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1. Bevezetés

Napjainkban az emberiség igen felgyorsult itemben termeli ki és hasznositja a Fold
fosszilis energiaforrasait. Ezen tizelGanyagok elégetésekor kilonb6z46 liveghazhatdsu gazok
kerlilnek kibocsajtasra a légtérbe (a legfontosabb a CO,), melyek hatdsara emelkedik a fold
kozéphGmérséklete. Természetesen az Gveghdzhatds nélkiilozhetetlen az élet kialakuldsahoz
illetve fennmaradasahoz, azonban ennek mértékét és emiatt a hGmérsékletnovekedést is, az
antropogén behatdsok az elmult korilbelil egy évszdzadban abnormalisan megndvelték. Az
IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change — Eghajlat-vdltozdsi Kormdnykézi Testiilet)
2007-es kozleménye szerint, 1905 és 2005 kozott ez az emelkedés 0,78 + 0,18 °C volt
("Summary for Policymakers” - Climate Change 2007), melynek mar napjainkban is vannak
érezhetd hatasai. llyen példaul az El Nifio jelenség gyakoribb és pusztitébb esetei, a
gleccserek és a sarki jégsapkak olvaddsa, az 6cednok savassaganak és szintjének emelkedése,
szamtalan allat illetve novényfaj él6helyének beszlikilése. Azonban még ezek a jelentds
problémak is eltorpiilnek a jovGbeliektdl, ugyanis hasonld litem mellett 2100-ra elérhetjiik a
+6 °C -os hoémérsékletemelkedést, amely beldthatatlan kornyezeti és tarsadalmi
katasztréfakat okozna (,,Climate change 2001: Impacts, adaptation, and vulnerability”. Figure
SPM-2: Reasons for concern about projected climate change impact.)

Amellett, hogy a fosszilis energiahordozék a kornyezetet ilyen sulyosan karositjak,
nem nyujtanak hosszU tavu megoldast a Fold népességének robbandsszerlen noévekedd
energiaigényére. Ez 2008-ban 474 EJ volt, melynek 80-90%-a szarmazott fosszilis
tlzel6anyagokbdl. A kéolaj napi felhasznalasa 2009-ben 84 millid hordé volt, a szamitasok
szerint 2057-re ilyen Utemd{ kitermelés mellett teljesen kimerilnek a tartalékok (BP
Statistical Review of World Energy 2010).

A nukledris energia hasznositasa lehetne esetleg megoldas, azonban a
hasaddéanyagok készlete sem végtelen, a radioaktiv hulladékok elhelyezése problémas,
illetve a balesetek kockazata sem elhanyagolhaté. A jév6ében valészinlleg a magfizids
er6mivek fognak nagy szerepet kapni, hiszen elvileg dériasi mennyiségl koérnyezetbarat

energiat szolgaltatnak, karos mellékanyag nem keletkezik, alapanyaga egyszer( esetben a



hidrogén izotopjai, amely |ényegében kimerithetetlen mennyiségben all rendelkezésre. Ezek
technolégiai megvaldsitasa azonban jelentés akadalyokba Utkozik, ez okbél felhasznalasukra
a kozeljovében bizonyara nem kerdl sor (European Commission, Fusion Research 2007).

Ezzel szemben a megujuld energiaforrdsok megoldast jelenthetnek mind a jelen,
mind a jové energiaproblémai szamdra. Szamos technoldgia létezik ezek kiakndazdasara,
melyek kozul némelyik még egészen gyerekcip6ben jar, masok pedig mar szinte teljesen
kiforrtak (Renewables 2012 Global Status Report [Paris: REN21 Secretariat].). A lehetGségek
tarhaza igen széles, fliggben a természeti adottsagoktdl, egyes orszagoknak a napenergia,
masoknak a hullam, vagy arapaly energia lehet j6 valasztas. Magyarorszdg mez6gazdasagi
adottsagai kiilonosen jok, ezért biogdz elballitasra képes fermentorok létesitését jobban
kellene szorgalmazni.

A Megujuld Energia Hasznositasi Cselekvési Terv az Uj magyar energiapolitika fontos
alapdokumentuma, amelyet a magyar kormany 2010. december 22-i (ilésén targyalta meg,
és hagyta jova. A dokumentum a kilonb6z6 megujuld energiafajtdkra 2020-ig a kovetkezd

el6rejelzést adta:
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1. dbra - A Nemzeti Cselekvési Terv megujulé energiakra vonatkozé el6rejelzése



Az elGrejelzésben a biogaz a 7 megujuld energia kozil minddssze a 6. helyet foglalja
el, de jelentGsége a kornyezetvédelmi, és vidékfejlesztési jarulékos hozadékok miatt joval
nagyobb. A dokumentum alapjan sajnos elmondhatdé, hogy hazdnk messze nem fogja
kihasznalni a rendelkezésre all6 lehetGségeket biogdz fermentdcid terén. Az 1. abrdn
bemutatott diagramm raadasul félrevezetd, hiszen a “biomassza” jelzésl oszlopok, amelyek
alatt a szerz6k biomassza égetést értenek, valéjaban sok olyan biomasszat is tartalmaznak,
amelyet a biogdz technolégidban is lehet hasznositani.

Magyarorszagon 2010 év végén 17 mezGgazdasagi, allattartasi és élelmiszeripari
biogazlizem, 13 szennyviztisztitdéra és 8 kommunalis szemétleraké telepre épiil6 biogaziizem
m(ikodott. Az Uzemek dont6 tobbségében kapcsolt dram- és hétermelés folyik,
leggyakrabban gdzmotoros egységekkel, néhdny lizem pedig csupan hét termel. Ennél
hazankban megkozelit6leg husszor tobb lGizem létesitésére is volna lehetdség.

A biogdz technoldgia elterjedésének korlatai Magyarorszagon egy Osszetett
problémat képeznek, amelynek alkotéelemei szorosan 0Osszefliggnek egymassal.
Megoldasukhoz komplex, dllami finanszirozdsu pénzigyi—szabdlyozasi programok
szikségesek.

A kutatas-fejlesztésnek koszonhet6 a biogdz-technoldgia folyamatos fejlédése,
amelynek eredményei kell6 tamogatassal megvaldsithatéok a gyakorlatban is. Az
egylttmdkodés profitdlhatdsagara kitliné példa a SZTE Biotechnoldgia Tanszék kutatasi

eredményeit is integrald, idén tavasszal atadott Zoldforras Biogdz Erém(i létrejotte.



2. Irodalmi attekintés

A biogdz képzédéséhez vezet§ folyamat természetes uton is végbemegy mélyvizi
tengeroblokben, mocsarakban, és hulladéktarold telepeken is.

A megfelel6 kornyezetben Osszetett mikrobakozosségek alakulnak ki, tagjai
szintropikus kapcsolatban allnak egymassal. A résztvevé baktériumok anyagcseréje
osszefonddik egy folyamattd, ezt nevezzilk anaerob fermentdcidonak. A konzorcium a
tulélésre optimalizdlédott, a biogaz képzddés tulajdonképpen a rendszer mikodésének
mellékterméke (Dublein 2008).

Mesterséges beavatkozassal azonban a gazhozam mennyiségét, képzddésének
gyorsasagat, vagy metantartalmat képesek lehetiink nagymértékben novelni. A konzorcium
Osszetettsége miatt az intervencid kimenetelét azonban sokszor nehéz megjésolni. Az
anaerob lebontas igen Osszetett folyamat, tobb tucat mikroorganizmus faj vesz benne részt,
az anyagcsere utak elagazasai is igen sokfélék, ezeket teljes mértékben ma még nem
ismerjik. Az anaerob fermentacionak a harom kulcslépése mindenestre meghatarozé
(Weiland 2010). Az els6 |épés a hidrolizis, ebben a hidrolizalé mikroorganizmusok a komplex
szerves makromolekuldkat bontjik alkotéelemeivé exoenzimjeik segitségével. igy a celluldzt
a celluldzok, cukor mono- és oligomerekké hidrolizaljak, hasonléképpen a lipdzok a zsirokat
bontjak le rovidebb szénlancu zsirsavakkd, a protedzok pedig a fehérjéket daraboljak fel
aminosavaikra. Ezeket aztdan mar sajat maguk illetve a kornyezetiikben él6 mas
mikroorganizmusok is fel tudjdk hasznalni sajat anyagcsere folyamataikban, mikdzben
szerves savakat termelnek. Ezt acidogenezisnek hivjuk, és megkilonboztethetjik kilon
l[épésként is. A mdsodik, acetogenezis |épésben az acetogén baktériumok a hidrolizalé
mikroorganizmusok dltal fel nem haszndlt oligo- és monomereket, de f6ként a rengeteg illé
szerves savat acetatta és hidrogénné alakitjak tovabb. A harmadik |épés a metanogenezis, itt
a metanogének hasznositjdk az acetatot és a hidrogént, mikdzben szén-dioxid és metan
képzddik, vagyis biogaz keletkezik. Annak érdekében, hogy a biogaz fermentacid
technolégiat fejlessziik, a gazképz6dést maximalizaljuk, a mikrobioldgiai folyamatok

pontosabb megismerésére van sziikség. (Gerardi 2003).
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2. abra - Az anaerob fermentacio kulcslépései

A biogdz tehat az anaerob fermentacio folyamatanak eredményeképpen fejlédé gaz,
az egyik legigéretesebb megujuld energia. Osszetétele a felhaszndlt szubsztrattdl fiigg, 50-
70%-ban éghetd metant, 27-42%-ban széndioxidot, és 1-2%-ban egyéb gazokat, féként
kénhidrogént, vizg6zt és nitrogént tartalmaz. A képz6dddott gazt forrasa alapjan alapvetéen
haromféle csoportba oszthatjuk, az EU Biogas Barometer alapjan. Biogdz képzddik ipari és
kommundlis szennyvizek tisztitdsa soran, itt a begydjtés csak lehetGség, hiszen ezen Gizemek
f6 célja a szennyvizek megtisztitdsa. Hasonloképpen a szildrd hulladéklerakok esetében a
depdniagaz begyljtésére szintén adott a lehet6ség, sok helyen élnek is vele. Az Egyesilt
Kiralysagban, amely masodik az EU orszagai kozil a biogdz termelésében a depdniagaz
részesedése az éves biogaz 6sszmennyiségébdl 2009-ben tébb mint 90% volt: 1723,9 ktoe-
b6l 1474,4 ktoe szarmazott ebbdl a forrasbol (Biogas Barometer — Eurobserver 2010). A
harmadik csoport az egyéb forrasbdl szarmazd biogdz, itt a céltudatosan biogaz
termeltetésére szolgdld fermentortelepek mikodésére kel gondolni. A biogdz e fajtajanak
termelésében abszolut el6ljaré az EU-ban Németorszag. Az éves Osszes biogdz termelése
(2009-ben) 4213,4 ktoe volt, amelybdl 3561,2 ktoe szarmazott mez6gazdasagi alapanyagokat
hasznosité fermentorok miikodésébdl, koszonhetSen a 10 év alatt 139-rél, 6sszesen 7000-re
emelkedett biogaztelepek oridsi szamanak (Fachverband Biogas e.V.).

Osszehasonlitasképpen Magyarorszagon abban az évben 30 ktoe biogézt termeltek a Biogas




Barometer statisztikdi szerint, ami a 16. helyet jelenti az EU orszagai kozll. Azon orszagok
soraba, ahol az egyéb kategdridba tartozd szubsztrat forrdsok teszik ki az Osszes biogaz
termelés nagyrészét, még Hollandia, Ausztria, Csehorszég, Belgium és Dania, tartozik. Ezen
allamok — és legf6képpen Németorszag, szabalyozasi-tamogatdsi rendszerét volna érdemes
Magyarorszagnak is részletesebben tanulmanyozni.

Ezek a biogdz fermentorok tobbnyire az élelmiszer-gazdasagban és a kommunalis
szféraban képzddott hulladékot hasznaljak alapanyagként: szalmds-és higtragyat,
novénytermesztési melléktermékeket (gylimolcsnyesedék, gabonaszalma). Emellett magas
nedvességtartalmuk miatt j6 szubsztratumok a silékukorica, a cukorrépa, az élelmezési, vagy
takarmanyozasi célra nem felhasznalhatd novényi részek. Léteznek tudatosan erre a célra
termesztett energiandvények, ezek kozil a C4-es fotoszintézist folytatd lagyszaruak
kiemelend6k (energiafl, energiandd), melyek nagy energiatartalommal rendelkeznek,
ugyanakkor termesztési koltségiik a legalacsonyabb. A kofermentacid, vagyis a kilonbozé
biomasszdk keverése (tragya, novényi biomassza, csatornaiszap) és ezek egyittes
fermentacidja sokszor a legeredményesebb (Reeve 1992).

Ha az Uzemet Ugy tervezziik, hogy néhdany gazdasagi kritérium is megvaldsuljon
(példaul olyan alapanyagokat hasznaljunk fel, amelyek helyben allnak rendelkezésre), akkor
az eddig csak gondot jelenté hulladékok illetve melléktermékek feldolgozasanak olyan
kornyezetbarat modjat valdsithatjuk meg, amely nemcsak annyi bioenergiat termel, amennyi
sajat m(ikodéséhez elég, hanem még tobbet is, ezaltal jelentés anyagi forrassa, vagy
megtakaritassa valhat (Fogarassy 2007).

A keletkez6 termékek sokoldalu felhaszndlasa lehetséges. Legféképpen a biogdzt
hasznosithatjuk kdzvetlendl, vagy tisztitas utan flitésre, hiitésre, gdzmotorok meghajtdsara,
vagy barmely olyan technoldgidban, amely foldgazt vagy PB gazt hasznal. Atalakithatjuk
elektromos aramma sajat fogyasztas céljabdl, illetve értékesitésre, mivel az MVM (Magyar
Villamos Mdvek Zrt.) ezt hatdsagi dron atveszi, ha a megfeleld kritériumoknak eleget tesziink
[389/2007. (XII. 23.) Korm. rendelet]. Emellett a visszamaradt biomasszat biotragyaként
hasznosithatjuk, amely joval értékesebb a felhasznalt szerves tragyanal. Dusithatjuk is a
biotragyat, igy akar ezt is értékesithetjik viragféldként, illetve humuszképzé anyagként,
példdul biogazddlkoddsok részére. A biogdz tisztitdsa utan fennmaradd CO,-ot pedig

uveghazakban hasznalhatjuk fel (Bai et al., 2007).



A képz6dott biogdz széndioxidtdl vald megtisztitasa utdn mar biometanrdl
beszélhetiink, amely tulajdonképpen megegyezik a foldgdzzal; kivéve néhdany nyomokban
el6forduld elemet, amelyet csak laboratériumi korilmények kdzott lehet kimutatni, tehat az
eltérés elhanyagolhatd (Martensson 2007). A biometan betapldlhaté a mar meglévd foldgaz
haldzatba, illetve felhasznalhatd gépjarmivekben biolizemanyagként.

Azokban a biogdz fermentorokban, ahol a f6 alapanyag névényi biomassza a celluldz
adja a bevitt szubsztratum jelent6s hanyadat. A celluléz Foldink legnagyobb témegben
el6forduld bio-makromolekuldja, ugyanis a novényi sejtfal f6 alkotéeleme. Egyik legGsibb
kulturnévénylinknek, a gyapotnak a maghdzat burkold finom szérzete, a természetben
legnagyobb tisztasdgban el6forduld celluldzforrds; mintegy 90%-at teszi ki ez az igen stabil
szerkezetli polimer (Leppanen et al. 2009). A bel6le készilt pamut az emberiség
torténetében nagyon fontos szerepet jatszik, tobb ezer éve haszndljuk ruhakészités
alapanyagaként. Napjainkban a celluléz felhasznaldsi kore még inkdbb kiszélesedett. A
celluldzt tobb, mint szazotven éve izolaltak el6szor; szerkezetét, tulajdonsagait azota is sokan

kutatjak, de a felfedezéseknek még mindig nincs vége.

10



Cellulose
microfibrils in a
plant cell wall

Cell wall

Microfibril

OH CH,OH “oH ’v
CH,OH _."6H CH,OH o Cellulose
O o G o molecules
O\Q\o OH N0 \& O o
OH CH,OH "-,oH CH,OH
CHZ(.)H OH CH,OH JOH
(o} 0 B
B Glucose ), @ °®o@°@o

monomer ————__“oH| cH,oH “OH  CH,OH
©2011 Pearson Education, Inc. '

3. abra - A celluléz: lokalizacié, makromolekularis szerkezet

Ennek az igen ellendllé6 homopoliszacharid felépitésében D-glik6z monomerek
vesznek részt, hemiacetadl csoportjaikndl p(1-4)-es glikozidos kotéssel kapcsolddnak
egymashoz, néhdny szaztdl tobb ezres hosszusagban. A szintén poliszacharid keményit6ben
talalhatd a(1-6) és a(1-4) kovalens kotéseknél a valtakozo térallast eredményez6 B(1-4)-es a
kotés szoge miatt erésebb. A celluléz degradacidjanak nehézségét azonban nem itt, hanem a
lancok kozott formalddo hidrogénhidaknak kdszonhetéen kialakulé rostok, nagyon stabil és
szabalyos kristalyos szerkezetében kell keresniink. Ez a kristalyos szerkezet olyan szoros,
hogy a még a vizmolekuldk sem képesek bejutni a lancok kdzé; ez a magyarazata annak, hogy
a celluléz miért nem oldddik vizben. A celluléz felvehet egy un. amorf strukturat is, ami
nagyobb rendezetlensége miatt kobnnyebben hozzaférhet6. A kétféle szerkezet valtakozva
fordul elS, emiatt eltérések lehetnek a degradacid hatékonysdgdban a cellulézt tartalmazoé
névényi mintak kozott (Nishiyama et al. 2003). A celluldzrostokat korilveszi a f6ként xilanbol
allé hemicelluléz, koztiik pedig ligninmolekuldk taldlhatéak (Sjostrom 1993). A celluldz

enzimatikus degradacidja, nem meglep6 moddon igencsak nehéz, haromféle enzim is
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szlikséges hozzd. Az endogliikandazok (endo-B-1,4-gliikandz) random helyeken hasitjak a
celluléz lancot, f6ként az amorf régidknal, a struktura felnyilik, kiilonb6z6 hosszusagu
oligomerek, cellotredzok, cellotetrézok keletkeznek. A cellobiohidrolazok (CBH) szamara
hozzaférhet6vé vdlnak a hasitéhelyek. Az 1-es tipusi CBH-k a redukdld végrél, mig a 2-es
tipusuak a nem redukalé végrél hidrolizaljak le a cellobidzt. A keletkezett dimereket azutan a

B-glikoziddaz hasitja két gliikdz molekuldva (Gilbert and Hazlewo 1993).

R-glucosidase (BG) cellobiohydrolase
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4, abra - A cellul6zbonté enzimek

Mivel a celluléz glikdz monomerekbdl épiil fel energiatartalma kifejezetten magas
(10-16 MJ/kg), de a lebontasahoz sziikséges energiabefektetetés, a degradacid nehézsége
miatt csak részben téril meg. Sokféle él6lény azonban ezen celluldzok segitségével
megtaldlta a moddjat a celluléz hasznositasara. F6ként lebonté életmddot folytatd
organizmusokban, baktériumokban, gombakban, protistdakban taldlkozhatunk cellulézbonto
fajokkal. Sokuk magasabb rendlek bélrendszerében, velik szimbidzisban élve juttatjak hozza
gazdaikat a celluléz (és mas nehezen emészthet6 anyagok) lebontdsdnak képességéhez. A
kérédz6 dllatok négyrészes gyomra is igy alkalmazkodott, gasztrointesztindlis rendszeriik
mikroflérajanak segitségével, nagy hatékonysaggal képesek a novényi biomasszat
megemészteni (Béguin P. 1994).

Napjaink egyik nagy biotechnoldgiai kihivasai k6zé tartozik, hogy mig a szarvasmarhak

egy adott novényi biomasszat képesek 2-3 nap alatt megemészteni, addig ugyanehhez egy



biogaz fermentor mikrébainak legaldbb 10-15 nap is szlikséges. Ez korlbelll 6tszoéros
hatékonysagu bioprocesszalast jelent (Kutasi 2007).

Mint lathatjuk tehat, a novényi biomassza felhasznalhatésaga korantsem éri el azt a
szintet, mint amekorra potencidlt valéban jelent, ennek eléréséhez még sok kutatdsra van
sziikség. Jelen dolgozat elkészitésével szerettem volna hozzajarulni a noévényi biomassza

Aszdlyos idGszakokban el6fordul, hogy a biogdz termeltetés szubsztratjaként
felhaszndlni kivant silékukorica szdrazanyag tartalma megndé. A fermentorba belekerilvén
aztdn az elegy tetejére Uszik, és ott egy szildrd réteget képezve megakaddlyozza, vagy
legalabbis gatolja a biogdz felszabaduldsat. Egyéb problémadkat is okozhat, pl. a keverési
rendszert is megakadalyozhatja a megfelel6 m(ikodésben. Ez a cellulézban gazdag réteg sok
kellemetlenséget okozhat az Uzem mdikodtetGinek. A probléma megoldasahoz olyan
mikrobdra lenne sziikség, amely anaerob koriilmények kozott is nagy hatékonysaggal képes a
celluldzt lebontani. llyen baktérium hozzdadasa a fermentdcids elegyhez el6segitheti a
celluldzban gazdag biomassza degradaciojat, ami a biogdz képz6dés hatékonysagat
novelheti.

Dolgozatomban szerettem volna arra a kérdésre valaszt talalni, hogy egy ilyen
eredményesebbé tenni. Irodalmi adatok alapjan 6t cellulézbontd aktivitassal rendelkezé
torzsre esett a valasztasunk, amelyeket a német DSMZ t6rzsgy(ijteménybdl rendeltiink meg,
a dolgozat keretében ezek vizsgalatat végeztem el. Célom volt meghatdrozni, hogy e

baktérium torzsek valamelyike képes-e sikeresen felgyorsitani az anaerob reaktorban a

«se7

13



3. Célkitiizés

Munkdm sordn célul tlztem ki, hogy megvizsgdlom, lehetséges-e egy anaerob biogaz
reaktorban a celluléz bontds hatékonysdgdt megnovelni celluldz aktivitdssal rendelkez6
baktérium torzs bevitelével. Dolgozatomban 6t mikroba torzs viselkedését tanulmanyozva
meg kivantam talalni kozllik azt, amelyik képes lehet egy biogdz fermentorban Iévé
kornyezetet tulélniés a konzorcium aktiv tagjaként segiteni tudja a cellulézban gazdag
biomassza lebontasat. Ennek érdekében vizsgalataim soran célom volt meghatdrozni, hogy
mely torzsek képesek megfelel6 (itemben szaporodni teljesen anaerob kdrnyezetben, e
mellett mekkora celluldz aktivitassal rendelkeznek. Ezt kovet6en megvizsgdltam, hogy batch
reaktorokban, aktiv konzorciumban is képesek-e aktivitasukat kifejteni.

Méréseim soran silékukoricat, valamint a kukorica betakaritasat kovetGen
megmaradt szaraz kukoricaszarat és levelet haszndltam szubsztratként, melyek cellulézban

gazdag, mikrobidlis enzimeknek ellenallé alapanyagok.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Felhasznalt mikroorganizmusok

A Gram-pozitiv, Actinomycetales rendbe tartozd, magas GC arannyal rendelkezd,
palcika alaku baktériumokat magdba foglald Cellulosimicrobium genus, a Cellulomonas
cellulans reklasszifikaciojaval, mint Cellulosimicrobium cellulans (Schumann et al., 2001) jott
létre. Kés6bb két madsik Cellulosimicrobium nemzetségbe tartozd fajt is leirtak, a
Cellulosimicrobium variabile-t (Bakalidou et al.,, 2002), és a Cellulosimicrobium funkei-t
(Brown et al., 2006). Azonban a Cellulosimicrobium variabile-t szintén reklasszifikaltak
Isoptericola variabilis-ként (Stackebrandt et al., 2004). A Cellulomonas fimi-vel egyitt a

harom faj kdzeli rokonsagban all egymassal (Yoon et al. 2007).
4.1.1. Cellulosimicrobium cellulans (DSM 7461)

A fent emlitett Cellulosimicrobium genus tipusfajarél, a Cellulosimicrobium cellulans—
rol leirtdk, hogy meghatarozott kdzegben egy sor névényi sejtfal bontd enzimet termel
(Ferrer 2006). Emellett fontos gomba degraddald, ugyanis kilonb6z6 gomba-sejtfal lizald
enzimeket: endo-$-1,3-gliikanazt, protedzokat és mannanazokat is termel.

Optimalis novesztési hGmérséklet: 28°C

Alkalmazott tapoldat: M220
4.1.2. Isoptericola variabilis (DSM 10177)

Az Actinomycetalesek rendjébe tartozd organizmust, a Mastotermes darwiniensis
termeszfaj bélrendszerébdl izolaltak. Cellulolitikus és xilanoltkus képességekkel is rendelkez6
faj (Bakalidou et al., 2002). A Cellulosimicrobium cellulans kozeli rokona, gram pozitiv, palcika
alku, fakultativ anaerob bakérium.

Optimalis novesztési h6mérséklet: 28°C

Alkalmazott tdpoldat: M92
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4.1.3. Cellulomonas fimi (DSM 20114)

A szintén gram pozitiv, Actinomycetalesek rendjébe tartozo, a fakultativ anaerob,
palcika alaku Cellulomonas fimi polimerbontd mikroorganizmus, a xylandz, celluldz, amilaz
enzimek széles skaldjat szintetizalja. A kristalyos celluldz lebontdasa sem jelent szamara
problémat, glikanazok egész hadat termeli, hogy hasznositani tudja a nehezen emészthets
szénforrast (Chaudhary et al. 1997).

Optimalis novesztési h6mérséklet: 30°C

Alkalmazott tapoldat: M53

4.1.4. Bacillus amyloliquefaciens (DSM 7)

Felfedezése a japan Fukomotdhoz kot6dik, az elnevezést is t6le kapta: mivel folydsitd
(ligue) amilazt (amylo) termel (faciens) [Fukomoto 1943]. Aerob, Gram pozitiv, palcika alaku
organizmus. A baktérium a Bacillus subtilis kozeli rokona, néhanyan még alfajanak is
tekintették (Priest 1987).

Optimalis névesztési h6mérséklet: 30°c

Alkalmazott tapoldat: M1

4.1.5. Acetivibrio cellulolyticus (DSM 1870)

A cellulolitikus aktivitassal rendelkez6 anaerob mikroorganizmust kommunalis
szennyviztisztitd iszapjabdl izolaltak. Ez a gram negativ, monotrich palcika alaku szervezet
ecetsavat, hidrogént, és széndioxidot termel celluldézbdl, cellobiézbdl és szalicinbél. Mas
szénforrdson nem sikerllt noveszteni. A faj az Acetivibrio cellulolyticus nevet kapta (Patel
1980). A szaccharifikalé képessége 6sszemérhetd az elterjedt cellulézbontd Aspergillus niger
és Trichoderma viride gombafajokkal (Khan 1980).

Optimalis novesztési hdmérséklet: 30°C

Alkalmazott tapoldat: M53

16



4.2. Torzsgyujtemény készitése

A DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) egy
németorszagi, non-profit intézet, melynek célja kiilonb6z6 mikroorganizmusok, sejtkulturak,
és virusok Osszegylijtése, jellemzése, meglbrzése, és terjesztése. A katalégusukbdl rendelt
torzsek egy Uvegcsében érkeztek, liofilizalva. Steril korilmények kozott dolgozva
oxigéntlrésiuknek megfeleléen, a megadott tdpoldatot tartalmazo steril lombikba, vagy
lezart, nitrogén gazzal atfuvatott hypovial (légmentesen zarhatd) Gvegekben novesztettem a
torzseket.

Egy, vagy kétnapnyi ndvesztés utan a bakétriumok készen alltak a fagyasztasra, amit a
kovetkez6képpen végeztem: steril eppendorf csovekbe 200 ul glicerint és 800 ul
baktériumtenyészetet pipettaztam. A glicerin megakadalyozza a jégkristalyok képz&dését, igy
a sejtek nem szakadnak szét a nagy hémérsékletcsokkenés hatasdra. Vortexelés utan
folyékony nitrogénbe dobva fagyasztottam le 6&ket. Tovéabbi felhasznélasig -80°C-os

hltGszekrényben taroltam 6ket.
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4.3. Tapoldatok

A tapoldatokat a mikrébdk szamdara a DSMZ kataldogusaban talalhaté leirdsok alapjan

készitettem el.

4.3.1.M92. TRYPTICASE SOY YEAST EXTRACT MEDIUM

Osszetevék 1000 ml-hez:

e Eleszts extraktum: 3,000 g
e Pepton: 30,00 g

A hozzdvaldkat 800 ml vizet tartalmazd f6z6pohdrba tettem és elkevertem, a pH-t
bedllitottam 7 és 7,2 kozotti értékre, majd mérShenger segitségével kiegészitettem 1 I-re.

Végil autoklavval sterilizaltam.

4.3.2.M220. CASO MEDIUM

Osszetevék 1000 ml-hez:
e Pepton: 20,00 g
e NaCl: 5,000 g

A hozzdvaldkat 800 ml vizet tartalmazd f6z6poharba tettem, és elkevertem, a pH-t
bedllitottam 7,3-ra, majd mér6henger segitségével kiegészitettem 1 I-re. Végil autoklavval

sterilizaltam.

4.3.3. M53. CORYNEBACTERIUM MEDIUM

Osszetevék 1000 ml-hez:

e Pepton: 10,00 g
e Eleszt6 extraktum: 5,000 g
o Glukéz: 5,000 g
e NaCl: 5,000 g
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A hozzavaldkat 800 ml vizet tartalmazé f6z6poharba tettem, és elkevertem, a pH-t
bedllitottam 7,2 és 7,4 kozotti értékre, majd mérShenger segitségével kiegészitettem 1 I-re.

Végil autoklavval sterilizaltam.

4.3.4.M165. ACETIVIBRIO CELLULOLYTICUS MEDIUM

Osszetevék 1000 ml-hez:

1. Folyékony 6sszetevdk:

e Mineral solution 1 75,00 ml
= K2HPO4 3,900 g/l
e Mineral solution 2 75,00 ml
= KH2PO4 2,400 g/l
= (NH4)2S04 6,000 g/l
* NaCl 0,590 g/l
= MgSO4x7H20 1,200 g/l
= (CaCl2x2H20 0,720 g/l
e Vitamin solution 10,00 ml
e SL-10 10,00 ml

A folyékony Osszetev6ket egy f6z6poharban Osszemértem, majd 800 ml-re
kiegészitettem desztillalt vizzel.

2. Szilard 6sszetevdk:

e FeSO4x7H20 0,002 g
e Resazurin 0,001 g
e NaHCO3 2,000 g
e Cysteine-HCl x H20 0,250 g
e Cellobiose v. cellulose 3.000 g

A szilard OsszetevGket belemértem az elegybe, a pH-t 7,2-re dllitottam be. majd
kiegészitettem 1000 ml-re desztilldlt vizzel. Végil steril szlir6vel (0,2um pdrusatmérd)

sterilizaltam.
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4.3.5. M1. NUTRIENT MEDIUM

Osszetev6k 1000 ml-hez:

e Pepton: 500 g
e Hus extraktum extract 300 g
e MnSO4 x H20 001 g

A hozzavaldkat 800 ml vizet tartalmazé f6z6poharba tettem, és elkevertem, a pH-t
bedllitottam 7,0-ra, majd mérShenger segitségével kiegészitettem 1 |-re. Végiil autoklavval

sterilizaltam.
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4.4. Sejtszam meghatarozas

A lombikokbdl, vagy hypovial lvegekbdl steril fecskendével 1ml mintat eppendorf

cs6be vettem. A tenyészetek ndvekedését kétféleképpen hatdroztam meg:
4.4.1. Biirker-kamras sejtszamolas

Ezzel a mddszerrel egy adott térfogati minta sejtszdmat a kamrak segitségével
meghatdrozhatjuk.

Sziikség esetén a mintat higitottam 10-szeres, vagy 100-szoros mértékben.
Osszerazas utdn 10 ul-t a Birker-kamraba pipettdztam, majd faziskontraszt mikroszképpal
vizsgdltam, 400 szoros nagyitasban. A sejtszdmolas soran a legkisebb kamrdkat hasznaltam.
A kamrdak szegélyének bal és felsé oldalat érinté sejteket beleszdmoltam, a jobb és alsé
oldalukat érint6ket nem. A méréshez 3x3x3, vagyis 27 kis cellat szamoltam meg. Egy ilyen kis
cella méretei a kdvetkezbk:

e a =0,05mm

e h=01mm

e T = a Xa=0,0025mm?

e V=hxXT=0,00025mm3 =0,25nl

A sejtek szamat az alabbi képlet alapjan kaphatjuk meg:

d
n= X 4000

— Ahol:
e n=sejtszam, db / ul
e x= higitas mértéke
e d=a cszdmu celldban lévé sejtek Osszege

e c=megszamolt celldk szama
4.4.2. Spektrofotometrias mérés

A sejtek novekedésének mérését spektrofotométerrel is elvégeztem. 1 ml mintat egy
tiszta klvettaba pipettaztam, majd az optikai denzitast (OD) 600 nm-en mértem. Kontrollnak

desztillalt vizet hasznaltam.
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4.5. Gliikoz meghatarozas folyadékkromatografiaval

A High-performance liquid chromatography; vagyis a nagy teljesitményl folyékony
kromatografia egy olyan elvdlasztasi mddszer, mellyel konnyen és gyorsan hatdrozhatjuk
meg a mintak analitikai OsszetevGit. A japan Hitachi cég Chromaster tipusu eszkozével
végeztem a celluldz enzimek aktivitasanak eredményeként keletkez6 gliikdz mennyiségi
meghatdrozasat. Az eredmények leolvasasa és kiértékelése EZChrome Elite programmal
tortént. Oldészerként 0,01M kénsavoldatot hasznaltam, melynek dramlasi sebessége
0,8ml/perc volt. A mintdk elvalasztasa ICsep ICE-COREGAL 64H oszloppal tortént,
azonositasuk L-2490 refraktiv index detektorral. Mérés el6tt a mintakat el&szor
szlr6papiron, majd 0,2um porusatmérdvel rendelkezd fecskend@szlir6n leszlirtem, annak

elkeriilése érdekében, hogy a szennyez6déseket, bakteridlis sejteket felvigyik az oszlopra.

4.6. Batch-fermentacio

A biomassza biogdzz3a vald alakithatdsagat légmentesen zarhatd, 500 és 125 ml-es
térfogatu laboratoriumi fermentorokban végeztem. A fermentorokat feltoltottem a
vizsgalandd biomasszaval, majd légmentesen lezartam. A fermentorok gazterét nitrogénre
cseréltem ki, hogy biztositsam az anaerob korilményeket. A fermentaciét kevert
természetes kulturaval (oltdiszap) inditottam el, mely egy mar mikodé biogaz fermentorbdl
szarmazott. A fermentorokat 37°C-os inkubdtorba helyeztem. Ezen fermentacid tipust
,batch” fermentdcidnak nevezziilk, mely azt jelenti, hogy a vizsgdlni kivant biomasszat a
fermentorban elhelyezziik, majd a rendszert lezarjuk. A biogaz keletkezése a fermentorban
lévé biomassza elfogyasat kovetben ledll, ellentétben az ugynevezett folyamatos lzem
fermentdcidval, ahol folyamatos a tapanyag utanpétlas.

A keletkezett biogdz mennyiségi meghatarozasa vizkiszoritasos rendszerrel tortént.
Az eljards lényege, hogy a biomasszat, és az esetlegesen hozzaadott baktériumokat
tartalmazd lezart, anaerobba tett iveghez egy vizzel teli mdsodik Uveget kotiink, igy a gaz
szabadon aramolhat a masodik livegbe. A bearamlé gaz a sajat térfogatdval ekvivalens
mennyiségl vizet szorit ki a harmadik Uvegbe, melynek mennyiségét méréhengerrel
mértem, igy naponta figyelemmel kdvethet6 a keletkezett biogdz mennyisége. Figyelembe

kell vennlink, hogy a gdzok térfogata kilénb6z6 hémérsékleteken eltérd. Ahhoz, hogy a
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keletkezet gaztérfogatok dsszehasonlithatdéak legyenek normalallapotra hataroztam (0°C, 1

bar) meg a kapott értékeket Gay-Lussac 2. térvénye alapjan, minden fermentacional.
4.7.Szarazanyag tartalom meghatarozas

A szubsztratként felhaszndlt biomassza szarazanyag tartalmanak meghatarozdsahoz
105°C-o0s szdritdszekrényben a mintdkat egy éjszakdn keresztlil szdritottam, majd a

visszamaradt tomeg alapjan kdvetkeztettem azok szdrazanyag tartalmara.
4.8. Szervesanyag tartalom meghatarozas

A szdrazanyag tartalom meghatdrozds soran keletkezett mintdkat 550°C-on
hevitettem tomegallanddsagig, a visszamaradt tomegbdl kovetkeztettem azok szervesanyag

tartalmara.
4.9, Silokukorica szubsztrat aerob elokezelése

A silékukoricat max. 1 cm-es darabokra felapritottam, erlenmeyer lombikba raktam,
majd desztilldlt vizet adtam hozza ugy, hogy 10m/m%-ban tartalmazza a kukoricat. Ezt
kovet6en az el6z6leg, gazdag tapoldatban felndvesztett sejteket 1V%-os aranyban adtam

hozz4, majd 5 napig inkubaltam 37 °C-n. A lombikokat 180 rpm-en razattam.
4.10. Szubsztrat biomassza

A fermentorokba kétféle kukorica szubsztratot alkalmaztam lebontandé
biomasszaként: silékukoricat, valamint a kukorica betakaritasat kovet6en megmaradt szaraz
szarat és levelet. A silékukorica szdrazanyag tartalma 35%, volt, ebbdl a szerves
szarazanyagtartalom 95%. A szdraz kukoricaszar és levél szdrazanyag tartalma 86%, szerves

szarazanyag tartalma 72% volt.
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5. Eredmények és kiértékelésiik
5.1. A baktérium térzsek novekedésének oxigénfiiggése

A kisérletsorozatban arra kerestem a valaszt, hogy milyen mértékben képesek a
baktériumok oxigénmentes kornyezetben szaporodni, amely a biogdz fermentorokra is
jellemzé. A harom fakultativ anaerob torzset 6t kiilonb6z6 oxigénkoncentracié mellett

novesztettem. Novekedésiik Utemét Birker-kamras sejtszamoldssal és spektrofotométerrel

kovettem nyomon.

5.1.1. Isoptericola variabilis novekedésének oxigén fiiggése:
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30 000 H 1l nap ®2.nap 3. nap
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2 60000
)
T 50000
E 40000
,5, 30000
& 20000
10000 +
0_—| 1 1 1 T 1
0% 0,10% 0,20% 0,40% 1%
hozzaadott oxigén (V/V %)
5. dbra — I. variabilis novekedésének oxigén fliggése (sejtszamlalas Biirker kamraval)
A sejtek igen gyorsan néttek, mar a leoltast kovet6 napon jelentés sejtszam
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6. abra — I. variabilis n6vekedésének oxigén fliggése (OD mérés fotométerrel)
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gyarapodast tapasztaltam. A Birker kamraval mért sejtszam a harmadik napra lecsokkent (5.
abra), mig az OD mérésnél novekedett (6. dbra). A kilonbség oka, hogy a Blirker kamraval
csak az él6 sejteket szamoltam, mig a fotometrias mérés a nem é16 sejteket is figyelembe
veszi. Az eredmények alapjan elmondhaté, hogy a fakultativ anaerob faj képes jelent6s

kiilonbségek nélkiil, az 6sszes megfigyelt oxigénkoncentracié mellett ndvekedni.

5.1.2. Cellulomonas fimi névekedésének oxigén fiiggése:
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7. dbra—C.fimi ndvekedésének oxigén fliggése (sejtszamlalas Biirker kamraval)

0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

El.nap ®2.nap ®3.nap 4. nap 7.nap

OD 600 nm

0% 0,10% 0,20% 0,40% 1%
hozzaadott oxigén (V/V %)

8. abra - C.fimi novekedésének oxigén fiiggése (OD mérés fotométerrel)

A C. fimi novekedési grafikonjan szintén latszodik a baktérium fakultativ anaerob

volta. A fényelnyelés (8. dbra) és a Blirker kamraval mért sejtszamok (7. dbra) azonos
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eredményt adtak. 7 napig kovettem nyomon a sejtek novekedését, a kiilénb6z6 oxigén
koncentracidok nem voltak arra hatassal. A 7. napon a kiilonb6z6 oxigén koncentracidk

mellett kozel azonos sejtszamokat mértem

5.1.3. Cellulosimocrobium cellulans névekedésének oxigén fiiggése:

350 000
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hozzaadott oxigén (V/V %)
9. abra - C.cellulans névekedésének oxigén fliggése (sejtszamlalas biirker kamraval)
0,4
El.nap ®m2. nap ®=3.nap 4. nap 7.nap
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0% 0,10% 0,20% 0,40% 1%
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10. abra - C.cellulans novekedésének oxigén fiiggése (OD mérés fotométerrel)

A C. cellulans szintén képes volt 0% oxigénkoncentracié mellett (9. dbra és 10. abra),
novekedni. A Birker kamras mérés 0,2% oxigénkoncentracid mellett adta a legnagyobb
sejtszamot, itt még a 4. napon is sejtszamgyarapoddst regisztrdltam. Ennél nagyobb

oxigénkoncentracié mellet a 3. és 4. napon mar nem volt érdemi biomassza novekedés.
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Az elvégzett mérések eredményei azt mutattak, hogy a vizsgalt fakultativ anaerob
baktériumok szdmdra mind az aerob, mind az anaerob kdrnyezet megfelel§ a ndvekedéshez.
Mivel teljesen anaerob koridlmények kozott is képesek voltak szaporodni, ezért ebbdl a
szempontbdl alkalmasnak tlinnek arra, hogy a biogaz fermentorban |év6 kornyezetet

tuléljék, ott cellulaz aktivitasukat kifejtsék.
5.1.4. Acetivibrio cellulolyticus névekedésének oxigén fiiggése:

Ezt kbvetSen az obligat anaerob torzs, az A. cellulolyticus oxigéntlirését vizsgdltam. A
méréseim alapjan ezek a szervezetek nem viselik el az oxigén jelenlétét, 0,1%-os, vagy a
folotti hozzaadott oxigén koncentraciénal mar nem voltak képes névekedni, melyet mint a

Bilirker kamras, mind a fotometrids mérések igazoltak. (11. abra és 12. dbra).
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11. abra - A.cellulolyticus oxigén fiiggése (sejtszamlalds Biirker kamraval)
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12. abra - A.cellulolyticus novekedésének oxigén fiiggése (OD mérés fotométerrel)

5.1.5. Bacillus amyloliquecafiens névedésének oxigén fiiggése

A B. amyloliquecafiens aerob mikroorganizmus oxigénmentes kornyezetben nem
képes szaporodni. A torzset a szubsztrat biomassza aerob el6kezelésre haszndltam, tehat
nem a biogdz fermentorban kerillt leoltdsra, igy nem volt sziikség meghatarozni

novekedésének oxigén fliggését.
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5.2. A cellulozbontas figyelemmel kisérése

A celluldz enzimek mikodése sordn gliikdz szabadul fel, ezért ahhoz, hogy képet
kapjak a kulonb6z6 torzsek celluldaz aktivitasardl HPLC berendezéssel vizsgaltam a

tdpoldatban jelenlévé celluldz hasitasa eredményeként keletkezs gliikéz molekulakat.

5.2.1. Fakultativ anaerob torzsek cellulaz aktivitasanak vizsgalata

Az els6 méréssorozatban az I. variabilis, és a C. fimi celluléz bontasat kovettem
nyomon. Kilonb6z6 6sszetételli tdpoldatokat készitettem a baktériumok szamara, mellyel
azt vizsgdltam, hogy mi az a minimal tapoldat Osszetétel, amin a sejtek még novekedni
képesek. A celluldz mellett egyéb szén tartalmu komponenseket igyekeztem mell6zni, mivel
a celluldz aktivitds mérésekor a felszabaduld gliikéz molekuldkat mérem, igy az egyéb,
esetlegesen mas forrasbdl jelen lévé glilkdz hamis eredményt adhat. Nitrogén forrasként

peptont alkalmaztam, szénforrasként kiilonb6z6 szubsztratokat: éleszté extraktumot,

Baktérium Minta Osszetevsk

1 Kristalyos celluldz
2 Szlir6papir

. 3 Eleszt6 extraktum

Isopterciola
4 Pepton
variabilis
5 Kristalyos celluldz Glikéz
6 Szlir6papir
7 ElesztS extraktum
8 Kristalyos celluldz
9 Szlir6papir
10 ElesztS extraktum
Cellulomonas fimi 11 Pepton NaCl
12 Kristalyos celluléz .
Glikdz

13 Szlir6papir
14 ElesztS extraktum

1. tablazat - A sejtek névesztéséhez hasznalt tapoldatok 6sszetevdi

kristalyos celluldzt, sz(ir6papirt, apré (max. 0,5 cm-es) darabokra vagva (1. tdbldzat). A

cellulézt nem tartalmazd minta negativ kontrollként szerepelt.
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A tapoldatok fele, vagyis az egyest6l a harmasig, valamint a nyolcastdl a tizesig nem
tartalmazott hozzaadott gliikdzt, a tobbi viszont igen. A gliikdz hozzaadasa a minél gyorsabb
biomassza novekedés érdekében tortént, meg kivantam hatarozni, hogy a baktérium sejtek
konnyebben kezdik-e el a cellulézt lebontani, ha mar elszaporodtak a kedvez6
életkoriilményeknek koszonhetéen. A C. fimi-t tartalmazd tdpoldatot hasonld mddon
allitottam 0Ossze, a kilénbség mindbssze annyi, hogy ez natrium-kloridot is tartalmazott,
mivel ez a sejtek novekedéséhez nélkildzhetetlen. Mivel a sejtek novekedése aerob és
anaerob koridlmények kozott kozel azonos volt a kdnnyebb kezelhet6ség miatt az aerob
novesztést valasztottam. A tdpoldatokat Erlenmeyer-lombikokban allitottam 6ssze, és végig
sterilen kezeltem. Az inkubdcié 37°C-n tortént, razatdssal. A tenyészeteket 12 napon
keresztlil vizsgaltam, ez alatt 2 naponta 6 alkalommal vettem mintat, steril fecskendé
segitségével.

Az aldbbi abran (13. 4bra) a méréssorozat eredményei lathatdak. Az 1-6. tapoldatban

tortén6é novesztés eredményeit tiintettem fel, ezek 5g/l koncentracidban tartalmaztak

Glitk6z cc. g/ml

=fe=1. | .variabilis cellulose +G =>=2. C. fimi cellulose +G
==3. | .variabilis filter paper +G 0—4. C. fimi filter paper +G
=== 5| .variabilis yeast extr. +G 6. C. fimi yeast extr. +G
7
6

\ s -
2 R
N/
1 —~ —_—
0
9 Ly Sy Ty Trgy gy Cngy Tngy Gng, fngy, 10 % “ 29 2,

13. abra - fakultativ anaerobok gliikdz metabolizmusanak mérése HPLC-vel
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hozzdadott gliikozt. A diagramon lathatd, hogy a gliikozt a baktériumok azonnal elkezdték
felhaszndlni, mindegyik mintdban drasztikus csokkenés tapasztalhatd az elsé néhany napban.
A tapoldatban lévé6 gliikdz koncentracidja fligg annak felhaszndlasi sebességétdl, illetve a
baktériumok celluldz aktivitasatol. A glikdz egyik minta esetében sem fogyott el teljesen a
tdpoldatbdl, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a sejtek képesek voltak a celluldz
hasitasdra, az ennek eredményeként keletkez6 gliikozt pedig felhaszndlni a biomassza
novelésére.

A hozzaadott glikdézt nem tartalmazé mintak egyikében sem tudtam glikozt
kimutatni a méréssorozat ideje alatt, ezek abrazolasat ezért nem végeztem el. Mivel a
tdpoldatok zavarossa valtak, ebbdl arra kdvetkeztettem, hogy a sejtek ndvekedni képesek
voltak, azonban a cellulézbdél felszabaditott glikdézt azonnal fel is haszndltdk
novekedésiikhoz. A kezdeti id6pontban hozzdadott glikdz tehat valdban segitett gyorsan
megnovelni a biomasszat, mely mar elegendd celluldz enzimet termelt ahhoz, hogy a
celluldzt olyan Gtemben legyen képes bontani, hogy az kimutathato a tapoldatban. A gliikdzt
nem tartalmazo tapoldatokban a cellulaz aktivitas révén felszabaduld gliikdz volt a limitald
faktor a sejtek novekedésében. Az eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam,
hogy mindkét torzs képes volt a celluldz hasitasara. Aktivitasuk mértéke kozott kilonbséget
nem tudtam kimutatni, mivel a felszabadulé glikéz donté tobbségét a sejtek
szaporodasukhoz felhasznaltak.

A harmadik fakultativ anaerob torzs (C. cellulans) celluléz bontd aktivitdsanak
vizsgalata jelenleg folyamatban van, igy az eredményeket ezen dolgozat keretein belll még

nem tudom bemutatni.

5.2.2. Anaerob torzs cellulozbonto aktivitasa

A kovetkez6 méréssorozatban az A. cellulolyticus-t vizsgdltam, hogy az anaerob
korilmények kozti celluléz degraddciérdl is képet kapjak. A tdpoldat a DSMZ Aaltal
meghatdrozott M165 volt, mely sdkat, nyomelemeket, vitaminokat tartalmaz, ezek
hidnyaban a sejtek nem képesek névekedni. A tapoldat szénforrasként kizardlag celluldzt
tartalmazott. Az inkubdciét 37 °C-n végeztem, a sejtek ndvekedését 10 napon keresztiil
figyeltem, ez id6 alatt hat alkalommal vettem mintat, amibdél ezuttal a gliikéz tartalom
mérése mellett elvégeztem a sejtszamlalast is, mind Birker kamraval (14. abra), mind
spektrofotométerrel (15. dbra), hogy pontosabb képet kapjak a sejtszamok alakuldsarol.
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14. abra - A. cellulolyticus nvekedésének mérése fotométerrel

A sejtek képesek voltak névekedni cellulézon, mint kizarélagos szénforrason. Mind a
Blrker kamras, mind a spektrofotometrids mérések eredményei azt mutattak, hogy a 10.

napig folyamatos volt a sejtek szaporodasa.
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15. dbra- A. cellulolyticus névekedésének mérése Biirker kamraval

A 16. 4dbraan a HPLC-val mért glikdz koncentraciok lathatdak. A tdpoldat nem
tartalmazott hozzaadott gliikézt. Ennek oka, hogy a gliikdz hozzdaddsa nélkll is gyors

biomassza szaporodas volt tapasztalhatd. Az eredmények azt mutatttak, hogy tébb mint 4
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mg/| koncentracidéban volt kimutathato glikoz a tdpoldatban, mely megerésiti, hogy a sejtek
képesek voltak felhaszndlni a celluldzt szénforrasként.

A folyadékkromatografias mérésekkel sikerilt igazolni, hogy a vizsgalt baktérium
torzsek képesek a cellulézt, mint szénforrast hasznositani, tehat celluldz aktivitasuk révén
alkalmasak lehetnek a biomassza fermentacidjat is el6segiteni. Az egyes fakultativ anaerob
torzsek kozotti aktivtds kilonbségek meghatdrozasdra ez a moddszer nem bizonyult
alkalmasnak, ugyanis abban az esetben, ha a tapoldat nem tartalmaz hozzaadott glikdzt a
sejtek felhasznaljak az 6sszes felszabaduld glikdz molekulat. A biogaz fermentorban valé
felhaszndlhatdsag szempontjabdl a leginkdbb alkalmas torzsnek az obligdt anaerob A.
cellulolyticus bizonyult, ugyanis cellulézon, mint kizarélagos szénforrason ez volt képes
leginkabb noévekedni, valamint a ndvesztése soran a tapoldatbdl ebben az esetben tudtunk
csak glukézt kimutatni, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a celluldz aktivitdsa révén
nagyobb mennyiségl glikozt képes felszabaditani, mint azt a sejtek novekedésiik soran

felhasznaljak.
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16. abra - felszabadulé gliikz meghatarozasa HPLC-vel
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5.3. Batch fermentaciok

A kovetkez6kben megvizsgdltam, hogy a baktérium torzsek képesek-e kifejteni
cellulézbonté aktivitasukat anaerob biogaz reaktorokban, ezaltal pozitivan hozzajarulni a
biogaz képzGdéshez. Batch reaktorokat inditottam, els6ként sildkukorica szubsztrattal. A
fermentorokat az 4. Anyagok és mdodszerek fejezet; 4.6. Batch-fermentdcio részénél leirtak
szerint allitottam 0Ossze. A hozzaadott kukorica mennyiségét a VDI [Verein Deutscher
Ingenieure (Német Mérnokok Egyesiilete)] 4630-as szabvany szerint szdmoltam ki (DIN

11734). A fermentacidkat 37 °C-n végeztem.

5.3.1. Sil6kukorica fermentacio

A kisérlet célja az volt, hogy megtudjuk, a silékukorica bioldgiai elGkezelése az aerob
B. amyloliquefaciens-el, valamint az anaerob A. cellulolyticus reaktorban valé leoltasa milyen
hatdast gyakorol a fermentacidra, illetve a biogaz termel6dés mértékére. Harom, kilonb6z6

osszetétell fermentort inditottam, a kovetkezdk szerint:

== Silékukorica kontroll == Sil6kukorica + B. amyloliquefaciens
Silékukorica + A. cellulolyticus
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17. abra - Sildkukorica batch fermentacidja
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1. Baktériumos kezelés nélkiili silokukoricat tartalmazé batch-fermentacio

2. Aerob mddon, B. amyloliquefaciens-el el6kezelt sildkukoricat, mint
szubsztratot tartalmazo batch reaktor

3. Anaerob mddon, A. cellulolyticus-al leoltott batch reaktor, a cellulaz kezelés a

reaktorban a fermentdcidval egyidejlileg zajlik

A fermentdcié eredményét mutatja be a 17. dbra. A kiilonb6z6 fermentorokban
tapasztalt gazhozamok kozoétt nem volt jelentds kilonbség. A B. amyloliquefaciens-el
el6kezelt mintdban a biogaz képz6dés gyorsabb Utemben zajlott a fermentacié kezdeti
szakaszaban a kontrollal 6sszehasonlitva, de az 6sszes biogaz termelés kevesebb lett. Ennek
oka, hogy a fellazitott celluldz molekuldkat a sejtek konnyebben voltak képesek hasznositani,
azonban a B. amyloliquefaciens-nek az el6kezelés soran energidra volt sziiksége a
novekedéshez, ezt pedig a szubsztrat biomasszabodl, vagyis a silokukoricabol fedezte,
melynek igy csokkentette energiatartalmat. Az A. celluolyticus-al egyitt fermentalt,
sildkukoricat tartalmazo fermentorban a biogdz képz6dés Gteme, valamint a termelt Gsszes

gazmennyiség is valamelyest nagyobb volt, mint a kontroll reaktorban.
5.3.2. Szaraz kukoricaszar és levél fermentacioja

A kovetkez6 batch fermentacid soran a szubsztratot bakteridlis, és fizikai
el6kezelésnek is aldvetettem. Biogaz fermentorokban az egyik legnehezebben bonthatd
alapanyag a szaraz formaban jelenlévé celluldz. Jelen kisérlet sorozatban ezért a betakaritas
utdn visszamaradt kukoricaszdrat és levelet hasznaltam szubsztrdt biomasszaként. Ebben az
esetben is felhaszndltam a két baktérium torzset a celluléz lebontdsanak el6segitése
érdekében, valamint a biomasszat ledaraltam <0,5 mm atmérG6jli szemcseméretlire. A
nagyobb felllet kovetkeztében kénnyebben hozzaférnek a sejtek a biomasszahoz, mely
elényds lehet annak lebontasdban. Mintanként két parhuzamos fermentort készittetem, az

alabbi 6sszedllitas szerint:

e daralatlan kukoricaszarat tartalmazoé kontroll
e daralt kukoricaszaratat tartalmazo, bakterialisan nem kezelet kontroll
e aerob el6kezelés B. amyliloquefaciens-el

e anaerob, A. cellulolyticus-al egyiittes ferementalds
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A 20 napig tartd méréssorozat eredményei a 18. dabran lathatéak. Mindkét
bakteridlisan kezelt, valamint a dardlt szubsztratot tartalmazé reaktorban a gazképzédés a
fermentacié els6 szakaszdban intenzivebb volt a kontrollhoz képest, azonban az egyes
reaktorokban keletkezett Osszes gazmennyiségek kozott nem tapasztaltam jelentGs
kiilonbséget. A szubsztrat felapritdsa igen hasonlé eredményt adott, mint a bakterialis
kezelés. A B. liquefaciens-el el6kezelt minta esetében valamelyest kisebb 6sszes gazhozam
értéket mértem, mely a sejtek altal az el6kezelés id6tartalma alatt felhaszndlt
szénmennyiségnek tudhatd be. Az eredmények alapjan az mondhaté el, hogy a bakterialis
el6kezelések, valamint a biomassza felapritasa az 6sszes biogadz hozamokra nem volt jelentds
pozitiv hatdssal, azonban a fermentacié sebességét szamottevéen felgyorsitotta. Rdadasul
fontos megjegyezni, hogy a B. liquefaciens-el kezelt biomassza elfolydsodott, tehat a
felUszassal és kéregképzGdéssel jard lzemeltetési problémak ilyen bakteridlis kezeléssel

csokkenthet6k. Ennek folyamatos tizem

== kontroll 6sszes gaz =f—daralt 6sszes gaz

200 B. amyloliquefaciens 6sszes gdz ==4=A. cellulolyticus 6sszes gaz
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18. abra — Szaraz kukoricaszar és levél fermentacidja
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fermentacié esetén lehet jelentdsége, ugyanis a beadagolt biomassza gyorsabb
lebontdsa esetében a reaktorok térterhelését novelni lehet, mely adott mennyiségl

biomassza gyorsabb elgdzositasat teszi lehetévé.
5.3.3. Fermentacioé hatékonysaganak vizsgalata bakterialis kezelés mellett

Ezt kovetSen meg kivantam hatdrozni, hogy a kilénb6z6 mennyiségben hozzaadott
szubsztrat esetében van-e érdemi hatdsa az anaerob mikrobidlis kezelésnek. Az el6z8
méréssorozatban ugyanis el6fordulhatott, hogy a bevitt biomassza olyan kis mennyiség(
volt, hogy azt a természetes mikroba konzorcium is képes volt hatékonyan felhasznalni, igy a
fermentacid javitasa érdekében elvégzett apritas, illetve bakteridlis kezelések nem voltak
hatdssal. Harom kiilonb6z6 koncentracidban kukoricaszarat és levelet tartalmazé reaktort

inditottam, mind a harombdl két parhuzamost. Ezek 6sszedllitasa az alabbiak szerint tortént

e 60 ml oltdiszap
e 15 g 3 g; illetve 4,5 g kukoricaszar és levél (a VDI szabvanytar altal
meghatdrozott biomassza, illetve annak fele és 2-szeres mennyisége)

e anaerob cellulézbontd torzs leoltdsa 10V/V%-ban

=—0—1.)1,5 g +A. Cellulolyticus —ili=2.)1,5¢g
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19. abra - 1,5 g —ot tartalmazo kukoricaszar és levél fermentacidja, anaerob kezeléssel
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Az eredmények alapjan elmondhaté, hogy a legkisebb mennyiségl kukoricaszarat
tartalmazod reaktor dolgozott a leghatékonyabban (19. dbra), melyet a legnagyobb relativ
gazhozam jelez. Ebben az esetben a cellulézbontd baktériumot tartalmazd reaktor és a
kontroll reaktor gdzhozama kozott jelentés kiilonbség nem tapasztalhatd. A szubsztrat
mennyiségének novelésével (20. abra és 21. dbra) a fermentacié kezdeti szakaszaban
gyorsabb Utemd biogaz képz&dés volt tapasztalhatd, az 6sszes biogdz hozamokban azonban
itt sem volt értékelheté kilonbség. A 4,5 g kukoricat tartalmazé fermentorok esetében
tapasztalhattuk a legnagyobb eltérést a biogdz felszabaduldsdnak Gtemében: a celluléz
bontd torzset tartalmazé reaktor gyorsabban fermentalta a szubsztratot.

Ezek alapjan ismét elmondhatd, hogy a bakterialis kezelés a keletkezd 6sszes biogaz
mennyiségre nincs érdemi hatdssal, azonban a szubsztrat lebontds sebességét képes

megnodvelni.
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20. abra 3 g —ot tartalmazo kukoricaszar és levél fermentacidja, anaerob kezeléssel
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21. abra - 4,5 g —ot tartalmazé kukoricaszar és levél fermentdcidja, anaerob kezeléssel
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Osszegzés

- Dolgozatom keretein bellil megvizsgaltam, hogy lehetséges-e a biogaz reaktorban
nagy celluléz tartalmu biomassza fermentacidja. Anaerob, illetve aerob baktérium térzsek
altal kezelt biomassza fermentacidjat vizsgaltam, célom volt meghatarozni, hogy ezek
képesek-e a fermentacid hatékonysagan javitani.

- Vizsgaltam a fakultativ anaerob torzsek novekedésének oxigén fliggését.
Megallapitottam, hogy az altalam vizsgalt mindhdrom torzs (/soptericola variabilis;
Cellulomonas fimi; Cellulosimcrobium cellulans) képes novekedni teljesen anaerob
kornyezetben, 0% oxigéntartalom mellet.

- Meghataroztam, hogy az anaerob cellulézbontd torzs (Acetivibrio cellulolyticus)
legfeljebb 0,1% oxigén koncentracié mellett képes novekedni.

- Megvizsgaltam, hogy a torzsek képesek-e cellulézon, mint egyedili szénforrason
novekedni. Megallapitottam, hogy a (Isoptericola variabilis; Cellulomonas fimi) torzsek
képesek ugyan cellulézon noévekedni, azonban szaporodasuk igen lassu. A sejtek joval
nagyobb Utemd novekedésre képesek abban az esetben, ha a tapoldat gliikdzt is tartalmaz.

- HPLC mérésekkel kimutattam, hogy a celluléz biodegradaciéjabdl szarmazo gliikkéz
csak abban az esetben mutathatd ki a sejtek novesztésére szolgald tapoldatbdl, ha az a
novesztés kezdetekor tartalmazott hozzaadott glikézt. Ekkor a sejtszam képes olyan
nagysagot elérni, amely mar elegendé ahhoz, hogy celluldz aktivitdsuk révén a celluléz
hasitasakor keletkezd glukdz kimutathatd a tapoldatbdl, a sejtek nem haszndljak fel azt teljes
mértékben.

- Az anaerob Acetivibrio cellulolyticus képes cellulézon, mint egyediili szénforrason
gyors (temben szaporodni, jelentés biomasszat elérni. Kimutattam a gliikéz jelenlétét olyan
tapoldatbdl is, ami a ndvesztés kezdetekor nem tartalmazott hozzdadott gliikézt.

- A biogdz fermentorban vald celluléz bontdsra a legalkalmasabb jel6ltnek az A.
cellulolyticus -t talaltam.

- A szubsztrat aerob el6kezelése nem javitja az abbdl nyerhet6 biogdz mennyiséget,
s6t ellenkezbleg, kisebb gazhozamokat detektdltam. Ennek valdszin(i oka az, hogy a sejtek a
novekedésiikhoz sziikséges energiat abbdl fedezik, igy az kisebb gazpotenciallal fog

rendelkezni.
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- A szubsztrat fermentalasa A. cellulolyticus-al nem javitja a biogaz hozamot, azonban
a biogdz képzddés sebességét felgyorsitja. Ez folyamatos Gzem(i fermentacié esetében lehet
hasznos, a reaktor alkalmassa valhat egységnyi mennyiségli biomassza gyorsabb
feldolgozasara.

- A szubsztrat biomassza mechanikai el6kezelése hasonlé eredményt adott, vagyis az

0sszes biogaz mennyiség nem novekedett, viszont a fermentacid sebessége felgyorsult.
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