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Absztrakt

Kutatomunkam soran biohidrogén eldallitasi kisérleteket végeztem, melyhez beoltd
kultaraként a Palhalmai Agrospecial Mezégazdasagi Termeld, Ertékesitd és Szolgaltato Kft.
anaerob rothaszt6jabol szarmazd iszapot, szubsztratként (szénforrasként) keményitot,
kiegészitd nitrogén- és nyomelem forrasként pedig élesztokivonatot alkalmaztam.

Elvégzett méréseim elsddleges célja volt a biogaz fermentorbol szarmazd iszap
megfeleld elokezelése, mellyel elérhetd a nem kivanatos, hidrogénfogyaszté metanogén
baktériumtorzsek elimindldsa a szdmomra hasznos hidrogéntermelé mikroorganizmusok
melldl. Ennek megvaldsitasara termikus el0kezelési eljarast valasztottam és vizsgaltam a
modszer két {6 paraméterének (kezelési 1d6 €és homérséklet) hatdsidt a hidrogénképzdodési
hatékonysagra vonatkozoan, kisérlettervezéses alapon. Az eredmények alapjan
megallapitottam, hogy a valtozok koziil a kezelési hdmérséklet rendelkezik szignifikans
hatdssal és meghataroztam az eldkezelés optimalis paramétereit (70°C, 20 perc), mellyel
egységnyi szubsztratra vonatkozoan a hidrogénhozam maximalizalhato.

Ezt kovetden kisérleteket végeztem a hidrogéntermelés hatékonysdganak ndvelése
céljabol az optimdlis koriilmények kozott eldkezelt mikrobakonzorcium alkalmazasaval,
melyben a keményitd- €s élesztokivonat koncentracionak a biohidrogén képzddésre kifejtett
hatasat tanulméanyoztam. A kapott adatok kiértékelésével megallapitottam, hogy a vizsgalt
faktorok kiilon-kiilon, s azok kdlcsonhatésa is Statisztikailag jelentds hatast fejt ki a hidrogén
fermentaciora, igy ezek optimalizalasan keresztiil nagymértékli ndvekedést lehet eléri az

elérhetd hidrogénhozamok tekintetében.



Summary

In this diploma work biohydrogen fermentations were carried out by anaerobic sludge
as seed source collected from a domestic biogas plant. During the experiments starch and
yeast extract was used as substrate and supplementary nitrogen/trace element source,
respectively.

Firstly, the proper sludge pretreatment conditions were sought employing heat-shock
and experimental design in order to simultaneously achieve sufficient supression of
methanogenic activity and efficient biohydrogen generation. Based on the results, temperature
was identified as the statistically important variable significantly affecting the obtainable
hydrogen formation. Moreover, the optimal pretreatment circumstances resulting in peak
hydrogen yield were determined as 70 °C and 20 minutes.

Afterwards, measurements were performed in order to improve process efficiency
during which the effect of the starch- and yeast extract concentration on the biohydrogen
formation was studied applying the optimally pretreated microbial consortia. As the results it
was revealed that these factors had remarkable impact on the attainable hydrogen yield.
Therefore, it was concluded that further enhancement in hydrogen yields could be ensured

through the optimization of these two parameters.
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1. Bevezetés

A jelen kor egyik kiemelked6 kornyezeti-, energetikai-, valamint politikai problémaja
a fosszilis energiaforrasok felhasznalasat érinti. Kornyezeti probléma, mert kitermelésiik
melléktermékei (pl. zagytarozok, medd6hanyok stb.) erésen kornyezetszennyezok, valamint a
kinyeréssel jar6 munkafolyamatok, emberi beavatkozasok kérositjdk és megbontjdk az
okoszisztémat és az dkologiai egyensulyt, s ezen feliil felhasznalasuk soran nagy mennyiségii
kornyezetre és egészségre karos anyagok (liveghdzgazok, savas es6k prekurzorai, stb.)
keletkeznek. Energetikai probléma, mert a fokozatos kitermelés csokkenti a rendelkezésre allo
tartalékokat, valamint a tovabbi feldolgozasi folyamatok is jelentds energia befektetést
igényelnek. Politikai probléma, mert bizonyos fosszilis energiahordozokért még napjainkban
is jelentds birtoklasi harcok folynak.

Ezen nem megujuld forrasok az 1960-1970-es évekig teljesen monopol helyzetben
voltak a vildg energiapiacdn. Az emberiség fokozatosan fejlddé kornyezettudatos
¢letszemlélete kovetkeztében azonban az 1970-es években megindultak bizonyos
kezdeményezések, melyek a kornyezetbarat energiaforrasok hasznalatat céloztak meg.
[Manish, 2008; Das, 2001]. Az 1973-ban 1év6 energiavalsag pedig raébresztette a vilagot,
hogy 1j megoldasokat kell keresni, s az emberiség nyitnia kellett a megujuld, alternativ
energiahordozdk iranydba, melyek fontos ismeérvei, hogy olyan kozegek, természeti
jelenségek, melyek kvazi folyamatosan vagy révid idon beliil ujratermelédve az emberiség
szolgalatara allnak. A teljesség igénye nélkiil ezek kozé tartozik a szélenergia, a geotermikus
energia, a napenergia, valamint a biomasszabol elballithatd folyékony vagy gaznemii
biotizemanyagok (pl. bioetanol, biodizel, biogaz illetve a biohidrogén).

Napjaink egyik jelent6s kutatasi teriiletét képviseli a biogaz(ok) eldallitasa és
felhasznalasa, ezen beliil is a biohidrogén elballitasa.

Maga a hidrogén sok szempontbdl megfeleld energiahordozonak tekinthetd, hiszen
hasznalataval nincs szennyezd anyag kibocsatds, amennyiben alacsony hémérsékleten, nagy
hatasfokt (akar 60%) lizemanyag cellakban torténik az oxidacioja, melynek terméke kizardlag
viz. Tovabbi pozitiv tulajdonsaga, hogy ezen lizemanyagcelldkkal miikddtetett gépjarmiivek
nem jelentenek zajterhelést a kornyezet szamara, mivel az lizemanyagcellak mozg6 alkatrészt
nem tartalmaznak. Ezen el6nyos tulajdonsagok miatt a hidrogén alapt gazdasag

megteremtésére az 1970-es évektdl egyre jelentdsebb erdfeszitések torténtek s zajlanak ma is.



Fontos szempont azonban, hogy ehhez olyan forrast valasszunk, mely nagymennyiségben
rendelkezésiinkre 4all, valamint megujulonak tekinthetd. Erre vonzé lehetdségnek kindlkoznak
a biomasszabol torténd eldallitdsi modszerek, koztiik is a bioldgiai alapon nyugvd eljarasok.
A kovetkezOkben az ide sorolhatd, vagyis biohidrogén termelési lehetOségek kertilnek

bemutatasra.

2. Irodalmi attekintés

2.1. A hidrogén eléallitasi lehetdségei biologiai titon

A biohidrogén eléallitasi lehetdségei alapvetéen két f6 csoportba sorolhatok be. Az
egyikbe a fényt igényl6 (light-dependent), a masikba pedig a fényenergia nélkiil is végbemend
sotét fermentacios (dark fermentation) eljarasok tartoznak. Ezek kozos ismérve, hogy
hidrogenaz vagy nitrogenaz enzimek altal katalizalt folyamatok, illetve, hogy mindkét esetben

oxigénmentes (anaerob) kozegben lejatszodo reakciokrol van szo.

2.2.1 Direkt biofotolizis

A hidrogén eldallitds ezen mddja a zold algakra és cianobaktériumokra jellemz6. Ezen
organizmusok fotoszintetikus pigmentekkel rendelkeznek (PSI és PSII), mely rendszerek
képesek a fény elnyelésére. A folyamatot az 2.2.-1. abra szemlélteti. Ezen moddszer elényei,
hogy az alkalmazott szubsztratok (napfény és viz) szinte korlatlan mennyiségben allnak
rendelkezésiinkre, valamint, ahogy az 2.2.-2. abra mutatja, a folyamat soran nincs a légkorre
karos szén-dioxid kKibocsatas. A modszer kritikai értékeléseként azonban fontos megjegyezni,
hogy alacsony a fénykonverzids hatékonysdg, oxigén inhibicid léphet fel, esetleg

robbanasveszélyes gazelegy képzddhet az oxigén és a hidrogén elegyébdl.



HO O,
2.2-3. abra -A direkt biofotolizis folyamata [Hallenbeck, 2009a]

2.2.2 Indirekt biofotolizis

Ezen eljaras soran a direkt biofotolizis soran fellépd oxigén gatlas kikiiszobdlése a cél.
Ezt ugy probaljak megoldani, hogy a biomassza képzddés és a hidrogén eldallitds folyamatat
térben és/vagy id6ben elkiilonitik egymastol. A folyamatot a direkt biofotolizishez hasonld
moédon z6ld algak és cianobaktériumok segitségével lehet megvalositani. Ennek soran
els6ként fotoszintézis zajlik le, ekkor ezen organizmusok napfény, valamint a fotoszintetikus
pigment rendszer segitségével oxigént és gliikozt allitanak eld, amely terméket a
késObbiekben poliszacharid formaban taroljak. Ezen szakaszt nevezziik novekedési vagy
biomassza képzddési szakasznak. A lezajlé folyamat masodik Iépésében a képzdodott
biomasszat kisebb helyre €s nagyobb adagban koncentraljak, majd egy fénytdl elzart, anaerob
kozegbe helyezik at. Ebben a kozegben a megtermelt gliikoz atalakuldsa torténik meg. A
lejatsz6do folyamat sordn pedig protonok és elektronok képzddnek, melyek hidrogenaz vagy
nitrogenaz enzim kozremitkddése révén hidrogénné alakulnak az oxigénmentes kornyezetben.
[Levin, 2004; Das, 2001; Hallenbeck, 2009a]

Az indirekt biofotolizis eldnye, hogy elkeriilhetd az oxigén a hidrogén szimultdn
képzddése s ezzel egyiitt jelenléte, ezen keresztiil pedig az, hogy az oxigén inhibitorként
hasson a lezajlé reakcidra.

A modszer f6 hatranya, hogy jelenleg — a direkt biofotolizishez hasonl6an — még nem

versenyképes megoldasrol van szo.



2.2.3 Fotofermentacio

A fotofermentaciot féleg bibor (nem-kén) baktériumok valositjak meg, melyek
nitrogenaz enzimek segitségével katalizaljak a hidrogéntermeléskor lejatsz6dé folyamatot.
Ezen enzimek fO feladata, hogy a reakcid soran jelenlévé molekularis allapoti nitrogént
rogzitsék, majd ezt kdvetden atalakitsak ammoniava.

Oxigénmentes kozegben, nitrogén jelenlétében vagy nitrogén hidnyadban ezen
nitrogenaz enzimek hidrogén eldallitasara is képesek. Sajatos tulajdonsaguk, hogy a
kiilonbozo anyagok atalakuldsa soran keletkezd protonok és elektronok H,-¢ alakitasa ATP-t
igényel. A reakcid sordn rovid szénlancu szerves savak (pl. sotét fermentéacids
melléktermékek, igymint acetat, butirat, propionat stb.) hasznalhatok fel, valamint napenergia
jelenléte is sziikséges. [Levin, 2004; Das, 2001; Hallenbeck, 2009a; Eroglu, 2011]

Bakterialis

fotokémiai Nitrogenaz

rendszer ATP

Aug4

Szerves sav tartalmu
hulladék

2.2.3.1. abra - A fotofermentacid folyamata [Hallenbeck, 2002]

Ezen modszer elonyei kozé sorolhatd, hogy szubsztratok széles kore felhasznalhato, a
rendelkezésre allo napenergia korlatlan mennyiségben all rendelkezésre, S a végbemend
reakcioval relativ magas hidrogén hozam érhet6 el. Azonban, ha a reakcidhoz adagolt
szubsztrat megujuld forrasbol szarmazik, gy nem tapasztalhatod nettd szén-dioxid kibocsatas

sem.



A modszer hatranya, hogy alacsony gazképz6dési sebesség érhetd csak el, a
fénykonverzio hatékonysaga alacsony, és mivel a fermentaciot bioreaktorban végezziik, igy

negativumként értékelhetd a reaktorok nagy teriiletigénye.

A lejatszodo reakceid egyenlete:
hv
CH3COOH +2H,0 - 4 H; +2CO,

hv: foton (fény) energiaja (h: Planck-allando; v: frekvencia)

2.3. Sotét fementaciod

A sotét fermentacid sordn a lejatsz6do biokémiai folyamatokhoz heterotrof, fakultativ
¢és/vagy obligat anaerob baktériumok sziikségesek, anélkiil, hogy fényenergiat kellene
kozvetleniil felhasznalni. A reakcidhoz kiilonféle szerves anyagokat hasznalhatunk
szubsztratként (pl. keményit6t, cellulozt vagy gliikozt), melyekbdl hidrogén és szén-dioxid,
valamint melléktermékként szerves komponensek — és természetesen biomassza —

keletkeznek. [Levin, 2004; Das, 2001, 2008; Hallenbeck, 2009a].

A sotét fermentacid altalanos reakcidegyenlete:

szerves anyag — Hj + CO, + szerves melléktermékek (+ biomassza)

Obligat anaerob baktériumok (pl. Clostridium) esetén a fermentléhez hozzaadott

szubsztrat (pl. gliikkdz) lebomlési lehetdségeit az 2.3-1. abra szemlélteti.
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2.3-1. abra — Hidrogén termeld folyamatok Clostridium baktériumokban [Mathews, 2009]

Ha a lezajlé folyamatok végterméke acetat, igy a maximalisan kinyerhet6 hidrogén 4 mol Hy/

mol gliikoz.

Ecetsav végtermék esetén [Hawkes, 2002]:

CeH1206 + 2 HO — 2 CH3COOH + 2 CO, + 4 Hp

Ha a fermentéacio végterméke butirat, abban az esetben a kihozhaté hidrogén mennyisége

maximalisan 2 mol H,/ mol gliikéz

Vajsav végtermék esetén [Hawkes, 2002]:

CeH12,05 — CH3CH,CH,COOH +2 CO, + 2 H,

A 2.3-1. abra, s a bemutatott egyenletek is szemléltetik, hogy attdl fiiggden, hogy milyen
fermentacios melléktermék (acatat, butirat, aceton, etanol, butanol) képzédik, a hidrogén
eltér6 (mol Hy/ mol glikéz) hozammal keletkezik. Ezért a fermentlé ezen oldott
metabolitjainak monitorozasa egy jo indikatora lehet a hidrogéntermelés hatékonysaganak
megitélésére. Az abra szerint pl. magas sav ¢s alacsony alkoholképz6dés feltehetéen jo
hidrogénképzddéssel parosul, mig a relativ magas alkohol koncentracié a hidrogéntermelés

folyamatanak hanyatlasat jelezheti.



Fakultativ anaerob mikroorganizmusokban un. kevert savas fermentacion keresztiil
jatszodik le a  hidrogénképzddés. Ezen mikroorganizmusok sajatossaga, hogy oxigén
jelenlétében vagy hianyaban is képesek szaporodni. A hidrogéntermelési folyamatban a kulcs-

szubsztrat a formiat.

A folyamat E.coli példajan keresztiil szemléltethetd:

1/2 Glikéz
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2.3-2. abra - Az E. coli hidrogéntermeld folyamata [Mathews, 2009]

Azok a mikroorganizmusok, melyek sotét fermentaciot végeznek foként jellemzden
novekedésiik exponencialis szakaszdban dallitanak el6 hidrogént. Ezt kovetden, mikor
szaporodasuk eléri az stacioner allapotot, (mikor a szaporodasi és elhalasi fazis egymassal
egyenstilyban van) beindulhatnak a hidrogénfogyasztdé mechanizmusok (hidrogénoxidalo
enzimek aktivitasa jelentGssé valhat), ezzel is csokkentve a H, kihozatal értékét [Eroglu,
2011; Wang, 2009a].

A keletkezett hidrogén mennyiségére gatld hatast fejthetnek ki egyéb paraméterek is.
Ilyenek pl. a nem megfeleld hémérsékleti- és pH bedllitasok, a nem megfeleld Osszetétele a
tapkozegnek (ez jelentheti azt, hogy til magas vagy til alacsony a Szubsztrat koncentracio
taplalunk be vagy nem megfeleldé mindségli és Osszetételli tdpanyagokban, vitaminokban,
nyomelemekben gazdag adalékanyagot keveriink a rendszerhez), tovabba negativan hathat a
H, reaktortérben fokozatosan ndvekvd parcialis nyomdsa, a nem megfelelé anyagatadasi

viszonyok, mely a nem megfelel6 kevertetésen alapul.



A sotét fermentacid az eddig ismertetett modszerek koziil a leghatékonyabbnak
bizonyult, mivel a korabban ismertetett fermentacios folyamatokhoz képest magasabb
hidrogén produktivitds érheté el, fény jelenlétét nem igényli, a fermentdcié soran
alkalmazhatoé szubsztratok igen széles korben rendelkezésre allnak. Amennyiben
alapanyagként mezd6gazdasagi hulladékot hasznalunk, abban az esetben kettés célt tudunk
megvalositani. Egyrészt eleget tehetink a kornyezetvédelmi kivanalmaknak, ezzel
parhuzamosan pedig olcs6, megljuld energiat allithatunk el6. Tovabbi elény, hogy a
fermentacio soran egyszeriibb reaktortechnika és ilizemvitel sziikséges. Hatranyai kozott
megemlitheté azonban a relativ kis H, hozam pl. a fotofermentacids rendszerekhez képest,
hiszen a betaplalt szubsztrat hidrogéntartalmanak nagy része nem hidrogén (H;) formaban
jelenik meg, hanem nagy energiatartalmu szerves anyagokban, vegyliletekben, vagyis a mar
bemutatott fermentacidos melléktermékekben. Ezek kinyerése, tovabbi feldolgozasa,

atalakitasa célszerti lehet a folyamat 6sszhatékonysaganak novelése érdekében.

2.4. A sotét fermentacios hidrogéntermelést befolyasolo fobb tényezdk

2.4.1 Hidrogéntermeld mikroorganizmusok, az inokulum osszetétele

A Dbaktériumok nagy hanyada rendelkezik hidrogéntermeld képességgel. A
biohidrogén termelést ezek felhasznaldsaval, mind tiszta tenyésztek, mind pedig kevert
kultardk  segitségével megvaldsithatjuk. Elmondhaté azonban, hogy a kevert
mikrobakonzorciumok alkalmazasa szamos elény0ds tulajdonsaggal rendelkezik, hiszen ezek
nem igényelnek steril koriilményeket, amely ipari méretekben nehezen megoldhatd, valamint
az ilyen rendszerek a diverzitdsuknak koszonhetden tobbféle, s komplexebb Osszetételii
alapanyag hidrogénné konvertalasat képesek elvégezni. Azonban mindenképpen meg kell
emliteni, hogy azon forrasok, melyekbdl ilyen szdmunkra hasznos mikroorganizmusok
nyerhetdk, szamos esetben tartalmaznak olyan baktériumtorzseket is, melyek képesek a
megtermelt hidrogén felvételére, elfogyasztasara is. llyenek pl. a metantermeld (metanogén)
archedk, a szulfatredukald baktériumok, valamint szdmos acetogén baktérium, s igy a
megfeleld hidrogéntermelés megvalositdsdhoz ezen, nem kivanatos mikrobacsoportok
eliminaldsa esszencialis. A fermentacid soran elérhetd hozam ¢és a hidrogénképzddési
sebesség természetesen nagymértékben fiiggnek a bioreaktorban jelenlévé mikrobapopulacio

Ssszetételétdl, jellemz6itdl. [Lee, 2011]



2.4.2 Homérséklet és pH

A hémérséklet egy igen fontos faktor, mivel értéke meghatarozza egy hidrogéntermeld
rendszer hatékonysagat. Altaldnossagban elmondhato, hogy a hidrogéntermelésre alkalmazott
bioreaktoroknal mezofil vagy termofil koriilményeket allitanak be, melyek optimuma 37 °C
illetve 55 °C koriil taldlhatd. Tovabba korabbi tapasztalatokon alapuld tény, hogy a
homérsékletet egy bizonyos értékig torténd emelése noveli-, mig ezen érték folé vald
tovabbnovelése csokkenti a mikrobdk hidrogéntermeld aktivitasat. A hémérséklet mellett
masik fontos paraméter a pH, melynek megfeleld értékének beallitasa szintén meghatarozo a
reakcio szempontjabol, mivel a kémhatas befolyasolja a hidrogenaz enzimek aktivitasat,
valamint a sejtekben lejatszodd metabolikus folyamatokat. A pH és a hdmérséklet valtoztatasa
soran valtozhatnak a mikrobakban végbemend anyagcsere folyamatok (metabolic shift). llyen
eset példaul, amikor bizonyos baktérium torzsek esetén a fermentidcid a hidrogén- és
savtermelés helyett egyéb (hidrogént akar nem is eredményezd) melléktermékek (pl.
alkoholok) képzdodésének iranyaba tolodik el. Tovabba, ha a pH és a hémérséklet
megvaltozik, az befolydssal lehet a mikrobaflora Osszetételére, diverzitasara, vagyis
konzorciumot alkotd torzsek egymdashoz viszonyitott aranyara is, hiszen a megvaltozott
kornyezeti feltételek 4ltal bizonyos torzsek szaporodasa eldtérbe keriilhet, melyek igy
dominanssa valnak, mig mas mikrobak novekedése lelassul (population shift). Ennek egyik
példaja lehet, amikor a hidrogéntermel6 térzseket egyéb, pl. hidrogénfogyasztd organizmusok
(pl. propionsav termeldk) veszik at. Szakirodalmi adatok alapjan, a biohidrogén fermentacio
pH optimuma 4-7 kozotti intervallumban talalhato, attol fiiggden, hogy a fermentacid soran
alkalmazott kultarat alkotd6 mikroorganizmusok milyen kémhatast igényelnek. [Hallenbeck,
2009; Lay 2004; Liu 2004]

2.4.3 Szubsztratok

A szubsztratokkal szemben tamasztott egyik alapkdvetelmény, hogy szénhidratokban
gazdag legyen, amely szénhidratok lehetnek akar egyszerdi, akar komplex (biopolimer)
formaban jelen a rendszerben, mert a kutatasok szerint a zsirok, fehérjék kozvetleniil nem
alkalmasak anyagok biohidrogén eldallitasara, ellentétben pl. a biogaz (biometan)

képzddéssel, ahol ezen anyagok is rendre megfeleléen hasznosulhatnak.



Az elsé ¢és masodik generacids alapanyagok, a ndvényi biomassza, az ipari- &s
mezdgazdasagi eredetli hulladék anyagok, megfeleld mennyiségli szénhidrat tartalommal
(celluléz és hemicelluléz, mint poliszacharidok) rendelkeznek, igy potencialis forrast
jelentenek az 6ket hasznositani képes hidrogéntermel6 baktériumoknak.

Amennyiben az atalakitandd szubsztrat komplex formaban van jelen a
rendszeriinkben, Ggy fermentalhatosaganak eléfeltétele a hidrolizis, mivel fontos kritérium,
hogy a baktériumok szdmara az alapanyag hozzaférhetd, felveheté modon legyen jelen. Ha
lignocelluloz alapanyaggal dolgozunk, akkor a megfelel6 hidrolizis eléréséhez sok esetben
sziikség van valamilyen eldkezelési modszerre, amely elokezelés lehet fizikai, kémiai vagy
biologiai. Az eldkezelés célja a hidrolizis végzd extracellularis enzimek (pl. celluldz,
hemicelluldz, proteaz, lipdz) poliszacharid frakcidkhoz vald hozzaférhetdségének novelése.
Fizikai el6kezelési formak pl. a daralas, Orlés, apritas, ultrahangos elékezelés, kémiai
elokezelési forma a savas vagy lugos feltards, mig biologiai pedig az enzimekkel végzett
elokezelés. A legmegfelelobb megoldast azonban az jelentené, ha sikeriilne olyan baktérium
torzseket alkalmazni, melyek maguk megtermelik azokat az enzimeket, melyekkel képesek a
komplex anyagok megfeleld lebontasara, ezzel elkeriilve és a koltség- és energiaigényes
elokezelés sziikségességét. [Fang, 2002; Hallenbeck, 2009; Levin, 2006; Wang,2009]

2.4.4 Nitrogén ¢és Foszfor

A nitrogén az aminosavak-, (tehat kozvetve a fehérjék), a nukleinsavak és mas
sejtalkotok szintéziséhez, valamint a baktériumok szaporodasahoz egyarant elengedhetetlen
fontossagii elem, ezért a baktériumok nagymértékli szaporodasahoz elengedhetetlen a
megfeleld mennyiségli nitrogén jelenléte. A megfeleld szaporodds pedig a hatékony
biohidrogén termelés kulcsa is egyben, hiszen 4&ltaldban elmondhatd, hogy hidrogén
képzOdése parhuzamosan megy a baktériumok novekedésével, vagyis a hidrogén un. primer
anyagcsere termék. Ha a fermentacid sordn felhasznalt alapanyag nitrogén tartalma nem
megfeleld, abban az esetben sziikség lehet nitrogén egyszerl, szervetlen (pl. ammonia illetve
annak soi, karbamid) vagy komplex, szerves (élesztokivonat, pepton) forrasbol torténd
pétlasara, kiegészitésére. A nitrogén mellett a foszfor is az elsddleges biogén elemek
csoportjaba tartozik, igy jelenléte szintén sziikséges a baktériumok megfeleld
¢letmiikodéséhez, s hidnydban csOkkenhet a bioreaktor teljesitd képessége, a

hidrogénképzddés hatékonysaga. [Argun, 2008;Lin,2004;0-Thong,2008]
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2.4.5 Nyomelemek

A korabban targyalt C, N, P jelentdsége mellett elengedhetetlen a kiilonb6z6
nyomelemek jelenléte a reaktorban. Ilyen nyomelemek pl. Ni, Fe, Mn, Cu, Zn, Mg, Ca, K,
stb. melyeknek fontos szerepiik van — példaul, de nem csak a hidrogéntermelésben résztvevo
— enzimek katalitikus aktivitasanak kialakitasaban és fenntartasaban. Ha azonban a fermentlé
nagy koncentracioban tartalmazza ezen nyomelemeket, azok akar toxikus hatast is
kifejthetnek. [Lay, 2005; Liu, 2004; Wang, 2009]

2.5. Az inokulum elékezelése

Ahogy az mar a 2.4.1 fejezetben emlitésre keriilt, a hidrogéntermelés megvalosithatd
tiszta és kevert tenyészetekkel egyarant. Habar a tiszta kulturdk alkalmazasaval is szamos
figyelemre méltd eredmény sziiletett, ezen kisérletekben jellemzéen csak egyszeri
szubsztratokat (pl. monoszacharidok, diszacharidok) alkalmaztak, mivel ritka, hogy egy-egy
mikroba torzs egymagaban rendelkezne az Osszetett alapanyagok megfeleld mértéki
hidrogénné alakitdsdhoz sziikséges enzimkészlettel, s a steril koriilmények fenntartdsa is
nehézkes. A kevert kultirdk, mikrobakonzorciumok alkalmazasaval az emlitett hatranyok
nagy része kikiiszobolhetd. Az ilyen faj gazdag mikrobakultarak megtalalhatok pl. az anaerob
rothasztok (biogdz fermentorok) aktiv iszapjaban, szennyviziszapban, stb. A legtobb esetben
azonban, amikor ezeket a mikrobapopulacidkat alkalmazzak sziikséges valamilyen eldkezelés,
hiszen ezen populaciok nem kizarolag hidrogéntermeld torzseket, hanem hidrogénfogyaszto
mikroorganizmusokat (pl. metanogéneket) is tartalmaznak, s ezeket valamilyen moddon
eliminalni kell a fenntarthato hidrogéntermelés megvalositasa érdekében. Erre szamos
modszer ismert a szakirodalomban, pl. mikrohullamu el6kezel€s, savas- v. lugos eldkezelés,
kémiai inhibitor hozzaadasa, levegdztetés, termikus eljaras, fagyasztas és felolvasztas stb.
Jollehet a kiilonbozd forrasokbol szarmazo iszapok nagyon eltérd tulajdonsdgai miatt egyik
elokezelési modszer sem mindsithetd egy egyetemesen legjobban alkalmazhatd megoldéasnak,
az eljarasok koziil az eddig leghatékonyabb modszernek mégis a hdkezelés bizonyult. A
termikus kezelés egy egyszeriien €s rutin modon alkalmazhatd, relativ gyorsan elvégezhetd €s
megbizhatd, hatékony modszer.

Szamos mikroba pl. a Bacillus és a Clostridium képes sporat képezni, mikor a
kornyezeti feltételek szamukra kedvezdtlen irdnyba mozdulnak el, példdul ha hé-sokk éri

6ket, megvaltozik a tapanyagok mennyisége és mindsége vagy a fermentlében a toxikus
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anyagok koncentracidja megemelkedik. Endospora formaban a sejtek metabolikusan inaktiv
allapotban keriilnek s jol ellendllnak a hének, a sugarzasnak, a kiszaradasnak, a szélsséges
pH-nak, a vegyi anyagoknak. Oxigénmentes kdrnyezetben a sporaképz6 mikroorganizmusok
nagy része a savképz6 (s hidrogéntermeld) baktériumok csaladjabdl szarmazik. Ezt a tényt
szamos kutato hasznalta fel arra, hogy inhibealja vagy elpusztitsa az endosporat nem képezd
mikroorganizmusokat, foként a metanogéneket. Ezt altalanosan az inokulum magas
hémérsékleten, néhany tiz percig torténd hokezelésével érték el. Ez az eljaras tehat szelektalja
a sporaképz6 hidrogéntermel6 baktériumokat, melyek a kérnyezeti feltételek normalizalodasa
esetén ismét aktivva valnak, novekedésnek, szaporodasnak indulnak s igy a hidrogénképz6dés

is Gjra beindul. [Li,2007; Wang 2009]

2.6. Kisérlettervezés

A Dbiohidrogén fermentacié legfontosabb paramétercinek a megtalalasa kiemelten
fontos, hiszen ezek valtoztatasan, majd az értékeik optimalizalasan keresztiil érhetjiik el a
vizsgalt rendszeriinkben a leheté leghatékonyabb iizemvitelt. Az ilyen paraméterek szama
azonban igen jelentds lehet, tobbek kozott ide tartozhat a homérséklet, a pH, a fermentlé
Osszetétele, stb.

Az id6- és gazdasagi tényezOk szlikdssége miatt azonban torekedniink kell arra, hogy
ezt a feladatot minél révidebb id6 alatt, minél gazdasagosabban tudjuk megoldani. . [Weuster-
Botz, 2000]. Tehat lehetdleg minél kisebb szamu kisérleti munka elvégzésével célszerli
keresni az egyes input-output valtozok kozotti kapcsolatokat, s az igy kapott informaciok
alapjan meghatarozni az adott szempontbol megkivant optimalis rendszer beallitasoknak.
Tehat az elvégzendd kisérleteket kell ugy megtervezni, hogy a lehetd legkisebb koltség- és
idoraforditassal maximalizaljuk a kinyerhetd (s megbizhaté) informéciok mennyiségét
[Markus, 2012].

A leirt problémék megoldasahoz nyujtanak segitséget a kisérlettervezéseken alapuld
optimalizalasi modszerek. Ezen modszerek alapjai a matematikai statisztikahoz szorosan
kotodnek, melynek a célja objektiv konklaziok levonasa, valamint a valésagot megfeleléen
leir6 modell készitése a megadott paraméterek, valamint a mért vagy megfigyelt adatok
alapjan. A kisérlettervezés soran a vizsgalt rendszeriinket ,,fekete doboznak™ tekintjiik. Ennek
fo jellemzdje, hogy nem célja a vizsgalt objektum belsé strukturajanak, folyamatainak
feltarasa, ok-okozati viszonyok megallapitasa, csupan mennyiségi Osszefiiggést keres a

fliggetlen és fiiggd paraméterek kozott. [Kemény, 2000; Markus, 2012].
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3. Célkitiizések

Elsédleges célom volt, hogy a Palhalmai Agrospeciadl Mezdgazdasagi Termeld,
Ertékesitd és Szolgaltatd Kft. anaerob rothasztdjabol szarmazo iszapot termikusan
elékezeljem, mellyel a metanogén, hidrogénfogyasztd baktériumok megfeleléen kivonhatok a
rendszerbdl ugy, hogy az minél hatékonyabb hidrogéntermeléssel parosuljon.

Ennek soran vizsgalni szandékoztam a termikus eldkezelést befolyasold faktorok
(eldkezelési 1d6, homérséklet) hidrogénképzddésre gyakorolt hatasat, valamint célom volt
ezen tényezok optimalis kombinacidjanak meghatarozasa kisérlettervezéssel.

Tovabbi célul tiztem ki, hogy az optimalisan eclékezelt iszap alkalmazasaval
vizsgaljam a hidrogéntermeld kisérleteket befolyasold tényezok, a keményitd, mint
szubsztrat-, valamint a kiegészitd nitrogén- 1ill. nyomelem forrasként alkalmazott
¢lesztOkivonat koncentracidjdnak a folyamatra kifejtett hatdsat, a hidrogénképzddés

hatékonysagnovelési lehetdségeit.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Beolté iszap

A Kkisérleteim alapjaul Palhalmai Agrospecidl Mezdgazdasagi Termeld, Ertékesité és
Szolgaltatd Kft anaerob rothasztdjabol szarmazé mezofil, folyékony iszap szolgalt, mely
eredetileg foként a mezdgazdasagban (ezen belill is az allattenyésztés soran) keletkezd
hulladék artalmatlanitasat, biogazza alakitasat végezte. A begyiijtott iszap kezdeti pH-ja 8.4

volt.

4.1-1. dbra -Beolto iszap

4.2 Fermentacios kisérletek

A biohidrogén fermentacidhoz szubsztratként (szénforrasként) keményitdt, nitrogén-

¢s nyomelem forrasként pedig élesztokivonatot alkalmaztam.

4.2-1. abra -A fermentacios kisérletekhez felhasznalt anyagok
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Az elokezelendd iszapot elsOként homogenizaltam, majd elére megallapitott
mennyiséget (100 mL) egy iiveg fé6z6poharba ontdttem, melyet alufoliaval takartam le. Ezt
kovetden a megfeleld homérsékletre felfiitétt M 12 LAUDA tipust vizflirdds termosztatba

helyeztem a fézépoharat.

X
:

———

4.2-2. abra -Vizfurd0Os termosztat

Az eldkezelést kovetden a féz6poharat folyd csapviz viz mellett rogton kéz melegre
hiitéttem, megfeleld mennyiségét (50 mL) az elére kimért keményitovel és élesztokivonattal
Osszekevertem, s a kezdeti pH-t kénsavval 6.5-re allitottam.

Ezt kovetden az iszapot a manometrikus gazmérd késziilékbe toltottem, majd a
folyadék- és gaztér inert gdzzal (nitrogén) vald atbuborékoltatdsaval biztositottam az anaerob
koriilményeket a reaktoron beliil. Ez a miivelet elésegitette, hogy a gaztérbdl valamint a
folyadéktérbol eltavolitsuk a reakcid szempontjabol inhibitorként jelen 1évé oldott és
gazfazisban jelenlevd oxigént. Az atbuborékoltatast 5 percig folytattam s a reaktorokba egy-
egy magneses keverdt helyeztem. Az 5 perc letelte utdn az iivegeket egy tomitd gumikosarral
lattam el s racsavartam a manometrikus fejet. A fermentacidohoz hasznalt palackokat a mérés
elétt alaposan kitisztitottam, acetonnal atmostam és levegéfivatassal kiszaritottam, hogy a
rendszerbe ne keriilhessen be semmilyen a reakcidot befolydsoldo tényezd. Ezen
mechanizmusokat minden egyes elére megtervezett kisérleti ponthoz tartozd mérésnél

megismételtem.
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4.3 Manometrikus gdzmérd késziilék

Fermentécios kisérleteimet a WTW OXITOP 100 tipusu manometrikus gazmérd
késziilékben végeztem. A késziilék Ossztérfogata 500 mL volt, mely térfogatb6l 50 mL-t a
folyadék, 450 mL-t pedig a gazfazis tett ki. A kisérletem soran a fermentacios késziilékben
keletkez6 gaz(ok) nyomasanak emelkedését mértem, a késziilékre csavarhatd mérdfej
segitségével. Az dsszeallitott késziilékeket egy 37 °C-ra bedllitott 1égtermosztatba helyeztem,
majd ezt kovetden 48 oran keresztiil figyelemmel kisértem a késziilékekben a gazképzddés

hatasara bekovetkezd nyomasvaltozast 110 rpm keverés mellett.

4.3-1. dbra Manometrikus gdzmérd késziilék

Ezt kovetden a fermentacidos i1dd lejarta utdn, a berendezésekbdl gazfecskendd
segitségével mintat vettem és gazkromatograf segitségével analizéltam a reakcid soran

keletkezett gazosszetételt.

4.4 Gazanalitika

Kisérleteim soran a fermentacios folyamatokban képzddott gaz Osszetételét
gazkromatografias modszerrel hataroztam meg. A mérésekhez a laboratériumban hasznalt
GOW-MAC Series 600 tipusu gazkromatografias berendezést hasznaltam (4.4.1.abra). A
berendezésben hélium volt a vivogaz, melynek aramlasi sebessége 30 mL/perc volt, a kolonna
pedig egy 2 m hosszu, zeolit (X13) toltetes elvalaszté oszlop volt. A gazok detektalasara
(TCD) hévezet6 képességi detektort alkalmaztam.
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A mérések megkezdése eldtt a gazkromatografias berendezést kalibralni kellett a
varhatd gdzkomponensekre nézve. Kiillonb6zé mennyiségek (50-1000 pL) beinjektalasaval
kalibracios egyeneseket készitettem, majd az egyes mintak analizalasa soran alkalmaztam az

igy kapott 0sszefliggéseket.

4.4-1. abra A GOW-MAC 600 gazkromatograf

[m¥] |

200+

150+

Voltage

100+

1,040 oxigen 2

50+

0,723 hidrogen 1

T T T
0,0 0,5 1,0 1,5
Time

4.4-2-abra Példa a gazanalitika soran kapott kromatogramra
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Result Table (ESTD - - 2012.09.14.9_43_31 - Detector 1)

F!eten: Time R Amount Amount Peak Compound
[min] SPPolRG [ma] [#] Type Name
1 0,723 1,076 24,761 2,5 Ordnr hidrogen
1,040 40,612 16,536 1,7 Ordnr oxigen
1,193 1947,324 944,844 95,8 Ordnr nitrogen
Total : 986,140 100,0

4.4-3.4bra- A 4.4-2 4bréan lathato kromatogram értékelése

*A gazkromatografias analizis soran az egyes gazokra felvett kalibracios Osszefiiggések a
Mellékletek c. fejezetben talalhatok.

18



5. Eredmények és értékelésiik

5.1 A termikus el0kezelés hatasanak vizsgalata a hidrogénhozamra

Az anaerob rothasztobol szarmazd iszapot kiilonb6zé hoémérsékleti értékeken
kiilonb6z6 ideig hokezeltem (5.1-1. abra), mellyel célom az volt, hogy az elvégzett kisérletek
alapjan megtaldljam eme paraméterek optimalis kombinacidit, mellyel a metanogén
(hidrogén-fogyaszt6) mikrobdk megfelelden elimindlhatok a mikrobapopulaciobol s a
hidrogén hozam pedig ezzel parhuzamosan maximalizalhat6. Ennek elérésére, vagyis a
vonatkozo kisérleteim soran egy 3-szintes, teljes faktorialis kisérleti tervet készitettem
Statistica 8 szoftver segitségével. Ezen tipust kisérleti terv az irodalmi adatok szerint széles
korben alkalmazott a kiilonboz6 optimalizacios feladatok elvégzéséhez. Mivel 2 faktort
vizsgaltam 3 szinten, ez 3% = 9 db kisérlet elvégzését jelentette, amihez hozzdadodott még 2
db ismétlés a terv kdzéppontjaban, ami a mérések szorasanak becsiilhetdségéhez jarult hozza,
igy ez Osszesen 11 kisérlet elvégzését jelentette (5.1-1. tablazat). Az egyes fermentacidkat
véletlenszerli sorrendben, 48 ordig futtattam (5.1-2. dbra), majd a keletkezett biogazt
gazkromatografias modszerrel analizaltam, végiil a kapott eredményt statisztikai alapon
kiértékeltem. A rendszer optimalizalasahoz csakis a statisztikailag szignifikans hatotényezok

a fontosak, mivel ezek hatarozzak meg a lejatszodo folyamat adott szempontua viselkedését.

50 -
’Q 40 ® * ®
g
o 30 1 TS IS IS
S
3 20 4 TS IS IS
QO
8
¥ 10 4
O T T T T 1
50 60 70 80 90 100

Homérséklet (°C)

5.1-1. abra 3% kisérleti terv a termikus elékezelés paraméterinek (elékezelési id és
hémérseklet) hatdsanak vizsgalatara
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5.1-1. Tablazat. A kisérleti tervben szerepld valtozok és kodolasuk

Kodolt értékek
Valtozok 110 1

X1 — Hoémérséklet (°C) | 70 | 80 | 90

X, — Kezelési 1d6 (perc) | 20 | 30 | 40

5.1-2. Tablazat A 3% kisérleti terv matrix (az elvégzends kisérleti beallitasok)

Kisérlet szama Homérséklet (°C) Kezelési id6 (perc)
1 -1 -1
2 -1 1
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 1 -1
7 1 1
8 -1 0
9 0 -1
10 0 1
11 1 0

Az 5.1-2. tablazatban lathato kisérleti beallitasokhoz tartozo fermentaciok profiljat az 5.1-2.

abra reprezentalja, ahol a keletezett gdzok 6ssznyomasa lathato az id6 fiiggvényében.

20



200 -

180

160

140 -
470 0C, 20 perc
M 70 oC, 40 perc

- 120 - A 80 0oC, 30 perc

% W80 oC, 30 perc

N

8 100 - ' 80 oC, 30 perc
g © 90 oC, 20 perc
>

Z W90 oC, 40 perc

=70 oC, 30 perc
—80 oC, 20 perc
480 0oC, 40 perc
A 900C, 30 perc

T T T T 1

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
1d6 (perc)

5.1-2.abra A kiulonbozo kisérleti beallitasok melletti fermentacios lefutasok

A gorbékbdl jol latszik, hogy az adott kisérleti beallitas fiiggvényében az elérhetd 6ssznyomas
értékek egy viszonylag széles skalan mozogtak. Az 5.1-2. dbran bemutatott kisérletek soran
detektalhatdé mennyiségi metant nem tapasztaltam, tehat a termikus eldkezelés ebbdl a
szempontbol minden esetben megfelelének bizonyult. A kapott eredményeket — a fermentacid
soran keletkezett 0ssznyomas illetve a kromatografias gazanalizis figyelembevételével — az

5.1-3. és 5.1-4. tablazat szemlélteti:
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5.1-3. Tablazat A fermentéciok soran kapott 6sszgdznyomasok, az egyes injektalt mintakban
mért H, (uL/mL)/ [CO2 (uL/mL) + H, (uL/mL)] aranyok, s az ezekbdl szamolt H, és CO;

gazok parcialis nyomasa

egyes injektalt
mintakban mért
H, (uL/mL)/
[CO2 (uL/mL) + Hy (uL/mL)]
Ossznyomas [hPa] aranyok H, [hPa] | CO, [hPa]

1 156 0,707 110 46
2 129 0,6 77 52
3 151 0,425 64 87
4 180 0,765 138 42
5 148 0,437 65 83
6 101 0,091 9 92
7 111 0,07 8 103
8 158 0,641 101 57
9 166 0,591 98 68
10 186 0,392 73 113
11 103 0,077 8 95

Az 5.1-3. tablazatban lathato adatokbdl szamoltam, hogy az egyes kisérleti pontokhoz

mekkora hidrogénhozam tartozik.

A hidrogénhozam szamitasanak részletes menete egy példan keresztiil bemutatva:

V=450 ml=4,5* 10" m® (a reaktorban 1év0 szabad gaztérfogat)

R =8,314 J/mol K (egyetemes géazallando)

T =310 K (37 °C —on zajlott a fermentécid)

ps = 156 hPa = 15600 Pa (70 °C-on, 20 percig tarto elokezelés soran keletkez6 6ssznyomas)

Ezen adatokbdl az idedlis gaztorvény alapjan szamithaté a keletkezett gaz Osszes

anyagmennyisége (ng):

p6V = n()RT
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ns = 2,72* 10" mol = 2,72 mmol

Azon feltételezéssel, hogy a fermentacio soran a H, és CO; keletkezése a meghatarozo,
vagyis a tobbi gaz képzddése ezekhez mérten elhanyagolhatd, a gaztér analizis adataibol (5.1
3. tablazat) szamithatd az egyes gazok parcialis anyagmennyiségei (ny2, Nco2). A gazminta Hy
és CO, tartalma alapjan (70 °C, 20 perc eldkezelés esetén) a (Ho/Ho+CO,) ardny 0,707, vagyis
a keletkezett gaz H; tartalma 70,7%, mig a CO, tartalma (1-0,707) *100 = 0,293 * 100, vagyis
29,3%.

A H; parcialis anyagmennyiségének (ny2): N2 = N * 0,707

2,72 mmol * 0,707 = 1,92 mmol H,

A Hzhozamot a keményitére (beadott szubsztratra) vonatkoztattam:
A rendszerhez adagolt keményit6 koncentracidja:
5g— 1000 mL
x g — 50 mL

x=0,25¢

Tehat a szamitott H, hozam: 1,92 mmol H»/0,25 g keményité = 7,68 mmol Hy/g keményitd
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5.1-4.Téblazat A kapott hidrogénhozam értékei tdblazatban 6sszefoglalva

Homérséklet Kezelési id6
[°C] [perc] H, [mol] H, [mmol] mmol H,/g keményitd
70,0 20,00 0,001921 1,9205 7,68
70,0 30,00 0,001763 1,7634 7,05
70,0 40,00 0,001344 1,3444 5,38
80,0 20,00 0,001711 1,7111 6,84
80,0 30,00 0,001117 1,11/4 4,47
80,0 30,00 0,002409 2,4095 9,64
80,0 30,00 0,001135 1,1349 4,54
80,0 40,00 0,001275 1,2746 5,10
90,0 20,00 0,000157 0,1571 0,63
90,0 30,00 0,000140 0,1397 0,56
90,0 40,00 0,000140 0,1397 0,56

Az egyes kisérleti beéllitdisokhoz szdmolt hidrogénhozamok értékeinek ismeretében
Statistica 8 segitségével, statisztikai alapon (varianciaanalizis — ANOVA) értékeltem ki a 32
kisérleti tervet, a termikus el6kezelés homérsékletének és idejének hidrogénhozamra

vonatkoz6 hatasat. Az eredményeket az 5.1-5. tablazat tartalmazza.

5.1-5. Tablazat — Az egyes faktorok hatédsai a hidrogénhozamra

Faktor Szignifikancia («)
Homérséklet 0,018
Kezelési id6 0,679
Homérséklet x Kezelési id6 0,579

Az ANOVA szerint azon valtozok hatédsai tekinthetOk statisztikailag szignifikansnak
(vagyis nem a véletlenbdl adodonak), melyek szignifikancia értékei (o) teljesitik az «<0,05
kritériumot. Igy az 5.1-5 tablazat adatai alapjan megallapithato, hogy a vizsgalt faktorok
(elokezelési homérséklet €s 1d0) koziil a hdmérseklet a szignifikdns hatdtényezd, vagyis ez az

egyetlen kulcsvaltozo, mely meghatarozza az elérhet6 hidrogénhozam értékét. A statisztikai
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kiértékelés szerint a kezelési 1d6 ugyan nem hat szignifikdnsan, de az eredmények alapjan
célszerli azt csokkenteni, mert hatdsdnak irdnya szerint a rovidebb kezelési id6 némiképp
magasabb hidrogénhozammal pérosulhat. Ez magyarazhat6 azzal, hogy adott héfokon a
kezelési id6 novelése a hidrogéntermeld mikroorganizmusok szaporodasara is negativ hatassal
lehet, vagyis bar a hidrogén-fogyasztd baktériumokkal 0Osszehasonlitdsban sokkal
ellenallobbak, az elhuzddd eldkezeléssel (a kedvezdtlen kornyezeti feltételek hosszabb
fennallasaval) ezen szervezetek aktivitasa is csokkenhet. A kisérleti terv kiértékelésének

eredménye grafikusan az 5.1-3. 4bran lathato, mely feliilet az alabbi modell segitségével

kerult illesztésre:
y = b11Xa? + bpoXo® + biXy + boXy + by XoXo + Yo

ahol y a valaszvaltozo (H, hozam); Xi% és X2 a fiiggetlen valtozok (hémérséklet, kezelési id8)
négyzetes hatasai; X; és X; a fliggetlen valtozok linedris hatdsai; X;X; a fiiggetlen valtozok
kolcsonhatasa; byy és by, négyzetes, by és by linearis, mig by, kdlcsonhatas egyiitthatd; Yo

pedig az ordinata metszet.
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5.1-3. abra Az eldkezelési hdmérséklet és id6 hatasa a hidrogénhozamra
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A 5.1-3. é4bra szinskédldja a kiilonb6zo elokezelési koriilmények kozott eltérd
hidrogénhozamot szemlélteti, melynek alapjan szemmel is lathatd, hogy a hdmérséklet
szerepe sokkal jelentésebb az eldkezelési id6hoz mérten. Amint megfigyelhetd, a 90 °C —on
végzett elokezelések esetén rendkiviil alacsony hidrogénhozam érték volt jellemz6. Ez azzal
magyarazhat6, hogy ilyen magas homérsékleten a sporaforméaval nem rendelkez6 metanogén
baktériumokon kiviil mar a spéraforméval rendelkezé hidrogéntermelé mikroorganizmusok
bizonyos hdnyada is elpusztult, eliminalddott a rendszerbdl. Tehat megallapithatd, hogy ilyen
magas homérsékleti értéken sem célszerl elokezelést végezni.

Az abra alapjan a termikus eldkezelés optimuma — ahol a metanogén mikrobak
hatékony visszaszoritdsa a legnagyobb hidrogén hozammal parosul — 70 °C, 20 percben

allapithaté meg.
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5.2 A termikus eldkezelés optimumanak validalasa

A 70 °C, 20 perc, mint optimalisnak megéllapitott termikus el6kezelési paraméterek
validalasa érdekében kiegészitd kisérleteket végeztem (5.2-1 dbra). Vagyis ezen kisérletekkel
az volt a célom, hogy az el6zéleg meghatarozott optimalis hémérséklet és kezelési i1dd
kombinaciojanak hitelességét alatdmasszam. Ezen mérésekben az el6kezelési homérséklet és
1d6 tovabb csokkentésének hatasat vizsgaltam.

Elsoként a homérsékletet csokkentettem 60 °C- ra, majd ezen a homérsékleten is
elvégezetem a legalacsonyabb (20 perc)-, a legmagasabb (40 perc)-, valamint a kézépértéken
(30 perc) az anaerob rothasztobdl szarmazd mezofil iszap termikus eldkezelését. Ezt kdvetden
70 °C-on, a kezelési id6 csokkentésével (10 és 15 perc) tartd elokezelést végeztem, hiszen a
3% kisérleti terv statisztikai kiértékelése azt mutatta, hogy a kezelési id6 csokkentése pozitivan

hathat a hidrogénhozamra (5.2-3. abra).
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5.2-1. abra. A validalasi kisérleti beallitasok
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Az 5 elvégzett kisérlet lefutasat az 5.2-2. abra demonstralja:
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50 - . A 60 0C, 40 perc
/ i 70 0oC, 10 perc
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5.2-2. 4dbra -A fermentacidk soran kapott gazképzodési gorbék

Az 5.2-2. diagramon lathato, hogy a képzOodott Ossznyomasok értékei nagysagrendileg

megegyeznek az 5.2-3. tablazatban megadott 11 kisérlet elvégzése soran kapott értékekkel.

Ezt kovetden a fermentor gazterének Osszetételét gazkromatografias modszerrel analizaltam,
majd szamolassal meghatiroztam az egyes gadzok hozamat. A szdmolds menetét az 5.1.
fejezetben leirtakkal analog modon végeztem. A kapott eredményeket az 5.2-1. tablazat

foglalja 0ssze:
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5.2-1. Tablazat A validalasi kisérletek soran kapott gdzhozamok

Kisérleti Ossznyomas H, mmol H,/g CH, mmol CH,/g
koriilmények [hPa] [mmol] keményitd [mmol] keményitd
60 °C, 20 perc 212 - - 2,3969 9,5875
60 °C, 30 perc 150 - - 1,1080 4,4322
60 °C, 40 perc 180 - - 0,6069 2,4279
70 °C, 10 perc 168 - - 0,8676 3,4703
70 °C, 15 perc 167 0,383 1,533 - -

Az 5.2-1. tablazat adatai alapjan kijelenthetd, hogy 60 °C-on, 20-40 perces ideig
illetve 70 °C-on, 10 percig tartd elokezelési miivelet mar nem volt alkalmas az iszap
megfeleld kondicionélasara, a hidrogéntermeldok megfeleld szelektalasara a beoltd iszapbol,
mivel ilyen koriilmények kozott hidrogéntermelést nem, csupan metan és szén-dioxid
keletkezést tapasztaltam.

A 70 °C-on 15 percig torténd elokezelés volt az egyetlen beallitas, melynek soran nem
volt mérhetd metan mennyiség a rendszerben, vagyis ez alkalmas lehetne termikus
elokezelésre. Azonban ahogy lathaté, az 5.1.5. a statisztikai kiértékelésnél kapott
hidrogénhozamok értékétél ez jocskan elmarad (relativ alacsonyabb hidrogén hozam),
masrészt annak érdekében, hogy az elokezelés sikerességét minél inkdbb biztositsuk nem
célszerli ezen hatarbedllitas mellett dolgozni. Ezek alapjan elmondhato, hogy optimalis
elokezelési érteknek a 20 perc tekinthetd, mivel bizonytalan lenne a 15 perces elokezelési id6t
vélasztani. Tovabba, megéllapithat6 az is, hogy az el6kezelési hémérséklet 70 °C-rol 60 °C-ra
tortend csokkentése mar nem hatékony, mar nem elegendd a metanogén baktériumok
eliminalasara. Ezek alapjan tehat megerdsitést nyert, hogy a 32 kisérleti terv kiértékelése altal
meghatarozott hémérséklet (70 °C) és kezelési idé (20 perc) értékek valoban a termikus

elékezelés optimumanak tekinthetdk az altalam alkalmazott beolto iszap esetében.
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5.3 A hidrogénhozam ndvelési lehetdségének vizsgalata a keményitd- és €lesztokivonat

koncentracid valtoztatasaval

Ezen kisérleteket azon célbol végeztem, hogy megvizsgaljam vajon a szubsztratként
hasznalt keményit6-, valamint a kiegészitd nitrogén és nyomelem forrasként alkalmazott
Ezen kisérletekben mar az optimalisan (70 °C, 20 perc) el6kezelt iszapot alkalmaztam
inokulumként, s az egyes valtozok hatasanak kimutatdsira egy 2-szintes, teljes faktoridlis
kisérleti tervet allitottam Ossze (5.3-1. tablazat). Ezen tipusu kisérleti terv — a termikus
elokezelés vizsgalata soran alkalmazott 3-szintes tervvel ellentétben — nem alkalmas
négyzetes hatasok kimutatasara, vizsgalatara, azonban a kapott mérési eredmények
varianciaanalizissel torténd kiértékelésével a szignifikdns hatotényezok és azok hatasanak
iranyai azonosithatok, vagyis megvalaszolhaté az a kérdés, hogy adott faktor szintértékének
valtoztatdsa (csOkkentése vagy novelése) pozitivan vagy negativan hat az adott valasz
valtozora, jelen esetben a hidrogénhozamra. A vonatkoz6 kisérleteket az 5.3-2. tdblazatban ¢és

az 5.3-1. abran tuntettem fel.

5.3-1. Tablazat A 22 kisérleti terv soran alkalmazott valtozok és kodolasuk

Kodolt értékek
Valtozok -1 0 1

X1 — Keményit6 oldat koncentracioé [g/L] | 5 6,5 | 8

X, — Eleszt6kivonat koncentracio [g/L] 1 2 3
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5.3-2. Tablazat A 2% kisérleti terv matrix (az elvégzendo kisérleti beallitasok)

Kisérlet Eleszt6kivonat konc. Keményitd konc.
szama [o/L] [o/L]
1 -1 -1
2 -1 1
3 0 0
4 1 -1
5 1 1
8 - L 2
2
8
E
5
Q -
2 37 L 2
)
d,;"
5
£ 54 ® 2
M
4 I I I 1
0 1 2 3 4
Eleszt&kivonat koncentracio
(gL

5.3-1. dbra A keményitd- és élesztOkivonat hatdsanak vizsgalatara szolgalo kisérleti terv
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A fermentaciok idébeli lefutasa az 5.3-2. abran lathato.
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5.3-2. abra A palackokban keletkezett 6ssznyomas

Az 5.3-2. tablazatban megadott mérések mellett, ahogy az 5.3-2. abran is lathato,
elvégeztem egy olyan kisérletet is, melynél sem élesztékivonatot, sem keményitdt nem adtam
a fermentléhez. Ezen kisérletet azon okbol végeztem el, mert érdekelt, hogy a szénforrasoktdl,
valamint a kiegészitd tapanyagoktél mentes beoltd iszapban 1évé baktériumok milyen
aktivitassal rendelkeznek, valamint termelnek-e hidrogént. Ezt a kisérletet az 5.3-2. abra
narancssarga gorbéje reprezentdlja, s megallapithatd, hogy ezen esetben minimalis
gazképzodés tortént. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy megfeleld tdpanyagok nélkiil nincs

baktériumszaporodas és ezzel egylitt nem tapasztalhato jelentds mennyiségli gazképzddés

sem.
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5.3-3. Tablazat A 2% kisérleti terv soran nyert adatok

Kisérleti | Ossznyomas H, H,
beallitas [hPa] H,/CO, arany | [mol] |[mmol] | mmol H,/g keményité
1 187 0,1667  |0,000544 | 0,5441 2,177
2 320 0,2118  |0,001183| 1,1834 2,959
3 285 0,1948  |0,000918| 0,9183 2,826
4 270 0,1250  |0,000622 | 0,6220 2,488
5 380 0,2256  |0,001496 | 1,4967 3,742

A 5.3-3. tablazatbol jol latszik, hogy a legmagasabb hidrogénhozam, ahhoz a
adtam. A legalacsonyabb hidrogénhozam, pedig a legkisebb koncentracidban adott kiegészitd
tapanyagokat tartalmazé kisérlethez tartozott. Fontos megjegyezni, hogy ezen kisérleteket a
termikus eldkezelésre vonatkozo mérésekhez mérten mintegy két héttel késobb végeztem el.
Ezért feltételezhetd, hogy az abszolut értékben relative alacsonyabb Hj-hozamok elsddleges
okdnak a 4 °C- on tarolt iszapban lévé mikrobakonzorcium aktivitdsdnak csokkenése
tekinthetd.

crer

kiértékelésével kapott szignifikancia értékeket az 5.3-4. tablazat tartalmazza.

5.3-4. Tablazat Az egyes faktorok hatdsai a hidrogénképzddésre

Faktor Szignifikancia szint («)

Elesztékivonat koncentracio 0,0163
Keményitd koncentracio 0,0087

Elesztékivonat x Keményitd 0,0377

A statisztikai  kiértékelés eredményeként elmondhatd, hogy mindkét valtozd az
¢lesztékivonat-, és a keményitdoldat koncentracioja is, valamint a két tényez6 kereszthatasa is
szignifikansan («<0,05) hatnak a rendszerre. Ennek grafikus interpretalasa az 5.3-3.abran

lathatd, amely feliilet az alabbi modell alapjan késziilt:
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y=b1X1 + baXo + b12X1 X2 + Yo

ahol y a valaszvaltozo (H, hozam); X; és X, a fiiggetlen valtozok (élesztOkivonat- és

keményité koncentracio) linearis hatasai; X;X; a fiiggetlen valtozok kolcsonhatasa; by és b,

linearis, mig by, kdlcsonhatas egyiitthatd; Yo pedig az ordinata metszet.

(Oy AUDWOY B A o) wezol |

5.3-3. abra Az élesztékivonat- és keményitd koncentracio hatasa a Ho-hozamra

Az 5.3-3. dbran egyiitt lathatdé a keményit- és az éleszt6kivonat koncentracidé hatdsa a
hidrogénhozamra, s megallapithato,

hogy a magasabb koncentraciok szignifikdnsan
pozitivabb hatassal vannak a hozam értékére, igy ezen faktorok optimalizalasan keresztiil a
biohidrogén fermentacio hatékonysaga jelentdsen javithato.
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6. Osszefoglalas

Munkam soran a Palhalmai Agrospecidl Mezdgazdasagi Termeld, Ertékesité és
Szolgaltatdo Kft. anaerob rothaszt6jabol szarmazo iszap termikus eldkezelését-, az eldkezelést
befolyasol6 faktorokat, valamint azok hidrogénhozamra gyakorolt hatasat vizsgaltam.

Az elvégzett kisérletek eredménye alapjan elmondhat6, hogy a 70 °C-on végzett, 20
percig tartd termikus elékezelési modszer optimalis a hidrogéntermelés szempontjabol karos
metanogén baktériumok eliminalasara, s maximalis hidrogénhozam elérésére.

Az elokezelési optimum validalasa érdekében a homérsékleti és elokezelési 1d6 skalan
Kiterjesztett vizsgalatokat is végeztem, s ezen kisérleti eredmények megerdsitették a termikus
elokezelés optimumara vonatkozé eredményeket.

Tovabbi kisérletekkel — az optimalisan eldkezelt beoltd iszap alkalmazasaval —
kimutattam, hogy a fermentl¢ Osszetételében meghatirozd szerepet jatszé keményitd- és
¢lesztOkivonat koncentracio valtoztatasaval az elérheté hidrogénhozam értéke jelentdsen
novelhetd, vagyis ez egy potencidlis lehetdség a biohidrogén termelés hatékonysaganak

fokozasara.
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Clarity - Chromatography SW
University of Pannonia, BME
www.uni-pannon.hu

Calibration  : biohidrogen20120920 By : bme admin
Description :

Created 1 2012.09.20. 10:43:23 Modified : 2012.11.21. 15:03:55
Calculation : ESTD Mode : Calibrate
Calibrate : Automatic Recalibration Type : Average
Change Response : Enable Weight 1 0,25
Update Reten. Time : Enable Search Criteria : 0,00%
Default Injected Volume  : Not Used

Calibration Summary Table (ESTD - biohidrogen20120920 - Signal 1)

Left Right Resp.
Used Compound Name Reten.Time| Window | Window [ Peak Type|Peak Color LOD LOQ RB Factor
E hidrogen 0,937 0,200 0,200:0rdnr 0,000 0,000:A 0,0000
E oxigen 1,270 0,200 0,200:Ordnr 0,000 0,000:A 0,0000
@ nitrogen 1,503 0,200 0,200:0rdnr - 0,000 0,000:A 0,0000
E metan 2,703 0,200 0,200:Ordnr 0,000 0,000:A 0,0000
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hidrogen - Signal 1 - 0,937 min.
Response Amount Resp. Rec | Used
Factor No.
Peak Type : Ordnr 1 1,1550 10,0000 8,6580 11 4
2 3,6310 40,0000; 11,0162 11 [=]
Left Window : 0,2min 3 5,9170 80,0000 13,5204 1i [=]
4 71770 100,0000 13,9334 1 @
Right Window : 0,2 min 5 0,0000 0,0000: 0,0000 11 [
6 0,0000 0,0000 0,0000 1i [=]
Response Base . Area 7 0,0000 0,0000 0,0000 1 E
8 0,0000 0,0000 0,0000 1 [E
Curve Fit Type Linear 9 0,0000 0,0000 0,0000 11 [=]
10 0,0000 0,0000;  0,0000 11 [
Zero Type : Curve from Zero 11 0,0000 0,0000 0,0000 1 @
12 0,0000 0,0000 0,0000 11 [
Weighting Method None 13 0,0000 0,0000 0,0000 11 [=]
14 0,0000 0,0000;  0,0000 11 [
Subst. Equation © Y = 0,07447%X 15 0,0000 0,0000:  0,0000 11 [
16 0,0000 0,0000 0,0000 1i [=]
Correlation Coef.  : 0,9956113 17 0,0000 0,0000: 0,0000 11 [
18 0,0000 0,0000;  0,0000 11 ]
Residuum : 0,36558 [mV.s] 19 0,0000 0,0000 0,0000 11 [=]
20 0,0000 0,0000;  0,0000 11 [
BL 0,0000 Blank 0,0000 1 @
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oxigen - Signal 1 - 1,27 min.
Response Amount Resp. Rec | Used
Factor No.
Peak Type : Ordnr 1 67,2180 20,0000 0,2975 11 4
2 369,4160 100,0000 0,2707 1i [
Left Window 1 0,2 min 3 698,1590 200,0000 0,2865 1i [=]
4 1282,3510 0,0000 0,0000 1 @
Right Window : 0,2min 5 0,0000 0,0000:  0,0000 11 [
6 0,0000 0,0000 0,0000 1i [=]
Response Base . Area 7 0,0000 0,0000 0,0000 1 E
8 0,0000 0,0000 0,0000 1 [E
Curve Fit Type Linear 9 0,0000 0,0000 0,0000 11 ]
10 0,0000 0,0000!  0,0000 1 4
Zero Type : Curve from Zero 11 0,0000 0,0000 0,0000 1 @
12 0,0000 0,0000 0,0000 11 [
Weighting Method None 13 0,0000 0,0000 0,0000 11 [=]
14 0,0000 0,0000i  0,0000 1 [
Subst. Equation : Y = 3,53011%X 15 0,0000 0,0000;  0,0000 11 [
16 0,0000 0,0000 0,0000 1i [=]
Correlation Coef. @ 0,9992925 17 0,0000 0,0000;  0,0000 11 [
18 0,0000 0,0000:  0,0000 1 [
Residuum : 9,25208 [mV.s] 19 0,0000 0,0000:  0,0000 1: [=]
20 0,0000 0,0000:  0,0000 1 4
BL 0,0000 Blank 0,0000 1 @
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nitrogen - Signal 1 - 1,503 min.
Response Amount Resp. Rec | Used
Factor No.
Peak Type : Ordnr 1 260,0180 80,0000 0,3077 11 4
2 1377,7430 400,0000 0,2903 11 [=]
Left Window : 0,2 min 3 2563,2840 800,0000 0,3121 1i [=]
4 0,0000 0,0000 0,0000 11 [<]
Right Window : 0,2min 5 0,0000 0,0000:  0,0000 11 [
6 0,0000 0,0000 0,0000 1i [=]
Response Base : Area 7 0,0000 0,0000 0,0000 1 E
8 0,0000 0,0000 0,0000 11 [
Curve Fit Type Linear 9 0,0000 0,0000 0,0000 1i [=]
10 0,0000 0,0000 0,0000 11 [=]
Zero Type : Curve from Zero 11 0,0000 0,0000 0,0000 1 @
12 0,0000 0,0000 0,0000 11 [
Weighting Method None 13 0,0000 0,0000 0,0000 1 E
14 0,0000 0,0000 0,0000 1 [€]
Subst. Equation DY = 3,25214%X 15 0,0000 0,0000:  0,0000 11 [
16 0,0000 0,0000 0,0000 1i [=]
Correlation Coef.  : 0,9989845 17 0,0000 0,0000: 0,0000 11 [
18 0,0000 0,0000 0,0000 1 [
Residuum : 42,97774 [mV.s] 19 0,0000 0,0000:  0,0000 e
20 0,0000 0,0000 0,0000 1i [=]
BL 0,0000 Blank 0,0000 11 4
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metan - Signal 1 - 2,703 min.
Response Amount Resp. Rec | Used
Factor No.
Peak Type : Ordnr 1 40,0000 142,2090 3,5552 11 4
2 80,0000 258,8680 3,2359 11 [=]
Left Window : 0,2 min 3 200,0000 585,4760 2,9274 1 E
4 0,0000 0,0000 0,0000 0 [
Right Window : 0,2 min 5 0,0000 0,0000:  0,0000 0: [
6 0,0000 0,0000 0,0000 0: [=]
Response Base 1 Area 7 0,0000 0,0000 0,0000 0: [
8 0,0000 0,0000 0,0000 0 [=]
Curve Fit Type Linear 9 0,0000 0,0000 0,0000 0: [
10 0,0000 0,0000 0,0000 0! [
Zero Type : Curve from Zero 11 0,0000 0,0000 0,0000 0: [x]
12 0,0000 0,0000 0,0000 0 []
Weighting Method None 13 0,0000 0,0000 0,0000 0: [
14 0,0000 0,0000 0,0000 0 [
Subst. Equation : Y = 0,33369*X 15 0,0000 0,0000:  0,0000 0i 4
16 0,0000 0,0000 0,0000 0: [=]
Correlation Coef. 1 0,9991462 17 0,0000 0,0000 0,0000 0: [
18 0,0000 0,0000 0,0000 0i [=]
Residuum 5,42549 [mV.s] 19 0,0000 0,0000:  0,0000 0: [
20 0,0000 0,0000 0,0000 0 [
BL 0,0000 Blank 0,0000 0 []
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