmelyik kéttenyészetes
rendszernél, és teljes celluloz lebomlas érhetd el. Tovabba az acetat és a formiat
metantermelésre valdo hasznositasa csak trikultiraval volt elérhetd. A tanulmany példaval
szolgalt arra, hogy az anaerob gombakat tobbféle metanogénnel kombinalt tenyészetként, tobb
szubsztrat felhasznalasat eredményezték, mintha az anaerob gombakat egy metanogénnel
tenyésztenénk.

Jin és mtsai. (2011) [67] kutatasaiban anaerob gombakat (Piromyces, Anaeromyces és
Neocallimastix) és metanogéneket (Methanobrevibacter spp.) vizsgaltak rizsszalman in vitro
koriilmények kozott. Az eredmények azt mutattdk, hogy ezek a tenyészetek 33,5-48,3%
szubsztratot bontottak le, és 0,33-0,84 mmol/100 ml tenyészet metant termeltek. Az eldzetes
vizsgalatok alapjan két tenyészetet valasztottak ki tovabbi tanulméanyozasra, mely soran arra
voltak kivancsiak, hogy ezek a mikrobak képesek-e lebontani a kiilonb6zé lignocelluloz
alapanyagokat. A metanogének gatlasa esetén a tenyészetek lignocelluloz-bontd képessége
jelentdsen csokkent. Az anaerob gombak altal termelt tobblet hidrogénért cserébe a

metanogének jotékony hatdssal vannak az anaerob gombak ndvekedésére és aktivitasara; ezt
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igazolta a magasabb cellulolitikus enzimaktivitds €s a szubsztrat szarazanyag-tartalmanak
nagyobb mértékii csokkenése a metanogén kokulturadkban az anaerob gomba monokulturakhoz
képest [64,67]. Az anaerob gombak és metanogének azon képessége, hogy a lignocellulozban
gazdag novényi anyagokat képesek bontani és ezaltal gyorsan metanna alakitani, szintén
igéretes lehetéségeket kinal biotechnologiai alkalmazasok szamara [63,67].

Az attanulmanyozott szakirodalom alapjan elmondhato, hogy lignocellul6z biomasszat
tartalmazo rendszerekben, ahol az anaerob gombakat és metanogéneket egylitt tenyésztették, a
metanogének jotékony hatast gyakorolnak az anaerob gombakra. A vizsgalati értékek legtobb
esetben azonban nehezen Osszehasonlithatok, mivel sok esetben eltéréek a mértékegységek,

illetve eltérd szubsztratot alkalmaztak a kisérletek soran.

1.4.2. Anaerob gombak és baktériumok szintréfikus kapcsolata

A bendében a gombak a novényi sejtfal lebontdsdban részt vevd fibrolitikus
baktériumok, valamint, mas bendé-mikroorganizmusok sejtfaldegradacidja soran keletkezd
termékeket és metabolitokat hasznositd baktériumok kdzvetlen kozelében fordulnak el [68].
A baktériumok szama legaldbb 4 nagysdgrenddel meghaladja az anaerob gombdk szadmat
[47,55]. A gombak és a baktériumok kokultaraban torténé novesztésével kapcsolatos in vitro
vizsgalatok kimutattak, hogy a gombak és baktériumok kozotti kdlesonhatas jellege a konkrét
gomba-baktérium parostol fiigg [55]. Szamos tanulmany targya ezen kdlcsonhatasok megértése
és vizsgalata [68-71].

Roger és mtsai. (1993) [71] két anaerob gombat, Neocallimastix frontalis MCH3-at és
Orpinomyces joyonii TP 90-9-et buzaszalman, illetve kukoricaszaron tenyésztették
monokulturaként vagy a két bendd cellulolitikus baktérium egyikével, a Ruminococcus
flavefaciens 007-tel vagy a Fibrobacter succinogenes -szel egyiitt. A N. frontalis vagy az O.
joyonii és a F. succinogenes egyiittes tenyésztésében a buzaszalma vagy a kukoricaszar
ugyanolyan mértékben keriilt lebontdsra, mint a gombas monokultardk alkalmazasakor. A N.
frontalis és az R. flavefaciens mindkét szubsztratumon, az O. joyonii és a R. flavefaciens a
buzaszalman kevésbé hatékonyak, mint a gombas monokulturak. A R. flavefaciens gatlo hatast
fejtett ki az N. frontalis és O. joyonii cellulolitikus aktivitasara., mig a F. succinogenes nem Iép
kolcsonhatasba a két gombatajjal.

Ezzel szemben Paul és mtsai.[72] kutatasaikban megfigyelték, hogy a Piromyces sp.

jelentds novekedést mutatott a cellulolitikus és hemicellulolitikus baktériumok jelenlétében
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[21,72]. Mindezzel egyiitt a fibrolitikus mikrobialis populaciok szamanak novekedése
megnovekedett ill6 zsirsav-termeléssel, valamint megndvekedett xilanaz-, cellulaz-, proteaz-,
valamint acetil- és feruloil-észteraz-aktivitasokkal jart [21,73].

Lee és mtsai. (2000) [74] kutatasaik soran szarvasmarha bend6bdl izolalt baktériumok,
protozoak és anaerob gombak egymashoz viszonyitott szerepét becsiilték meg, novényi sejtfal
emésztésben mesterséges korilmények kozott. A tenyészetek feliiluszojanak karboxi-metil-
cellulaz (CMCase) aktivitasat vizsgaltdk. A monokulturdknal a gomba, mig kokultirak
esetében a baktérium-gomba rendszerben figyeltek meg magasabb CMCase aktivitast a tobbi
kultardhoz képest. Ezen kivil megfigyelték, hogy a baktérium-gomba frakciok egyiittes
novesztése mMmagasabb szintre ndvelte a xilanaz aktivitast, mint a baktérium- vagy
gombafrakciok kiilon tenyésztése. Ez a tanulmany az els6k kozott volt, mely a bendében
eléfordulé mikrobidlis frakciok ndvényi sejtfalbontd képességét vizsgalta.

Ezek alapjan a szakirodalombol azt a kovetkeztetést tudtuk levonni, hogy nem
egyértelmii az anaerob gombak ¢s baktériumok kozotti kapcsolat. A baktériumoknal
el6fordulnak olyanok, melyek a gombakat segitik; esetleg olyanok, melyek nincsenek hatéssal
a gombakra; illetve olyanok is, amelyek gatolhatjdk a gombak novekedését.

A kutatisok sordn nem taldltam olyan tanulményt, amely mindharom tagot vizsgalta
volna, legtobb esetben két partnert vizsgaltak, igy eldzetesen nem tudtam kovetkeztetni, hogy

az altalam hasznalni kivant kulturaban 1€vé mikrobak hogyan fognak egytittmikddni.
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1.5. Felhasznalasi teriiletek

A lignocellul6z lebontasaban és a biogaz el6allitasban az anaerob mikroorganizmusok —
kiilonosen a benddben taldlhatdé anaerob gombdk, metanogének és baktériumok — Szoros
egyittmikodése kulcsszerepet jatszik [22,30,56,57,75]. Az anaerob gombak hatékonyan
bontjak le a névényi rostokat, hozzajarulva ezzel a biogaz-hozam novekedésé¢hez [30,76]. Az
anaerob gombak metanogénekkel valo kolcsonhatdsa kiilonosen eldnyds, mivel szinergikus
hatasukkal fokozzak a lignocelluldz depolimerizacidjat és az energiatermelést, igy csokkentve
a bioreaktorban sziikséges elokezelési 1épéseket [22,77].

Emellett az anaerob gombakrol feltételezik, hogy potencialis probiotikumként is
felhasznalhatok az  allattenyésztésben, mivel képesek javitani a  kéréddzdok
takarmanyhasznositasat és novekedését [56,75,78,79].

A lignocellulozt bontd mikrobak felhasznalasi lehetdségeinek ismerete lehetové teszi,
hogy célzottan keressiink olyan fajokat, amelyek az adott alkalmazasi teriilethez (pl. biogaz
eléallitas, hulladékhasznositéas stb.) legjobban illeszkednek. A kivalasztott mikrobak késobbi
felhasznalasa olyan irdnyba terelhetd, amely gazdasagi és kornyezeti szempontbol a jovoben

kedvezd eredményekhez vezethet.

2. CELKITUZES

Laboratoriumi munkam soran célul tiiztem ki egy olyan lignocelluloz lebontd konzorcium
létrehozasat, amely minimalis tagokkal is hatékonyan képes celluloz tartalmu szubsztratok
lebontasara. Ennek vizsgalatahoz a konzorciumi tagokat egyiitt kivantam izolalni és
feltételeztem, hogy a szintrofikus kapcsolataik révén stabil kozosségként fennmaradnak
mesterséges kornyezetben. A rendszer hatékonysaganak kovetésére gazkromatografiat
alkalmaztam, hogy meghatarozzam a keletkez6 gazelegy komponenseinek Osszetételét,
proliferacio és az anaerob gomba (AGF), metanogén archaea (MA) és baktérium (BAC) kdzotti
szoros sejt-sejt kolcsonhatas vizualizalasahoz pasztazod elektronmikroszkopos (SEM)
felvételeket készitettem. Emellett a szekvenaldsi eredmények alapjan értékeltem a mikrobiom

Osszetételében bekodvetkezd valtozasokat.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Mintavétel

A bendOmintdkat egy Csongrad-Csanad varmegyei vagohidrol gytjtottik. A
benddtartalmat egy egészséges felndtt marha benddzsékjabol tavolitottuk el, kozvetleniil a

vagas utan. A mintat anaerob tartalyban szallitottuk, és 39°C-on taroltuk.

3.2. Tapoldat osszetétele

A medium C tapoldatot a Peng és mtsi. altal leirt, anaecrob gomba izolalashoz ajanlott
eljaras alapjan készitettiik [80].
Medium C: 1000 ml-re egészitve desztillalt vizzel [80]
2,5 g ¢élesztOkivonat
10,0 g tripton
6,0 g NaHCO3
150 ml minimal oldat |
150 ml minimal oldat Il
100 ml centrifugalt, sterilen szlirt bendéfolyadék (3220*g centrifugalva, 1 6ra, 4°C)
1,0 g L-cisztein-hidroklorid
1,0 ml Resazurin oldat (1 g/I)

1% w/v szénforras (szalma)

Minimal oldat I: 1000ml
3,0 g K:HPO,

Minimal oldat I1: 27000ml
3,0 g KH2PO4

6,0 g (NH4)2S04

6,0 g NaCl

0,6 g MgSO4+*7H-0

0,6 g CaCl>*2H>0
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3.3. Felhasznalt szubsztrat

A vizsgalatokhoz szubsztratként blizaszalmat hasznaltunk fel, amelyet javasolnak az
anaerob gomba fenntartasi kisérletekhez. A szubsztrat kivalasztasanal fontos volt, hogy rostban
gazdag legyen, és noha a szalma nem képezi a kérddzo allatok taplalékat, mindsége ¢és

Osszetétele konnyen meghatarozhato.

3.4. Anaerob gombak, metanogének és baktériumok tenyésztése

Egy 500 ml-es kék kupakos ISO iivegedénybe 350 ml medium C tapoldatot ontottiink.
Az edényeket eldre elkészitett, specidlisan tervezett dupla tasakkal lattuk el (2. abra). A zacskok
100 um porusméretii inert polimer textilbdl késziiltek, amely lehetdvé tette az anaerob gombak,
baktériumok ¢és metanogén archaedk konnyebb atjutdsat a zacskokon. A kiilsd és a belsd
zacskdba 2 mm-es mérettartomanyba tartozd blizaszalmat tettiink. A kiilsé zacskoba helyezett
szubsztrat tomege 1 g, mig a belsébe 0,2 g volt. Az edényekbe 20 g friss bendbtartalmat is
tettiink, mely tartalmazta a szemcsés frakciot is, és 75 fordulat/perc sebességgel 39°C-on 5 g
tiveggyonggyel raztattuk, hogy az anaerob gombak, baktériumok és metanogén archaeak
elvdljanak az rostos inokulum felszinérdél. A szalma lebontasdban résztvevé mikrobdk igy
elkiiloniiltek a benddtartalomban jelenlevd biofilmképzd részecskéktdl. A mikrobdk igy
feltételeztiik, hogy képesek lesznek a belsd és kiilsé zacskot is kolonizalni. A tovabbi
elemzésekhez a belso ¢€s kiilsé zacskobol is mintat vettiink 0, 24, 48 és 72 ora elteltével. Az
inkubalas soran pH-t folyamatosan mértiink, mely értéke 6,6-6,8 tartomanyban maradt, mely
megfeleld volt a k6zosség minden tagja szamara.

A kisérleteket harom bioldgiai parhuzamossal végeztiik el.
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kiils6 zacsko

S ?belsé zacsko

|
W

2. abra

Az altalunk hasznalt tenyésztérendszer sematikus rajza

3.5. Pasztazo elektronmikroszkopia (SEM)

A mintdkat mostuk, foszfattal pufferolt séoldatban (PBS) tjra szuszpendaltuk, és 2,5%
(v/v) glutaraldehiddel és 0,05 M kakodilat pufferrel (pH=7,2) rogzitettilk PBS-ben egy éjszakan
at 4 °C-on. A mintakat kétszer mostuk PBS-sel és dehidrataltuk fokozatos etanol sorozattal
(30%, 50%, 70%, 80%, 100% etanol (v/v), egy €jszakan at 4°C-on). A mintdkat kritikus
pontszaritoval szaritottuk, majd 12 nm-es aranybevonattal vontuk be (Quorum Technologies,
Laughton, East Sussex, Egyesiilt Kiralysag), ezutan JEOL JSM-7100 F/LV pasztazo
elektronmikroszkoppal (JEOL Ltd., Tokid, Japan) figyeltiik meg.

3.6. DNS izolalas és 1ij generacios szekvenalas

A teljes kozosség DNS izolalasdhoz a belsé zacskokbol mintdkat vettiink. A DNS-
kivonasokat a Zymo Research Fecal DNS kit (D6010, Zymo Research, Irvine, USA)
segitségével végeztiik. A lizis utan (a gyongyverést Vortex Genie 2-vel végeztiik, gyongymeéret:
0,1 mm; verési id3: 15 perc, verési sebesség: max) a Zymo Research kit protokollt kovettiik. A
DNS mennyiségét NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies,
Wilmington, USA) és Qubit 2.0 fluorométerrel (Life Technologies, Carlsbad, USA) hataroztuk

meg.
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Az Illumina szekvenald platform ajanlasait szigortan betartottuk (Illumina Inc., USA).
DNS-mintakat hasznaltunk a NEBNext Ultra II Library Prep Kit segitségével in vivo
szekvencia-elokészitéshez. A metagenomikai szekvenalast az Illumina MiSeq platform és a

MiSeq Reagent Kit v2 hasznalataval végeztiik.

3.7. Gaz kromatografia

A 1égtérben 1év6 bio-metan koncentraciokat az elsé, masodik és harmadik napon Agilent
7880 gazkromatograffal (GC) mértiik egy HP Molesieve oszlopon, amelynek hossza 30 m,
belsé atmérdje 0,53 mm, hévezetd képesség detektorral felszerelt. A vivogaz Ar volt, a
kemence (oszlop) homérséklete 37°C, az aramlasi sebesség 1,2 ml/perc és a detektor

hémeérséklete 160°C. 250 pl-es Hamilton fecskenddkkel 50 pl gdzmintat fecskendeztiink be.

3.8. Szerves sav meghatarozasa HPLC-vel

A szerves sav analizis€éhez a mintdkat az izolalt mintdk folyadékfazisabol vettik. A
mintakat centrifugaltuk (13 000 fordulat/perc 10 percig), és a feliiluszot PES (poliéterszulfon)
centrifugalis szlirén (PES 516-0228, VWR) 13 000 fordulat/perc sebességgel 20 percig sziirtiik.
HPLC-vel (Hitachi Chromaster) mértiik. Az elvalasztast Agilent Hi-Plex H oszlopon végeztiik.
Az oszlop és a detektor hémérséklete 50°C, illetve 41°C volt. Az eluens 0,02 M H.SO;4 (0,6

ml/perc).
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4. EREDMENYEK KIERTEKELESE

4.1. A gazhozamok mennyiségi és minoségi jellemzése

Munkahipotézisiink az volt, hogy az anaerob gombak és baktériumok fizikailag is
Osszetapadd egylittese képes bontani a lignocellulozt, a hozzajuk tarsuld szintrofikus
metanogének pedig a felszabadulo termékeket metanna alakitjak. A folyamatot a mintak metan
termelésével lehetett kovetni. Ezzel igazolni tudjuk a metanogén mikrobak jelenlétét a
mintakban, illetve a lignocellul6z szubsztrat bontasanak mértékét. A metantartalom méréséhez
gazkromatografias modszert hasznaltunk, a méréseket pedig 3 idépontban (24 ora, 48 6ra, 72
ora) végeztiik (3. dbra), majd a gazteret CO2-dal ismét d&tmostuk.

Az elsédleges szempont az volt, hogy figyelembe vegyiik a rendszer altal termelt metan
mennyiségét, mivel ebbdl tudtunk arra kovetkeztetni, hogy a rendszerben eléforduléd
metanogének és anaerob gombak és/vagy cellulozbontéasra képes baktériumok kodlcsonhatnak.
Az elsé mérés a leoltast kovetd 24h elteltével tortént, ekkor mar jelentds mennyiségli metan
volt kimutathatd a rendszerbdl. A 48h mérésnél némileg alacsonyabb metdnkoncentraciot
mértiink a mintainkbol, s ez a 72h mérésre tovabb csokkent. A metan jelenléte, illetve a
gazkromatografias mérések altal igazolt oxigénmentes kdzeg azt bizonyitja, hogy a rendszer
anaerob volt és a kezdeti allapot kedvezett a metantermelésnek. A metan termelés az iddvel

visszaesett, amit a hasznosithato lignocellul6z mennyiségének csdkkenése okozott.

Metantermelés
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3. 4bra

A mikrobék egyiittmikodésének eredményeképpen termelendd metdn mértéke
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4.2. Szerves sav meghatarozasa HPLC-vel

A szerves savak azonositasa és mennyiségi meghatarozasa lényeges 1épés a mikrobak
¢letmiikddéseinek tanulményozasaban, mivel a felhalmozodd kozti termékek gatolhatjak a
mikrobdk szaporodasat. Ezért sziikséges a szerves savak jelenlétének alapos vizsgalata,
amelyhez a HPLC moédszer kivald eszkozt biztosit.

A mintdinkndl megfigyeltiik szamos illékony szerves sav, valamint az etanol, cellobioz
¢és gliikoz jelenlétét. Egyes tanulmanyok [27,68] arrdl szamoltak be, hogy a metanogének
jelenléte jelentdsen javitja az anaerob gombak xilandz aktivitasat, ezaltal eldsegitve a xiloz
hatékonyabb hasznosulasat. Hasonld megfigyelésekrol szamoltak be, amikor anaerob
gombakat baktériumokkal egyiitt tenyésztettek, ilyenkor megnétt a xilanaz aktivitas [74]. A
mintainkban nem keletkezett xiloz, ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az altalunk hasznalt
kokultara képes volt hasznositani a xilozt. A Kimutathato vegyiiletek koziil az ecetsav és
propionsav keletkezett legnagyobb koncentracioban, igy ezeket tiintettiik fel a diagramokon (4.
¢s 5. abra).

Bauchop és Mountfort (1981) [60] publikaciojukban kifejtik, hogy anaerob gomba-
metanogén kokultardk egylittes novesztése soran csokken a keletkezd etanol mennyisége. Az
altalunk hasznalt kultiraknal nem volt kimutathat6 etanol, mely utalhat a rendszerben talalhato
mikrobak egyiittmiikodésére, noha az sem kizarhatd, hogy az altalunk izolalt anaerob gomba
fajok nem termelnek etanolt.

Az ecetsav a metanogenezis egyik alapvetd szubsztratja, mivel késdbb ebbol képzodik
a metan és szén-dioxid, melyek Iényegesek a biogdz eldallitasdban. A biogdz fermentorokban
az optimalis ecetsav-koncentracio 1-3 g/l koriil mozog, az ettdl az értektdl valo eltérés a
fermentor nem megfeleld mitkddésére utalhat. Ugyanakkor a szakirodalombol nem alltak
rendelkezésiinkre pontos adatok, hogy az altalunk hasznalt kokultira milyen vegyiileteket és
milyen mértékben képes elballitani, valamint arra vonatkozoan sem talaltunk adatot, hogy
milyen koncentracioban képesek toleralni a képz8dd ¢és felhalmozddd mellek- és
végtermékeket.

A kezdeti ecetsav koncentracio 1,52 g/l koriil mozgott, majd 24 ora elteltével ez a szam
elkezdett csokkeni 1,36 g/l -re. Az elkdvetkezd oOrdkban azonban folyamatosan kezdett
novekedni az ecetsav koncentracid, igy 48 ora alatt 2,15 g/l, 72 6ra utan 2,56 g/l ecetsav
keletkezett (4. abra). A 72 6ras idopontban mért magasabb koncentracié kdzosség aktivitasanak

csticspontjat jelezheti, ami egy stabil anaerob fermentacids folyamatra utal.
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Ecetsav koncentracio

Oh 24h 48h 72h

4. abra
A kumulativ ecetsav koncentraci6 értéke a kiilonb6z6 idében mért anaerob gomba-metanogén-baktérium mintak
esetében
A propionsav esetében (5. abra) az ecetsavhoz hasonléan 24 ora elteltével csokkent a
propionsav koncentracioja, majd 48 ora elteltével fokozatos novekedés figyelhetdé meg. A

propionsav koncentracioja a mintakban 0,38-0,98 g/l k6zott mozgott.

Propionsav koncentracio

Oh 24h 48h 72h

5. abra
A kumulativ propionsav koncentraci6 értéke a kiilonbdz6 iddben mért anaerob gomba-metanogén-baktérium
mintak esetében
Az anaerob gomba-baktérium-metanogén kokulturakban a szervesanyag lebontd folyamatok
nemcsak elindultak, hanem iddvel fokozddtak is, amit az ecetsav €s a propionsav

koncentraciojanak emelkedése egyértelmiien igazol.
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4.3. Pasztazo elektronmikroszkopia (SEM)

Feltételeztiikk, hogy a mintdkban jelenlévd mikrobdk szdma az id6 eldrehaladtaval
fokozatosan novekedni fog, ezzel egyiittesen a szubsztrat is hasznosul, illetve az anaerob
gomba, metanogén archaea és baktériumok azon tagjai kozott, amelyek valos szintrofikus
kapcsolatban allnak akar sejt-sejt koélcsonhatas is Kialakulhat. Annak érdekében, hogy ezt
vizudlisan is igazolni tudjuk, péasztazé -elektronmikroszkopiat (SEM) haszndltunk. A
mikroszkdpos felvételekhez (6. és 7. abra) a mintakat a belsé zacskokbol vettik. A SEM
hasznalataval a 24, 48 és 72 oras mintdkat figyeltilk meg. A késdbbiek soran szamokkal fogok
hivatkozni egyes mintakra, még pedig a 24 6réds az 1., a 48 6ras a 2. és a 72 6ras a 3. mintat

jelenteni.

100pum 4/16/2024
2.00kV LED WD 4.7mm 09:19:0
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6. abra
A SEM képek az altalunk hasznalt rendszerbdl szarmazo mikrobakat mutatjak a szalma szubsztrat feliiletén
kiilonb6z6 idépontokban. Az 1. kép a 24 6ras, a 2. a 48 0ras, a 3. pedig a 72 6ras mintakat abrazolja. Az anaerob
gombak jellegzetes strukturait nyilakkal jeldltem.

Az 1. minta esetében még csekély a betelepiilt mikrobak szdma, azonban a bontési
folyamat indulasanak elsé 1épései szamos informaciot mutatnak pl. legnagyobb szamban
anaerob gombdkat talaltunk, mikézben baktérium és metanogén tagok csupan elenyészo
mennyiségben voltak jelen.

A 2. mintanal mar észlelheték baktérium és metanogén betelepiilések, illetve az 1.
képhez képest még tobb anaerob gomba volt jelen. Ezzel egyidében a szubsztratot is elkezdték
bontani a mikrobak.

A 3. minta esetében mar sokkal nagyobb valtozas figyelhetd meg. Az anaerob gombak
szama latvanyosan tobb az 1. és 2. mintakhoz képest. A szubsztratként hasznalt buzaszalmat a
mikrobak még nem teljesen, de jelent6s mértékben bontottak.

A mikrobak méretbeli kiilonbsége miatt a 6. abran az anaerob gombak, illetve a lebontott
szubsztrat figyelhetdé meg, viszont a baktériumok és metanogének kevésbé latszodnak,
ugyanakkor jelen vannak a rendszerben. A 48 6ras minta nagyobb nagyitast vizsgalata soran
érdekes jelenséget figyeltlink meg: az egyik anaerob gomba felszinén baktériumok és
metanogének is jelen voltak, amelyek feltételezhetden sejt-sejt szintll kapcsolatot alakitottak ki

egymassal (7. abra).
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7. dbra
Az anaerob gomba felszinén megfigyelhetd baktérium és metanogén. Az metanogén (kék) és baktérium (lila)

jellegzetes strukturait nyilakkal jel6ltem.

A pasztaz6 elektronmikroszkopia alkalmazasaval sikeriilt nyomon kdvetniink a vizsgalni
kivant mikrobak jelenlétét az altalunk alkalmazott rendszerben. Az idd elérehaladtaval
fokozatosan megnévekedett a kokultirakban 1évé mikrobak szama, mivel a lignocelluloz
tartalmu szubsztrat bontadsaval nemcsak sajat szaporodasukat segitették eld, hanem egyre
intenzivebb iitemben fogyasztottak el a rendelkezésre all6 szubsztratot is.

A szakirodalmakban [60,64] olvasottak szerint az anaerob gomba és metanogén sejt-sejt
szintli kapcsolatot mar tobbszor megfigyelték, amely az altalunk vizsgalt mintdkban is gyakorta

megfigyelhetd volt.
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4.4. A metagenom szekvenalas eredményei

A magasabb taxondmiai szinteken a kdzOsség Osszetétele a 24, 48 és 72 oras mintak
esetében nagyon hasonlo (8. abra). Mindharom kézosséget foként baktériumok alkottak; ezen
kiviil eld6fordultak archeak (0,7-0,8%) ¢és eukariotak (0,6%) is kis mennyiségben. A
baktériumok foként a FCB (Fibrobacteres-Chlorobi-Bacteroidetes) csoportbol (39% 1-ben,
40% 2-ben, 45% 3-ban), Terrabacteria (44% 1-ben, 44% 2-ben, 39% 3-ban) csoportbol
szarmaznak; ezenkiviil Spirochaetes (10% 1-ben, 7% 2-ben, 6% 3-ban) és Proteobacteria (3%
1-ben, 3% 2-ben, 5% 3-ban) alacsonyabb aranyban szerepelnek. A mintakon beliil a
legelterjedtebb torzsnek a Firmicutes torzs (39% 1-ben, 39% 2-ben, 34% 3-ban) szamitott, azon
beliil is a Clostridia osztaly (az egész mintara nézve 32% 1-ben, 32% 2-ben, 28% 3-ben).

A Krona abra alapjan az 1-es mintaban (8. abra) Fibrobacter succinogenes (2%),
Prevotella brevis és Prevotella ruminicola (3%), illetve a Ruminococcus sp. HUNOO7 és
Ruminococcus flavefaciens (2%) fordulnak elé nagyobb mértékben. A 2-es mintaban
Fibrobacter succinogenes (4%), besorolatlan Lachnospiraceae (4%), Treponema bryantii
(5%). A 3-as mintaban Fibrobacter succinogenes (5%), besorolatlan Lachnospiraceae (4%),
Bacteroidales bacterium WCE2008 (4%).
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8. abra

A 24, 48 és 72 6ras mintakban talalhato kozosségek taxonomiai Osszetétele. Az 1-es kép a 24 oras, a 2-es a 48
oras, a 3-as pedig a 72 6ras mintakat abrazolja.

A tovabbi 1épésekben a harom mintabol valogattuk ki azokat a fajokat, melyek leolvasas
alapjan a leggyakrabban el6fordultak mindharom mintdban. Ezek alapjan 3 FCB csoportba
tartozo, 3 Terrabacteria, 1 Proteobacteria csoportba tartozoé mikroorganizmust kaptunk.

A valogatott baktériumok koziil ki kell emelni a Butyrivibrio hungatei, Lachnospiraceae
bacterium G11, Succiniclasticum ruminis, Schwartzia succinivorans, Methanobrevibacter
olleyae, Methanobrevibacter ruminantium fajokat, amelyek a szakirodalom alapjan [81-86]

megfeleld jeloltek az anaerob gomba-baktérium-metanogén konzorcium kialakitasara.
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5. OSSZEFOGLALAS

A népesség novekedésével egyre tobb energiat hasznalunk el a mindennapi
tevékenységeinkhez. Az energia nagy részét nem megujuld energiaforrasokbol fedezziik,
melyek készlete véges. A ndvényi biomassza, mint megujuléd energiaforrds nagy potenciallal
rendelkezik biotechnoldgiai alkalmazas vonatkozéasaban, azonban az dsszetétele megneheziti a
bontasi folyamatokat, igy szamos hulladék és melléktermék keletkezik. A kér6dzok benddjében
szamos mikroorganizmus megtalalhat6, melyek egymassal egyiittmiikddve képesek a ndvényi
anyagot gaznemd és oldhato végtermékké alakitani. Ezért laboratoriumi munkam soran célul
tlztem ki, a benddben jelenlevd tagokat is tartalmazo, lignocellulozt lebontd konzorcium
létrehozasat, amely minimalis tagszammal is hatékonyan képes a kivant névényi szubsztratok
lebontasara.

A kisérletek soran egy olyan rendszert hoztunk létre, amely a benddébdl izolalt
mikroorganizmusokat tartalmazta, és feltételeztiik, hogy a mikrobak szintrofikus kapcsolataik
révén képesek stabilan fennmaradni a mesterséges rendszerben. A bend6bdl szarmazd anaerob
gomba, metanogén archaea és baktérium tagokat anaerob tapoldatban tenyésztettiik,
szénforrasként szalmat alkalmazva. A szubsztratot néhany ora alatt elkezdték a mikrobak
kolonizalni, ezzel egyiitt megindult a lebontasi folyamat és metantermelés. Ennek soran a
keletkezd szerves savak ¢€s megtermelt gdzkeverék mennyiségét és mindségét nyomon
kovettiik. A vizsgalat soran 4 idépontban (0 ora, 24 6ra, 48 6ra, 72 6ra) vettiink mintat pasztazo
elektronmikroszkdépiahoz (SEM), és metagenom szekvenalashoz.

A kutatasunk eredményei Uj lehetdségeket mutatnak a lignocelluloz biomassza
hasznositasanak terén. Az altalunk hasznalt mikrobak nemcsak, hogy hatékonyan bontjak a
lignocelluldzt, hanem egy rendszertani szempontbol izgalmas és széleskorti egytittmiikodést is
megvilagitanak a mikroorganizmusok kozott. A szintrofikus kapcesolatok, amelyek a kiilonbozo
eukariota, prokariota €s archaea fajok kozott zajlanak, lenylig6z6 példat mutatnak arra, hogyan
képesek az ¢l6 rendszerek egymast segitve hatékonyan atalakitani a biomasszat fenntarthato
modon. Ez a kapcsolat alapvetden atalakithatja a jovoben a kérddzok tdpanyag hasznositasat,
hozz4jarulhatnak a metankibocsatds csokkentéséhez, és jelentésen novelhetik a biogédz
reaktorok hatékonysagat.

A kutatds soran bizonyitottuk, hogy a hipotézisiink, mely a kiilonb6z0 mikrobialis
kozosségek szintrofikus egylittmiikodésére épit, mitkddik, azonban a gyakorlatba torténd

atiiltetéséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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Alulirott Huszar Marta nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyujtott ,,A lignocelluloz
hasznositas fokozasa a benddben és a biogaz fermentorban lévé anaerob gombak,
metanogének ¢és baktériumok kozotti szintrofikus kolcsonhatasok révén” cimi

palyamunkamban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértke

(otfokozatu skalan jellemezve)

Mintavétel, tapoldat elkészitése 4

A mikrobdk tenyésztésére hasznalt rendszer

megtervezése és kivitelezése

Merések kivitelezése

Pasztazo elektronmikroszkopia (SEM)
DNS izoldlds

Al W W W

Az adatok statisztikai feldolgozasa

Kelt: Szeged, 2024.11.10.

Palyamunkat benytjto hallgato (Huszdr Marta)
alairasa
A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:
/BA:’»; Dy Hocees Lt
Témavezetd (Petroné Dr. Kovacs Etelka, SZTE TTIK
Biotechnologiai és Mikrobioldgiai tanszék)

alairasa
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