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Biogaz: a zold energia

* Megujulo
* Energiatermeles kombinalasa a
(veszelyes) hulladek kezelesevel

 Természetes kornyezet




Miert van szuksegunk a megujulo
energiaforrasokra?

« EU direktiva (20% 2020-ig)
» A fosszilis energiahordozok kimerulese
» Uveghdaz hatasu gazok kibocsatasa
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Mikrobiologial hatter

HIDROLIZALO MIKROORGANIZMUSOK

Polimerek degradalasa:
poliszacharidok (cellul6z, keményitd), fehérjek, lipidek

Monomerek, oligomerek emésztese:
Cukrok. aminosavak. zsirsavak
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ACETOGEN MIKROORGANIZMUSOK
[llékony zsirsavak+ H2
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METANOGENEK
CH st CO2
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Felhasznalhatd biomassza

Novenyi alapanyag (pl. kukorica SI|O)
Allati tragya &
Szennyviziszap
Hulladekok

» Konyhai hulladek
» Melléktermékek (alkoholgyartas)
» Vagohidi hullaék




Biogaz felhasznalhatosaga

« Gazmotorokban (CHP) torteno elégetes

» Tisztitas (CO, eltavolitas). A tiszta
biometan, a foldgazzal azonos
tulajdonsagokkal bir




Proteinben gazdag biomassza
degradalasa

* Toxikusnak vélt alapanyag

* Nagy mennyisegben szabadul fel
ammonia a lebontasuk kozben
(hatarertek 5g/1)

GOLD STANDARD
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A kozosségi mikrobak
azonositasa

* Molekularis biologiai modszerek
szuksegesek

* Ujjlenyomat modszereket (DGGE, SSCP,
ARDRA, RISA, T-RFLP) fejlesztettek ki
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T-RFLP modszer

» Terminal - Restriction Fragment Length
Polymorphism
» Tovabbfejlesztett RFLP metodus

» Fluoreszcens primer(ek)
» Kapillaris géleletroforézis(CE)

» Hasitasi mintazat T-RFLP analysis
» Klénkdnyvtar A s,
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» Gyors screenelés = () = ML, = Mo
» Szekvenalas e o _
» Azonositas § resrcto
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Az adaptalas

 Unkonvencionalis biomasszaval torteno
fermentalas

* Az adaptaciot periodikusan novekvo
mennyisegu szubsztrat bevitelevel ertuk el

* Az adaptacio alatt nyomon kovettuk a
metanogen populacioban
bekovetkezo valtozasokat

fppticomyy .



methyl-coenzyme-M-reductase (mcrA)

A céel gének

Csak metanogénekben talalhato
A modszert Luton és mts. irtak le 2002-ben.
Alkalmas a metanogeén populaciok filogenetikai analizisére

16s rRNS gén

* Archaea specifikus univerzalis primereket
alkalmazva

« Bevett modszer a kulonféle mikrobak
azonositasara

o Széles korl szekvencia adatbazis
(NCBI, RBP)




Vizsgalt mintak

» Kazeinnel taplalt fermentor
01 héttel az adaptacio kezdete utan (C1)
05 héttel az adaptacio kezdete utan (C5)

 Vérrel taplalt fermentor
01 héttel az adaptacio kezdete utan (B1)
05 héttel az adaptacio kezdete utan (BS)

fppticomyy .



Kisérleti osszeallitas
. DNS izolalas

* A kevert mcrA gén fragmentum, valamint 16s
r'DNS fragmentum amplifikalasa (~500 bp)

» Restrikcios hasitas (Rsal)

» Restrikcios mintazat futtatasa (CE)
» Klonkonyvtar keszités
* Screenelés

« Dominans csucsokhoz
D tartozo klénok
!!p'tzg_,;,,,_ szekvenalasa, azonositasa



C1 és B1 mintak restrikcios hasitast

tai (mcrA)
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Similarity No. of Abundance Abundance

OoTU Closest Species
(%) clones C1;B1 (%) C5;B5 (%)
A kivalasztott
Iva aSZ O OTU-1 (57bp) Methanculleus marisnigri 88 14 23, 8 41’ 73
1 4
kI O n O k Methanosarcina mazei 94 2
OTU-2 (62bp) 10 14
k ’ I 7 . UAC rim_R_380Bc 100 5
Sze Ve n a a S I Methanocorpusculum
98 3
eredmenyei :
Methanomassiliicoccus
OTU-3 (92bp) 84 4 21- 33 IR
luminyensis
Methanoculleus
98 2
bourgensis
Methanobacterium
OTU-4 (160bp) 86 7 0.5, 1 S
formicicum
UAC MCR-HID-UND-38 100 5
OTU-5 (189bp) UAC barb-M-21 100 2 35; 40
UAC VAL25 100 6
Methanoculleus
OTU-6 (198bp) 94 2 6.505
chikugoensis
Methanobrevibacter
II' OTU-7 (309bp) 88 3 | 4:3
A ruminantium




tai (mcrA)
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C5 és B5 mintak restrikcios hasitast
kovet
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Similarity No. of Abundance Abundance

OoTU Closest Species
(%) clones C1;B1 (%) C5;B5 (%)
A Kkivalasztott
Iva aSZ O OTU-1 (57bp) Methanculleus marisnigri 88 14 23’ 8 41 : 73
1 4
kI O n O k Methanosarcina mazei 94 2
OTU-2 (62bp) 10; 14
k ’ I 7 . UAC rim_R_380Bc 100 5
Sze Ve n a a S I Methanocorpusculum
98 3
eredmenyei
Methanomassiliicoccus
OTU-3 (92bp) 84 4 21:33 37:
luminyensis
Methanoculleus
98 2
bourgensis
Methanobacterium
OTU-4 (160bp) 86 7 0515253
formicicum
UAC MCR-HID-UND-38 100 5
OTU-5 (183bp) UAC barb-M-21 100 2 35; 40
UAC VAL25 100 6

Methanoculleus

OTU-6 (198bp) 94 2 6.5;0.5

chikugoensis

Methanobrevibacter

’Il b OTU-7 (309bp) 88 3 4:3

ruminantium
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C1 es B1 mintak restrikcios hasitast
koveto csucssorozatai (16s rRNS
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In silico T-RF Similarity No. of Abundance
OTU (bp) Closest species
(bp) (%) clones C1; B1

A kivalasztott

r
kI O n O k Methanobacterium formicicum 97 2 13; 3.5

. OTu-1

szekvenalas! «w °

e red é n e . Methanobacterium formicicum 95 1 20; 23.5
OTU-2 Methanoculleus bourgensis 99 11
287 40; 47
(284)
Methanogenium marinum 98 1
Methanomassiliicoccus
97 4
289 luminyensis
OTU-3 Thermogymnomonas sp. 81-98 8
27; 26
(259) 290 Thermogymnomonas sp. 87-98 11
. Methanobrevibacter sp. 95 2
291
’I’ 2 Thermogymnomonas sp. 85-95 3
Iy




Osszefoglalas

» Letre hoztunk egy adaptalt
mikrobakozosseget, kizardlag olymodon,
hogy novekvo mennyisegben adtuk a
fermentorokhoz a proteinben gazdag
tapanyagot.

* A megvaltozott szubsztrat
nemcsak a hidrolizalo, valamint
az acetogen bakteriumokra volt
hatassal, hanem kihatott a

> metanogen populaciora is.

fppticomyy .



Osszefoglalas 2

* A Kkisérleteink alatamasztjak a korabbi
tapasztalatunknak, mely szerint a
metanogén populaciot egy hidrogenotrof
torsz, a Methanoculleus sp. dominalja

* A hidrogen nagyon fontos
regulator a biogaz képzodeseben

fppticomyy .
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Nemzeti Fejlesztési Ugynokség ‘ |
06 40 638 638

A projekt az Eurdpai Unié tamogatasaval, az Europai
Szocidlis Alap tarsfinanszirozasaval valosul meg.

fmﬂdinlo in your fudure m
New Hun;ary DCUZ[aPWlmf Flan

Hungary-Romania A V
Cross-Border Co-operation
Programme 200/-2013 Hunga rv-Serbia

IPA Cross-border Co-operation Programme

Az itt bemutatott munka az Europai Unio tamogatasaval,
illetve az Eurdpai Szocialis alap tarsfinanszirozasaval valosult
meg.

Projekt szamok:

HUSRB/1002/214/041 IPA, HURO/1001/193/2.2.2. CBC and
IEE/10/235 SI12.591589 GreenGasGrids. Hazai forrasok: TAMOP-
4.2.1/B-09/1/KONV-2010-0005, Baross_ ALGOLABH, OMFB-
00356/2010 and TAMOP-4.2.2/B-10/1-2010-0012






