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Tartalmi 6sszefoglalo

A kén-hidrogén technolédgiai szempontbdl gondot okoz, mivel korroziv és
mérgezd tulajdonsagairdl ismert. Jelen van kiilonb6z0é gazaramokban, még ha
csak kis koncentracioban is, de példaul megtalalhatd a biogaz komponensei
kozott, melybol a tovabbi felhasznalas eldtt karos hatdsai miatt el kell tavolitani.
Szamos eljarast dolgoztak ki ennek megvaldsitdsara, de a legelterjedtebben
fizikai-kémiai modszereket alkalmaznak. Viszont bioldgiai uton is torténhet az
eliminalasa, kiilonboz6 autotrof és heterotrof baktérium toérzsek felhasznalasaval.
Ez a modszer, elényei miatt egyre jobban el6térbe keriilt, mivel alacsonyak a
megvalositasi koltségek, konnyid a mikodtetés, nincs specialis vegyszer és
berendezés igény. A minél kedvezdbb ipari alkalmazhatésag ¢€s nagyobb
eltavolitasi hatasfok elérése érdekében folytak és folynak kutatasok ezen a
teriileten,  kiilonb6zé  mikroorganizmusok és  technoldgiai megoldasok
felhasznalasaval.

A TDK munka soran a kivalasztott nem patogén, aerob, kemoautotrof
baktériumok alkalmazhatosdganak igazolasa volt a cél a kén-hidrogén
eliminalasara laboratoriumi koriilmények kozott. Thiobacillus thioparus és
Thiomonas intermedia baktériumokat valasztottuk kedvez6 tulajdonsagaik miatt.
Elészor a baktériumok felndvesztését, majd inokulum készitését kellett
megvalositani a tapkozegek elkészitésével. A kisérleti berendezés Osszeallitasnal a
legfontosabb szempont az volt, hogy minél pontosabban igazolhatéva valjon a
baktériumok szulfid oxidalasa révén bekovetkezd kén-hidrogén csokkenés. Ezért a
megfeleld analitikai mddszer kidolgozasa utan, elvégeztiik a kalibracidkat, végiil a
szuszpendalt szakaszos rendszerli kisérleti berendezés miikodtetése sordan a
folyadék fazis és a gaz fazis koncentracid valtozasainak nyomon kovetésével

Osszesitettiikk a mért adatokat.

Kulcsszavak: kén-hidrogén eltavolitas, biogaz, biotechnologia, Thiobacillus

thioparus, Thiomonas intermedia, szuszpendalt szakaszos rendszer.



Abstract

Hydrogen sulfide removal from a technological point of view is problematic
because of its corrosive and toxic properties. While present in various gas streams,
although albeit in small concentrations for example, they are among the
components of biogas, which must be removed due to the deleterious effects prior
to use. Several methods have been developed to accomplish this, but the most
widely used are the physico-chemical methods. However, the elimination of
biological processes can be performed using various autotrophic and heterotrophic
bacteria. This method has many advantages because of the low implementation
costs, ease of operation, and no special chemicals or equipment is required. In
order to obtain better industrial applicability, and to achieve greater removal
efficiencies, open research is conducted in this area, and various microorganisms
and technological solutions are implemented.

In this work, the selected non-pathogenic, aerobic, chemoautotrophic
bacteria’s applicability was our goal for the elimination of hydrogen sulfide under
laboratory conditions. Thiobacillus thioparus and Thiomonas intermedia bacteria
were chosen because of their favourable properties. First the bacteria growth and
inoculum was acheived by preparing the medium. The most important aspect
during the setup of this experiment was the bacterial oxidation of sulfide and more
precisely hydrogen sulfide reduction. Therefore, after the appropriate analytical
method was established, we performed the necessary calibrations and as a resault
of the suspended operation for the experimental system, the changes in the
concentrations for the liquid and gas phase were monitored and summarized in the

measured data.

Keywords: hydrogen sulfide removal, biogas, biotechnology, Thiobacillus

thioparus, Thiomonas intermedia, suspended batch system.
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1. Irodalmi d6sszefoglalé
1.1. A kén-hidrogén

A kén-hidrogén (H,S) jellegzetes zaptojasszagi, mérgezd, szintelen,
szobahOmérsékleten gaz halmazallapota gyulékony vegyiilet. Természetes €s ipari
forrasok is hozzéjarulnak a kibocsatasdhoz. Megtalalhato vulkanikus gazokban,
mocsarakban, nyers kdolajban és foldgdzban, valamint szerves anyagok bioldgiai
lebontasa soran keletkezd termékek kozott. Az ipari tevékenységek is jelentds
mennyiségli HpS-t bocsatanak ki, mint példaul a kdolaj-finomitas, a celluloz- és
papirgyartas, a szennyviztisztitas és a foldgaz feldolgozasa [1].

A f6ldgazhoz hasonldan a biogaz komponensei kozott is megtalalhatd a H,S.
Ez a biomassza forrasbdl szarmazé megujuld energiahordozd egyre inkéabb
el6térbe keriil a novekvd energiaigénynek koszonhetden. Termelését biomassza

crer

eredményeként az aldbbi altalanos dsszetételli biogdzhoz jutunk (1.1. tablazat):

1.1. tablazat: Biogaz tipikus Osszetevoi

Komponens Tartalom
metan 50-65%

szén-dioxid 30-45%
vizgdz telitett

kén-hidrogén 100-10000 ppm

A biogéz szallithatd csdvezetéken vagy gazpalackba tomorithetd, viszont ez
csak akkor lehetséges, ha a CO,, HyS és a vizgdz eltavolitdsa megtortént. A
mindség szempontjabol kulcsfontossagi a gaz tisztasaga és CHg-tartalma, ami
meghatarozza energiaértékét, ezért sziikséges a CO, eltavolitasa [2]. A masik
leggyakoribb szennyezd komponens a H,S, aminek tulajdonsagai kozott szerepel
miatt, tovabba égése soran savas karakterti SO, keletkezik, ami veszélyes a
kornyezetre. Ezért olyan 1étesitményekben, ahol példaul foldgaz eldallitdsa vagy

biogaz termelés folyik, a gazaramot annak hasznositasa el6tt tisztitani kell [3].
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1.2. Gazaramokbdl a kén-hidrogén eltavolitasanak modjai

Szamos modszer hasznalatos a H)S eltavolitdsara ipari gazaramokbol,
beleértve az abszorpcidt, maszkolast és égetést. De a fizikai-kémiai eljarasoknak
magas az energiaigénye, a kémiai és artalmatlanitasi koltsége, emellett a termelés
soran masodlagos szennyezd anyagok keletkeznek. Ezzel szemben a biologiai
megoldasok (példaul a biofiltracid) gazdasdgosabbak és tisztabb modszerek,
mivel alacsonyabbak az iizemeltetési koltségek, nincs masodlagos szennyezd

anyag ¢s kevesebb kornyezetszennyez6 gaz kertil kibocsatasra [4].

1.2.1. Fizikai-kémiai megoldasok

Az eltavolitdas kivitelezhetd vaskelatot tartalmazd oldatba torténd
abszoprcidval, amikor is a vas(III)-ion vas(I1)-ionna redukalodik és ezzel egylitt a

szulfid elemi kénné¢ oxidalodik az (1) egyenlet szerint:
2Fe** +H,S > 2Fe” +S+2H" (1)

A gyakorlati megvaldsitasnal vas(IIl)-iont tartalmazd berendezésen keresztiil
vezetik a biogazt és ezzel egyidejiileg levegd beinjektalasa is torténik. gy
megvalosul a biogaz kénmentesitése, oxigén segitségével pedig a vas(II)-ion
regeneralasa. Ez térben ¢és i1dOben elvalasztva két kiilon berendezésben is
megoldhat6. A modszer 99,9%-0s H,S eltavolitast tesz lehetdvé, abban az
esetben, amikor a biogaz szulfid tartalma magas. Viszont a tul sok levegd
beinjektalasa és a biogaz CO; tartalma problémat okozhat a folyamatban.

Adszorpcids uton is elvégezhetd a mentesités, méghozza vas(Ill)-hidroxid és
vas(l11)-oxid segitségével. A két szaraz eljaras hasonld, viszont biogaz esetében a
vas(l11)-hidroxid hasznalata az elterjedt. A folyamat soran lejatszodo reakcié a

kovetkezo (2):
2 Fe(OH)3 + 3 H,S — Fe»S; + 6 H,O (2)

A vas-hidroxid egymadsra rétegezett acélgyapot vagy fapellet rétegekben

helyezkedik el. A biogaz a berendezés aljan kertiil bevezetésre alacsony nyomason
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¢s homérsékleten. Tobbszori levegd bevezetéssel a vas-hidroxid regeneralhatd, de
ez az oxidacios folyamat exoterm, ami gondot okozhat.

Aktivalt faszén feliiletére i1s torténhet a H,S adszorpcidja, abban az esetben,
ha a biogaz oxigénmentes €és kdzepes vagy magas koncentracioban tartalmazza a
H,S-t.

A biogéz alacsony H»S koncentracidja esetén cink-oxid toltet is alkalmazhato.
Ekkor a H,S kémiai kotést Iétesit a toltet belsejében a kovetkezd (3) egyenlet

szerint:
ZnO + H,S — ZnS + H,0 (3)

Ha a biogaz kéntartalma magas, akkor a direkt katalitikus oxidacid, vagyis a
modositott Claus-eljaras alkalmazhat6. Itt is adszorpci6 torténik, csak ez esetben
specialis fémkatalizator feliiletére és emellett sziikséges a biogdz-levegd

gazkeverék elémelegitése is 100 °C f61é [5].

1.2.2. Mikrobiologiai megoldasok

Tobb mikroorganizmust is haszndltak mér a H,S eltavolitasara, elsdsorban
Acidithiobacillus és Thiobacillus torzs fajait. Ezekben a csoportokban talalhatok
acidofil (Acidithiobacillus thiooxidans) ¢és neutrofil (Thiobacillus novellus,
Thiobacillus denitrificans és Thiobacillus thioparus) baktériumok.

Higitott gaz kezelésére tobbféle bioreaktor kialakitas létezik. Ramirez és
munkatarsai poliuretan habon immobilizalt Thiobacillus thioparus baktériumot
felhasznalva 99% feletti eltavolitasi hatékonysagot értek el biotrickling filter-ben
[1].

Potivichayanon és munkatarsai egy uj rogzitett filmes bioscrubber rendszert
dolgoztak ki Acinetobacter sp. és Alcaligenes faecalis mikroorganizmusokat
alkalmazva. A rendszer hatasfoka 100 ppmv belépd gazkoncentracidé mellett 91%
volt, ami 98%-ra nétt a két baktériumtorzs keverékének hasznalatakor [6].

A 1.2, tiblazat tovabbi példdkat tartalmaz a mikroorganizmusok ipari

alkalmazasara:
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1.2. tablazat: Szulfid oxid4lé mikroorganizmusok ipari alkalmazasa

Méret Eljaras Tisztitando komp.  Baktérium  Hatasfok
Laboratorium | Biofiltracio 5-100 ppm H,S, T. thioparus 85-99%
_ Aflszorb010 o _ 599.8%
Teljes ¢s aerob 2000 ppm foldgaz endemikus
e (H2S)
oxidacio
anaerob Thiobacteria
. . L, e s s . . >90%
Teljes Biofiltracié szennyviztisztitasbol — (Thiobacillus (H,5)
szarmazo biogaz sp.) 2
. 75-99%
Laboratérium | Biofiltrdcio oo >0 PPM H25, Tnfﬂfiiiﬁs (H:5)
aboratoriam 35-200ppm NHy, - 30-62%
(NHs)
gl
Laboratori Biofiltracio 60-120 ppm H:S, Krthrobaczter (H:5)
aboratorium 60-120 ppm NH, >95%
oxydans (NHs)
(NH5) ’

A téblazat alapjan is elmondhat6, hogy akar ipari méretekben is jo eltavolitasi
hatasfokot lehet elérni baktériumok alkalmazasaval.

A biofiltracio mellett az 1.1. dbran lathatdo gaz rataplalasos kevert tartaly
reaktor (fed-batch reaktor) is elterjedt reaktortipus. Gaz fazis szempontjabol
folyamatosan vagy szakaszosan miikddtethetd, mig a folyadék fazis mikodtetése
ciklikus. A mikroorganizmusok lehetnek szuszpendalt allapotban a folyadék

fazisban vagy immobilizaltan valamilyen hordozohoz kétve.



Irodalmi 6sszefoglald

Gaz bevezetés Gaz kivezetés
Folyadék Folyadék
kivezetés bevezetés
]
Fény

1.1. abra: Fed-batch reaktor

Maka és Cork a fény mennyiségének €s intenzitdsdnak hatasat vizsgalta a HpS

metabolizmusra fed-batch reaktort hasznalva [7].

1.2.3. Kombinalt megoldasok

A szennyez0 komponens eltdvolitasa az eljarasok kombindldsaval is
kivitelezhet. Wei-Chih és munkatarsai egy kémiai-biologiai kisérleti berendezést
allitottak 0Ossze biogazbdl valé hatékony HpS mentesitéshez. Az eltdvolitasi
hatékonysag Acidithiobacillus ferrooxidans baktérium alkalmazasaval 90-95%
volt, 3542 ppm belépd H,S koncentracioé mellett [8].

Huiqi és munkatarsai adszorpcios és biodegradacios eljaras kombinaciojat
alkalmaztak biotrickling filtration rendszerben bioldgiailag aktivalt szénen. Ez

esetben az aktiv szén feliiletén kialakult biofilm réteg fokozta a HoS megktodését

[9].
1.3. Mikroorganizmusok felnovesztése

Egy baktériumkultarat szdmara megfelelé kornyezetbe helyezve (ahol a
szlikséges tapanyagok elegendd koncentracioban vannak jelen és az egyéb

koriilmények, mint példdul hémérséklet, pH is kedvezoek), a sejtek idovel
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osztodasnak indulnak. Gyakorlat szempontjabdl a sejtek ndvekedése fontos,
mintsem a sejtek szam szerinti gyarapodasa, ezért a novekedési modell alapjan a
mikrobakoncentraciét  kell  kifejezni  sejtszdrazanyagban  mérve. A
mikrobandvekedés kovetésére kidolgozott direkt modszerek koziil altaldnosan
hasznalatos a szdrazanyagmérés €s a turbidimetrias optikai modszer. Ez utébbi az
optikai denzitas (optikai stirliség) meghatarozasa.

Az éppen jelenlévé mikrobakoncentracidt abrazolva az 1d6 fliggvényében a
novekedési gorbét kapjuk, amely szakaszos fermenticid soran négy fazisra
oszthatd. Az elsé a lappangasi vagy lag szakasz, ahol a baktériumsejtek még nem
novekednek, csak adaptalédnak a kornyezethez. A masodik a gyorsuldé novekedés
szakasza, amit az exponencialis fazis kovet. Itt a sejttomeg ndvekedési intenzitasa
maximalis. A negyedik szakasz a hanyatl6 fazis, amikor a sejttdmeg folyamatosan
csokken a jelenlévd limitalt szubsztrat mennyiségnek is koszonhetden. Az €16
sejtszam valtozasat abrazolva az idében az 1.2. abra szerinti gorbét kapjuk

eredményiil:
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1.2. abra: Altalanos novekedési gorbe

Ez esetben megjelenik egy stacioner fazis is, amikor az dsszes sejtszam nem

valtozik, de az ezt kovetd pusztulasi fazisban a sejtek lizise lesz a meghatdrozo. A
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lizis a szubsztratlimitalas mellett bekovetkezhet a rendelkezésre allo egyre kisebb
tér és a baktériumok 4ltal termelt gatlo hatast metabolitok miatt is.

Ahhoz, hogy a sejttomeg novekedésnek induljon, sziikség van a megfeleld
kornyezetre, ami magaba foglalja a taptalajok Osszetételét (oldott oxigénszint is
ide tartozik) és a kornyezeti paramétereket. A taptalajoknak hasznosithato
formaban mindazon kémiai komponenst tartalmaznia kell, amikhez a mikrobanak
anyagcsere folyamatai soran sziiksége van. Ezek az elemek az alabbi (4) egyenlet

szerint hasznosulnak:

C-forras + N-forras + O, + 4svanyi sok + specialis tapanyagok (pl. vitamin) —

— 1j sejttomeg + termék(ek) + CO, + H,O 4)

Tehat a tapkozegnek tartalmaznia kell C-forrast, N-forrast, sokat, esetleg
specialis tapanyagokat és aerob baktérium esetében oxigént is. A felhasznalt
folyékony tapoldatok vagy szilard taptalajok lehetnek: szintetikusak,

félszintetikusak és természetes alaptiak [10].

1.3.1. Thiobacillus thioparus baktérium

Aerob, obligadt kemoautotrof és nem patogén tulajdonsadgokkal rendelkezd
Gram-negativ, palcika alakt, 0,9-1,8 pm-es Dbaktérium. Aerob, tehat
anyagcser¢jéhez oxigént igényel, tovabba  kemoautotrof, vagyis
metabolizmusaihoz szervetlen anyagok lebontasat végzi, ami ebben az esetben a
redukalt kénvegyiiletek oxidalasat [11] jelenti. A reakcid6 mechanizmus a

kovetkez6 (5-7):

2HS +0, >28%+20H (5)
25°+30,+20H —2S0,7 +2H" (6)
HoS +2 0, — SO4% + 2 HY (7)

Tehat a szerves anyagok jelentds szerepet nem jatszanak anyagcseréjében, de
még az obligat kemoautotrof baktérium esetében is egyes szerves komponens
jelenléte novekedését serkenteni képes [12]. Tovabbi tulajdonsagai: optimalis pH

tartomanya 5-9 kozott talalhatd, optimdlis homérséklete 33-35 °C kozotti,
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energiaforrasa tioszulfat és szulfid, az oxidalt ként pedig extracellularisan bocsatja
Ki [7].

crer

felvételek:

1.3. abra: Mikroszkopikus felvételek a Thiobacillus thioparus-rél [13]

Az A ¢és B képen faziskontraszt mikroszkopos felvétel lathato a baktériumrol.
A nyilak az elemi kén gdmbdcskéket jelolik, amik akkumulalodtak a tapkozegben,
mivel a mikroorganizmus a tioszulfatot eloxidalta. A C pasztazo
elektronmikroszkopikus felvétel és a baktérium kiilonbozd osztodasi szakaszait
mutatja. A D transzmisszios elektronmikroszkopikus kép, ami hossz- ¢és

keresztmetszeti képet mutat a sejtekrol [13].

1.3.2. Thiomonas intermedia baktérium

Errdl a baktériumrol kevés irodalmi adat talalhatd, viszont szintén a
szulfidoxidalok koz¢ tartozd mikroorganizmusrol van sz6 €s tulajdonsagai sokban
hasonlok a Thiobacillus thioparus baktériuméhoz, amit a kovetkezd pasztazo

elektronmikroszkopikus felvétel (1.4. dbra) és 1.3. tablazat is szemléltet.
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1 um

1.4. abra: Mikroszkopikus felvétel a Thiomonas sp.-rél [14]

1.3. tablazat: Thiobacillus thioparus és a Thiomonas intermedia jellemzé

tulajdonsagai
Tulajdonsag Thiobacillus thioparus Thiomonas intermedia
Opt. hémérséklet 33-35°C mezofil
Sejt tipus Gram-negativ Gram-negativ
Alak, méret péalca, 0,9-1,8 um palca
Trofitas obligat kemoautotrof fakultativ kemoautotrof
Energia forras tioszulfat, szulfid szulfid, tioszulfat, tetrationat
Oxigén sziikséglet aerob aerob

Tehat felnovesztésiik sordn hasonld kornyezeti feltételeket kell biztositani

mindkét baktérium szamara [14][15][16].

1.4. Szulfid koncentracié meghatarozasa

A folyadékfazisban 1év6 szulfid koncentracié meghatarozasara kidolgozott
metilénkék modszer fotometridval Osszekdtve nagyon érzékeny és  kis
koncentraciok kimutatdsira is alkalmas. Ugyelni kell a receptirdban megadott
pontos mennyiségek bemérésére ¢és a megfeleld koncentracidtartomany

kivalasztasara. A modszer megbizhatosagat egyes tényezok befolydsolhatjak, mint
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példaul az oldatban 1évé tioszulfat, ami mérési hibdhoz vezet, mivel a lejatsz6do

szinképz6 reakciot zavarja. A reakcio a kdvetkezo (8):

fenilén-diamin + S — N,N-dimetil-p-feniléndiamin-szul fat (8)
FeCls - 6 H,0, és HCI mellett

NH, N\
3+ +
HSC\NQ + S _— H3C\N S+/ N/CHS
| |
CH CH

(|3H3 3 3

Adott hullamhosszon elvégezve a mintdk fotometraldsat kalibracids gorbe
készithetd, majd a folyadékfazis szulfid koncentracio valtozasa nyomon kovethetd
[17].

Gazfazisok Osszetétele gazdetektorok segitségével vizsgalhato. Mitkddhetnek
infravords, Kkatalitikus, elektrokémiai, fotoionizaciés elven stb. Altalanos
laboratoriumi  mérések  mellett, mérgez6  gazok  koncentracidjanak
meghatarozasara, flistgdz analizalasara is alkalmasak. A gazok V/V%-0s
Osszetételét mérik és a kritikus koncentracid esetén fény és/vagy hangjelzést
adnak, igy balesetek megeldzésére is alkalmazhatok.

A német Driiger Safety AG & Co. KGaA 4ltal gyartott Driger X-am® 7000
multigaz detektor akar tobb 100 féle gaz elemzésére, nagyon kicsi koncentraciok
kimutataséara is alkalmas a késziilékbe épithetd szenzoroknak kdszonhetden. Az
elektrokémiai szenzor altal regisztralt adatok segitségével a mérési tartomanyon

beliil tetsz6leges H,S gazaram koncentracid valtozasa nyomon kovethetd. [18].
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1.5. Célkitiizések

Ezen a teriileten kevés publikdciot lehet szamon tartani, igy kiilon kihivast
jelentett a megfeleld laboratoriumi rendszer 0sszeallitasa. Ezért az irodalmi adatok
tanulmanyozasat kovetden az alabbi célkitlizéseket fogalmaztuk meg.

Els6ként a megfelelé baktérium torzs, és azon beliil a mikroorganizmusok
kivalasztasa volt a feladat. Ezt kdvetden a szamukra optimalis kdrnyezetet nyjtd
taptalajt kellett elkésziteni, majd kidolgozni egy olyan analitikai modszert, amivel
reprodukdlhatd modon vizsgalhatdo a rendszerben lezajlo valtozas, egyszeriien
kivitelezhetd €és gyors eredményt biztosit. A kisérleti rendszer tekintetében elsd
célként egy szuszpendalt szakaszos miikodésti berendezést allitottunk Ossze,
amiben vizsgaltuk a baktériumok kén-hidrogén lebontasat. Ezt tobb eldkisérlet is
megeldzte, amik a berendezés minél pontosabb kivitelezésére irdnyultak. Mivel a
Thiobacillus thioparus baktérium mellett az altalunk valasztott Thiomonas
intermedia baktériumrol kevés irodalmi adat szerepel, ezért itt kiilonos tekintetet
kellett forditani az optimalis paraméterek beallitasara.

Miutan sikeriilt 0Osszeallitani a kisérleti berendezést, a baktériumok
szaporodasi ideje alatt lizemeltettiik és mértikk a folyadék-, illetve gazfazis
koncentracio valtozésait. A kapott eredményekbdl levontuk a kovetkeztetéseket és
megfogalmaztuk tovabbi célkitlizéseinket, hogy még reprodukalhatobb és ipari
szempontbol is kedvezObb rendszert 4llithassunk Ossze laboratériumi

koriilmények kozott a kisérletek méasodik fazisdban.
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2. Anyagok és modszerek
2.1. Baktériumok

Thiomonas intermedia nevii baktérium a MezOgazdasagi és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gyijteményébdl (NCAIM Budapest), mig a
Thiobacillus thioparus (DSM-505) pedig a DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) a német torzsgylijteménybdl

szarmazik [19].

2.2. Felhasznalt anyagok

Taptalaj komponensek
NH4Cl, KH,POy, MgC|2 - 6 H,0, CaCl,, Na,S,03 - 5 H,0, élesztd kivonat.

Reagens
N,N-dimetil-p-feniléndiamin-szulfat, FeClz - 6 H,O, HCI

Egyéb vegyszerek
NaOH, etil-alkohol, FeS, Kl-os jodoldat, Na,S,0; mérdoldat, keményitd

indikétoroldat, agar, desztillalt viz.

A vegyszereket a Reanal Finomvegyszergyar ZRt.-t6l szereztiik be.

2.3. Felhasznalt eszk6zok

Uvegeszkozok
Petri-csésze, Erlenmeyer-lombik, mérélombik, fézépohar, kémcso, iiveg

pipetta, duplafali tiveg reaktor.

Egyéb eszkozok
Vegyszeres kanal, steril szlir6, borszeszégd, oltokacs, Eppendorf ¢s6.
Automata biiretta, kémcséallvany, iivegfritt, fecskendd, teflon csd, menzira.

Autoklav, exszikkator.
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2.4. Alkalmazott késziilékek

Laminaris box (DEFI, Laminar Air Flow BA-900)

Centrifuga (B. Braun Biotech International, SIGMA 4K10)

Analitikai mérleg (KERN & Sohn GmbH, KERN ABJ)

Taramérleg (Petit Balance, Chyo MK-500C)

Magneses keveré (VELP SCIENTIFICA)

pH-méré, iivegelektrod (radelkis, Precision pH Meter OP-205/1)

Automata pipetta 5-10 ml és 1000 pul (BRAND, Transferpette S és BIOHIT
PROLINE)

Termosztalhatd  razoinkubator (B. Braun  Biotech International,
CERTOMAT® HK)

Szaritoszekrény (Labor Miiszeripari Miivek, LP-323)

Termosztat (VEB MLW PRUFGERATE-WERK U15C)

Perisztaltikus pumpa (ProMinent beta/4)

Kompakt fotométer (MACHEREY-NAGEL PF-12)

Gazdetektor
Driger X-am® 7000 multigaz detektor
Driger Safety AG & Co. KGaA, Germany

2.1. abra: Driger X-am® 7000 multigaz detektor

A késziiléket harom elektrokémiai szenzorral (XS EC), az infravords (IR),

katalizatoros szenzorok (CatEx) és/vagy fotoionizacids szenzorok (PID)
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kombinacioja kozil barmely kettdvel lehet ellatni. Az XS Driger szenzorok tobb
mint 100 kiilonb6zd gaz és gbz érzékelésére alkalmasak. A gazfazis H,S és CO,
koncentracio valtozasat a kovetkez0 szenzorokkal mértiik: DragerSensor XS EC
H,S HC tipusu elektorkémiai szenzor, melynek mérési tartomanya 0-1000 ppm és
DréagerSensor Smart IR CO; HC tipust infravords szenzor 0-100 V/V% mérési
tartomannyal. A késziilékhez tartozo nagy teljesitményt akkumulatortelep akar 50
oras tlizemidot is biztosit a mérési adatok regisztraldsahoz, amik a mérés

végeztével a Drager Safety szoftver segitségével szamitogépre vihetok.

2.2. abra: DrigerSensor XS EC H,S HC és DrigerSensor Smart IR CO; HC
tipusu szenzorok

Spektrofotométer
HACH LANGE DR 3900 spektrofotométer
HACH LANGE GmbH, Germany

2.3. abra: HACH LANGE DR 3900 spektrofotométer

VIS spektrofotométer RFID technoldgiaval ellatva. A késziilék fobb adatai a
kovetkezok: volfram (VIS) fényforras; 1 %, 0,50-2,0 Abs fotometrikus pontossag;
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+ 1,5 nm (hullamhossz tartomany 340-900 nm) hullamhossz pontossag; 320-1100
nm hullamhossz tartomany; tobbféle kiivetta kompatibilitas; transzmittancia (%),

abszorbancia és koncentracio, szkennelés mikodési modok [20].

2.5. Moédszerek

A kisérleteket a 2.4. folyamatabran lathat6 fobb 1épések szerint végeztiik el.

Részletes ismertetésiiket a kovetkezo fejezetek tartalmazzak.

Baktériumok Kkivalasztasa

Thiomonas intermedia

Thiobacillus thioparus |
NS

Tapkozeg elkészitése

Baktériumok felndvesztése Inokulum készitése

|
NS

Kalibracio felvétele

Oldott szulfid tartalom | Optikai siirtiség (OD)

Kisérleti berendezés osszeallitasa

NS

Kisérleti berendezés iizemeltetése és mérések

Gazfazis: H,S, CO, | Folyadékfazis: OD, oldott szulfid

Mérési adatok osszegzése és kiértékelése

2.4. abra: Kisérletek lépései folyamatabran
2.5.1. Baktériumok kivalasztasa és felnovesztése

A baktériumok kivalasztasanal tobb fontos szempontot is figyelembe kellett
venni, mind a kisérleti berendezés, mind pedig felndvesztésiik ¢és
alkalmazhatdsaguk miatt. Ezért az alkalmazott mikroorganizmusok mindegyike
aerob, kemoautotrof és nem patogén tulajdonsagokkal rendelkezett, igy a rendszer

szempontjabol konnyebb volt biztositani a baktériumok szamara sziikséges

15



Anyagok és modszerek

optimalis kornyezetet. A kén-hidrogén eltavolitasahoz a Thiobacillus thioparus és
Thiomonas intermedia baktériumokat valasztottuk, melyek a fent emlitett
tulajdonsagokkal rendelkeznek.

Felnovesztésikhoz a DSMZ a német torzsgylijtemény altal kidolgozott
tapkozeget (DSMZ-35a) hasznaltuk fel, melynek Osszetételét 1000 ml desztillalt

vizben elkészitve a kovetkezd 2.1. tablazat tartalmazza:

2.1. tablazat: DSMZ altal kidolgozott tapkozeg komponensei

Komponens Bemérend6 mennyiség

[g]

NH,CI 0,1
KH2PO4 3,0
MgC|2 -6 H,0O 0,1
CaCl, 0,1
Na,S,03 50
Eleszt6 kivonat 1,0

A sejtfelszaporitds soran eldszor analitikai mérlegen kimértilk a tapkozeg
komponenseit a NayS,03 kivételével, mivel ez a vegyiilet sterilezés soran
elbomlana. A tobbi sot és az éleszté kivonatot 100 ml desztilldlt vizben
feloldottuk, majd magneses keverén vald kevertetés kozben a pH-jat 5,9-re
allitottuk be NaOH-dal. Az elkésziilt 100 ml tapoldatbol pipettaval kimértiink 1-1
ml-t két Erlenmeyer-lombikba és 9-9 ml desztillalt vizzel higitottuk, igy a
megfeleld komponens koncentraciot értiik el. Ezutan a tapoldatot és az oltashoz
sziikséges eszkozoket 45 percig, 120 °C-on goézzel sterilizaltuk. Az igy
csiramentesitett eszk6zokkel a tovabbiakban végig laminaris box alatt dolgoztunk.
A tapkozeg kihlilése utan 1 g NapS,03-0t 5 ml desztillalt vizben oldottunk fel,
amit fecskenddvel steril szliron keresztiil szintén steril f6z&poharba juttattunk.
Eztan 250 pl-t pipettaztunk bel6le mindkét sterilizalt tapkozegbe és 1-1 ml
baktérium szuszpenzidt adtunk hozzd. A lombikokat szintén steril dugoval
lezartuk, majd 33 °C-on és 120 rpm mellett végeztiik az inkubalast termosztalhatd
razogép segitségével.

A kezdeti kisérleteknél a megfeleld szaporodasi id6 elteltével folyékony és
szilard, go6zzel sterilizalt taptalajokra is elvégeztik az 4atoltasokat. Ezen

tapkozegek Osszetétele megegyezett az eldbb leirtakkal, viszont a szilard taptalaj
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még 2-3% agart is tartalmazott. Ez esetben az atoltdst a mar megszilardult
taptalajra oltokaccsal végeztiink, amit el6zdleg etil-alkoholba martottunk ¢és
borszeszégd langjaban sterilizaltunk. Az inokulum, vagyis a megfeleld sejtszdmra
felszaporitott baktérium szuszpenzié elkészitéséhez a kés6ébbiek soran érdemesebb
¢és egyszeriibb megoldas volt az atoltast csak folyékony téptalajra megvaldsitani.
Ehhez a két 10 ml tapkozegben 1évo baktérium szuszpenziobol 5-5 ml-t oltottunk
at az 50-50 ml sterilizalt tapoldatba. Késobb a felndvesztést az el6zdekhez
hasonldan 250 ml-re is elvégeztiik.

Az inokuldlashoz a 250 ml felszaporitott baktérium szuszpenziobol laminaris
box alatt dolgozva Eppendorf-csdvekbe pipettaztuk a megfeleld mennyiségeket és
10 percig 12000-es fordulatszamon centrifugaltuk, iigyelve a centrifuga
kiegyenlitésére. A folyamatot a feliilisz6 ledntése utdn még egyszer
megismételtiik, hogy kell6 mennyiségli inokulumhoz jussunk. Végiil a csoveket

lefagyasztva taroltuk késdbbi felhasznalas céljabol.

2.5.2. Folyadékfazis analizise

A szuszpendalt szakaszos kisérleti berendezésnél a gazfazis analizise mellett
a folyadékfazis elemzését is min€l pontosabban kellett elvégezni és a benne 1€vo
oldott H,S koncentracio valtozasat nyomon koévetni. Ehhez kétféle modszert
alkalmaztunk ¢és sziikségiink volt a megfeleld kalibraciok elvégzésére. Egyik
modszer a jodometria, mely az elOkisérletek alatt — amik egyrészt a H,S
folyadékfazisban val6 oldodasara iranyultak — €s a szulfid kalibracio felvételében
kertilt alkalmazasra. A masik modszer az N,N-dimetil-p-feniléndiamin-szulfatos

szinreakci6, melyet fotometridsan mértiink csakiugy, mint az optikai denzitast.

2.5.3. Kalibracio felvétele: oldott szulfid koncentracio

mégpedig vas(I)-szulfidra sésavat csepegtettiink és az igy keletkezd gazt egy
tivegfritten keresztiil desztillalt vizbe vezettiik. A lejatszo6dd reakcid egyenlete a

kovetkezo (9):

FeS + 2 HCI — FeCl, + H,S1 9)
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Meghatérozott idejii (30 perc) buborékoltatas utan a kapott kén-hidrogénes
vizb6l kivettiink 1 ml mintat, amit 5 ml, 0,05 M-o0s kalium-jodidos jodoldat
mellett jod feleslegben 0,1 M-0S natrium-tioszulfat mérdoldat segitségével
titraltunk. A szinatcsapas biztos észleléséhez keményitd indikatort hasznaltunk az
egyenérték pont eldtt hozzaadva. A mérést haromszor elvégeztiik, a kapott

fogyasokat atlagoltuk, és a visszatitralasos modszer egyenletébdl kiszamitottuk a

crer

H.S + I, — HI + S + 1, (feles) (10)
I, (fE|€S) + 2 NayS,03 — 2 Nal + NayS404 (11)

A kapott fogyasok atlaga 3,47 ml lett, melybdl a szulfid koncentraciora 2448
mg/l adodott. gy jodometrias analizissel kimértiik a torzsoldatba keriild oldott
szulfid koncentraciot. Az ebb8l kivett 10 ml mintat eldszor 100 cm>-es
mérélombikban tizszeresére higitottuk. Viszont annak érdekében, hogy a
spektrofotométer linedris mérési tartomdnyan belil maradjon a szulfid
koncentraci6 a torzsoldatot koriilbeliil még kétszazszorosara kellett higitani. Ezt
eldzetes mérések eléztek meg, amely szerint a maximum szulfid koncentracio 1
mg/l koriili lehet. Ezért az el6zdleg elkészitett higitott oldatbdl kivettiink 1 ml-t,
amit egy jabb mérélombikban 200 cm>-re higitottunk, melynek koncentracidja
1,224 mg/l lett. Az igy elkésziilt oldatbol 6 pontbdl 4ll6 higitasi sort készitettiink.
A kémcsovekbe rendre belepipettaztuk eldszor a desztillalt vizet, majd a kén-
hidrogénes vizet, melyek térfogata egylittesen 10 ml volt, végiil hozzaadtunk 0,8
ml reagenst (N,N-dimetil-p-feniléndiamin-szulfat), ami a szulfid koncentracioval
aranyos metilénkékes szinreakciot ad. A reagens elkészitése a kovetkezdképp
tortént: 20 ml 50 V/V%-os s6savhoz hozzaadtunk 0,4 g fenilén-diamint, majd
szobahdmérsékleten kevertettiik, ezutdn desztillalt vizzel 100 ml-re higitottuk,
kozben 0,6 g FeCls - 6 H,O-ot 100 ml 50 V/V%-os s6savban feloldottuk, végiil az
igy kapott két oldatot 1:1 aranyban Osszekevertiik. A reagens hozzaadasaval 20
perc varakozds utdn megkaptuk a lejatszodo szinreakcid eredményeként a

metilénkék szinli mintakat, amiket a 2.5. abra szemléltet.
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2.5. abra: A higitasi sor metilénkék szinli mintai

A mintdk fotometrids vizsgalatat 670 nm hullimhosszon végeztiik el

desztillalt vizzel szemben. A higitasi sor adatait, a hozzajuk tartoz6 koncentracid

¢s abszorbancia értékekkel a 2.2. tablazat tartalmazza (a mérési pontossag =+

1,17-10 mg S%/I):

2.2. tablazat: A higitasi sorhoz bemért mennyiségek és a kapott eredmények

Minta H,S viz Deszt.viz Reagens Koncentracié Abszorbancia
[miI] [mI] [mI] [mg S#/1] [Abs]

1. 10 - 0,8 1,2240 0,123

2. 8 2 0,8 0,9792 0,100

3. 6 4 0,8 0,7344 0,079

4, 4 6 0,8 0,4896 0,058

5. 2 8 0,8 0,2448 0,037

6. 1 9 0,8 0,1224 0,029

Az igy kapott abszorbancia értékeket abrazolva a koncentracio fiiggvényében

a kovetkez6 diagramot kaptuk eredményiil (2.6. bra):
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y =0,0857x + 0,0168

R2=0,999

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
Folyadékfazisbeli szulfid koncentraciéja [mg S%/I]

2.6. abra: Folyadékfazisbeli szulfid kalibracios gorbéje

2.5.4. Kalibracio felvétele: sejtszarazanyag tartalom

A mikroorganizmusok szaporodasanak mennyiségi nyomon kdvetéséhez az
optikai denzitas (OD), vagyis optikai stirliség mérést hasznaltuk, melyhez szintén
kalibracios gorbe felvétele volt sziikséges. Igy az Gsszeallitott berendezésben a
mérés elvégzése soran a folyadékfazisbol vett mintakbol nemcsak az aktualis
oldott szulfid koncentracid, hanem az éppen jelenlévod sejttomeg is megadhato.

A sejtszarazanyag tartalom méréséhez eldszor szintén elkészitettiik a
megfeleld tapoldatot, majd sterilizaltuk. A tapkozeg 400-400 ml-ét két
Erlenmeyer-lombikba toltottik, majd mindkett6héz 100-100 ml baktérium
szuszpenziot adtunk. Tehat a mikroorganizmusokat 1 liter tapoldatban
novesztettiik fel, igy biztositva a vizsgalat végére a tomegmérésekhez sziikséges
kelld sejtmennyiséget. Az inkubalast 33 °C-on és 137 rpm mellett végeztiik. A
kapott baktérium szuszpenziobdl egy 5 pontos higitasi sort készitettiink, majd
homogenizalds utdn 620 nm hulldmhosszon mértilk a mintdk abszorbancidjat
desztillalt vizzel szemben. Ezutan a higitasokat, melyek ossztérfogata 300 ml volt,
el6zdleg analitikai mérlegen lemért centrifuga csdvekbe toltottiik, majd 5 percig

5000-es fordulatszamon tobbszor centrifugaltuk a baktériumsejtek szeparacioja
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érdekében. A feliilisz6 ledntése utdn a mintdkat szaritoszekrényes kezelésnek
vetettiik ald programozott felfiités mellett: 34 °C-rol indulva, 15 6ran keresztiil 80
°C-on, utana 33 oran keresztiil 105 °C-on végezve. A kapott tomegallanddsagig
szaritott mintdkat 15-20 percre exszikkatorba helyeztiikk, hogy ne vegyék fel a
levegd nedvességtartalmat, végiil a csovek lemérése utdn kiszamitottuk a
sejtszarazanyag tartalmat.

A kalibracio felvételének metodusa mindkét baktériumnal megegyezett. A
higitasi sor adatait, a hozzajuk tartoz6 értékekkel a 2.3.-2.6. tablazatok
tartalmazzak (a mérési pontossag + 3-10* mg sejt/ml). Az abszorbanciat
abrazoltuk a sejtszarazanyag fliggvényében és az igy kapott gorbe a Thiobacillus

thioparus esetében a 2.7. abran, mig a Thiomonas intermedia a 2.8. abran lathato.

2.3. tablazat: A higitasi sor adatai a Thiobacillus thioparus esetében

Minta Szuszp. Deszt. viz C.cso C.cs6 és sejt  Sejtszaraza.
[ml] [ml] [d] [a] [d]

1. 300 - 58,0591 58,1151 0,0560

2. 240 60 58,6058 58,6495 0,0437

3. 180 120 58,9865 59,0201 0,0336

4, 120 180 58,7619 58,7838 0,0219

5. 60 240 59,4252 59,4347 0,0095

2.4. tablazat: A diagramon abrazolt értékek a Thiobacillus thioparus esetében

Minta | Sejtszarazanyag tartalom Abszorbancia
[mg sejt/ml] [Abs]

1. 0,1867 0,600

2. 0,1457 0,495

3. 0,1120 0,370

4, 0,0730 0,251

5. 0,0317 0,128
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y =3,1005x + 0,0284
R2=10,9977

0,05 01

0,15

Sejtszarazanyag tartalom [mg sejt/ml]

0,2

2.7. abra: Thiobacillus thioparus sejtszarazanyag tartalom kalibracios

gorbéje

2.5. tablazat: A higitasi sor adatai a Thiomonas intermedia esetében

Minta Szuszp. Destzt. viz C.cso C.cs6 és sejt  Sejtszaraza.
[ml] [ml] [d] [d] [d]

1. 300 - 59,4252 59,4772 0,0520

2. 240 60 58,9866 59,0285 0,0419

3. 180 120 58,7620 58,7948 0,0328

4, 120 180 58,0591 58,0786 0,0195

5. 60 240 58,6055 58,6133 0,0078

2.6. tablazat: A diagramon abrazolt értékek a Thiomonas intermedia esetében

Minta | Sejtszarazanyag tartalom Abszorbancia
[mg sejt/ml] [Abs]

1. 0,1733 0,609

2. 0,1397 0,502

3. 0,1093 0,391

4. 0,0650 0,257

5. 0,0260 0,130

22



Anyagok és modszerek

o
)

o o o
(6] [ep} ~
1 1 1

Abszorbancia [Abs]
o
S

03 -
02 -
01 -
y = 3,2524x + 0,0439
R = 0,9994
0 T T T
0 0,05 0,1 0,15 0.2
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2.8. abra: Thiomonas intermedia sejtszarazanyag tartalom kalibracios
gorbéje

2.5.5. A szuszpendalt szakaszos rendszerii kisérleti berendezés

Az 0Osszedllitott szakaszos miikddésli kén-hidrogén eltavolitdst megvalositd

berendezés elvi sémaja és fobb részei a 2.9. dbran lathatok.
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2.9. abra: Szuszpendalt szakaszos miikodésti kisérleti berendezés
MK — magneses keverd, R — bioreaktor, M — mintavételi csonk, K — kolonna,

G — gazdetektor, P — perisztaltikus puma, B — beoltasi egység, T — termosztat

A termosztit a duplafalu reaktor kopenyében ellendramti miikddtetéssel
biztositotta a mikroorganizmusok szaporodasdhoz sziikséges optimélis mezofil
hémérsékletet. A baktérium szuszpenzid reaktorba vald bejuttatasat szolgélta a
beoltasi egység. A szuszpenzid kevertetését magneses keverd latta el és a
reaktoron egy mintavételi csonk helyezkedett el a folyadékfazisbeli mérések
elvégzéséhez. A kolonna a tdvozo gazfazisban 1€vé esetleges vizgodz
cirkulaltatdsdval ne juttassa bele a vizgdézt az érzékeny géazdetektorba. A
berendezés egyes elemeinek Gsszekotését teflon csovekkel oldottuk meg, mivel az

elOkisérletek soran bebizonyosodott, hogy a szilikon cs6 falan keresztiil a H,S
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idével atdiffundal, igy ez meghamisithatja a mérést. Emiatt keriilt alkalmazasra a
teflon cs6, melynél a gazfazis H,S csokkenése a reaktorbol kilépd dgon mérve,
ténylegesen a mikroorganizmusok lebontdsi folyamatainak eredménye. Az

Osszedllitott kisérleti berendezés fényképét a 2.10. abra mutatja:

2.10. abra: A kisérleti berendezés képe
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3. Kisérleti eredmények
3.1. Vizsgalatok a szuszpendalt szakaszos rendszerben

A kisérleti berendezés miikodtetése és a mérés menete a kdvetkezOképpen
zajlott. A termosztatot a mikroorganizmusoknak megfelelden 33 °C-ra allitottuk
be. Az el6zdekben leirtak szerint elvégeztiik a H,S fejlesztését €s elnyeletését
desztillalt vizben. Eztan a kén-hidrogénes vizbol 10 ml-t adtunk a 200 ml-es
reaktorban 1évé 170 ml tioszulfat-s6 komponens nélkiili tapkozeghez. A
tioszulfatot, mint kénforrast a mérés soran a HjS helyettesitett, tovabba ezt a
komponenst az oldott szulfid meghatdrozadsdhoz sziikséges fotometrids mérési
modszerre gyakorolt zavard hatdsa miatt sem haszndlhattuk. A 20 ml inokulumot
a reaktor mellett elhelyezett tivegcsobe toltottilk, melybdl adott iddben, egy
digitalis 1dozitd segitségével és igy a pumpa elindulasaval a beinjektalas
megtortént. Ennek szerepe az volt, hogy igy kozvetlen feliigyelet nélkiil
megindulhatott a mérés, tehat a gdz dramoltatasaval egyidejiileg a baktériumok a
reaktorba keriiltek. Igy mire a mintavételezések elkezdédtek, a baktériumok mar
novekedésiik exponencialis fazisdban voltak ¢és elkezdték a kén-hidrogén
oxidalasat. Mindezek eldtt még megmeértiik az inokulum kezdeti optikai stirliség
értékét. Minden egyes mintavételezéskor mértiik a minték oldott szulfid és optikai
denzitas értékeit.

A folyadékfazis aktualis szulfid koncentracidjanak meghatdrozasat a
kovetkezd higitasokban tettiikk: 100, 50 és 25-szorés. Harom kémcsdbe rendre
belepipettaztunk 9,9 ml, 9,8 ml és 9,6 ml desztillalt vizet, majd ugyanebben a
sorrendben fecskendd segitségével a reaktor mintavevd csonkjan keresztiil vett
szuszpenziobol 100 pl, 200 ul és 400 pl-t, végiil mindegyikhez 800 pl reagenst
adtunk. A kapott mintak a 3.1. dbran lathatok. 20 perc varakozas utan a mintékat
670 nm-en fotometraltuk, amit a 3.2. dbra szemléltet. Kompakt fotométerrel 620
nm-en megmértilk a fennmaradd szuszpenzié abszorbanciajat, amibdl az éppen
jelenlévd sejttomeg mennyiségére lehetett kovetkeztetni. A baktériumok
szaporodasanak exponencidlis szakaszdban fél oOrdnként, ezen kivil pedig

oranként végeztiik az analiziseket.
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w :1@ r@ WY ; 4 '

3.2. abra: Oldott szulfid analizise fotometriasan

A gazfazis elemzését a mérés végéig Driager X-am 7000 multigdz detektorral
tettiik, mely a gazban 1évé CO, koncentraciot %-ban és 1000 ppm alatt a H,S
mennyiségét percenként regisztralta.

A szuszpendalt szakaszos rendszer lizemeltetése mindkét baktérium esetében
azonosan tortént €s szaporodasi idejiiknek megfeleléen 38-40 oran keresztiil
zajlott. Ez a gazdetektor szempontjabodl is megfeleld volt, mivel tdltést kdvetden

50 oran keresztill folyamatosan miikodtethetd. A kisérlet végén a detektort
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szamitogépre csatlakoztattuk és a sziikséges program segitségével a szenzorok
altal érzékelt adatokat lementettiik, majd a kapott eredményeket kiértékeltiik.

A mérés soran, egyértelmiien nyomon kovethetd volt a gazfizisban és a
folyadékfazisban a szulfid koncentracid csokkenése, illetve a mikroorganizmusok
szaporodasa az egyre novekvd abszorbancia értékeknek megfeleléen, amit aerob

folyamataik révén termelt CO; koncentraciondvekedés is jelzett a gazfazisban.

3.2. Thiobacillus thioparus baktériummal végzett kisérlet

A mért értékekbdl kalibracidos diagram segitségével az aldbbi gorbéket
vehettiik fel a gaz- és folyadékfazisra mérési eredményként Thiobacillus

thioparus baktérium esetében (3.3.-3.6. abra):

700 - - 3,0

600 - o5
] —
& 500 - X
2 [ 20 g
< (2]
£ 400 - £
E - 15 s
: 5 g
£ 300 - 2
X =
g - 10 2
S 200 - S
5 L @

2 100 - 0.5

Kén-hidrogén oras atlaga
0 Szén-dioxid oras atlaga 0.0

0:00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00 0:00
Abszolut id6 [h]

3.3. abra: Kén-hidrogén és szén-dioxid koncentracié valtozasa az id6
fiiggvényében
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3.4. abra: Optikai denzitas és kén-hidrogén koncentracio valtozasa az idé

fiiggvényében
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3.5. abra: Optikai denzitas és szén-dioxid koncentracié valtozasa az idé

fiiggvényében

A gorbeken jol lathatd, hogy a mérés soran a baktérium novekedési litemének
megfeleléen a CO; koncentracido is noétt, ezzel ellentétesen pedig a H,S

koncentraci6 az id6 eldrehaladtdval csokkent. A két gaz gorbéjének lefutisa
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ellentétesnek mondhato, tovabba a gorbék inflexios pontjanak egybeesése miatt is
levonhato a kovetkeztetés, hogy a H>S mennyiségének csokkenése a
mikroorganizmus lebontd folyamatainak a kovetkezménye. Az inflexios ponthoz
tartozo érték 14 ora koriili, vagyis ekkor van a baktérium szaporodasanak

exponencialis fazisa, ahogy azt az optikai denzitas gorbe lefutasa is szemlélteti.
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Abszoliit idé [h]
3.6. abra: Optikai denzitas és az oldott szulfid koncentraci6 valtozasa az
ido6 fiiggvényében
Ez a diagram is aldtamasztja a baktérium H,S lebontasat. Az oldott szulfid
koncentracidja a mérés vége felé novekedésnek indult, ami pont az ellenkezdjét
sejteti az eddigi tapasztalatoknak. Ennek magyardzata a mikroba egyéb
anyagcseretermékei  lehetnek, melyek a folyadékfazisbeli szinreakcios

meghatarozast zavarjak.

3.3. Thiomonas intermedia baktériummal végzett kisérlet

A mért értékekbdl az alabbi diagramokat vehettiik fel Thiomonas intermedia
baktérium esetében (3.7.-3.10. abra):
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3.7. abra: Kén-hidrogén és szén-dioxid koncentracié valtozasa az ido
fiiggvényében
Ebben az esetben a gorbék lefutdsa nem a vart trendet koveti, az inflexios
pontok helyei nehezen meghatarozhatok, aminek hatterében a H)S oldodasi
egyensulyi folyamatai allhatnak. A homérsékleten tul a pH is befolyasolja a H,S
oldhatosagat, ami a hosszu 40 6ras mérés alatt valtozhatott, mert nem pufferelt
kozegben és pH ellendrzése nélkiil zajlott a kisérleti berendezés iizemeltetése.
Tovabba a reaktorban a mikroorganizmusok miatt nem alkalmaztunk intenziv
kevertetést, sem buborékoltatast, mivel a mikrobak bar aerobok, de
metabolizmusaikhoz elegendd kis mennyiségii oxigén is. Igy, ahogy az a kén-
hidrogén kezdeti koncentracid valtozasabol is kovetkezik, a mikrobiologiai
lebontéds sebességét nem tudta kovetni a HoS gazfazisbol folyadékfazisba valod
oldddasa, tehat ezen egyensulyi folyamat lassabbnak bizonyult.
Azért 0sszességében levonhatd a kovetkeztetés, hogy a gazfazisban mért HpS

crer

CO; koncentracidja novekszik.
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abra: Optikai denzitas és szén-dioxid koncentracio valtozasa az ido
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3.10. abra: Optikai denzitas és az oldott szulfid koncentracié valtozasa az

ido fiiggvényében

A gorbéken lathatd, hogy a mikroorganizmus ndvekedési iitemének
megfeleléen a CO, koncentracid is nétt, viszont a H,S koncentracio csokkent. Az
inflexids ponthoz tartoz6 érték itt is 10-15 ora kozotti a baktérium szaporodasanak
megfelelden, ahogy azt az optikai denzitds goérbe is mutatja, mert a mért
abszorbancia értékek 10 ora kornyékén kezdenek hirtelen novekedni, ami
egybeesik a CO, koncentracié ndvekedésével. Tehat ebbdl is kovetkezik, hogy a
H2S koncentracid csokkenése a baktérium lebontasi folyamatainak eredménye.

Az oldott szulfid koncentracié valtozasa viszont nehezen kdvethetd. Ez is
bizonyitja, hogy feltehetben a baktérium metabolizmusai révén olyan
anyagcsereterméket juttathat a rendszerbe, ami a fotometralashoz sziikséges
szinképzddési reakcidt zavarja és ezzel esetleges mérési hibdhoz vezet. Erre
megoldast jelenthet a folyadékfazis elhagyasa és attérés a rendszer egészében
gaztazisra, mivel akkor ez a hiba kikiiszObdlhetd és a mérések is pontosabban,
nagyobb biztonsaggal elvégezhetdk. Mégpedig a baktériumok megfeleld
hordozdéra immobilizalasa utan azok oszlopba tdlthetdk, és a tolteten atvezetett

ellendrzott gazaram mellett mérhetd annak H»S koncentracio csokkenése.
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4. Osszefoglalas

Manapsag egyre inkabb eldtérbe keriilnek a természetes ¢€s biologiai
megoldasok, ahogy a termékek gyartasa sordn, gy az egyéb technologidkban is.
Bér ezen a teriileten még mindig a fizikai-kémiai eljarasok az elterjedtek, de
irodalmi adatok is igazoljak, hogy jo hatasfokkal az eliminalas bioldgiai uton,
mikroorganizmusok felhasznalasaval is miikodhet. Viszont nem szabad figyelmen
kiviil hagyni, hogy ez esetben ¢l6, reproduktiv rendszerekrdl van szd, melyek
érzékenyek lehetnek a gazaramban 1évé egyes komponensekre és a kén-hidrogén
maximalis koncentraciora, viszont pont emiatt az eljards enyhe koriilményeket
igényel.

A munkaban — vagyis a kisérletek els¢ fazisaban —, a szuszpendalt kisérleti
berendezés Osszeallitasaval sikeriilt szakaszos lizemben, laboratoriumi méretek
mellett, mikroorganizmusok segitségével megvalositani a kén-hidrogén
mentesitést. A folyamatot folyadékfazisban 1évé Thiobacillus thioparus és
Thiomonas intermedia szulfid oxidaldo baktériumokkal valositottuk meg a
gazarambol is. A mérés elvégzését és a berendezés Osszeallitdsat tobb vizsgalat
elézte meg a minél pontosabb analizis és reprezentativ eredmények érdekében.
Ezutan elkészitettik a baktériumok felnovesztéséhez sziikséges és idealis
kornyezetet biztositd taptalajt, majd felvettik a szulfid €és optikai denzités
kalibraciokat. Végiil megterveztiik és kiviteleztiik a mérés soran alkalmazott
kisérleti berendezést. A vizsgalat végeztével elmondhato, hogy a kapott eredmény
mutatja a mikroorganizmusok alkalmazasdnak lehetdségét, példaul biogaz
aramokbdl valo kén-hidrogén eltavolitasdhoz.

A tovabbi célkitlizésekben, tehat a kutatds masodik fazisaban szerepel a
gazfazisra vald attérés, mivel a folyadékfazisbeli mérésekbdl levonhato
egyértelmii kovetkeztetést az oldatba keriil6 egyéb melléktermékek zavarjak és
igy a rendszer folyamatos miikodéstiveé is tehetd. Ehhez a baktériumok rogzitését
kell megvaldsitani, majd pontosan kimérhetd kén-hidrogén gazaram mellett az
adaptalasukat elvégezni. Végsd soron pedig az ipari méretek szempontjabol is

kecsegteté membran bioreaktor tervezését és kivitelezését valositanank meg.
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http://www.dsmz.de/
http://www.hach-lange.hu/view/content

Ko6szonetnyilvanitas

Koszonetnyilvanitas

Ezaton szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik lehetové tették,
hogy ez a TDK dolgozat elkésziiljon és segitségemre voltak az olykor nehéznek
tlind munkdm soran.

Ezért halaval tartozom témavezetomnek Dr. Nemestothy Nandornak, Bélafiné
Dr. Baké Katalinnak, Lovitusz Evanak és Toth Gabornak, akik segitségére,
tandcsaira és tdmogatdsara mindig szdmithattam. Koszonet illeti a Biomérndki,
Membrantechnoldgiai és Energetikai Kutatointézet minden munkatarsat, akikhez
szintén barmikor fordulhattam kérdéseimmel.

Nem utols6 sorban pedig sziileimnek és nagysziileimnek is halaval tartozom,
amiért mindvégig tamogattak, mellettem alltak és biztattak. Tovabba barataimnak
¢s ismerdseimnek is koszonom, hogy tdliik is szintén sok hasznos tanéacsot és

segitséget kaptam.
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