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A munka el6zményei, célkitiizések

A 1égkor szén-dioxid (CO.) koncentracidja az 1700-as években 280 ppm-rél induld
szintjér6l mara 427 ppm-re ndtt, ami olyan sulyos kovetkezményekkel jar, mint példaul a
tengerszint-emelkedése, a szélsGséges id6jarasi események egyre gyakoribb és egyre
extrémebb mértékii el6fordulasa, valamint a globalis klimavaltozas kedvezdtlen hatdsai. Az
Eurdpai Uni6 klimasemlegességi célkitiizései kozott szerepel a meghjuld energiaforrasok
felhasznaldsanak novelése, valamint olyan innovativ technologiak kidolgozasa, mint példaul
a kiilonbozé CO2-megkdtési €s -hasznositasi megoldasok. A mikroalga-alapt CO2-megkotés
igéretes megoldas lehet az emisszio csokkentésére. Az algadk gyors novekedési iitemiik és
magas fotoszintetikus hatékonysaguk révén ido- €s terliletegységre nézve 1ényegesen tobb
CO2-t képesek elnyelni, mint a szarazfoldi novények. Az algaalapti-modszerek alkalmazésa
nemcsak kornyezetbarat, de gazdasagi szempontbdl is elényods lehet, mivel értékes
melléktermékek képzddésével jarhat egyiitt, igy a mikroalgak alkalmazasa nem csupan a
CO2-megkotés problémajara kindl megoldast, hanem Uj lehetdségeket nytjt a
biolizemanyagok, mitragydk és mas ipari termékek fenntarthatd eldallitasa sordn. A
mikroalga-alapti CO2-megkdtési rendszerek szamos elénye ellenére az alkalmazasuk soran
szamottevo technoldgiai és gazdasagi kihivassal kell szembenézniink.

A disszertdciomban két modellkisérlet eredményeit mutatom be, amelyek kozos
célja, hogy elOsegitsék a mikroalgak alkalmazéasat a kiilonb6z6 kornyezettechnologiak
teriiletén, kiilonds tekintettel a CO2 csokkentési technikdkra. Az elsé tanulmany f6
célkitiizése egy egyszerii, gyors és alacsony er6forrasigényli algabiomassza becslési
modszer kidolgozasa volt. A vizsgalatok soran a széleskorben kutatott Chlorella vulgaris
algafaj biomasszajanak mennyiségi meghatarozasara alkalmas és széles korben elterjedt
modszerek, illetve paraméterek (pl. magnézium-tartalom, klorofill-a-tartalom és
algasejtszdm) alkalmazhatdsagat vizsgaltam, tovabba hasonlitottam 0Ossze. Az elso
modellkisérletben igy hat kiilonb6z6 laboratoriumi moédszer UV-VIS spektrofotometrias
higitasi sorozat tagjain elvégzett parhuzamos mérések eredményei alapjan. A kisérlet célja
az volt, hogy meghatarozzam azt az optimalis hullamhosszt, amelyen az optikai siirliség a
legszorosabb Osszefiiggést mutatja az algabiomasszat jellemzd tovabbi paraméterekkel. A
szakirodalomban a klorofillpigmentek spektruman mérhetd ajanlott hulldmhosszok igen
széles tartomanyt fednek le, ezért a pontos hullamhossz azonositasahoz korrelacio pasztazast
alkalmaztam, aminek a lényege, hogy az egyes hullamhosszokon mért optikai slirliség
adatokat linedris regresszioval korrelaltattam a higitasi sorozat kiilonboz6 tagjain mért
tovabbi laborparaméterekkel (pl. sejtszam, szarazanyag-tartalom, klorofill-a-koncentracio).

A masodik modellkisérlet célja a C. vulgaris szénfelvevo képességének vizsgalata
volt. Az elvalasztott rendszeri mikroalga-alapu CO2-megkd6tési eljarast modellezve
mosokodzegként fa biomassza égetésébdl szarmazd hamu vizes kivonatat alkalmaztam. A
valasztott alapanyag globdlisan elterjedt és fenntarthatd, igy hasznalata hozzajarulhat a
korforgasos gazdasagi modell alapvetd célkitlizéseinek eléréséhez. Az elsd 1épésben a
hamukivonat fiistgaz-tisztitdé képességét vizsgaltam, amely soran modell fiistgazt
alkalmaztam. A CO: gazpalackbol egy diffuzoron keresztiil juttattam be a gazt finom
buborékok formdjaban a hamu vizes kivonatdba, mikdzben nyomon kovettem a pH-érték
valtozasat. A kisérlet egy masodlagos célkitiizése egy 1j modszer kidolgozta volt az oldott
szervetlen széntartalom mérésére az OxiTop respirométer alkalmazasaval.



Anyag és modszer

A Chlorella vulgaris torzstenyészet fenntartasa

A modellezési kisérleteim soran egy C. vulgaris torzstenyészetet hasznaltam
tesztorganizmusként. Az alkalmazott egysejtii zoldalga (Chlorella vulgaris Beijerinck,
CCAP 211/11b) a pragai Kéroly Egyetem Algagylijteményébdl (Praga, Csehorszag)
szarmazik, majd a tenyészetek fenntartasa Scharlau Algae Broth megnevezésii (Art. No. 02-
007) tapsé oldatban (Scharlab csoport, Barcelona, Spanyolorszag) valésult meg. A
kivalasztott algafaj laboratoriumi koriilmények kozott konnyen fenntarthatd, tovabba jol
tolerdlja a kornyezeti valtozasokat és a termesztési folyamat soran megemelkedett CO--
koncentraciot. A C. vulgaris-hoz kapcsolodoan igen széleskorli szakirodalom all
rendelkezésre, valamint a torzs iranti piaci kereslet is jelentds, amely tényezOk fontos
szerepet jatszottak a modellszervezet kivalasztasa soran. A tapoldat Gsszeallitasa sordn a
gyart6i utmutatasoknak megfeleléen 1,87 g tapsot adtam 1 liter algaszuszpenzidhoz, hogy
7—15 napon beliil so6tétzold szint érjiink el. A tenyészetek fenntartasa Erlenmeyer-
lombikokban, meghatarozott hémérsékleten (25 + 1°C) és fényviszonyok (folyamatos
megvilagitas, teljes spektrumu nappali fényt kibocsatd fénycsovek (Osram Biolux, T8
L30W/965 Daylight 6500K, 26 mm x 895 mm) mellett valosult meg.

Az algatenyészetek fenntartasa soran az Ordog Vince altal leirt médszertan alapjan
titral6 lombikokat hasznaltam, amelyeket egy iivegpolcra helyeztem. Az iivegpolc ala
keriiltek a fénycsovek, annak érdekében, hogy a lombikok egyenletes megvildgitasa
biztositott legyen. A lombikok levegéztetését egy levegdpumpaval (Hailea Co., Chaozhou,
Kina) oldottam meg. A bedramlo levegét egy habkd segitségével oszlattam el
mikrobuborékokra, ami biztositotta a tapkozeg hatékony oxigénellatasat. Mielott a levegd a
lombikokba jutott volna, egy 0,22 um porusméretli (d=13 mm) polivinil-difluorid
fecskenddsziiron keresztiil sziirtem meg, ezzel biztositva a steril és kontrollalt kisérleti,
illetve termesztési koriilményeket.

Az alkalmazott algabiomassza meghatarozasi modszerek bemutatasa

Az algabiomassza méréséhez hasznalt moddszerek soran a tdrzstenyészetbol,
amelynek sejtkoncentracioja 1,08 * 10" sejt/L volt, higitasi sorozatot készitettem el: 2, 5,
10, 20, 50, 100, 200, 500 ¢és 1000-szeres higitasokkal. A leggyakrabban alkalmazott
algabiomassza meghatarozasi modszerek Osszehasonlitdo értékelése soran az UV-VIS
spektrofotometridas modszert hat kiilonb6z6 modszerrel hasonlitottam Ossze. Az
Osszehasonlitd vizsgalatok sordn az algabiomassza mennyiségi meghatdrozasat, igy hét
kiilonb6z6 mérési modszerrel végeztem el a kiillonb6zo6 higitasokban.
Az 6sszehasonlitd vizsgalatok soran alkalmazott modszerek a kovetkezok:

1.  Szlrés

Beparlas
Mg: Magnézium koncentracié meghatarozasa
klo-a: klorofill-a extrakcio
Sejtszam: mikroszkdpos sejtszamlalas
DFR: indukalt klorofill-a fluoreszcencia meghatarozasa
OD: optikai stirliség meghatarozasa spektrofotometrias modszerrel

Noakown

A sejtszamolast a higitasi sorozat minden elemén négy ismétlésben végeztem el, hogy
biztositsam az eredmények reprezentativitast. Az UV-VIS spektrumokat a csekély eltérések
miatt (R? > 0,999) csak két parhuzamos minta mérése alapjdn hatdroztam meg. A tobbi
mérési modszer esetében, 3-3 ismétlésben végeztem el a méréseket a higitasi sor minden



tagjan. A Mg-tartalom kivételével minden paramétert 24 o6ran beliil lemértem, hogy
elkeriiljem a mintak ¢I6 bioldgiai jellegébdl adodo esetleges iddbeli valtozasokat.

Az algabiomassza sziiréssel torténé meghatarozasa

Az algabiomassza sziiréssel torténd meghatarozasa sordn az algaszuszpenzidkat
olyan steril membransziirékon (Whatman 10401170, Maidstone, UK, cellul6z-nitrat
membran, pérusméret = 0,45 um, d = 47 mm) sziirtem at, amelyeket el6zdleg desztillalt
vizzel atmostam. A szlirést kovetden a sziir6lapokat kiszaritottam, majd lemértem. A kiszlrt
algasejteket 105 °C-on 24 oOrdn 4t szaritottam a szlrOpapirral egylitt, majd analitikai
mérlegen mértem le a kozos tomegiiket.

Az algabiomassza beparlassal torténé meghatarozasa

A kilonbozd  higitdsu  algaszuszpenzidokat mérélombikokban  razatédssal
homogenizaltam, majd harom ismétlésben (3 x 40 ml) izzitotégelyekbe adagoltam. A
tégelyeket 90 °C-on szaritdészekrényben beparoltam tomegallanddsagig, majd lemértem a
visszamaradt tomeget. Minden egyes higitds esetében 3-3 ismétlésben lemértem az
algamentes oldat szarazanyag-tartalmat is. A szarazanyag-tartalom meghatarozasa soran a
mintdkat 5000 fordulat/perc sebességgel 20 percen keresztiil centrifugaltam (Ohaus
Corporation, Parsippany, NJ, USA), majd a feliiliszot szlirOpapiron (Whatman 10401170,
poérusméret = 0,45 um, d =47 mm) atsziirtem, hogy eltavolitsam a maradék algasejteket, ezt
kovetéen a mintakat izzitdtégelyekbe toltve 90 °C-on tomegallanddsagig szaritottam
szaritoszekrényben. Az algamentes feliilusz6 folyadék fézis térfogategységre jutd atlagos
visszamaradt tomegét harom ismétlésben hataroztam meg, majd levontam a centrifugalatlan,
szintén beparlassal meghatdrozott algakoncentraciokbol. Az oldott sotartalmat, amely
potencidlisan a tapoldatbdl szarmazhatott, igy minden esetben levontam az &sszes
visszamaradt szaraztomegbdl, ezzel megkaptam a netto algabiomassza tomeget.

Az algabiomassza meghatarozasa a magnéziumtartalom alapjan

A magnéziumkoncentraciok meghatarozasa soran a beparlas utan visszamaradt
biomasszamintdkat izzitoszekrénybe helyeztem és 3 6ran keresztiil izzitottam 550 °C-on. A
minta Mg tartalmdt a hamubol savas hidrolizis modszerrel kivonatoltam, majd a
koncentraci6 meghatarozasa mikrohulldmu plazma atomemisszids spektrométerrel (4210
MP-AES, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) tortent.

Az algabiomassza meghatarozasa a klorofill-a-koncentracio alapjan

A higitasi sorozat minden egyes tagjaban a Felfoldy-féle modszer alkalmazasaval a
mintdk spektrofotometrids mérését kdvetden hatdroztam meg a klorofill-a-koncentraciot.
Elsd 1épéseként a mintdkat sziirépapiron (Whatman 10401170, pérusméret = 0,45 um, d =
47 mm) szlirtem &at, majd a szlir6papirt eltavolitottam a szlirétolcsérbdl, ezutan
Osszehajtottam ¢€s olléval vékony csikokra vagtam. A sziir6papircsikokat ezt kdvetden
centrifugacsovekbe helyeztem és 10-10 mL metanolt adtam hozzd. A centrifugacsoveket
vizflirdore helyeztem, majd az elegyet az elsd forraspontig (74°C) melegitettem. A vizfiirdds
melegitést kovetden a mintdkhoz tovabbi 10-10 mL metanolt adagoltam. A kioldasi folyamat
utan a kivont klorofill-a-tartalmat a mintamatrixbol centrifugalassal (4700 fordulat/perc, 20
perc) kiilonitettem el. A spektrofotometrias elemzés soran a feliilisz6 optikai denzitasat
kiilonb6z6 hullamhosszokon (750, 666 és 653 nm) Jenway 6405 UV-VIS spektrofotométer
(Cole-Parmer Instrument Co., Neots, UK) hasznalataval végeztem el. A mintak klorofill-a-
tartalmat a Felfoldy-képlet segitségével hataroztam meg.



Az algabiomassza meghatarozasa a mintak sejtszama alapjan

A higitasi sorozat kiilonbozd tagjaibol szarmazd algamintdkat két ismétlésben
kémcsovekbe adagoltam. Minden vizsgalt mintarol két-két képet készitettem egy BTC BIM
105M mikroszkoppal (Castell Nova Kft., Sopron, Magyarorszag), amelyhez egy MicroQS
2 megapixeles SPCMOS02000KPA mikroszkoépkamerat (Micro Q Inc., San Diego, CA,
USA) csatlakoztattam, 100-szoros nagyitassal. Az eredményeket négy ismétlésbol szarmazo
képfeldolgozas atlagolasaval nyertem, hogy biztositsam a modszer pontossagat ¢és
megbizhatosagat. A sejtek szamat Biirker-szamlalokamra (Marienfeld-Superior, Lauda-
Konigshofen, Németorszag) segitségével hataroztam meg. Minden mikroszkopos képbol
egy 0,64 mm? teriiletet vagtam ki digitalisan a részletes képelemzést és sejtszamlalast
megeldzden. A képkivagast eldzetesen a szamlalokamra ismert hossziusagu éleihez igazitva
végeztem el, majd miutan meghataroztam, hogy az egységnyi teriilet 1110 x 1110 pixelbdl
all, ezt a méretet véletlenszertien vagtam ki a digitalis mikroszk6épképbdl. Ismerve a Biirker-
kamra 0,1 mm-es mélységét, az egységnyi vizsgalt feliilet egy 0,064 mm?® térfogatu
szuszpenzi6 sejtszamlalasara biztositott lehetdséget.

Az egységnyi képrészletbdl a sejtek szamat az Imaged képfeldolgozd szoftver
(szoftver verzidoszam: 1.50i) segitségével allapitottam meg, miutan elvégeztem a
képfeldolgozasi 1épéseket a mikroszkdpos képeken. Eldszor egy hattér korrekcios
folyamatot alkalmaztam vilagos hattérrel, majd a képeket 8 bitesre konvertaltam és
kiiszobérték-beallitast hajtottam végre, hogy fokozzuk a kontrasztot, illetve fekete-fehér
formatumba alakitsam &t a képeket, 0 és 200 kozotti kiiszobérték tartomannyal. Az elsd
harom 1épés a nem kivant hattérzaj eltdvolitasat és az algasejtek lathatdosdganak javitasat
célozta az ivegfelilleten. A képeken talalhatdé részecskéket az ,,Analyze particles”
(részecskék elemzése) parancs segitségével szdmoltattam meg, Ggy, hogy csak a 6-150
pixeles méret kozotti foltokat vegye figyelembe a szoftver. Az alkalmazott mérethatart tobb
tucat véletlenszerlien kivalasztott algasejt pixelszamlalasa alapjan hataroztam meg, ezzel
biztositva, hogy csak a kivant mérettartomanyon beliili sejteket szamoljam meg, mikézben
figyelmen kiviil hagyjam az esetlegesen el6forduld, kisebb-nagyobb méretii
szennyezOdéseket.

Az algabiomassza meghatarozasa a gerjesztett klorofill-a fluoreszcencia mérése

alapjan

Az algaszuszpenziok biomasszdja a gerjesztett klorofill-a fluoreszcencia mérési
modszer alapjan is meghatarozasra keriilt a MATE Kornyezettudomanyi Intézetének Agrar-
kornyezettudomanyi Kutatokozpontjanak munkatarsai segitségével. A fluoreszcencia
mérések az Aquafluosense projekt (NVKP_16-1-2016-0049, konzorciumvezeté: Prof. Dr.
Székacs Andras) keretein beliil fejlesztett dikroikus fluorométer rendszer (DFS)
prototipusanak hasznalataval lettek elvégezve. A kifejlesztett miiszer az algasiirliség
becslésére és Osszetételének elemzésére alkalmas a gerjesztett klorofill-a-fluoreszcencia
mérése alapjan. A mérések a miszerfejlesztésben résztvevd kutatocsoport altal leirt €s
optimalizalt modszer szerint lettek elvégezve, az igy detektalt fluoreszcens intenzitas relativ
fluoreszcencia egységekben (RFU) keriilt meghatarozasra. A DFS olyan 1épteté motorral
van felszerelve, amely lehetdvé teszi a detektorfejek mozgatasat a 96-lyukt mikrolemezek
lyukai felett, igy az RFU meghatarozasa gyors és hatdkony mddon, valamint egyedileg is
megvalosithatd a mikrotalcak mintatartd lyukaiban. A fluoreszcens mérések soran az RFU-
értékeket a DFS 1. csatorndja alapjan mért eredmények alapjan keriiltek meghatarozasra. Az
alkalmazott a gerjesztési hullamhossz 630 nm, mig a detektalasi hullamhossz 716 nm volt.
A gerjesztett klorofill-a-fluoreszcencia mérések soran egy LED lampa szolgalt
fényforrasként.



Az algabiomassza meghatarozasa az optikai striségének mérése alapjan

A vizsgalt algaszuszpenziok optikai stiriséget 300-1100 nm
hullamhossztartomanyban teljes spektrum pasztdzassal hatdroztam meg egy Jenway 6405
UV-VIS tipusu spektrofotométerrel (Cole-Parmer Instrument Co., Neots, UK). A mért
spektrumadatok rendkiviil alacsony szorasa miatt (a linearis regresszids elemzés alapjan: R?
> 0,999) csak két ismétlésben végeztem el a méréseket a higitasi sorozat minden egyes
tagjanak esetében. A mérések soran a vakként alkalmazott desztillalt viz spektrumdval
korrigaltam az Gsszes mért spektrumot ugy, hogy mindegyikbdl kivontam a vakra mért
értekeket.

Az algabiomassza meghatarozasra alkalmas modszerek eredményeinek statisztikai
kiértékelése

Az analitikai mérések eredményeit a Microsoft Excel 2018-as verzidjaval (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA) jelenitettem meg ¢és elemeztem. A kiilonb6zo
modszerekkel mért algasiiriség-értékek és az egyes hullamhosszokon mért UV-VIS
jelkiilonbség kozotti korrelacios egyiitthatok (R2-értékek) meghatarozasat egy ujonnan
fejlesztett modszerrel, az Gn. korrelacid pasztazassal végeztem el. A korrelacio pasztazast a
teljes mért hullamhossz spektrumon a Dr. Czinkota Imre altal Delphi-ben fejlesztett program
(Borterres Delphi® 6.0, Microsoft® Windows 98® és magasabb operacios rendszerekhez)
segitségével futtattam le. Az algoritmus altal végzett szamitds 1ényege, hogy a program
linearis regresszids elemzést végez a higitasi sorozat egyes tagjaiban mért koncentracio és
az optikai stirliség fiiggvényre vonatkozoan az egyes hullamhosszokon kiilon-kiilon, majd a
kapott R%-értékeket megadjak az adott hullimhosszokon. A kapott fiiggvények maximuma
megadja a legerésebb korrelacid mértékét és azt a hullamhosszt, ahol érdemes az adott
paramétert spektrofotométerrel mérni.

A kapott maximum értékeken az optikai siirliség és a koncentraciok kozotti
korrelaciokat tovabbi statisztikai elemzésnek vetettem ala a Microcal Origin 6.0 program
(MicroCal Software, Inc., Northampton, MA, USA) segitségével, amiben mar nem csak
linearis korrelacidkat tudtam felallitani, mint a pasztazas soran, hanem a program beépitett
fliggvényeinek segitségével tovabb tudtam finomitani a korrelacié matematikai hatterét.

A mikroalga szénfelvételét vizsgalo modellkisérlet bemutatasa

A fabiomassza tiizelésb6l szarmazo hamu kivonat eléallitasa

A valasztott C. vulgaris mikroalgafaj szénfelvételét vizsgaldé modellkisérletben
hasznalt fahamu minta a Szakolyi Biomassza Erémii szallo pernyéjébdl szarmazott. A
laboratoriumban 1:10 aranya desztillalt vizzel késziilt kivonatot (WBA) allitottam el6 a
fahamu mintabol, majd 24 oras razatasat kovetden az oldatot szlirdpapiron (Whatman No.
42, pérusméret = 0,25 um) szlirtem at.

A modellkisérlet beallitasai

Az el6z6 fejezetben ismertetett extrakcios mddszert alkalmazva, kiilonb6z6 WBA-
tartalmt kezelések (0%, 10%, 25% és 50% WBA) hatasait vizsgaltam a C. vulgaris
szénfelvételére. A kezelések hatasait 3-3 ismétlésben vizsgaltam, szobahdmérsékleten (25 +
1 °C), 3 parhuzamos kontroll minta vizsgalatba vondsa mellett. A kezelt és a kezeletlen
kontroll kisérleti egységek pontos Osszetételét a 1. tablazat foglalja 6ssze. Az optimalis
novekedéshez viszonyithatd eredmények biztositasa érdekében az Gsszes mintat egy idodben
inditottam el, azonos laboratériumi koriilmények kozott, standard tapsé oldat (Scharlau
Algae Broth, Scharlab csoport, Barcelona, Spanyolorszag) alkalmazasaval. A kisérletek



soran a CO: gaz egy gazpalackbol, diffizor segitségével (ISTA Ceramic UFO CO: Diffuser,
25 mm korong) mikrobuborékok forméjaban jutott a mintakba. A CO. megkotési folyamat
utan minden minta pH-értékét az eredeti pH-r6l 6,00+0,05-re allitottam be. Ha a mintak tobb
oran keresztiil a laboratériumban allnak, a desztillalt viz képes megkotni a levegd CO>
tartalmat, amelynek kovetkeztében enyhe szénsav képzddik. Az igy keletkezd tobblet
széntartalom hatassal lehet a modellkisérlet eredményeire, ezért ennek elkeriilésének
érdekében kozvetleniil a kisérlet el6tt a desztillalt vizet felforraltam. A kisérletek soran tehat
forralt (majd szobahdmérsékletre visszahtitott) desztillalt vizet alkalmaztam (pH=7,00). A
novekedési teszt soran a mintakat dugdval lezart 500 mL-es Erlenmeyer-lombikokban
helyeztem a megvilagitott tivegpolcra.

1. tdblazat: A modellkisérletben alkalmazott kontroll és kiilonb6z6 CO; és fabiomassza hamu-tartalma
kezelések kisérleti sszeallitasa

WBA kivonat Tapsé Algatorzsoldat |Forralt deszt. viz
Kezelés mennyisége koncentracio koncentracio koncentracio6 CO: kezelés
(mL/L) (g/L) (mL/L) (mL/L)
kontroll - 1,87 5 995 -

0% - 1,87 5 995 igen
10% 100 1,87 5 895 igen
25% 250 1,87 5 745 igen
50% 500 1,87 5 495 igen

A pH-értékek alakulasanak nyomonkovetése

Az elvégzett modellkisérlet soran, a kontroll és kezelt csoportokban 12 6rdnként
digitalis pH/mV-mérdvel (OP-211/2, Radelkis Kft., Budapest, Magyarorszag) hataroztam
meg a pH-értékek alakulasat. A kontroll és kezelt mintdk esetében mindharom
parhuzamosban meghatarozasra keriilt a pH-érték.

Az algabiomassza-koncentracié alakulasanak nyomonkovetése

Az algabiomassza-koncentracié valtozasainak nyomonkovetése soran az optikai
sliriség meghatarozasan alapuldé modszert alkalmaztam az els6 modellkisérletben
megallapitott 0sszefliggés alapjan. A mintavételezés a pH-méréshez hasonldan, szintén 12
oranként valosult meg. A mintak vizsgalatat spektrofotométer (Jenway 6405 UV/VIS, Cole-
Parmer Instrument Co., Neots, UK) haszndlatdval végeztem el 440 nm-es hulldmhosszon. A
mérést kovetden a mintakat visszadntottem a kisérleti titrdlo lombikba. A miszer 4ltal
meghatarozott optikai siiriiség értékekbdl a biomassza koncentraciot a [2] egyenlet képlete
szerint szamoltam ki.

Az oldott szervetlen széntartalom meghatarozasa sajat fejlesztésii modszerrel

A teljes oldott szervetlen széntartalom (dissolved inorganic carbon, DIC)
meghatarozasat altalaban a vizminta savanyitasaval végzik el, amely soran a HCOs™ és COs*
CO:-molekulava alakul at, majd extrakciot és titralast kovetden meghatarozhatdé a minta
DIC-tartalma. Vizsgalataim soran az OxiTop késziiléket alkalmaztam a DIC nyomasmérésen
alapulé meghatarozasara, amely modszer alkalmazasara nem taldltam korabbi példat a
szakirodalomban. Az OxiTop késziilék (OxiTop-IDS B6M-2.5 WTW, Weilheim,
Németorszag) egy zart, statikus, nyomasmérésen alapuld respirométer, amelyet eredetileg
mikroorganizmusok bioldgiai aktivitasanak értékelésére fejlesztettek ki szilard és folyékony
mintakban.



A mérések soran a CO.-dal dusitott algaszuszpenzidkat zartam az OXiTop késziilék
edényzetébe, amelybe a mintan kiviil egy 50 mL-es, 1 M HCI-t tartalmaz6 f6z6poharat is
helyeztem. Az alapnyomas mérését 10 percig végeztem, majd az edényzeteket megraztam,
ugy, hogy a benniik elhelyezett fézOpoharak felboruljanak, amelyet kovetéen a sav
Osszekeveredik a szuszpenzidval, majd a mintdban oldott CO: felszabadul. A végnyomas 20
perc mulva stabilizdlodott, amelyet kdvetden rogzitettem a mért értékeket. A modellkisérlet
elétt a COq-dusitott oldatokat, amelyek algasejteket és hamu kivonatot tartalmaztak, két
részre osztottam. A minta egyik felét mar az algandvekedési kisérlet elott behelyeztem az
OxiTop késziilékekbe a DIC-tartalom meghatarozasanak céljabol 3-3 ismétlésben. Az
algaszuszpenzidé masik felét elészor az algatermesztési modellkisérlethez hasznaltam fel,
majd a 4-napos kisérlet végeztével azokat a mintdkat is behelyeztem az OxiTop
késziilékekbe, igy lehetové valt az oldatok kezdeti és végs6 DIC-értékeinek meghatarozasa.
A méréseket allando hémérsékleten (20 °C) tartott késziilékekben végeztem el, igy a mért
nyomasértékek alapjan lehetdség nyilt a CO. molmennyiségének meghatarozdsira az
egyesitett gaztorvény felhasznalasaval.

A vizsgalt mikroalga szénfelvételét vizsgalo modellkisérlet eredményeinek statisztikai

kiértékelése

A C. vulgaris mikroalga szénfelvételét vizsgald modellkisérletem soran a kiilonb6z6
kezelések hatdsait harom ismétlésben vizsgaltam, majd a statisztikai elemzéseket az R
Statisztikai Program 4.2.1-es verzidjaval végeztem el (R Development Core Team, Bécs,
Ausztria). A statisztikai elemzés eldtt az adatok normalitdsat €s a variancia homogenitasat
Shapiro-Wilk, illetve  Levene- vagy  Bartlett-teszttel  ellendriztem  5%-0S
szignifikanciaszinten. A modellkisérlet soran a kezelések hatdsait egytényezds
varianciaanalizissel (one way-ANOVA) értékeltem. A csoportok kozotti 9sszehasonlitasok
soran post-hoc tesztként Tukey-tesztet alkalmaztam. Amennyiben az ANOVA
alkalmazashatosagi feltételei nem teljesiiltek, az adatokat Kruskal-Wallis-teszttel értékeltem
ki, majd Dunn-tesztet alkalmaztam a csoportok kozotti kiilonbségek dsszehasonlitasa soran
S%-o0s szignifikanciaszinten. Ha egy vizsgalt paraméter (pl. DIC-értek) esetében
rendelkezésre alltak kezdeti és végso értékek is, az értékek kozotti kiillonbségeket kétmintas
t-probaval értékeltem.



Eredmények és azok megbeszélése

A kiilonb6z6 biomassza meghatarozasi modszerek osszehasonlitasanak eredményei

A kiilonbozd algakoncentracid meghatarozasara alkalmas moddszerek atlagos
eredményeit a 2. tablazat foglalja 6ssze. A beparlassal mért algabiomassza esetében a 200x-
os higitési értéktdl az eredményeket kizartam a korrelacios elemzésekbdl, mig a szliréssel
meghatarozott biomassza-értékeknél csak az 1000x-es higitas eredményeit hagytam
figyelmen kiviil, mivel azok a kimutatasi hatar (LOD) ald keriiltek. A Mg-tartalom
mérésénél valdsziniisithetd, hogy a 20x-os higitas alatti értékeknél az izzitas utan olyan
kevés anyag maradt vissza, hogy ezek az eredmények mind az LOD-érték alatt maradtak.
Ebben az esetben azonban nem zartam ki ezeket az eredményeket, mert nem befolyasoltak
jelentésen a megfigyelt trendet.

2. tablazat: Az algastiriiséget jellemz6é mért paraméterek atlagai a kivalasztott biomassza-becslési modszerek
alapjan

Higitds (x) Higz’itési Beparlas Sziirés Klo-a Mg Sejtszéfn DFS

arany  ((mgsz.aJ/L) |((mgsz.a/L) | (ug/L) |(ng/L) |(10°dbsejt/L) | (RFU)
1 960,0 770,0 7515,6 | 204,5 108222,7 1689562
0,5 436,7 420,0 4163,1 | 109,6 61578,1 1200521
0,2 150,0 177,5 1567,0 27,6 34113,3 853994
10 0,1 66,7 79,3 892,4 10,6 13136,7 610195
20 0,05 358 31,4 382,1 28,4 10664,1 369087
50 0,02 14,2 15,0 182,3 13,8 3757,8 189411
100 0,01 10,0 9,3 90,9 15,4 1699,2 112247
200 0,005 <LOD 2,5 54,6 17,5 4727 63474
500 0,002 <LOD 14 20,1 11,0 371,1 32556
1000 0,001 <LOD <LOD 12,3 6,9 105,5 26938

A kiilonboz6 biomassza meghatarozasi modszerek kozotti feltart korrelaciok

Az algakoncentraciot jellemz6 paraméterek meghatarozasa soran nyert eredmények
Osszehasonlitasa soran az adatsorokat (2. tablazat) egymassal szemben korrelaltattam, hogy
feltarjam az egyes paraméterek kozotti Osszefliggések erdsségét (3. tablazat). A szamok a
legjobban illeszkedd trendvonalak altal elért legmagasabb R2-értékeket jelzik, amelyeket a
linearis, és az exponencialis regresszi6 lefuttatasa utdn kaptam. A kapott 6sszefiiggések egy
esetet leszamitva statisztikailag erésnek (R? > 0,94) mondhatéak. Az egyetlen gyenge
Osszefliggés a fluoreszcens mérés és a magnézium-tartalom meghatarozas eredményei
kozott allt el (R? = 0,816). A kiemelkedden magas korrelacios értékeket (R? > 0,990)
félkovérrel szedett szdmokkal emeltem ki. A tdblazat nem tartalmazza a spektroszkopias
elemzést, mivel az ezzel a paraméterrel kapott Osszefiiggéseket a teljes spektrumon
vizsgéltam, minden egyes hullamhosszon, tovabba a kapott eredményeket kiilon fejezetben
targyalom.



3. tablazat: Az egyes paraméterek esetében mért adatsorok kozott megéllapitott korrelacios egyiitthatok (R2-
érték)

Higitis  Sziirés  Bepérlds ta:\t"a%(') Sejtszam  klo-a DFR
Higitas - 0998 () 0997() 0975(I) 0986(l) 0,998 () 0,989 (€)
Sziirés - - 0989 () 0966() 0993(1) 0999 () 0,987 (e)
Bepirlas - - - 0982(l) 0974() 0,990 (e) 0,974 (e)
Mg-tartalom - - - - 0,945() 0,971(e) 0,816 (e)
Sejtszdm - - - - - 0,989 () 0,984 (e)
klo-a - - - - - - 0,986 (e)
DFR - - - - - - -

Megj.: I=linearis regresszio, e= exponencialis regresszié, DFR= gerjesztett fluroreszencia

A korrelacio pasztazas eredményei, a determinacios egyiitthatok megallapitasa a

teljes spektrumon

Amellett, hogy a fent bemutatott korrelaciok fontosak lehetnek az egyes,
laboratériumban mérhetd paraméterek atjarhatdosdganak szempontjabol, a kutatdsom egyik
f6 fokusza ezen paraméterek €s az optikai slirliség kozotti korrelacido megéallapitasa volt.
Ahogy azt a 2.6. fejezetben bemutattam, a C. vulgaris spektrofotometrias mérésének
teriletén nem mutatkozik egyetértés a szakirodalomban sem a méréshez hasznalt
hullamhossz, sem a biomasszatomegre torténd atvaltashoz felhasznalt egyenlet tekintetében.
A kutatdsaim soran ezért nagyon fontos volt, hogy ezt az dsszefiiggést ne egy-egy szerzot
kovetve, majd egy adott hullamhosszat kivalasztva végezzem el a méréseket, hanem els6
Iépésben matematikai modszerekkel bizonyitsam, hogy melyik az a hulldmhossz, ahol a C.
vulgaris sejtstiriiségét a legpontosabban lehet mérni.

Az altalam készitett higitdsi sorozat bemutatott spektrumadatai minden
hulldmhosszon 10 adatpontbdl all6 sorozatot alkotnak. Az igy kapott adatsorokat egyenként
Ossze lehet hasonlitani a higitasi sorozatbol szarmaz6 ugyanazon 10 minta laboratériumi
algakoncentraciés mérési eredményeivel. Ahhoz, hogy meghatdrozzuk a vizsgalt
paraméterek kozott elérhetd legerésebb korrelaciot a teljes UV-VIS spektrumon, minden
egyes pontnadl illeszteniink kell egy fiiggvényt, valamint trendvonalat a két paraméterre
vonatkozdan, ami azt jelentené, hogy paraméterenként Osszesen 800 fiiggvényt kellene
felvenni és abrazolni. A feladat automatizaldsdnak érdekében Delphi-alapii programot
hasznaltam, amely folyamatosan pésztazta a linearis regresszios kapcsolatok erdsségét
jellemzd R2?-értékek alakuldsat (1. abra). A teljes mért spektrumon végrehajtott korrelacios
pasztazas eredményei alapjan az erdsebb korrelaciot jelentd €s magasabb, lokalis
maximumértékhez tartozdo RZ-értékek ott jelentek meg, ahol az eredeti spektrumok
csucsérteket is voltak. Egyetlen kivétel a fluoreszcencia értékeknél volt megfigyelhetd, ahol
nagyjabol ennek az ellenkezdje figyelhetd meg. Az eredetileg fekete szinnel jeldlt, szliréssel
meghatarozott biomassza értékek teljes takarasban vannak jelen a grafikonon, ugyanis ez az
adatsor rendkiviil er6s korrelaciot mutatott a zold szinnel jeldlt klorofill-a koncentracios
adatokkal. Az optikai slriség és a tovabbi algabiomasszat becslé paraméterek kozott
meghatdrozott maximalis korrelacids értékeket a lathatd hullamhossz-tartoméanyban (400—
800 nm) a 4. tablazat foglalja 6ssze. Ahogy az varhat6 volt, ott érdemes mérni, ahol az algak
hatékonyabban nyelik el a fényt, igy a C. vulgaris fotoszintetikus pigmentjeinek jellemz6
csucsain magasabb korrelacios egytitthatok figyelheték majd meg. Meglepd volt azonban,
hogy a 680 nm koriili cstics egyik paraméter esetében sem eredményezett maximalis
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determinacids egyiitthatot annak ellenére, hogy ez a szakirodalomban egy igen népszer,
sokak altal javasolt mérési hullamhossz, ugyanis itt egy egyértelmii, konnyen észlelhetd
lokalis maximuma van a spektrumnak. A biomasszamérési modszerek eredményei alapjan a
439 ¢és a 437 nm-es hullamhosszak mutattak a legmagasabb korrelaciot, ezért — tekintettel
arra a tényre, hogy sok spektrofotométer nem képes 5 nm-nél kisebb Iéptékek kezelésére —
a 440 nm-es hulldmhosszt valasztottam ki a korrelaci6 finomhangolasdhoz, illetve a
biomasszabecslés 0sszefliggésének megallapitasara.

R’ értékek

e S7: alga biomassza meghatdrozas sziréssel
emmmms BM: alga biomassza meghatdrozas beparlassal

0.60 ks Klor-A: klorofill-A meghatdrozas extrakcidval
e \[g: magnézium koncentrdcié meghatarozas
0.55 e SS7: mikroszkopos sejtszamlalas
2T @mssss DFR: Dikroikus Fluorométer Rendszer (relativ fluoreszcencia egységben)
050 f—F——F—F—F+—F——— |

— T L
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Hullamhossz (nm)

1. abra: A korrelacios egytitthatok (R?) erdssége az optikai siirliség mérése €s a tovabbi

algabiomasszat becsld paraméterek kozott a teljes spektrumon

4. tablazat: A teljes spektrumok alapjan az egyes algabiomasszat becslo paraméterek esetében meghatarozott
legerésebb korrelacios értékekhez (legmagasabb R?) tartozo hullimhosszak

s s (s Mg- _
Higitas Sziirés Beparlas tartalom Sejtszam klo-a DFR
R? max 0,94961 0,92922 0,85855 0,93257 0,94961 0,99000
R? max hullamhossza 439 437 442 461 439 525

Megj.: DFR= gerjesztett fluroreszencia

Az algabiomassza becslésére ajanlott képlet

A megfeleld hullamhossz kivalasztdsa utan a korrelaciot tovabb pontositottam az
Origin szoftver kiilonb6zo beépitett fiiggvényeinek tesztelésével (2. abra). A higitasi sorozat
mentén mért biomassza-koncentraciot az optikai siirtség értékeivel korrelaltatva a
legnagyobb pontossadggal egy exponencidlis (telitési) gorbére illeszkedtek, ugyanis egy
bizonyos szamu algasejt felett statisztikailag nagy az esély arra, hogy a sejtek egymast
részben fedjék, igy egy tovabbi algasejt megjelenése a koncentraltabb szuszpenzidban mar
nem okoz olyan mértékii fényintenzitds-névekedést, mint a higabb mintak esetében.
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Az ismert telitddési jelenség alapjan is kézenfekvd a telitési gorbe kivalasztasa, igy a
program beépitett fligyvényei koziil a Box—Lucas fiiggvényt [1] alkalmaztam:

y=a (1 - e_bx) [1]

ahol a és b allandok, x €s y a fiiggvény valtozoi

Data: Sziirés u Be%)a}‘las
3,50 4 Model: BoxLucas1 ® Szirés
3251 cnir2 = 0.00302 -
s00d| R2 =o9ses R G i
27544 a 4,23886 £0.25691 iy et S
1l v ooo0is1 £0.00015 /
/ -

Data: Beparlas
Model: BoxLucas1

Chi"2 = 0.00302
.......... R"2 = 0.99802

Optikai stirtiség (440 nm)

a 3.28753 +0.11847
b 0.00223 +0.00017

1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Biomassza (mg/L)

2. abra: A 440 nm-en mért optikai stirliség értékek és a szlirési, valamint a beparlasi
maradék modszerrel meghatarozott algabiomassza szaraz tomegre vonatkoztatott
adatsorok kozotti korrelaciok

A 440 nm-es hullamhosszt kivalasztva, a beparlasi maradék modszerrel mért szaraz
algabiomassza tomegkoncentracio (c) €s a az optikai stiriséggel (OD) mért jelkiilonbség

kozott a exponencialis dsszefliggést [2] allapitottam meg:

C algabiomassza Mg /L (SZ.a.) =In (1 — ODa40nm/ 3,29) / (_0,0022) [2]
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A C. vulgaris mikroalga szénfelvételét vizsgalo modellkisérlet eredményei

A modellkisérlet soran kapott eredményeket az 5. tdblazat foglalja 6ssze. A WBA-kezelések eredményeinek statisztikai elemzése szerint a
kontrollhoz képest magasabb végsd algakoncentracidkat, biomassza-valtozast és fajlagos novekedési ratdkat figyeltem meg (p < 0,038). A
legmagasabb végsd algakoncentraciot, biomassza-valtozast és fajlagos ndvekedési ratdkat a 10%-os és 25%-0s WBA-kezelések esetben hataroztam
meg a kontroll csoporthoz képest (p < 0,001) (3. abra). Minden kezelés esetében szignifikans kiilonbségeket mutattam ki a kezdeti és végso
algakoncentraciok kozott (p < 0,006). A kontrollhoz képest szignifikdnsan magasabb pH-értékeket tapasztatlam a 10%-0s, 25%-0s és 50%-0s
WBA-kezelések esetében (p < 0,001), mig minden csoportban szignifikansan eltéré pH-valtozast figyeltem meg (p < 0,050).

5. tablazat: A Chlorella vulgaris szénfelvételét vizsgald modellkisérlet Gsszesitett eredményei

Mért paraméter Mértékegység kontroll 0% WBA 10% WBA 25% WBA 50% WBA
kezdeti alga BM mg/L (sz.a.) 5,6+05a 5,5+0,6a 5,5+0,8a 6,5+0,7a 5,7+0,8 a
végso alga BM mg/L (sz.a.) *17.1+0,5a *498+3,6b *160,2+17,2¢ *176,0 +5,6 cd *133,3+18,0d
biomassza valtozas mg/L (sz.a.) 11,5+1.6a 443+38b 154,7+ 17,1 ¢ 169,5+55¢cd 125,8 +£18,3d
tomeg sokszorozédas - 3,10+0,4a 924+1,3a 29,32+3,5b 2721+1,8b 17,83 +£32¢
1) 1/4nap 0,28 +0,03 a 0,55+0,04 b 0,84 +£0,03 ¢ 0,83+0,02 ¢ 0,72 +0,04 d
td nap 1,97+0,11a 1,29+0,07 b 0,86 + 0,04 ¢ 0,89+ 0,02 ¢ 1,02 £ 0,06 ¢
pH (CO2 nélkiil) - 6,94+£0,01 a 6,79£0,01 a 9,67+0,20b 11,18+ 0,06 ¢ 12,15+£0,04 d
pH valtozas - 0,05+£0,01 a 0,87+£0,04b 395+0,17 ¢ 2,98 £0,09d 1,83 +£0,06 ¢
kezdeti DIC 7 mg C /L LOD 10,4 £ 0,00 a 48,6 £7,96 b 156,3+£9,03 ¢ 309,2+ 7,96 d
végso DIC mg C/L LOD 3,5+£3,01a *3,5+3,01a *90,3+£3,01b *218,9+10,42 ¢
DIC felvétel hatasfoka % - 66,7 £ 28,9 ab 92,8+6,5a 422+14b 29,1+5,15b

Megj.: BM biomassza, Duplazddasi id6 (td) fajlagos névekedés (u) WBA: hamu (wood biomass ash) kivonat; DIC: oldott szervetlen szén (dissolved inorganic carbon); <LoD:
a kimutatasi hatar (Level of Detection) alatti eredmény; a-b-c-d betiijelek: statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelez a kontroll és a kezelt csoport kozott (p < 0,05); *

szignifikans kiillonbséget jelez a kezdeti és a végso érték kozott (p < 0,05)
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Az egyes kezelt csoportok kezdeti oldott DIC-tartalma szignifikansan
kiilonbozott, mig a legmagasabb végsd DIC-értékeket az 50%-0s WBA-kezelés
esetében mértem (p <0,001). Szignifikans kiilonbségeket figyeltem meg a kezdeti
és végsd DIC-értékek kozott a 10%-0s, 25%-0s és 50%-0s WBA-kezelések
esetében (p < 0,003) (4. abra). A 0%-0s WBA-kezelés esetében azonban nem volt
kimutathat6 szignifikans kiilonbség a kezdeti és végsé DIC-értékek kozott (p =
0,057). A legnagyobb DIC-tartalom csokkenés a 10%-0s WBA-kezelés esetében
volt megfigyelhetd (p < 0,014), bar a kiillonbség nem volt szignifikans a 0%-0s
WBA-kezeléshez képest (p = 0,223). Az alga ndvekedéssel kapcsolatos
paraméterek alapjan a 10%-os és 25%-0s WBA-kezelések bizonyultak a
legmegfeleldbbnek, mig a legnagyobb DIC-tartalom cs6kkenést a 0%-os és 10%-
0s WBA-kezelések esetében észleltem.

Osszegezve tehat a vizsgalt paraméterek eredményeit, a 10%-0s WBA-
kezelés tekinthetd a optimalisnak az algdk ndvekedése, szénfelvétele €s a hamu
kivonat, mint lugos CO> elnyeld kozeg regeneracios képessége szempontjabol.
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3. dbra: Az algabiomassza novekedése a kiilonbozo WBA-kezelések
esetében (fekete: kontroll kezelés WBA és CO; difftzio nélkiil; narancs:
0%-0s WBA kezelés CO»- diffuzioval; piros: 10%-0s WBA kezelés CO»-

diffazidval; lila: 25%-0s WBA kezelés CO,- diffuzidval; kék: 50%-0s WBA
kezelés CO; difftzidval)
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Kovetkeztetések és a javaslatok

A kiilonb6z6 biomassza meghatarozasi moédszerek eredményeibdl levont
kovetkeztetések

A Chlorella vulgaris algasejt magnézium- és klorofill-a-tartalma

A C. vulgaris alga atlagos asvanyi Mg-tartalma a mért biomassza tomege
¢s ugyanazon higitasi tag Mg-tartalma alapjan meghatarozhat6. Az algafaj atlagos
egysejttomege a biomassza tomegébdl €s a sejtszam értékekbdl szamithatd ki. A
tervezett szamitasokhoz meghataroztam az egyes higitasi mintakbol szarmazo
adatok atlagértékeit. A magasabb higitasi szinteken végzett laboratoriumi
mérések feltételezett pontatlansagai miatt a 20-szoros higitdst meghaladé mintak
nem képezték a szamitas alapjat (6. tablazat).

6. tablazat: A mért algakoncentraciokbol szarmaztatott specifikus értékek

o BM Mg Mg Iz:\(jl-ga klo-a sejtsezz'lm atlag seg't
Higitas  (mg/L mgr) (Mg/L00g alapjan, (ng/L. (10°db  (ng/10
sz.a.) sz.a.) ng/L) ) sejt/L)  db sejt)
1x 960 205 21,31 7521 7516 108223 8,871
2X 437 110 25,09 4029 4163 61578 7,091
5x 150 28 18,40 1015 1567 34113 4,397
10x 67 11 15,83 388 892 13137 5,075
étlsag * 20,16 = 3,98 6,36 + 2,03

A végrehajtott szamitasi modszer alapjan 1 millio6 darab C. vulgaris
algasejt szaraz tomege 6,36 £ 2,03 ug, vagyis 6,36 + 2,03x 10712 g/sejt. A
szakirodalomban erre vonatkozéan meglepden nehéz olyan relevans adatokat
talalni, amelyekkel 6ssze lehet hasonlitani ezt az eredményt. Az egyetlen elérhetd
adat alapjan 1 millié sejt becsiilt tomege 22,4 ng (2,24 + 0,16 x 107! g/sejt), amely
egy szakdolgozat, igy nem tekinthetd hivatalosan tudoményos publikacionak. Ez
az eredmény egyébként nagysagrendileg megkdzeliti az altalam mért értéket. A
C. vulgaris magnéziumtartalmat tekintve a szamitasom alapjan 20,156 + 3,98
mg/100 g (sz.a. tartalomra vonatkoztatva). Az eredmény szakirodalmi adatokkal
torténd Osszevetése soran, érdekes tudomanyos helyzet alakul ki, ugyanis a
szerzOk altal meghatarozott értékek nagysagrendileg két csoportba sorolhatok (6.
tablazat).
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A tanulmany eredményeinek lehetséges alkalmazasi teriiletei

A korrelacios pasztazas soran meghatarozott hullamhosszak ¢és a telitési
(exponencidlis) gorbével végzett tovabbi korrelacios elemzések révén lehetdség
nyilik gyors biomassza meghatarozasra alkalmas eljarasok végrehajtasara az ipari
algatermelés teriiletein, anélkiil, hogy a mintdzott biomasszat karositanank.
Azonban tovabbra is kérdéses lehet, a gerjesztett klorofill-a-fluoreszcencia
detektalast vagy az UV-VIS spektrofotometrias optikai stirliségmérést érdemes-e
alkalmazni. Az ISO 7027-1:2016 vizvizsgalati szabvany a szennyez0 részecskék
szamanak megfelelden két mérOmiiszer hasznalatat ajanlja, igy a kevésbé
szennyezett mintak esetén (viztisztitds) nefelometrids mérés alkalmazhatd. Az
erdsen szennyezett, zavaros mintak (szennyviztisztitds) esetén turbidimetrias
modszerek alkalmazésa ajanlott.

Az ajanlasokat kovetve a 10 higitott mintankat 5 higabb és 5 stirlibb
mintacsoportra osztottam, majd a szétvalasztott adatsorainkra vonatkozatva
Osszehasonlitottam a kapott korrelaciok erdsségét. A higabb mintak esetében a
fluoreszcencia detektalassal mért adatsor magasabb determinacios egyiitthatot
eredményezett, ami a mérdmiszer mikodési elvével magyardzhato. A
késziilékben a fényforras—minta—detektor egyiittes elhelyezkedése 90 fokos
szoget zar be, igy a késziilék az adott szogben a részecskék altal szort fényt méri,
ami kiilonosen hatékony, ha a mintdban csak kevés algasejt van jelen. Nem
meglepd moédon a kevésbé higitott, koncentraltabb mintak esetében az UV-VIS
spektroszkopia moddszer pontosabb eredményeket adott (R? = 0,99993) a
fluoreszcens detektalas eredményeihez képest (R? = 0,98533). Az alkalmazott
késziilékben a fényforras—minta—detektor egyiittes elhelyezkedése 180 fokos
szoget zar be, azaz mindharom objektum egy vonalban helyezkedik el, igy a
részecskék altal elnyelt fényt méri. Ez az elrendezés igy nagyobb pontossagot tesz
lehetévé, amennyiben a részecskék koncentraltabban vannak jelen a
szuszpenzidban.

Abbodl, hogy a kivalasztott mérési hullamhossz matematikailag is
bizonyitast nyert, egyenesen kovetkezik az is, hogy a tovabbiakban a 440 nm-es
hullamhosszra kell fokuszalni a mérdeszk6zok fejlesztésénél.
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A mikroalga szénfelvételét vizsgalo modellkisérlet eredményeibdl levonhato
kovetkeztetések

Az alkalmazott OxiTop késziilékkel elvégzett mérés alkalmas a DIC-
tartalom meghatarozasara (4. abra).
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4. abra: Az oldott szervetlen széntartalom eltavolitasi hatasfoka (a kezdeti
és a végsd DIC-értékek kozotti szignifikans kiilonbséget csillaggal
jeloltem, 5%-0s szignifikancia szinten)

A fabiomassza égetésekor melléktermékként keletkez6 hamu vizes
kivonata képes elnyelni a CO, gazt és ezt a széntartalmat a C. vulgaris mikroalga
képes felvenni a novekedése kozben. A szénfelvétele soran az alga képes volt a
CO: elnyeld kozeget regeneralni.

A modellkisérletemben a termseztokdzeg kezdetben lugos volt a WBA
(fabiomassza hamu) kivonat hozzdaddsa miatt. A WBA-kivonat ardnyanak
novelésével, a kozeg egyre ligosabba valt, ami egyuttal tobb CO- megkdtését tette
lehetove. A kisérlet kezdetekor a CO2 diffuzids kezeléssel az Gsszes kezelést
egységes pH-értékre allitottam be (pH = 6). Az algabiomassza novekedése soran
a kozeg lugosodasa szamos tanulméanyban dokumentélt jelenség, ami jol
megfigyelhetd volt a modellkisérletem soran is. A legmagasabb végsé pH-értéket
a 10%-0s WBA-kezelés soran mértem, elérve a CO2-kezelés el6tti szintet, ami arra
utal, hogy ezekben a mintdkban az algak novekedése teljes mértékben regeneralta
a mosokozeg pH-jat

Kimutattam, hogy a CO»-diffiizi6 és a hamu kivonat kezelés nem mutatott
toxikus hatast a Chlorella vulgaris mikroalga ndvekedésére.

Az eredményeim alapjan a WBA-kivonat hatékonyan kototte meg a CO--t
anélkiil, hogy toxikus hatast gyakorolt volna az algdk novekedésére. Ugyanakkor
a magasabb koncentracidk esetében gatolta a ndvekedést, ami meghosszabbodott
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lag-fazist eredményezett. Az algasejtek képesek a WBA-kivonatbol szarmazo
CO2-t szénforrasként hasznositani, ami CO:-fogydshoz, a biomassza
novekedéséhez és a pH megemelkedéséhez vezetett. A szakirodalom szerint a
Chlorella fajok altalaban a 66,5 pH-tartomanyban fejlédnek optimalisan, mig a
C. vulgaris hatékonyan ndvekedhet lugos koriilmények kozott is (pH=10,5). A C.
vulgaris rendkiviil alacsony pH mellett is szaporodni képes, amely képességiik
szamos forras szerint a laborléptékii tenyészetekben a zooplankton-kontroll
modszerek alapjat képezi.

A modellkisérlet eredményei alapjan ki tudtam valasztani a 10%-0s WBA-
kezelést, amelyet a tovabbi kutatdsok, valamint az ipari alkalmazdsok soran
alkalmazni lehet.

A WBA-kivonat optimalizalasa soran a 10%-o0s és 25%-0s WBA-kezelések
bizonyultak a legmegfeleldbbnek az algdk ndvekedése szempontjdbol, amelyek
154,74+ 17,1, illetve 169,5 £ 5,5 mg biomassza tobbletet produkaltak a 4 nap alatt.
Ha a kiindulasi biomassza mennyiségre fajlagosan adjuk meg a novekményt,
akkor a fajlagos novekedés 0,84 + 0,03 és 0,83 £ 0,02 I/nap volt, mig a
duplazodas ideje 0,86 + 0,04 és 0,89 + 0,02 nap, a tomeg sokszorozodésa pedig
29,32 £ 3,5, illetve 27,21 + 1,8-szeres volt a két kezelés esetében a 4 napos
novekedésre szamolva (5. tdblazat). Habar az utdbbi értékek statisztikailag nem
kiilonithetéek el egymastol szignifikins mértékben. Ha a CO:-eltavolitas
hatékonysagat is figyelembe vessziik, akkor a 10%-0s WBA-kezelés esetében
tapasztaltam a legmagasabb hatasfokot (92,8 + 6,5 %). A 25%-0s WBA-kezelést
joval alacsonyabb hatasfok jellemezte (42,2 + 1,4 %), igy a pH-értéket sem
sikeriilt az eredeti, CO.-diffuzid eldtti értekre emelnie az algasejteknek. A 10%-
0s WBA-kezelés esetében a termesztésre felhasznalt mosdoldat teljes mértékben
regeneralva lett, igy a pH a kezelés végén 9,95-6s értéket ért el.

A szakirodalomban talalhato alga hozam értékek kritikai attekintése

Ebben a részben kisérletet teszek egy rovid kritikai attekintés keretében a
szakirodalomban talalhato alga kihozatali adatok realitasat kielemezni. A
tovabbiakban a mérési eredményeimmel aldtdmasztva tobb megkozelitést
alkalmazva bizonyitom, hogy a szakirodalomban talalhat6 adatokban gyakran tul
optimista becslésekre alapozzdk az algabiomassza ndvekedését, igy az ipari
szektor a gyakorlatban az irodalmi igéretektdl joval elmaradd eredményeket
produkal.

1. érv: A higitasi sorom kiindulasi eleme

A biomassza becsléshez felhasznalt higitasi sor elsd eleme egy igen tdmény,
literenként 1,095 x 10! sejtet tartalmazoé szuszpenzio volt. Ez egy igen sotét zold,
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meghataroztam, de egyik esetben sem érte el az 1 g/L-es értéket (sziirés: 0,77 g/L,
beparlas: 0,96 g/L). A minta esetében a spektriofotométer is a kimutatasi hatara
(OD > 2,990) kortili értékeket mért az egyes csucsokon annak ellénére, hogy ott
a fénynek egy igen sziik keresztmetszetii (d=5 mm) kiivettan kell csak athatolnia.
Ezeket ismerve, a szakirodalomban talalhaté olykor 30 g/L f6lotti értékeket nem
tartom valdszintiek.

2. érv: A pixel boritottsag
A legtoményebb minta fent leirt algastirtiségére az ImageJ programban elkdvetett
képfeldolgozoasa atlagosan 13%-o0s pixel boritast eredményezett. Ez alapjan
meghataroztam egy elméleti maximum értéket, amikor 100%-ban alga boritja a
feliiletet, amely 7,38 g/L értéket eredményezett. Fonots megjegyezni, hogy a
valosagban ettdl valamivel nagyobb lehet a maximum érték mivel a Biirker-
kamanak van mélysége is, nem egy adott sik vetiiletét olvassuk le vele.

3. érv: A sejtek altal kitoltott térfogat

Ismerve azt, hogy a C. vulgaris geometriaja szabalyos gomb, amelynek a
szakirodalombol ismert a 2-10 pm-es atmérdje, igy meghatarozhat6 az algasejt
térfogata. Ha ezt felszorozzuk a tomény minta literenkénti sejtszamaval, akkor
0,45cm?3 és 56,67cm?® értékeket kapunk. Ez 1 literre nézve 0,05 és 5,67 %V/V.
Ebbdl ismét szamitottam egy elméleti maximumot, ahol a térfogat 100%-4at az
alga teszi ki. Ez alapjan a két sejtatmérdvel kalkulalva 1920, illetve 16,9 g/L. Ez
alapjan kijelenthetd, hogy 10 pm-es sejtekkel szamolva 17 g/L biomassza
koncentracio folott a sejtek mar 6sszeérnének. Ezt természetesen lehetetlen elérni,
mar ha csak a novekedéshez sziikséges fényigényt nézziik, ami ilyen silirliség
esetében igen kis hatékonysaggal jut el az egyes sejtekig.

4. érv: Az ipari statisztikak

A Chlorella-fajokra vonatkozo novekedési értékek szorasa rendkiviil magas. Ez
részben magyarazhatdo az el6z0 fejezetben taglalt fajlagos értékekben vald
kifejezéssel, ahol szamos hiba lehetdség van mar a  vizsgalt
felolet/térfogat/iddintervallum kivalasztasaban. Még egyetlen cikk esetében is
nagyon nagy az értékek kozotti szords, amit jol érzékelteti Je és Yamaoka (2022)
munkdja, amelyben 3 és 5370 mg/L/nap kozott talalunk értékeket. Ezeket az
adatokat Osszevetve az EU 182 t éves mikroalga termesztési volumenével a két
kapacitasi értékkel szamolva ezt 170 000 m?3, illetve 93 m?® térfogata
termesztokozegben tudnank eldallitani. Utdbbi 3 db standard szallitd konténert
jelentene, ami igen valdsziniitlen, kiilonben joval elterjedtebb lenne globélisan a
mikroalga technologia.

19



Javaslatok

Eredményeim alapjan a monokulturas és axénikus C. vulgaris termesztés
soran a novekedést a 440 nm-es hullamhosszon kell vizsgalni, amelyre LED
vilagitds és fotodidda part, vagy lézer fényforrast és lézer didda part kell
alkalmazni ezen a hulldmhosszon. A mérés soran fennall6é zajoknak, a nem az
algabol szarmazd fényelnyeléseknek a kikiiszobolésére alkalmazhatd egy hasonld
paros eszkoz a 750-es hullamhossz, amely az ISO és a Felfoldy-modszer szerint
is alkalmazando erre a célra. Az alga kék fény elnyelését érdemes volna tovabb
vizsgalni olyan termesztési kisérletekben, amelyben a fényforrds egyszerre
produkalja a 680 nm ¢és a 440 nm koriili csticsokat, példaul fehér szinii LED fényt
felhasznélva. Az algasejtek biomassza becslésére javasolt modellt érdemes volna
tovabbi mérésekkel validdlni ismeretlen mintdkon, majd Osszehasonlitani az
eredményeket mas tipusi spektrofotométeren elvégzett vizsgalatokkal. A
pasztazast és az Osszefliggést ezutan mas mikroalgafajok esetében is érdemes
volna vizsgalni.

Szintén tovabbi Osszemérésekre, validaciora van sziikség a digitalis
sejtszamlalasi modszer és az OxiTop berendezéssel elvégzett oldott szervetlen
szén meghatdrozéasa esetében. A biomassza hamu kivonatot a mintdzott erdmi
kiilonb6z6 évszakaiban is meg kell vizsgélni, majd Osszevetni a szezonalitasbol
fakadé mindségbeli eltéréseket, tovabba Osszehasonlitani mas ndvények
tiizelésébdl szdrmazd hamu kivonatokkal/oldatokkal. A hamu kivonatot érdemes
lenne megvizsgalni az algakezelések utan is, hogy az alga altal esetlegesen felvett
elemek (pl. kalium) mennyire Dbefolyasoljak a mosdoldat jovobeli
felhasznalhatosagat. A modell CO: gaz helyett a jovében érdemes lenne az iparbol
szarmazo fiist és biogazokat elnyeletni a mosodoldatban, majd vizsgélni az alga
novekedését, igy kiszlirve az esetleges novekedést gatldo hatdsokat, illetve a
potencialisan alkalmazhat6 €s az algasejtek altal hasznosithatd nyomgazokat. A
gyakorlatban ezaltal potencidlisan tudnank csokkenteni a géazel6tisztitas
koltségeit. Igen hasznos lenne az eldallitott algabiomassza beltartalmi értékeit is
vizsgalni, ami alapjan lathatova véalna, hogy a kezelés mennyiben valtoztatja meg
a biomassza 0sszetételét a kontrollhoz képest, tovabba, hogy a kapott biomassza
mely iparagakban lehet felhasznalhat6 az adott mindségi paraméterek mellett.
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Uj tudomanyos eredmények

Egy U0j eljaras, az Gn. korrelacio pasztazas segitségével matematikailag
bizonyitottam, hogy az exponencialis ndvekedési fazisban 1évé Chlorella
vulgaris mikroalga legmegbizhatobb mérési hullamhossza UV-VIS
spektrofotometrias modszerrel a 440 + 3 nm-es cstcson talalhatd. Ezzel a
szakirodalomban sokat vitatott kérdést sikeriilt matematikailag is igazolnom.
A megfelelé hulldmhosszt kivalasztva, a jelenséget pontosabban leiro,
exponencialis fiiggvényt kivalasztva az alabbi 0sszefiiggést allapitottam meg
az optikai stiriséggel (OD) mért jelkiilonbség és a szuszpenzid sziraz
algabiomassza tomegkoncentracioja (c) kozott:
C algabiomassza (mg/l_ SZ.a.) = In (1 — OD44O nm/ 3,29) / (_0,0022)

A vizsgélati eredményeim alapjn 6,36 + 2,03 x 107'? g-ban meghataroztam
a Chlorella vulgaris mikroalga atlagos szaraz egysejttomegét ¢s 20,156 +
3,98 mg/100 g-ban a szaraz biomassza atlagos magnéziumtartalmat.
Utobbival igazoltam, hogy a szakirodalomban talalhat6 300 mg/100 g f616tti
értekek nem érhetdek el a dolgozatban bemutatott termesztési koriillmények
kozott.

Bizonyitottam, hogy az OxiTop (IDS B6M-2.5 WTW) késziilék alkalmas az
oldott, illetve savban oldhatdé karbonat és hidrokarbonat formaban levd
szervetlen széntartalom (DIC) mérésére. Az eljaras alapjat a késziilék
nyomds mérési képessége adja, amely a folyamat soran a gaztérben
megjelend CO2 gaz altal okozott tobblet nyomast detektalja. A mérés soran
az edényzetbe a szuszpenzid mellé sav-oldatot helyeztem fézdpoharba. Az
edény lezarasa utdn az alap nyomdsszint megallapitdsa utdn a f6z6pohar
felboritasa révén a sav-oldat a szuszpenzioba keveredik és kihajtja annak
COq-tartalmat. Az igy mért nyomasvaltozas az egyesitett gaztdrvény alapjan
egyenesen aranyos a mérendé DIC koncentracioval. Mivel a miszer altal
mérhetd legkisebb nyomasvaltozas 1 hPa, igy 200 mL térfogatii minta esetén
a legkisebb detektalhat6 DIC érték: 5,21 mg C /L.

Kimutattam, hogy a fabiomassza égetésekor melléktermékként keletkezd
hamu vizes kivonata képes elnyelni a CO2 gazt. Ezt a kiindulaskor mért DIC
koncentracio értékek bizonyitjak, ahol a kezelt mintakon a kezeletlen kontroll
mintdkhoz képest tobblet értékeket figyeltem meg. Ezt a széntartalmat a
Chlorella vulgaris mikroalga képes felvenni és hasznositani a ndvekedése
soran, amelyet a DIC csokkenésbdl és a kezelt mintdk kontroll kezeléshez
viszonyitott jelentds tobblet biomassza novekedése bizonyitott. A
szénfelvétele sordn az alga képes volt a COz elnyeld kdzeget regeneralni,
amelyet a mért pH értéke mutat a 10%-o0s hamu kivonat kezelés esetében. Itt
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a hamu kivonat kémhatasa eredetileg 9,67 + 0,20 volt, majd 5,99 + 0,02
értékre csokkent a CO; diffuzio hatasara. Végiil a megfigyelt algabiomassza
novekedés kovetkeztében 4 nap utan 9,95 + 0,18-as pH értékkel elérte a
kiindulasi lugossagat.

Kimutattam, hogy a 10, 20 és 50%-ban adagolt, CO,-diffuzioval egybekotott
hamu kivonat kezelések nem gyakoroltak toxikus hatast a Chlorella vulgaris
mikroalga novekedésére. Ezt a kezelt mintdkon mért, a kontroll kezeléshez
viszonyitott jelentds tobblet biomassza ndvekedés bizonyitja. A
szobahOmérsékleten (25 £ 1 °C) elvégzett modellkisérlet alapjan, a CO2
diffazioval egybekotott, 10%-os hamu kivonattal torténd kezelés bizonyult a
leghatékonyabbnak. Ennél a kezelésnél a kiindulési (5,5 £ 0,8 mg/L) és végso
(160,2 + 17,2 mg/L) biomassza koncentracidja kozotti a legmagasabb, 29,32
+ 3,5-szeres ardny volt megfigyelhetd. A kezelés sordn az alga teljes
mértékben regeneralta (9,95 + 0,18) a kozeg kiindulasi (9,95 + 0,18) pH
értékét és 92,8 + 6,5 %-al csokkentette a szuszpenzid kiindulasi DIC értékét.
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