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1  BEVEZETES

Az utébbi évtizedben a kornyezettudatossag, valamint a megujuld energiaforrasok
hasznalata egyre nagyobb jelentséget kapott a koztudatban, amelynek oka az emberiség egyre
ndvekvo energiaigénye €s az elérhetd fosszilis energiahordozok mennyiségének csokkenése. A
fosszilis energiahordozok felhasznalasaval a klimavaltozas folyamatat gyorsitjuk, mivel a
felhasznalasuk soran szén-dioxid, illetve egyéb tliveghdzhatdsu gazok jutnak a légkorbe. Az
energiaipar szén-dioxid kibocsatasanak csokkentésének lehetséges modszere a megjulod
energiaforrasok lehetdségeinek kiakndzasa lenne, amelyek kozott a biomassza-energiat a
kutatok és a gyartok igen nagy figyelemben részesitik.

Az algak termesztése és ipari hasznositasuk feltérképezése az utobbi években intenziven
kutatott teriilett¢ er6sodott. Az algatechnologidk elénye, hogy az algabiomassza nagy
mennyiségben tartalmaz értékes komponenseket, mint poliszacharidokat, lipideket, esszencialis
aminosavakat, vitaminokat, igy kivdld nyersanyagat képezheti 4llatitakarmanyok,
taplalékkiegészitok, kozmetikumok, biotechnologiai és gyogyszeripari termékek, sot
bioenergetikai termékek, mint példaul biodizel, biohidrogén, bioetanol eléallitasanak is.

Az alga-alapu etanolfermentacid igen nagy gazdasagi potenciallal bir. A magas
intracellularis poliszacharid tartalmt mikroalgak tenyésztése (az algak tobbségéhez hasonldan)
kevésbé koltséges folyamat. Mivel az algdk fototrof szervezetek, igy az algabiomassza
eldallitasa vizet, napfényt és szén-dioxidot igényel. A gyors szaporodasuknak koszonhetden
egész ¢évben rendelkezésre allnak, tovabba tobbségiik jol toleralja a kornyezeti tényezdk
ingadozasat. A technoldgia soran ipari szennyvizekben vagy akar szerves maradvanyokat, mint
kommunalis zoldségeket, gyiimdlcs hulladékokat tartalmazo tapoldatokban is tenyészthetdek
(heterotrof, mixotrof tenyésztés), ezaltal csokkenthetd a vizhaszndlat, mitobb a modern
hulladékkezelés egyik megoldasanak is tekinthetd az alkalmazéasuk. Ezt fontos kiemelni, hiszen
kezeletlen formdban a szennyviz komoly karokat okozhat vizkészleteinkben és azok
élévilagaban, hasonloan a gylimdlcs és z6ldség terményekhez, maradvanyokhoz, amelyekbdl a
szeméttelepeken anaerob folyamatok soran iiveghazhatasi géazok szabadulnak fel. Az
algabiomassza el6allitadsa nem igényel értékes termdfoldet, ezaltal nem versenyez az agroipari
kultirndvényekkel, elsdsorban az elsdgeneracids bioetanol alapanyagforrasaival.

A gazdasagilag kivitelezhetd és Okoldgiailag fenntarthatdé alga-biomassza alapu
etanolfermentacié technologidjanak kidolgozasa azonban még mérndki kihivasokat,

optimaland6 folyamatokat rejt magaban.



2  MUNKA CELJA

A szakdolgozati kutatomunkam az édesvizi Scenedesmus rubescens izolatum
tenyésztésének megismerésére és az intracelluldris szénhidrattartalom kornyezetbaratabb
kinyerésére iranyult. A kinyert intracellularis szénhidratok (keményitd) a harmadik generacios

bioetanol eldallitas alapanyagaként hasznosithatok.
Az alabbi részfeladatokat tiztem ki:

1. Liofilizalt algabiomassza sejtfeltarasi hatékonysaganak vizsgalata kemikaliaktol
mentes mechanikai, fizikai és enzimes technikak alkalmazasaval.
a. Egylépéses technikak: ultrahangos és mikrohullamu kezelés, tiveggyongyos
razatas, hokezelés, enzimes bontas

b. Kétlépéses, kombinalt technikak

2. Mikroalga tenyészthetosége és az intracellularis szénhidrattartalom alakuldsa
kiilonb6z6 osszetételi tapkozegekben.
a. Szervetlen természetii tapkozegek hatdsa: BG-11, BBM és M4N
b. Szerves természetii, névényi-alapu préslé, valamint a préslé koncentracio (5 %,

10 %, 15 %) hatéasa

3. Léptéknovelt algatenyésztés és az etanol-fermentacio modellezése laboratériumi

szinten, szakaszos fermentacios technika alkalmazasaval.



3  IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Biomassza energetikai hasznositasa

A fosszilis (primer) energiahordozok (szén, kbolaj, f6ldgaz) kitermelése és az azokra
épitett ipari (termelési €s szolgaltatasi) tevékenységek jelentdés mértékben hozzajarulnak az
iiveghazhatasu gazok kibocsatasért. Az utobbi évtizedekben az iiveghazhatasu gazok
(els6sorban a szén-dioxid) kibocsatasanak mértéke exponencidlisan novekedett, ami a
klimavaltozas jelenségeit erdsitette. A kornyezeti karok mérséklésére megoldast jelenthetnek a
megujulo/megujithatd energiaforrasok, amelyek részben vagy teljes mértékben kivalthatjak a
fosszilis energiagényt. Az alternativ energiaforrdsok kozott emlithetdé a napenergia, a
sz¢lenergia, a vizenergia, a geotermikus €s hidrogén-alapu energia, valamint a biomassza-alapti
energia is. A biomassza energetikai hasznositasanak lehetéségei és a gazdasagos technologiak
kivitelezése egyre novekvo figyelemben részesiilnek (Ang et al. 2022).

A biomassza a bioszféraban 1étrejovd szervesanyag-tomeg. A biomassza igen nagy
valtozatossagot mutat mindségben €s mennyiségben egyarant, ezért csoportositasuk torténhet,
aszerint, hogy honnan szdrmaznak, valamint mi a célja hasznositasuknak. Az eredet alapjan
megkiilonboztetiink elsddleges (primer) biomasszat, amelyet maga a ndvényvildg, a
természetes vegetacio alkot. A masodlagos (szekunder) biomassza az éllatvilagban és az
allattenyésztés soran (f6- és melléktermékei, valamint hulladékai) keletkeznek. A harmadlagos
(tercier) biomasszat az ellatasi lanc mentén, a feldolgozoiparbol és a haztartasokbol szarmazo
szerves anyagok teszik ki (Tursi 2019).

A biomassza tobb moddon is hasznosithato energiatermelési folyamatok alapanyagaként,
Osszetételétdl és szerkezeti tulajdonsagaitol fliggden. A nagyon alacsony nedvességtartalommal
rendelkez0 biomassza, mint a gabonaszalma, a tlzifa-apriték és flirészpor stb. magas
fut6értékiiek, emiatt kozvetlen elégetésiikkel jelent6s héenergia nyerhet6 (Saleem 2022, Perea-
Moreno et al. 2019). A nagyobb nedvességtartalmu biomassza, mint a magas cukortartalmi
novények, z6ld ndvényi hulladékok, szennyvizek stb. magas hdmérsékleten (700-1100°C)
elgazositasra keriilhetnek. A biomasszabdl igy éghetdé gazkeverék nyerhetd. A szerves
maradvanyokbol anaerob kornyezetben, szabalyozott koriilmények kozott lejatszodo
degradacio (rothasztas) soran biogaz is termelhetd. A biogaz elsdsorban metan €s szén-dioxid
keveréke, amely alkalmas villamosenergia-termelésre géazturbina segitségével, valamint
tizemanyagcellak 1étrehozasara is (Yaqoob et al. 2021). A biomasszabol motorhajto

iizemanyagok is eldallithatok, amelyek kozott vilagviszonylatban a biodizel és a bioetanol



terjedt el, ami mellett a biohidrogén és a bioelektromossag is egyre nagyobb teret hodit (Chen
et al. 2021). A biodizelt a biomasszabdl nyert lipidekbdl allitjak eld rovid szénlanct alkoholok
(metanol, etanol) és katalizator jelenlétében, kémiai (savas, bazikus) vagy biokémiai (enzimes)
atészterezési, hidroészterezési eljarason keresztiil. A biodizel hosszu szénlanct zsirsavakbol,
monoalkil-észterekb6l, mint metil- vagy etil-észterbél all (Ferreira Mota et al. 2022). A
bioetanol eldallitasa a biomasszabol kinyert erjesztheté cukrok alkoholos erjesztésével
torténik. Az etanol energiasiirisége kisebb a fosszilis energiahordozoknal, magasabb
oxigéntartalma tisztabb égést tesz lehetOvé, ezaltal gyakori tizemanyagadalék (Callegari et al.
2020). A biohidrogén magas energiatartalma miatt egyre nagyobb érdeklédés 6vezi a kutatok
¢s a gyartok korében. Fermentativ uton hidrogén-termeld algak, cianobaktériumok,
baktériumok alkalmazdsaval energia hozhaté Iétre. A technoldgiai fejlesztéseknek
(fotofermentacio, sotét fermentacio, ko-fermentacio stb.) koszonhetéen a potencialis termeld
szervezetekkel a hozamok novelhetéek (Bhatia et al. 2021). A mikrobioldgiai energiacellak
(MUC) olyan bioelektrokémiai rendszerek, amely altal bioelektromossig generalhato. Az
anodtérben a mikroorganizmus (baktérium) a rendszerbe adagolt tapanyagban rejtett kémiai
energiat alakitja at, elektronokat és protonokat (hidrogén) hoz 1étre. A protonok egy szelektiv
membranon keresztiil athaladnak, mig az elektronok egy kiilsé aramkoron keresztiil aramolnak
a katodtérbe. A katddtérben szintén mikroorganizmus (alga) talalhatd, ahol a fotoszintézis soran
keletkezett oxigén az elektronokkal és a protonokkal vizzé egyesiil. A mikrobialis energiacellak
tovabbi fejlesztésével lehetdvé valhat az igény szerinti biohidrogén és bioelektromossag

elballitasa is (Enamala et al. 2020).

3.2 Bioetanol technolégiak

A biolizemanyagok természetes alapanyagokbol, biomasszabol eldallitott szilard,
cseppfoly6s (bioetanol, biodizel) és gaznemi (biohidrogén) megujuld energiaforrasok, amelyek
potencialisan alkalmazhatok a fosszilis lizemanyagok részbeni, esetleg teljes kivaltasara. A
biolizemanyagok az eldallitdsuk soran hasznositott alapanyagok, valamint a termelési
technoldgia alapjan generaciokba sorolhatok (1. abra) (Demirbas 2011).

A biolizemanyagok korében vilagviszonylatban ismert és elterjedt a bioetanol és a biodizel,
amelyek gyartastechnologiaja ma még jellemzéen mezdgazdasagi terméteriileten termesztett
kultirnévényeken alapul. Az elségeneracios bioetanol alapanyagforrasat nagyrészt a magas
szacharoz- és a keményito tartalmu ndvények, mint a cukorrépa, a bliza, a kukorica, a burgonya

stb. teszik ki, mig az els6generacios biodizel eldallitasanal magas olajtartalmu novényeket, mint



napraforgd, repce stb. hasznositanak (Demirbas 2009). Ezen névények egyben élelmezési és
takarmanyozasi célokat is szolgalnak, igy termesztésiik nagy teriiletet és magas mindségi
termdfoldet igényel. Az alapanyag tobbiranyt hasznositasa fesziiltséget valt ki az élelmezési és
a bioenergetikai tevékenységek kozott, sOt az elsdgenerdcidos biomassza lizemanyag célu

levezetése az élelmiszerek és takarmanyok draguldsahoz jarulhat hozza (Dutta et al. 2014).
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1. abra: Bioetanol generaciok és eléallitasi technologiak (Bera et. al. 2020)

A masodik generacids biolizemanyagok alapanyagaként elsdsorban a cellulozban
gazdag ndvényi biomassza szolgal, amely szdrmazhat a mezdgazdasagi tevékenységekbdl, a
termelési és feldolgozasi folyamatokbol (gabonaszalma, kukoricacsutka, napraforgdszar,

cukornadbagasz stb.), haztartasi és telepiilési szerves hulladékokbdl (gyiimolcs és zoldség



maradvanyok, zold hulladékok - agak, gallyak stb.), egyéb ipari tevékenységekbdl, mint az
erdészetbdl €s a papiriparbdl is, sot erre a célra termesztett rovid vagasforduloja erdokbol és
egyéb energiandvény lltetvényekbdl is (Sims et al. 2010). A bioetanol gyartasi
iitkozik. A technoldgia limitald tényezdje az Osszetett, nehezen kezelheté novényi struktura,
amely a kiilsé hatasokkal szemben nagy ellenallésdgot mutat. Ma mar szamos eldkezelési
technika ismert, azonban a ndvényi biomassza valtozatossaga miatt egy sem alkalmazhato
egységesen az értékes szénhidratok kinyeréséhez. A bioetanol ipari szinti termelésénél ezért
vilagszerte az elsdgeneracios technoldgiat alkalmazzak, a masodik generacids technoldgiadk
gazdasagosan még nem kivitelezhetok (Xu et al. 2018). Az els6- és masodik generacios
bioetanol (valamint a harmadik generacios bioetanol) el6allitas miiveleteit az 1.abra szemlélteti.
A celluloz-alapt bioetanol eldallitds 4 1épésre oszthatd. A termelési folyamat az alapanyag
elokezelésével indul, amely soran a lignocelluléz szerkezet roncsoldsa, valamint a celluloz
hozzaférhetoségének novelése fizikai, kémiai, bioldgiai, esetleg kombinalt technikak
alkalmazasaval torténik. A fizikai és kémiai moddszerek egyiittes alkalmazasa terjedt el,
amelyek tobbnyire extrém koriilményeket, magas nyomast és hdmérsékletet, tovabba
kemikalidkat és nagy mennyiségli vizet is igényelnek. Az eldkezelés a teljes technologia
koltségeinek akar 60 %-at is kiteheti. A tovabbi 1épések megegyeznek a keményit6-alapu
elsdgeneracios etanol eloallitas 1épéseivel, ahol az elokészitett alapanyag enzimes hidrolizisét,
cukrositasat, az oldatba vitt erjeszthetd cukrok etanolld konvertdlasa kovet. A fermentacios
eljarasoknak tobb valtozata is ismert, amelyek kozott széles korben az idében elkiilonitett,
szeparalt cukrositast és erjesztést, valamint a szimultan cukrositast és erjesztést alkalmazzak.
A fermentacié végén a cefre elokészitése és desztillalasa soran a céltermék, az etanol
elvalasztasra keriil (Chen et al. 2021).

A harmadik generacios biolizemanyagok eldallitasahoz alga biomassza keriil
felhasznalasra. Az Ujgeneracios technologia az elsé- €s masodik generacios biolizemanyagok
hatranyait részben kikiiszoboli. Egyes algakulturdk jelentds mennyiségben termelnek olyan
értékes anyagokat, mint lipideket, szénhidratokat, amelyek potencidlis alapanyagéat adjak a
bioetanol és a biodizel termelésnek (Ananthi et al. 2021). Az alga biomasszabdl jol fenntarthato
biotizemanyagok allithatok eld, koszonhetden annak, hogy a termesztett ndvényekkel szemben,
amelyeket évente egyszer, esetleg kétszer lehet betakaritani, az algdk Iényegesen rovidebb
termesztési ciklussal rendelkeznek, ez akar 1-10 nap lehet. A folyamatos termelés nem csak a

természetben, hanem zart térben, kiilonb6zd bioreaktor konstrukcidkban is megvalosithato,



amelyek kisebb teriiletet igényelnek, a termdfoldet nem vonjak el az ¢élelmezési és
takarmanyozasi novényektdl sem (Dragone et al. 2010, Chowdhury és Loganathan 2019). Sét,
andvényi biomassza 10-szeres, akar 100-szoros mennyisége is termelheté mikroalgékkal, tehat
Iényegesen kedvezobb a termeszthetOséglik. Genetikai modositassal, valamint az
anyagcseremérnokség eszkozeinek alkalmazasaval nagyobb biomassza hozam, valamint lipid
¢és szénhidrat termelés érhetd el, ami az Gjabb generacios biolizemanyagok fejlesztésének nyit

teret (Abdullah et al. 2019).

3.3 Alga-alapu bioetanol
3.3.1 A mikroalgik altaldnos jellemzése

A mikroalgak, ahogy mas energetikai célra hasznositott névényi biomassza, lehetvé
teszik a napenergia begylijtését, atalakitasat és tarolasat kémiai formaban. Evolucios
szempontbol a mikroalgdk a cianobaktérium ¢és a fotoszintetikus plazmid elsédleges
endoszimbidzisabdl szarmaznak ¢és azota a Fold szinte 0Osszes soOs-, és édesvizi
okoszisztémajanak részévé valtak. A mikroalgdk identifikalasa, a fajok azonositadsa és
osztalyozasa mikroszkopos morfologia vizsgalattal, specifikus rovid szekvencidk
azonositasaval, valamint 4ramlasi citometrias modszerrel torténhet. A moddszerektol
fiiggetleniil a mikroalgak taxondmidja az utdbbi években sokszor valtozott és jelenleg sincs

egyhangtian elfogadott rendszer (Levasseur et al. 2020).
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2. abra: Edesvizi Scenedesmus nemzetség sejtmorfologia és altalanos sejtfelépités

(Shao et al. 2020)



A mikroalgék eukaridta szervezetek. A mikroalgak a fotoszintetizald képességiiknek
koszonhetden jelentds szén-dioxid megkotési képességgel birnak. A kornyezetvédelemben
betoltott szerepiik igy igen jelentdssé valt az elmult években (Tena és Guillermo 2019).

A mikroalgakat csoportosithatjuk a sejtszerkezetiik, életciklusuk, tartaléktapanyaguk és
pigmentacidjuk alapjan. A mikroalgakat tobbnyire a 2-200 um kozotti sejtméret jellemzi. Az
anyagcsere folyamatok alapjan lehetnek autotréf, valamint heterotrof szervezetek, sot a
tenyésztési koriilményektdl fliggden, akar mind a két anyagceserét is mutathatjak, ez utobbiak a
mixotrof szervezetek. Az algabiomassza szamos értékes komponenst: lipideket, fehérjéket,
szénhidratokat, bioaktiv anyagokat (mint pigmenteket, fenolos vegyiileteket stb.), tobbszordsen
telitetlen zsirsavakat, vitaminokat stb. termelnek. Az értékes komponensek mennyisége
nagymértékben fligg a mikroalga fajtol/torzst6l, valamint a tenyésztés koriilményeitdl is
(Velazquez-Lucio et al. 2018).

A mikroalga sejtekben a fotoszintézisért a klorofillban gazdag plasztidok felelések. Az
autotrof anyagcsere esetén az energiat és az organikus komponenseket a szén-dioxid
felhasznalasaval termelik és ehhez energiaforrasnak a napfénybdl nyert energiat hasznaljak fel.
A heterotrof anyagcesere soran fényenergia jelenlétében szénforrasként szerves tdpanyagokat,
gyakrabban gliik6zt hasznositanak, de némely mikroalga faj a glicerint, acetont is képes
hatékonyan metabolizalni. A mixotrof anyagcesere két fazisbol, novekedési szakaszbol tevodik
Ossze: az elsO fazisban heterotrof természetli, ekkor kezdetét veszi a szerves anyagok
hasznositasa, a masodik fazisban, ahol mar a szerves szubsztratum mennyisége korlatozott, az
autotrof anyagcsere veszi at a helyet (Ferreira Mota et al. 2022, Vale et al. 2020).

A Scenemesdecae alga csalad taxonomiailag 3 alcsaladba: a Desmodesmoidea, a
Scenedesmoidea ¢és a Coelastroidea alcsaladba sorolhato. Az alga csalad magaba foglalja a
legelterjedtebb édesvizi mikroalga fajokat. Taxondmiai szempontbdl besorolasukat neheziti,
hogy viszonylag egyszerii morfologiai jegyeket mutatnak és a kornyezeti feltételek
megvaltozasanak hatasara modosult fenotipusok (fenotipikai plaszticitas) alakulhatnak ki. Ez
utobbi esetén tobbek kozott eléfordulhat a conobiumos, valamint az egysejtes ¢letmod, tovabba
a sejtméret, esetleg a tiiskék szamanak valtozasa. A Scenedesmus fuscus faj példaul elvesztette
a képességet a tobbsejtes-conobiumok képzésére, az egysejtes életmod jellemzi (Baudelet et al.
2017). A Scenedesmus nemzetségre altalanos jellemzo6, hogy autospords szervezetek,
tobbmagvu anyasejteket képeznek 4-8 sejtmaggal a sejtfalon beliil. Az alga sejtek atlagosan 2-
12 um atméréjiek. Fehérjében gazdag mikroalgak (8-56%), azonban egyes fajoknal kedvezo

tartalék szénhidrat (keményitd) és lipid termelés is leirdsra keriilt. A keményitd szintézise a



fotoszintézis sotét szakaszaban, a Calvin-ciklusban (Calvin-Benson-Bassham-ciklus, CBB)
biokémiai redox-reakciok eredményeként keletkezik a kloroplasztisz membrankdozi terében, a
sztroméban. A tartalék tapanyag szintéziséhez az alga sejtek a fotoszintézis fényszakaszanak
termékeinek (ATP, NADPH-+H") hasznositasaval a kornyezetbdl szén-dioxidot fixalnak. Az
intracellularis szénhidratok (keményitd) a szarazanyag tartalom 10-52 %-at, a lipidek pedig 2-
40 %-at tehetik ki (Demirbas et al. 2017, Kannah et al. 2021). Az 1. tablazat néhany mikroalga
faj Osszetételét, a szarazanyagtartalom alapjan a fehérje, szénhidrat és lipid tartalom
megoszlasat szemlélteti szazalékos formaban. Tenyésztésiik gazdasagilag rengeteg teriileten
kiaknazhato, tobbek kozott az €lelmiszeriparban, mezdgazdasagban, gyogyszeriparban €s a

bioenergetika teriiletén is (Menegazzo és Fonseca 2019).

1. tablazat: Mikroalga fajok értékes anyagcseretermékeinek megoszlasa (Russell et al. 2022)

LI e R
Botryococcus braunii 40 6 33
Chlorella luteoviridis 47 12 22
Chlorella sorokiniana 56 17 22

Haematococcus pluvialis 68 9 26
Parachlorella kessleri 51 16 25
Scendesmus subspicatus 28 29 16
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2
Chlorella vulgaris 58 17 22
Scenedesmus obliquus 56 17 14
Dunaliella salina 57 32 6
Chlamydomonas reinhardtii 48 17 21

3.3.2 Mikroalga tenyésztése

A fototr6f mikroalgdk természetes koriilmények kozott elnyelik a napfényt és a
1égkorbol a szén-dioxidot vagy a kornyezetben elérhetd szerves tapanyagokat hasznositjak.
Ezért amennyire lehetséges a novekedési feltételeket a mesterséges termesztésnél alkalmazott
konstrukcioknal biztostani kell (Brennan és Owende 2010). Az etanol céli algabiomassza

termelés igen fontos tényezdje az intracellularis (tartalék) szénhidrat felhalmozasanak
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képessége, amelyet a mikroalga természete €s a kornyezeti hatdsok is nagymértékben
befolyasolnak. A legfébb kornyezeti hatas a fényintenzitas, a kémhatas, a sotartalom, a
hémérséklet (de Farias Silva és Bertucco 2016). Az 2. tablazat néhany mikroalga ¢és
cianobaktérium esetén a tenyésztési koriilményeket, az algabiomassza hozamot és az

intracellularis szénhidrattartalmat személteti.

2. tablazat: Mikroalgék és cianobaktérium intracellularis poliszacharid tartalma

R ed] Szaraz PP
Mikroalga/Cianobaktérium Te?yes’z tesi biomassza et I
koriilmények giL m/m %
150 umol m=2 /s,
Anthrospira platensis 30 °C, buborékoltatott 2-2,2 58
levegdztetés
Chlamydomonas fasciata 3000 Lux, 25 °C B 435
Ettl 437 (COz-levegd) ’
450 umol m2/s!
Chlamydomonas o L
reinhardtii UTEX 90 23°C, 4 nap & 124 59,7
130 rpm
Chlorella variabilis 150 pmol m=2 /s,
NC64A 25 °C, 2% COz 0,43 378
Chlorella vulgaris 70 umol m2 /s7!, B 41
P12 30 °C, 2% CO;
Chlorella vulgaris 60 pmol m2/s™!, 75 59
FSP-E 2% CO, '
150 pmol m=2 /s™!,
Chlorella vulgaris 20-22 °C, B 294
KMMCC-9 UTEX26 buborékoltatott '
levegdztetés

80 umol m2/s7!,
Chlorella sp. KR-1 30°C, 10 % CO, - 49,7

Kiiltéri és
Chlorococcum humicola bubore,l,{ Olta,t ott — 32
levegoztetés
34.5 kPa
Dunaliella tertiolecta 60 umol m2/s7!, B 378
LB999 20-25 °C, 2% CO; ’
Dunaliella tertiolecta 60 pmol m= /™!, B 405
LB999 20-25 °C ’
. 50-1200, 25 °C,
Scenedesmus dimorphus 2% CO, 5 45-50
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150 umol m=2/s™!,

Scenedesmus obliquus 25 °C, buborékoltatott - 30
levegdztetés
. 210-230 umol m2 /s,
Sce”edecslil“\f\f_ﬁlb"quus 28 °C, 300 rpm, 45 51,8
2.5% CO;
Scenedesmus bijugatus kailtéri - 26
Synechococcus elongatus 200 umol m™2/s7!, B 08
PCC 7942 28 °C, 5% COz
Synechococcus sp. 250 umol m=2 /s! 3 59
PCC 7002 1% CO,

200 umol m2/s™!,

Tetraselmis subcordiformis 25 °C. 3% CO, 6 45-50
Tetraselmis subcordiformis 150 pmol m=2 /s™1, A5 40
FACHB-1751 25 °C, 3% CO, ’

A mikroalga tenyésztés torténhet nyilt medencés rendszerekben, valamint zart

fotobioreaktorokban is (Singh és Sharma 2012).

3.3.2.1 Nyilt medencés rendszerek

A nyilt medencés tenyésztd rendszerek iizemeltetése az egyszerliségiik miatt a zart
tenyésztd rendszerekhez képest 1ényegesen olcsobb, azonban nagyobb teriiletet igényelnek
(Ugwu et al. 2008). A tenyészté medencék burkolata altalaban beton vagy milanyag (fehér),
ami megakadalyozza a viz elszivargasat. A medencékben az alga tapoldat dramlésat lapatkerék
tartja fent, ezaltal egyenletesebb anyagiram érhetd el, az alga sejtek nem iilepednek le. A
megvilagitas (napfény) biztositdsa érdekében a medencék altaldban nagy feliilettel €s sekély
mélységgel rendelkeznek. A autotrof szervezetek esetén a felszini szén-dioxid felvételen tul
tovabbi szén-dioxid adagolasra is sziikség van (Brennan és Owende 2010, Sirohi et al. 2022,
Singh és Sharma 2012). A nyilt medencés tenyésztd rendszerek hatranyos tulajdonsaga, hogy
kis hatékonysaggal képesek a napenergiat hasznositani, vizveszteség 1ép fel a parolgas soran, a
sekélység miatt nagy teriiletet igényelnek, és hajlamosak a befert6zédésre gyorsan szaporodo,
vagy mikroalgdkkal taplalkozé mikroorganizmusokkal. A befertdz6dés kockazatanak
csokkentése érdekében az ilyen rendszerekben olyan mikroalga fajokat tenyésztenek, amelyek
képesek valamilyen extrém kornyezeti hatist, mint magas sotartalmat, kémhatast toleralni

(Canedo és Lizarraga 2016).
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3.3.2.2 Zart rendszerii fotobioreaktorok

A fotobioreaktor egy zart megvilagitott tenyésztéedény, amelyben a kiilsd hatasok
kizarasaval, szabalyozott koriilmények (hdmérséklet, kémhatas, megvilagitas, oldott oxigén
koncentracio, tapanyag ellatas stb.) kozott valosithatd meg az algabiomassza termelése. A zart
rendszerekben 1ényegesen magasabb algabiomassza hozam érhetd el (Singh és Sharma 2012).
Ezidaig igen sokfajta fotobioreaktor konstrukciot terveztek és alakitottak ki, amelyek kozott
csO, panel, tank, és hibrid bioreaktorok is talalhatok, sét tizemi méretekben is alkalmazzak
azokat (Egbo et al. 2018).

A cslOreaktorok hengeres geometridval rendelkeznek, amelyek orientacidja lehet
horizontalis és vertikalis. A zart rendszerli bioreaktorok kozott ezt a tipust tartjdk a
kedvezobbnek a mikroalgak kiiltéri, tizemi-léptékii termelésére (Kurniawan et al. 2022). A
bioreaktort felépitd csovek atlatsz6 milanyagbol vagy iivegbdl késziilnek. A csovek
elhelyezkedése a befogott fény maximalizalasa szerint torténik. A csovekben a mikroalga
tenyészetet perisztaltikus pumpa vagy a levegoztetd rendszer segitségével tartjdk mozgasban.
A csovek 10-60 mm atmérdjli tartomanyban keriilnek alkalmazasra, hosszuk pedig tobb 100
méter is lehet (Huang et al. 2017). A kis cs6éatmérdvel rendelkezé bioreaktorokban a kezdeti
alacsony sejtslirliségli  fazisban problémat jelenthet a tulzott fénysugarzas, amely
fotonvesztéshez vagy akar fotoinhibiciohoz vezethet. A mikroalga fotoszintetikus
kapacitasanak csokkenését a fény valtja ki. Ez a probléma részben kikiiszobolhetd nagyobb
atméroji csovekkel, hatékonyabb keveréssel és arnyékolassal (Wang et al. 2012).

A panel-fotobioreaktorok egy vagy tobb fény gyiijt6 lapos panel egységbdl allnak. A
vékony panelek atlatsz6 milanyagbol vagy livegbdl késziilnek. A panelek pumpaval vannak
Osszekottetésben, ezzel tarthato fent a tenyészet dramlasa. Szamos eldnnyel rendelkeznek, mint
a magas teriilet/térfogat arany, magas biomassza termelékenység és alacsony koltségek. A
hatranyok kozé sorolhatd a nehezen megoldhatd 1éptékndvelés, a hdmérséklet szabalyozas,
valamint a nagy energiaigény (Touloupakis et al. 2022).

A hibrid tenyésztd rendszerek két vagy tobb tipusi tenyésztorendszer
Osszekapcsolasabol szdrmaznak. A hibrid rendszerek 4llhatnak egy kis méreti zart
fotobioreaktorbol, amely egy nagyobb nyilt tenyésztd medencéhez csatlakozik, igy mindkét
eljards elonyeit maximalizalni lehet. A hibrid rendszerek szennyviz kezelésnél torténd
alkalmazasa igen alkalmas az algabiomassza el6allitas koltségeinek csokkentésére (Bhatia et

al. 2021).
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3.3.3 Algabiomassza feldolgozasa

Az algabiomassza elvalasztasa nélkiilozhetetlen miivelet, amelyre ma mar tobb
feldolgozasi (downstream) technika is rendelkezésre all. A kiilonb6z6 technikékat az alabbi 3.

abra szemlélteti.

kinyerés

3. abra: A mikroalga biomassza elvalasztasi modszereinek csoportositasa

(Mathimani és Mallick 2018)

Az elvalasztasi folyamat Osszetettségét és koltségét a mikroalga sejtmérete (2-20 um, a
Scenedesmus fajoknal 2-12 um), valamint a tapoldatban a mikroalga kolloid stabilitasa noveli.
Az alga biomassza kinyerése torténhet fizikai, kémiai, bioldgiai Giton, valamint kettd vagy annal
tobb modszer, akar kombindltan torténd alkalmazasa altal. A sejtfalszerkezet Gsszetétele és
ellenallésaga miatt egyes esetekben tobb modszer egymast kovetd hasznalata sziikséges (Yin
et al. 2020). A fizikai modszerek kozé sorolhatd a centrifugalas, amely soran a fellépd
centrifugdlis erd hatasara a fazisok a stirliségiik szerint szétvalnak, az algabiomassza iiledéket
képez. A centrifugalas ugyan gyors elvalasztasi miivelet, am nagy energiaigénye miatt igen
nagy koltségekkel jar (Mathimani és Mallick 2018). Ezzel szemben a gravitacios ilepités

koltséghatékonyabb elvalasztasi modszer, ahol az algabiomassza a gravitacios erd hatasara
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iilepedik le. A folyamat hatékonysagat nagy mértékben befolyasolja a mikroalga stirtisége, igy
a modszer megbizhatosaga alacsony. Az algak tilepedési sebessége 0,1 €s 2,6 cm/h ko6zott van,
amely nagyon lasst folyamatot eredményez, ami idével a biomassza mindségének romlasahoz
vezethet. Az iilepedés gyorsitdsa lehetséges, elsOsorban koagulacios vagy flokkulacios
clokezeléssel (Barros et al. 2015). A sziirési technikdk esetén a mikroalga tenyészet egy sziird
berendezésen halad at, amelynek pérusmérete nem nagyobb, mint a sejtek atmérdje, igy a sejtek
a szirén fennmaradnak, a tapoldat pedig tovabb tud haladni. A folyamat addig tart, amig a
sziirok nagy mennyiségli algabiomasszat nem tartalmaznak és a sziirési hatékonysag csokkeni
nem kezd. A sziirési technikak kozott ismert a mikrosziirés, a ,,dead-end” szlrés, a vakuum
sziirés, az ultrasziirés stb. (Pragya et al. 2013). A flotaci6 adhézids jelenségen alapul. A
tenyészetbe ekkor levegd vagy gaz buborékokat juttatnak, amelyekhez az algasejtek kotddnek
¢s azokkal egyiitt felfelé mozognak, a tdpoldat felszinére emelkednek, ahol lef6l6zéssel
levalasztasra keriilnek (Mathimani és Mallick 2018). A flokkulacié soran az algasejtek
Osszetapadnak, ezzel nagyobb aggregatumokat alkotnak, ami az iilepedés iddtartamat
csokkenti. Az egyszeri flokkulécio a toltéseloszlas mechanizmuséan alapul, azaz a mikroalgak
negativ toltést hordoznak a szerves anyagokbol szarmazd ionok abszorbealdsdnak
koszonhetden, ami nem engedi az aggregacidt a tenyészeten beliil. A flokkulaci6 eléidézhetd
kemikalidk adagolasaval, ezéltal az algasejtek negativ feliileti toltése semlegitésre keriil. A
flokkulacios eljarasoknal megkiilonboztetink auto-flokkulaciot, kémiai flokkulaciot és

elektromos flokkulaciot (Pragya et al. 2013, Chen et al. 2011).

3.3.3.1 Sejtfeltarasi technikak

A mikroalga sejteket vastag, merev és egybefliggd mikrofibrillum réteg veszi kortil,
amelyet sejtfalnak neveziink. A sejtfal Osszetett poliszaccharid és glikoprotein matrixbol
tevodik 0ssze, ennek koszonhetden a kiilonb6zo kornyezeti feltételekkel szemben a sejtek nagy
adaptacios képességgel rendelkeznek. A sejtfal Osszetettsége és heterogenitasa elengedhetetlen
a sejtek megfeleld struktirdjanak, védelmének, és a kiilonb6z6 biotikus és abiotikus
behatasokkal szembeni ellenalloképességének kialakulasahoz. A Scenedemus nemzetségre
jellemz6, hogy a sejtfal harom rétegbdl all, amelyek cellulozban és pektinben gazdagok,
tovabba hemicellulozt és kitint is tartalmaznak (Jothibasu et al. 2022).

A sejtfeltaras sziikséges miivelet minden biofinomitasi és bioenergetikai folyamat
soran. Lényege, hogy az intracellularisan termelt értékes anyagcseretermékek (szénhidratok,

fehérjék, lipidek, antioxidansok, pigmentek Sth.) hozzaférhetové valjanak. A szénhidratok a
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mikroalga sejtfalabol is nyerhetdek, a celluloz, hasonldéan a keményitéhoz, gliikoz egységekre
bonthat6. A keményit6 a plasztidokban foglal helyet (Velazquez-Lucio et al. 2018).

A sejtfeltaras lehet mechanikai, fizikai, kémiai, biologiai, valamint kombinalt modszer
(Dahunsi 2019). A mechanikai sejtfeltaras térténhet nagy nyomadason torténé atpréseléssel,
amely sordn az alga szuszpenzi6 fojtason, sziikitésen halad at és a nagy sebesség gradiens
hatasara a sejtek szétszakadnak, feltarasra keriilnek. Fagyasztott algabiomassza atpréselésére is
van lehetdség, ekkor extrém nagy nyomads sziikséges, hogy a fagyasztott alga szuszpenzid
athaladjon a fojtason. A sebesség gradiensen tul a jégkristalyok roncsol6 hatésa is segiti a sejtek
feltarasanak hatékonysagat (Petrier et al. 1998, Russell et al. 2022). A gyongyokkel torténd
feltaras igen nagy potenciallal rendelkezik, kivald sejtfeltarasi teljesitménye, egylépéses
miikodése €s alacsony munkaintenzitdsa miatt. A sejtfeltaras soran az algabiomasszahoz iiveg,
kerdmia vagy acél gyongyok keriilnek. Kevertetéssel, rdzatdssal a gyongyoknek kinetikai
energiat adnak at, ami a gyongyok litk6zéséhez vezet. Az litkdzési zonakban 1évd szuszpendalt
sejtek a gyongyoktdl atvett nyirder6k hatasara roncsolodnak. Nagyobb algabiomassza
mennyiségek esetén nagyobb kapacitast kolloid malmokat, goly6s malmokat alkalmaznak. Az
eljarassal ugyan intenziv feltarast lehet elérni, azonban a homérséklet gyors emelkedése a
rendszer hiitésiit igényelheti (Giinerken et al. 2015). Az ultrahangos sejtfeltaras soran a sejtek
roncsoldsat a kavitacios hatdsok okozzak. Az ultrahang hulldmok hatdsira mikrobuborékok
keletkeznek, amelyeknek az 6sszeomldsa nagy mennyiségli energiat szabadit fel és 1okéseket,
orvényeket general. A folyadék térben kialakulé nyomaskiilonbség a sejteket karositja (Liu et
al. 2022). A fizikai modszerek k6zott az ozmotikus sokk, a héhatas stb., a kémiai moszerek
kozott a kiilonboz6 kemikaliak alkalmazasa emlithetd. A biologiai sejtfeltaras biokatalizatorok
alkalmazasaval, mint egész sejtes rendszerekkel, enzimkészitményekkel (pektinaz, cellulaz,

xilanaz, amilaz, kitinaz, lizozim tb.) torténhet (Kim et al. 2014).
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1  Mikroalga torzs

A kutatdomunkam soran egy édesvizi Scenedesmus rubescens zoldalga izolatum
tenyészthetOségét €s intracellularis poliszacharid tartalmat kiilonb6z6 Osszetételi, szerves é€s
szervetlen természetli tapoldatokban kovettem nyomon. Az izolatumot az Albitech Kft.

(Budapest) biztositotta.

4.2 Mikroalga tapoldatok

A mikroalga tenyésztése szervetlen természetli (szintetikus) BG-11, M4N és BBM
tapoldatokban (3. tablazat), valamint szerves természetii, z6ldség-gytimolcs préslé-alapu (5, 10,
15 %) tapoldatokban tortént. A ndvények és azok maradvanyai (alma, almahéj, répa és
fejessalata) nagyobb részt haztartasokbol szarmaztak. A maradvanyok préselése laboratoriumi

présgép segitségével tortént.

3. tablazat: BG-11, M4N és BBM 06sszetétele

NaNOs 1500 250 -
KNO3 - - 5000
KH2PO4 40 175 -
K2HPO4 - 75 1250
CaCl2*2H:0 36 25 100
NaCl - 25 -
MgSO4*7H20 75 75 25000
Ammonium-vas(l11)-citrat 6 - -
FeSO4*7H0 - - 30
Citromsav-monohidrat 6 - -
Na,EDTA 1 - -
Na2CO3 20 - -
desztillalt viz 1000 ml 1000 ml 1000 ml
Mikroelem torzsoldat (mg/l) 1ml 1ml 1mi
ZnS04 * TH20 222 8820 222
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MnCl2 * 4H.0 1810 1440 1810
MoOs3 - 710 -
Na:MoO4 * 2H,0 390 - 390
CuSO4 * 5H20 80 1570 80
Co(NO3), * 6H-0 49,4 490 49,4
H3BOs3 2860 - 2860
desztillalt viz 1000 ml 1000 ml 1000 ml
Oldat 1 (mg/l) - 1ml -
Na,EDTA - 50000 ?

KOH - 3100 -
desztillalt viz 1000 ml 1000 ml 1000 ml
Oldat 2 (mg/l) - 1ml -

FeSO4 - 4980 -

H2SO4 (Conc.) - 1 -
desztillalt viz 1000 ml 1000 ml 1000 ml
pH=7 (0,1 n NaOH)

A tapoldatokat 500 ml-es csavaros lombikokban 300 ml-ként osztottam szét. A tapoldatok

sterilezése 121 °C-on, 15 percen at autoklavban tortént.

4.3 Laboratoriumi mikroalga tenyésztés

Az algatenyésztés szervetlen tapoldatokban 14, 28 és 56 napon at, a novényi
tapoldatokban pedig 25 napon at tortént allando megvilagitas (1400 lumen, meleg fehér fényii
led lampa) mellett, laboratoriumi méretii levegbztetett bioreaktorokban (4. abra). A szerves
tapoldatok esetén a befert6zodés kockazatanak csokkentése érdekében természetes gatloszert,
natrium-kloridot (1-15 g/l) alkalmaztam. Az etanol fermentacio kivitelezéséhez a 1éptékndvelt
algatenyésztést 3 literes BG-11 tapoldatot tartalmazoé levegdztetett reaktorban inditottam el.

A mintavételt idokozonként, steril koriilmények kozott, lamindris fiilke alatt végeztem. A
mintaknal mértem a pH, valamint a sejtszdm idObeni alakuldsat. A tenyésztést kovetden az
algabiomasszat 10000 rpm sebességen 10 percen at tartd centrifugalassal valasztottam el. A
nedves algabiomasszaban visszamaradt tapoldat komponensei a fenol-kénsavas modszer

pontossagat ronthatjak, ezért a komponensek maradéktalan eltavolitasat az algabiomassza
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desztillalt vizzel torténd atmosasaval €s centrifugalasaval biztositottam, amit harom, esetenként

négy ciklusban ismételtem.

% % = = P kimend sziirt levegd
=n P> bemend sziirt levegd

kompresszor 4- m

wh * tapoldat

4. abra: Laboratoriumi levegdztetett algabioreaktor (névényi préslé)

4.4 Szaporodaskinetika

A tapoldatokban a mikroalga sejtszam meghatarozasa Biirker-kamras modszerrel, 40-
szeres nagyitasu objektiv alatt, fénymikroszkop alkalmazasaval tortént. Az algasejtszamokat az
1d6 fiiggvényében abrazoltam és az exponencialis szaporodasi szakaszra linearis trendvonalat
illesztettem. Az egyenes egyenlet meredekségének ismeretében a szaporodaskinetikai
paraméterck: a fajlagos szaporodasi sebesség (u, 1/nap) és a generacids id6 (tgen, Nap)
szamithato.

tgo=p/2,303 és tgen=0,693/p

4.5  Liofilizalas

A kiilonbozo sejtfeltarasi technikaknak és az intracellularis szénhidrattartalomnak a
vizsgalatat nedves, valamint viztelenitett (fagyasztva szaritott) algabiomasszan végeztem. A
liofilizalas -18 °C-on tarolt, fagyasztott algabiomasszan tortént. Az alga biomassza szaritasa a
Christ Alpha LSC Plus (Martin Christ GmbH, Németorszag) tipusu berendezésben tortént. A
szaritokamra hémérséklete 18 °C volt. A fagyasztott algabiomassza szaritasa vakuummal (0,25

mbar) tortént. A fagyasztva szaritas ideje 2 nap volt.
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4.6 Sejtfeltaras

Kisérleteim soran olyan sejtfeltdrasi  technikdkat alkalmaztam, amelyek

kornyezetbaratabb technikaknak szdmitanak, a sejtfal roncsoldsa nem igényel kemikalidkat,
ezaltal a tovabbi biofeldolgozéasi miivelet sordan (etanolfermentacio) azoknak a rendszerbdl

torténd elvalasztasara nincsen sziikség, a folyamat koltségei csokkenthetok. A sejtfeltaras soran

egylépéses és kétlépéses technikakat is alkalmaztam.

4. tablazat: Egylépéses ¢s kétlépéses sejtfeltarasi technikak

1 Ultrahang i
' (35-40 kHz, 15 perc)

5 Ultrahang Enzim (Lallzyme EX-V)
' (35-40 kHz, 15 perc) (3 6ra, 20 °C)

3 Ultrahang Enzim (Lallzyme EX-V)
' (35-40 kHz, 30 perc) (3 6ra, 20 °C)

4 Ultrahang Enzim (Lallzyme EX-V)
' (35-40 kHz, 45 perc) (3 6ra, 20 °C)

5 Uveggyéngy i
' (5 perc, razatas)

6 Uveggydngy Enzim (Lallzyme EX-V)
' (5 perc, razatas) (3 ora, 20 °C)

7 Mikrohulldm i
' (15 méasodperc, 4 ciklusban)

8 Mikrohulldm Enzim (Lallzyme EX-V)
' (15 masodperc, 4 ciklusban) (3 ora, 20 °C)

9 Hokezelés i
' (121 °C, 15 perc)

10 Hokezelés Enzim (Lallzyme EX-V)
' (121 °C, 15 perc) (3 6ra, 20 °C)

11 French Press nagynyomasi homogenizator |
\ (8 bar nyomas, 3 ciklusban)

12 French Press nagynyomast homogenizator | Enzim (Lallzyme EX-V)
' (8 bar nyomas, 3 ciklusban) (3 ora, 20 °C)

13 Enzim (Lallzyme EX-V) i
' (3 ora, 20 °C)

14 Enzim (Lallzyme EX-V) Ultrahang
) (3 6ra, 20 °C) (35-40 kHz, 45 perc)

15. Kontroll (sejtfeltaras nélkiil)
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A sejtfeltarasi technikaknal alkalmazott Lallzyme EX-V (Kokoferm Kft.) Aspergillus niger
mezofil fonalasgomba eredetli enzimkészitmény, amely az er6s pektinbontd aktivitasan tul

celluloz- és hemicellulozbonto aktivitasokkal is rendelkezik.

4.7 Fenol-kénsavas modszer

A fenol-kénsavas eljaras az 0Osszes szénhidrattartalom meghatarozasara szolgald
analitikai moddszer, amely lehetévé teszi a mintaban taldlhatd Osszes monoszacharid,
diszacharid, oligoszacharid ¢és poliszacharid egyidejli mérését. A mérés alapja, miszerint a
tomény kénsav a szénhidratokat egységeikre, monoszacharidokra bontja le. A pentézok (5
szénatomos vegyiiletek) ekkor furfurolld dehidratdlodnak, a hexdézok (6-szénatomos
vegyiiletek) pedig hidroxi-metil-furfurolla. A keletkezett vegyiiletek a fenollal reakcioba
l1épnek és aranysargava valnak, igy az elegy fényelnyelése 490 nm-en mérhetd. A tovabbiakban

crer

oldat higitasi sorabol készitett kalibracio egyenesének segitségével tortént (DuBois et al. 1956).

5. tablazat: Gliikoz (standard) torzsoldat higitasi sorozat

1 0 200 0

2 20 180 10
3 40 160 20
4 60 140 30
5 80 120 40
6 100 100 50
7 120 80 60

A glikoz (standard) torzsoldat higitdsi sorozatit az 5. tdblazat szemlélteti. A
felkémcsovekbe 200 pl higitott gliikdz oldatot és 200 pul 5 (m/v) % fenol oldatot pipettaztam,
majd a higitasi tagokhoz tovabbi 1 ml tomény kénsavat adtam elszivo fiilke alatt. Az elegyeket
gyorsan ¢és Ovatosan Osszeraztam. A higitasi tagokat 20 percen 4t szobahdmérsékleten allni

hagytam, végezetiil az abszorbancia értékeket spektrofotométer (UNICAM, aHelios)
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alkalmazaséaval 490 nm-en mértem le. A standard gorbe és az egyenes egyenlete az alabbi 5.

abran lathato.

3,000

2,500 F
y =0,0397x

R?=0,9957
2,000

1,500 r

1,000 r

Abszorbancia 490 nm-en

0,500 |

O’OOO 1 1 1 1 1 1 ]
0 10 20 30 40 50 60 70

Glukoz konc. (ug/200ul)

5. abra: Gliikoz (standard) kalibracio

A sejtfeltarasi technikdk hatékonysdganak vizsgélata sordn (ismeretlen szénhidrat
mennyiség) 1,5 ml-es Eppendorf csdvekbe analitikai mérlegen bemért 5 mg liofilizalt
algabiomasszat 500 pl desztillalt vizben rehidratadltam. A rehidratalast kovetden az
elékezeléseket adott kornyezeti beallitasok mellett inditottam el, majd a csdvek tartalmat 14000
rpm sebességen, 10 percen at centrifugaltam. A felszabaditott szénhidratok meghatarozasa a

feliiluszobol tortént. A mérés menete a gliikoz oldat esetén leirt 1épésekkel egyezden tortént.

4.8 Etanolfermentacio

A Iéptéknovelt tenyésztésnél nyert nedves algabiomasszat 100 ml desztillalt vizben
oldottam vissza és a rangsorolt sejtfeltarasi modszerek koziil a kedvezObb hatékonysaggal
jellemzett eljarast alkalmaztam a szénhidratok felszabaditasa érdekében. A szénhidratok
enzimes cukrositasa Aspergillus niger eredetli gliikoamildz enzimkészitmény (AMG 300L)
(Novozymes, Dénia) alkalmazasaval pH 4,5 értéken (0,1 n sosav), 50 °C-on, 180 rpm razatasi
sebességen, 24 oran at tartott. Ezt kovetden a fermentacios kozeget 0,02 g Uvaferm Uvavital
¢lesztétapsoval (Danstar Ferment AG, Franciaorszag) egészitettem ki, a kémhatast pedig pH

3,5 értékre (0,1 n s6sav) vittem le. Az etanolfermentaciot Uvaferm Saccharomyces cerevisiae
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DANSTIL A (Danstar Ferment AG, Franciaorszag) ¢éleszt0szuszpenzid beoltasaval inditottam

el. A beoltasi rata 10 (v/v) % volt. Az erjesztési kisérlet 30 °C-on, 24-48 6ran at tartott.

4,9 HPLC technika

A sejtfeltarasi technikdk és az erjesztési kisérlet soran az oldott szénhidratok és az etanol
mennyiségi meghatarozasdhoz nagyteljesitményti folyadékkromatografiat, HPLC technikat
maltdz, maltotrioz) segitségével tortént. A Thermo Fisher Scientific Corporation altal gyartott
Surveyor tipustt HPLC késziilék az alabbi paraméterekkel rendelkezett:

o Oszlop: Aminex - 87H (Bio-Rad, USA)
o Eluens: 0,005 N H2SO4

o Integrald szoftver: ChromQuest 5.0

o Detektor: RI

o Oszlop hémérséklete: 45°C

o Detektor hdmérséklete: 40°C

o Aramlasi sebesség: 0,6 ml/perc

o Eluélasi mod: izokratikus
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5 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 [Egylépéses és kétlépeses sejtfeltarasi technikak

Kisérleteim soran BG-11 tapoldatban tenyésztett 28 napos algabiomassza liofilizdtumon
teszteltem a kiilonboz6 sejtfeltarasi technikdk hatékonysagat. A technikak rangsoroldsa az
oldatba vitt szénhidratok mennyisége alapjan tortént (6. abra). A liofilizalas sejtroncsold
hatasanak kiszlirése érdekében sejtfeltaras nélkiili algabiomassza (kontroll) esetén is mértem a

feliiluszod szénhidrattartalmat.

hékezelés (121°C, 15 perc) + enzim
homogenizator (3 ciklus) + enzim
mikrohulldm (MH) + enzim

ultrahang (UH) (jégagyon 15 perc) + enzim
hékezelés (121°C, 15 perc)

mikrohullam (MH)(4x 30 mdasodperc)
ultrahang (UH)(jégdgyon 15 perc)

enzim (20°C, 3 ¢ra)

lveggyongy (5 perc)

sejtfeltaras nélkuli

0,02 0,04 0,06 008 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18
Intracellularis szénhidrattartalom (g/g liofilizalt alga)

o

6. abra: Kiilonb6z6 sejtfeltarasi technikak hatasa

Lathatoan a liofilizalas is részben karositotta a sejtfal szerkezetet, ugyanis a sejtfeltaras
nélkiili minta feliiluszojaban is mértem oldott szénhidrattartalmat. Azonban a sejtekre kifejtett
hatds a mechanikai, fizikai és enzimes sejtfeltarasi technikédkkal szemben nem tekinthetd
jelentdsnek, az oldott szénhidrattartalom csupan 0,02 g/g értéket mutatott. Az egylépéses
technikaknal a hdkezelés, valamint a mikrohulldmu és ultrahangos kezelés nagyobb mértékben
szabaditotta fel a szénhidratokat, melyeket az tiveggyongyos razatas és a biokatalizator (enzim)
jelenlétében torténd kezelés kovetett. A fenol-kénsavas modszerrel mért oldott
szénhidrattatalom ezen esetekben 0,11 és 0,15 g/g érték kozott alakult (6. abra).

A tovabbiakban kétlépéses technikdk: mechanikai-enzimes és fizikai-enzimes technikak

alkalmazhatosagat vizsgaltam. Eredményesebbnek az el6zetesen hokezelt liofilizatum enzimes
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bontasa bizonyult, ekkor az oldott szénhidrattartalom elérte a 0,17 g/g értéket. A nagy
nyomadason atpréselést (homogenizator), valamint a mikrohulldimmal kezelt algabiomassza
enzimes bontdsa soran az oldott szénhidrattartalom lényegi valtozast nem mutatott. Az
ultrahanggal kezelt algabiomassza esetén az enzimes kezeléssel sikeriilt elérni azt a

hatékonysagot, amelyet az egylépéses technikaknal a hokezelés eredményezett.

5.2 Tenyészthetéség és intracellularis szénhidrattermelés kiilonb6z6 osszetételii
alga tapoldatokban

A kovetkez0 kisérletsorozatban a Scenedesmus rubescens izolatum tenyészthetdségét és
a liofilizatumokbdl kinyerhetd szénhidrattartalom alakuldsat szervetlen természetii
tapoldatokban: BG-11, BBM és M4N, valamint szerves természetli, gyiimolcs és zoldség
préslevet tartalmazé tapoldatokban kovettem nyomon. A tapoldatok kezdeti pH értéke minden

esetben pH 7 volt.

5.2.1 Szervetlen természetii tapoldatok hatasa

A BG-11, BBM ¢és M4N tapoldatok kémhatdsanak, valamint a sejtszam alakuldsat 45

napon at mértem, amelyet az alabbi 7., 8., és 9. abra szemléltet.

9,00E+06 71 12
8,00E+06 | . N - Q..a....
_ Oe..g Y @e g P 10
E 7,00E+06 F L ) .
=
g 6,00E+06 | o 18
£ 5,00E+06 |
3 16 =
£ 4,00E+06 | &
g Qe -~
©3,00E+06 |- 2 AT +) 1 4
= OO e
2,00E406 | O.,.e
1,00E+06 e 1°
) + B .O... 1
b <@ pH -+ BG11 (sejt/ml)
0,00E+OO 1 1 1 1 1 1 1 1 0
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1d6 (nap)

7. abra: BG-11 tapoldatban a sejtszam, és a pH alakulasa a tenyésztés soran
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8. abra: BBM tapoldatban a sejtszam, és a pH alakulasa a tenyésztés soran
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9. abra: M4N tapoldatban a sejtszam-, és a pH alakulésa a tenyésztés soran

A mikroalga szaporodasanak a BG-11 tapoldat kedvezett, ezesetben lényegesen
nagyobb sejtszamot értem el a tenyésztés soran. A beoltasi algasejtszam, amely mind a hdrom
tapoldatnal 4,7x10° sejt/ml sejtkoncentracio volt, a tenyésztés 45. napjara tobb mint egy
nagysagrendet (7,7x10° sejt/ml) ndtt. A tipoldat kémhatésa jellemzden alkalikus tartomanyba

tolodott, mar a tenyésztés kezdetén, az elsé 5 napban pH 7 értékrdl pH 9 felé emelkedett, amit
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kovetden a tapoldat 9,3 és 10,7 kozotti pH tartomanyban mozgott. A BBM tépoldat enyhén
alkalikus kémhatast mutatott (pH 7-8) egészen a tenyésztés 21. napjaig, majd a 21-45 nap kozott
mar elérte pH 9 koriili értéket is. A tapkozeg Osszetétele mar kevésbé kedvezett a mikroalga
szaporodasanak, amit alatdmasztott a sejtszam vontatott ndvekedése is. A tenyésztés 45. napjan
a sejtszam 3,3x10° sejt/ml volt. Az M4N tapoldatot ennél is kisebb sejtszaporulat jellemezte, a
tenyészet ml-ként csupan 1,25x10° sejtet tartalmazott. Ebben az esetben a tapoldat kémhatasa
kis ingadozast mutatott, jellemzden pH 6-7 kozott alakult.

A szervetlen tapoldatok szaporodaskinetikai jellemzdi is jol mutatjak a tapoldatok
kozotti  kiilonbségeket. Az alabbi 6. tablazat a Scenedesmus rubescens izolatum

szaporodaskinetikai paramétereit szemlélteti.

6. tablazat: Szaporodaskinetikai paraméterek

n Tgen n Tgen n Tgen
0,248 1/nap | 247 nap 0,219 1/nap 3,10 nap 0,178 1/nap 3,54 nap

A mikroalga fajlagos szaporodasi sebessége a BG-11 tapoldatban 0,248 1/nap,
a BBM tapoldatban 0,219 1/nap, az M4N tapoldatban pedig 0,178 1/nap. A generécios id6, az
az 1d6, amely alatt a sejtszaporulat a dupldjara nd, a BG-11 tapoldatban tenyésztett mikroalga
esetén 2,47 nap, a BBM esetén 3,1 nap, az M4N esetén pedig 3,54 nap volt.

Az alga liofilizatumok intracellularis szénhidrattartalmanak vizsgéalata soran a korabban
hatasosabb feltarasi technikdkat, a hékezelt és ultrahanggal kezelt alga liofilizatumok enzimes
bontasat alkalmaztam és a technikdk teljesitményét hasonlitottam dssze. Minden tdpoldat esetén
a 14.,a28. és az 56. napon at tenyésztett €s liofilizalt mintakat tartam fel. A sejtekbdl kinyerhetd
szénhidratok mennyiségének alakuldsat tapoldatonként és tenyésztési idotartamonként az 10.
abra szemlélteti. A BG-11 tapoldatban tenyészett alga esetén jol lathatd, hogy a tenyésztés
id6étartaméanak novelése soran a liofilizatumbol oldatba vihet6 szénhidratok mennyisége nétt. A
14. napos tenyészetnél az oldatba vitt szénhidratok mennyisége 0,1-0,12 g/g volt, addig a 28.
napos tenyészetnél 0,15-0,17 g/g, az 56. napos tenyészetnél mar 0,31 g/g értéket is mértem. A
BBM ¢s M4N tapoldatokban tenyésztett és liofilizalt algabiomassza jelentds valtozékonysagot
mutatott, ami az alga szadmara a kevésbé kedvez0 tenyésztési feltételekbdl, a tartalék szénhidrat
(keményitd) egyidejii termelésébdl és hasznositasabol kovetkezett. A BBM tapoldat esetén a

14. és az 56. napos feltart mintdk feliilluszéiban mértem kozel hasonld értékeket, ami 0,2 g/g
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koriil alakult. Az M4N tapoldatnal a 14. napon értem el a hokezelt mintdk enzimes bontéasat
kovetden szintén 0,2 g/g koriili oldott szénhidrattartalmat, azonban az ultrahanggal kezelt
mintak enzimes bontasanal ennél alacsonyabb értéket (0,09 g/g) mértem, amit a liofilizaitumban

maradt szervetlen tapoldat komponensek mérési modszerre kifejtett zavard hatasa okozhatott.
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mBG-11 mBBM M4N

10. abra: A szervetlen tapoldatokban tenyésztett Scenedesmus rubescens mikroalga izolatum

intracellularis szénhidrattartalma

Az értékes szénhidratok kinyerésének tovabbi javitasa érdekében az ultrahanggal kezelt
mintadk enzimes bonthatdsagat fejlesztettem, ahol az ultrahangos kezelés iddtartamanak,
valamint a kétlépéses technika sorrendjének hatasat kovettem nyomon BG-11 tapoldatban
tenyésztett (28. nap) és liofilizalt algabiomasszan (7. tablazat). Abban az esetben, amikor az
ultrahangos kezelés id6tartamat 15 percrél 30 percre, valamint 45 percre noveltem, nagyobb
sejtfeltarasi hatékonysagot sikeriilt elérni. A 15 perces ultrahangos kezelést kdvetd enzimes
bontasnal mig 0,12 g/g szénhidrat szabadult fel és keriilt oldatba, addig a 45 perces kezelést
kovetd enzimes bontasnal 0,27 g/g-ra nétt a mért szénhidrattartalom. A sejtfeltarasi 1épések
sorrendjének forditdsa tovabb novelte a szénhidratok mennyiségét, ekkor az enzimes
sejtfalbontast kovetd 45 perces ultrahangos kezelés a feliliszoban 0,4 g/g szénhidratot

eredményezett. Ennek oka lehet, hogy az enzim hatékony miikodését az ultrahangos kezelés
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segitette, igy nagyobb hatékonysaggal tarta fel a sejtfalakat és tette elérhetévé a szénhidrat

raktarokat.

7. tablazat: Az ultrahangos kezelés id6tartamanak ¢és a kezelés sorrendjének hatasa

Oldott szénhidrattartalom

Kétlépé jtfeltarasi technikak
ctiepeses sejtieltarasi technika (g/g liofilizalt alga)

Ultrahangos kezelés (15 perc, jég agyon) és 0.12
enzimes kezelés (3 ora, 20°C) ’

Ultrahangos kezelés (30 perc, jég dgyon) és

enzimes kezelés (3 ora, 20°C) 014
Ultrahangos kezelés (45 perc, jég agyon) és 027

enzimes kezelés (3 ora, 20°C)

Enzimes kezelés (3 ora, 20°C) 0.4

¢s ultrahangos kezelés (45 perc, jég agyon)

A Scenedesmus, a Chlorella, a Dunaliella, a Chlamydomonas, a Spirulina algafajok igen magas
intracellularis szénhidrattartalommal rendelkezhetnek, a keményité tartalom akar a sejtek
Szarazanyagtartalmanak 50 %-at is elérheti (Hirano et al. 1997). Zhao és munkatarsai (2013)
liofilizalt Chlorella sp. ATCC 14854 mikroalga intracellularis szénhidrattartalmanak kinyerési
hatékonysagat harom sejtfeltarasi technikanal: az oldoszeres extrakcional, az tiveggyongyokkel
toltott fluidizalt agyreaktorban és ultrahangos kezelés soran kovették nyomon. Eredményesebb
szénhidrat hozamot szintén az ultrahangos kezelés (kemikaliak nélkiil) mutatott. Az ultrahang
erosségének, az extrakcids idonek (esetiikben 80 perc) €s az az algabiomassza mennyiségénék

optimalasaval az oldatba vitt szénhidratok mennyisége 0,36 g/g koriil alakult.

5.2.1.1 Szénhidrattartalom alakuldsa tarolds sordan

A tarolasi kisérletek soran arra kerestem a valaszt, hogy az eltérd kornyezeti feltételek
mellett tarolt liofilizatumok esetén a sejtfeltaras soran oldatba vihetd szénhidratok mennyisége
miként alakul. Az alabbi 11. dbra szemlélteti a tarolds hatdsat. A kisérlet sordn a BG-11
tapoldatban tenyésztett (56. nap) és liofilizalt mintdkat hasznaltam. A tarolt liofilizatumok
feltarasa kétlépéses uton, enzimes kezeléssel €s azt kovetd ultrahangos kezeléssel tortént (45
perc). A feliilluszoban mért szénhidrattartalom minden esetben csokkent, azonban annak

mértékében a tarolasi technikik eltéréseket mutattak.
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11. abra: Az intracellularis szénhidrattartalom alakulasa a tarolas soran

A hiitében tarolt mintdknal 3 honap alatt tobb mint a felére csokkent a kinyert szénhidratok

mennyisége (0,17 g/g), mig a fényben, szobahdmérsékleten tarolt mintdknal 0,1 g/g ala esett.

5.2.2 Szerves természetii novényi tapoldatok hatasa

A tovabbiakban a Scenedesmus rubescens izolatum tenyészthetdséget 5 %-0s, 10 %-0s
és 15 %-o0s novényi préslében kovettem nyomon. A tapoldat a szerves természetébdl adoddan
hajlamosabb a befertdzddésre. A kockézat csokkentése érdekében természetes gatloszerként a
NaCl hatéasat 1 g/1, 5g/1, 10g/1 és 15 g/l koncentracidban teszteltem 10 %-o0s novényi préslében.
A 25 napon at tartd tenyésztéseknél befertdzédést mar nem tapasztaltam, azonban 5 g/l feletti
NaCl koncentraci6 az alga szaporodasara is gatld hatast fejtett ki. A tapasztalatok alapjan, a
tovabbiakban 5 g/l NaCl jelenlétében inditottam el a tenyésztési kisérleteket.

Az alabbi 12. dbra a névényi préslében az alga sejtszam alakulasat szemlélteti. Nagyobb
sejtszaporulatot a 10 %-os ndvényi tapoldatban értem el, ahol a beoltasi 7,25x10° sejt/ml érték
a tenyésztés soran 1,16x10° sejt/ml értékre nott. Lathatd, hogy a szervetlen természetii BG-11
tapoldatban mutatott sejtkoncentraciot nem sikertiilt elérni és meghaladni. Lényegesen lassabb

folyamatnak bizonyult az algabiomassza termelése. Az algasejteknek tobb 1d6t igényelt a
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kornyezeti feltételekhez, szerves tapanyagokhoz torténd alkalmazkodas. A tapoldatok

kémhatasa alkalikus tartoményban mozgott, pH 7 értékrél pH 10-11-re nétt a tenyésztés soran.
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12. abra: A ndvényi préslé-alapu tapoldatban az alga sejtszaporulat alakulésa

Az 8. tablazatban a szaporodaskinetikai jellemzok is jol mutatjak a szerves tapoldat

crer

0,023 1/nap kozott alakult, mig a sejtszaporulat kétszerezéséhez sziikséges id6 az 5-10 %-0s

préslé esetén tobb mint 10-szeresére, sOt a 15 %-os préslénél kozel 30-szorosara is emelkedett.

8. tablazat: A novényalapt szerves tapoldatok szaporodaskinetikai jellemzdi

5 %-o0s novényi tapoldat 10 %-os novényi tapoldat 15 %-os novényi tapoldat

n tgen n tgen n tgen

0,008 1/nap | 86,38 nap | 0,023 1/nap 29,52 nap 0,016 1/nap 43,35 nap

A liofilizalt algabiomassza kétlépéses sejtfeltarasanak eredményeként, a 10 %-0S
novényi tapoldatban torténd tenyésztés hatasdra az intracellularis szénhidrattartalom
meghaladta a 0,4 g/g értéket (0,45 g/g) szintet, ami a szervetlen BG-11 tdpoldatban tenyésztett

¢és liofilizalt alga esetén kinyert szénhidrattartalomnal nagyobbnak bizonyult. Az 5 %-0s
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préslében ennél kevesebb felszabaditott szénhidratot mértem, csupan 0,13 g/g volt, mig a 15

%-os préslében 0,33 g/g koriil alakult a szénhidrat tartalom.

5.3 Léptéknovelt algatenyésztés és etanolfermentacioé

A harmadik generacids etanolfermentécio tesztelése érdekében Iéptékndvelt tenyésztést
inditottam el BG-11 tapoldatban és 10 %-os novényi préslében. A préslé 5 g/l koncentracioban
NaCl-ot is tartalmazott. A beoltasi alga sejtszam 3,5x10° sejt/ml volt. A 3 literes levegéztetett
reaktorokban a tenyésztés 25 napon at tartott, amely soran csak a BG-11 esetén értem el azt a
nedves algabiomassza tomeget (6,9 g), amelynek feltarasat és enzimes cukrositasat kovetden
etanol konverziét tudtam inditani. Az elvalasztott algabiomasszat ezesetben nem liofilizaltam,
a sejtfeltaras hatékonysagat nedves biomasszan, kétlépéses technikéval végeztem el, amelynek
eredményeként az oldatba 0,15 g/100 ml szénhidrat keriilt. Ebbdl adodoan lathatd, hogy a
liofilizalt alga mintdknal kedvezdbb sejtfeltards érhetd el. Az oldatba vitt szénhidratok
cukrositasa soran az erjeszthetd cukrok (gliikéz, malt6z) 6ssz mennyisége 0,08 g/100 ml volt.
Az etanolfermentacio 24-48 oOran at tartott, a cukrokat az etanologén éleszt6, a Saccharomyces
cerevisiae igen gyorsan hasznositotta. Az etanol konverzié hatékonysaga 75 % volt. Chandra
¢s munkatarsai (2020) a Scenedesmus acuminatusa algabiomasszan torténd etanolfermentacio

soran csupan 30-44 % koriili konverzi6s hatékonysagot értek el.
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6 OSSZEFOGLALAS

A munkdm soran a mikroalga biomassza tenyészthetdségét és az intracellularis
szénhidrattartalom alakuldsat kovettem nyomon kiillonbozé Osszetételi alga tapoldatokban
laboratoriumi  koriilmények kozott. Az intracellularis szénhidrattartalom potencialis
alapanyagforrasat adhatja az etanol-fermentacionak, ezaltal a harmadik generacios bioetanol
eldallitas technoldgiai fejlesztésének. Az értékes szénhidratok kinyerése azonban sejtfeltarast
igényel. Ma mar szamos sejtfeltarasi technika ismert, amely a sejtfal 0sszetételétdl fiiggden
eltérd hatékonysaggal alkalmazhatok. Ezért a kisérleteim elsd szakaszaban BG-11 tapoldatban
tenyésztett és liofilizalt Scenedesmus rubescens algabiomassza hatasos sejtfeltarasanak
lehetdségeit térképeztem fel. A kornyezetkiméld sejtfeltarasok soran nem keletkeznek karos
melléktermékek, igy a sejtfeltdras utani tisztitdsi ¢és kezelési 1épések koltségei 1ényegesen
csOkkenthetok. Az egylépéses és kétlépéses sejtfeltarasi modszerek korében két esetben: az
ultrahanggal (15 perc, jég agyban) és a hdvel (121°C, 15 perc) kezelt liofilizatum enzimes
bontdsa (Lallzyme EX-V, 3 ora, 20°C) fejtett ki nagyobb hatdst, ezen esetekben a
szénhidrattartalom 0,15-0,16 g/g koriil alakult. Az ultrahangos kezelés hatasa 1ényegesen javult,
amennyiben a kezelés id6tartamat 15 percrél 30 és 45 percre noveltem, ekkor a
szénhidrattartalom az enzimes sejtfalbontast kovetden elérte a 0,27 g/g szénhidrat hozamot. Ezt
lényegesen fokozta a Iépések forditott sorrendben torténd alkalmazasa, amely 0,4 g/g oldott
szénhidratot eredményezett. A munkdm masodik részében a szervetlen tapoldatok hatdsat a
novényi alapt szerves tdpoldatokban torténd alga tenyésztés €s a liofilizalt algabiomasszabol
kinyerhetd szénhidratok mennyiségével hasonlitottam 0Ossze. Nagyobb sejtszaporulatot a
szervetlen természeti BG-11 tapoldat eredményezett és a szaporodaskinetikai jellemzok
alapjan is a BG-11 tapoldatban mutatott kedvezObb fajlagos szaporodasi sebességet (0,248
1/nap) és generacios id6t (2,47 nap). A liofilizalt algabiomassza sejtfeltarasa soran az oldott
szénhidrat hozam 0,31 g/g volt. Ennél magasabb értéket a 10 %-0s ndvényi préslében mértem,
ami 0,45 g/g volt. A munkdm harmadik részében az etanol-fermentacidé laboratériumi
modellezéséhez 1éptéknovelt algatenyeésztést végeztem BG-11 tapoldatban, majd az elvalasztott
¢s nedvesen feltart algabiomasszabol a kinyert szénhidratokat enzimes uton cukrositottam. Az
alga-alapti fermentacios kozegben az etanologén Saccharomyces cerevisiae a rendelkezésre
allo erjeszthetd cukrok (gliikoz, maltoz) 75 %-at etanolld konvertalta.

Az elért eredmények megfeleld alapot adnak egy nagyobb léptékii mikroalga-alapu

etanol-fermentacio kidolgozasahoz, ahol alternativ alapanyagként az ellatasi lanc mentén
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keletkezett, nagy mennyiségben ¢és viszonylag olcson elérhetd gyiimolcs- és zoldség
maradvanyok szolgalhatnak. Az intracelluldris szénhidratok kinyerésének novelése érdekében
a tovabbiakban célszerli lenne a kornyezetbaratabb sejtfeltarasi modszerek mélyrehatobb
vizsgalata, és a tenyésztési koriilményeknek, els6sorban a tenyészet oxigénigényének ¢&s
kiilonbozoé megvilagitasi modszereknek, valamint mas termeld torzseknek a feltérképezése. A
technologia gazdasdgossdganak fényében érdemes a szakaszos tenyésztést kdvetden a
visszamaradt, még értékes komponenseket tartalmazo névényi tapoldat ismételt felhaszndlasi

lehetdségének megismerése.
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