GREFF BABETT!

Nehezen komposztalhat6 gydgynovény
maradvanyok bioldgiailag aktiv vegyiileteinek
hatdsa a lebontasi folyamatot végz6 f6bb
mikroorganizmusokra

1. BEVEZETES

A mez6gazdasagi melléktermékekre magas lignocelluloz tartalom jellemzd, ami-
nek biotranszformacidja egy id6igényes, bonyolult procedura,? éppen ezért ezen,
nagy mennyiségli, a talaj szdmdra is fontos tdpanyagot tartalmazé hulladékok
kezelése méara mar tdrsadalmi kihivassa valt,> mivel kezeletlenul alkalmatlanok
a kozvetlen felhaszndlasra. Eppen ezért a komposztélas az egyik legjobb opciénak
tekinthet6 a szerves, szilard hulladékok mez6gazdasagban torténé alkalmazasara.*
A komposztaland6 nyersanyagokban is nagy mennyiségben eléforduld cellu-
16z egy bioldgiailag megujuld energiaforras,” ami sokféle cellul6zbonté mikroor-
ganizmus (gombak, baktériumok) szamara szolgal szénforrasként. Cellulézbonto
gombak kozé tartozik tobbek kozott a Trichoderma, Fusarium, Penicillium és az
Aspergillus torzsek, mig a f6bb cellulézbonté baktérium nemzetségek a Cellvib-
rio, Cellfalcicula, Cellulomonas, Cytophaga, Pseudomonas és a Bacillus. Anaerob
koriilmények kozott a Clostridium genusz fajai képesek a cellul6z bontasara.®
Mivel a komposztalasi eljarasokat egyre novekvé érdeklédés 6vezi, az alkal-
mazott technolégiak folyamatosan fejlédnek. Normalis esetben a komposztalas
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szintén egy munka- és iddigényes folyamat, azonban ma mar szamos technoldgia
all rendelkezésiinkre, amik eldsegitik a komposztalasi folyamatok gyorsabb lefo-
lyasat.” Ilyen lehetéség a komposztalast gyorsitd, segitd mikrobioldgiai készitmé-
nyek alkalmazdsa is, melyek jelent6s mértékben hozzdjarulhatnak a komposz-
talasi folyamat gyorsitasahoz, illetve a lebomlds mértékének noveléséhez. Ezért
kulcsfontossagu jelentséggel bir a megfelel6 és hatékony, komposztalast segité
mikrobatérzsek kivalasztasa.

Mivel az extrakcids eljarasokbdl visszamarado gydgynovényi hulladékok
nehezen komposztalhaté anyagnak szamitanak, ezért vizsgélataim soran célom
volt annak a meghatérozasa, hogy nagy tomegti, hagyomanyosan komposztalha-
t6 adalékokkal (szarvasmarhatragya, szalma) eliminalhatd-e a gyogynovények-
bél visszamaradd drogok cellulézbonté mikroorganizmusok szaporodasara és
anyagcseréjére gyakorolt gatld hatdsa. Mivel a komposztalas normal korilmé-
nyek kozott egy igen idéigényes folyamat, célom volt még annak a meghatarozasa
is, hogy a forgalomban kaphat6é komposztalast gyorsito, mikrobioldgiai készit-
mény hatassal van-e a komposztalas idejére. A kapott, illetve az irodalmi adatok
alapjan tovabbi célul tliztem ki egy sajat komposztalast gyorsité mikrobioldgiai
készitmény kialakitdsat is, ami hatékonyan alkalmazhat6 magas celluldztartalmu
hulladékok esetében, azonban ehhez elengedhetetlen az adott torzsek (Cellulo-
monas) szaporodasi kinetikdjanak az ismerete.

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Komposztalas soran felhasznalt nyersanyagok

A komposztalandé anyagkeverék extrakciobdl visszamarad6 névényi maradé-
kokbol (60%), szarvasmarhatragyabol (30%) és 6szi arpa szalmabdl (10%) allt.
Minden alapanyagot a Kisalfoldi Mez6gazdasagi ZRt. szolgéltatott. Az EM 1 jeli
depdban 1évé kisérleti komposzthoz az el6vizsgalatok sordan legjobban teljesito,
komposztalast segitd mikrobioldgiaiadalékanyagot, az EM 1 mikrobioldgiai torzs-

oldatot kevertem hozza megfelel6 mennyiségben.

2.2. A kisérletek beallitasa és mintavételi eljaras

A féliizemi komposztalasi kisérletek lebonyolitasa a Kisalfoldi Mezégazdasagi
ZRt. munkatarsainak kozremikodésével tortént Nagyszentjanoson. A komposzt
befogadasara kialakitott depdk oldallapjai raklapokbdl késziiltek, magassaguk és
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hosszasaguk is 1-1 m volt. Alulrdl és feliilrdl vastag folia hatarolta a komposztot,
mig oldalrol légatereszt6 halo burkolatot kaptak a depdok. Egy-egy depdba koriil-
beliil 300 kg elére bekevert komposztalandé anyag keriilt. A kontroll depd 6ssze-
tétele makrokomponensek vonatkozasaban ugyanaz volt, mint a EM-1 jel(ié, de
nem tartalmazott komposztalast segité mikrobioldgiai készitményt (1. tablazat).
A bekevert kiindulasi anyag hémérséklete 34,3-36,5 °C, nedvességtartalma pedig
63,5-65,7 % koriili volt.

1. tablazat: Kialakitott depdk jelolése, Gsszetétele és az alkalmazott adalék neve

Depo jelolése Depokba keriil6 anyag osszetétele | Hozzdadott adalék

K (kontroll) Novényi présmaradvany (360 kg), )
szarvasmarhatragya (180 kg), 6szi
EM 1 arpa szalma (60 kg) + 20 1 viz EM1(0,4))

2018. oktober 4. és 2018. november 20. kozott dsszesen 6t mintavétel tortént.
Az elvégzendé mikrobioldgiai vizsgalatokhoz mintavételi pontokat jeloltem ki
a depdkban. A 0. napon, az 1., 2, 4. és 7. héten a két komposztbdl reprezentativ
mintakat vettem harom mélységbdl. A mintavétellel egyidében a komposzthal-

mok hémérsékletének és szarazanyagtartalmanak meghatdrozasa is megtortént
(1. és 2. dbra).

1. abra: A depok homérsékletének valtozasa

2. dbra: A depdk nedvességtartalmanak alakulasa
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2.3. Mikrobiologiai vizsgalatok
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A vett mintakbdl 10 g-ot Stomacher tasakba bemértem és 90 ml 0,85%(w/v) ste-
ril NaCl oldatot hozzdadva BagMixer 400 (Interscience, Franciaorszag) tipust
laboratériumi homogenizaléval egynemisitettem, majd a kivant mértékig tiz-
szeres higitasi sorozatot készitettem. Az aerob és fakultativ anaerob cellulézbontd
mikroorganizmusok szamanak meghatarozasa 10 g/L karboxi-metil-cellul6zzal
kiegészitett Dubos salts taptalajon® tortént, lemezontéses moddszerrel, harom

parhuzamos vizsgalataval. Az inkubacié 30 °C -on 120 éra volt.

2.4. Cellulézbonto baktériumok szaporodasanak vizsgalata spektrofotométer
segitségével

A tovabbi komposztalasi kisérletek elvégzéséhez, el6zetes irodalmi adatok alap-
jan kivalasztott, komposztokban is el6forduld cellulézbonté baktériumokat va-
lasztottam ki, melyek a Cellulomonas genuszba tartoztak. A kivalasztott torzsek
a C. biazotea NCAIM B.01385, a C. fimi NCAIM B.01386, C. phragmiteti NCAIM
B.02303 és a C. flavigena NCAIM B.01383 voltak. Kisérleteim soran a szaporoda-
si kinetika meghatarozasahoz 10 g/L karboxi-metil-cellulézzal kiegészitett Du-
bos salts tapoldatot hasznaltam. A cellulézbonté torzseket tartalmazo folyékony
tapkozegeket (150 mL) razofiirdében (Model 676D, New Brunswick Scientific)
tenyésztettem (30°C, 120 rpm). A razatott kultiurabdl rendszeres id6kozonként
mintat vettem és lemezontéses mddszerrel meghataroztam a mintak éldsejtsza-
mat, valamint Spectroquant Pharo 100 spektrofotométer segitségével megmértem
a mintak optikai denzitasat 600 nm-en. Az éldsejtszam meghatarozasahoz sziiksé-

ges lemezeket WTC-Binder tipust termosztatban 30°C-on inkubaéltam, 120 draig.

[8] Rajoka, M. IBRAHIM — MALIK, KAUSER A.: Cellulase pruduction by Cellulomonas biazotea
cultured in media containing different cellulosic substrates, in Bioresource Technology, 1997, no.
59.,pp. 21-27.
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2.5. Statisztikai értékelés

Méréseimet 1 ismétlésben, 3 mintavétellel végeztem el. Az abrak elkészitéséhez
Microsoft Excel 2016-0s programot hasznaltam.

3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1. Mikrobioldgiai vizsgalatok eredményei

Az aerob és fakultativ anaerob cellulézbontdé mikroorganizmusok szdmanak
alakuldsat a komposztalasi kisérlet ideje alatt a 3. abra szemlélteti. Ez alapjan
elmondhatd, hogy a mezofil cellulézbonté mikroorganizmusok donté szerepet
jatszottak a gyogynovényhulladékot tartalmazé komposztdlandd anyag atalaki-
tasa soran, mivel csiraszamuk atlagosan 10° telepképz6 egységszam koriil alakult.
Aktivitasuk a komposztalas végéig viszonylag egyenletes volt mindkét kisérleti
depoban, csak a komposztalas kezdeti idészakaban (1-2. hét) volt érzékelhetd
jelentésebb aktivitas csokkenés, ami a hirtelen hémérséklet emelkedésnek és
a hosszabb termofil szakasznak tudhaté be. A legmagasabb cellulézbonté szamot
az EM 1 jeli depoban mértem a 0. napon, azonban ez a szam az elsé két hét soran
kozel két nagysagrendnyit csokkent a magas hdmérsékletnek koszonhetéen. A 7.
héten mindkét komposztminta mar csokkend cellulozbonto aktivitast mutatott,
ami arra is utalhat, hogy a komposztaland6 anyagban lecsokkent ezen mikro-
organizmusok altal hasznosithato, szerves komponensek mennyisége. A kapott
eredmények alapjan, a kontroll és a beoltott komposzt mezofil cellulézbontdsza-
manak alakuldsat nézve, jelent6s eltérésrél nem szamolhatok be.

3. dbra: A komposztok aerob és fakultativ anaerob cellulézbonté szamanak
valtozasa
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3.2. Cellulézbonté baktériumok szaporodasanak vizsgalata spektrofotométer
segitségével

Mivel az el6zetes komposztalasi kisérleteink soran a kereskedelmi forgalomban
is kaphato, komposzthoz adagolt komposztalast gyorsité mikrobiologiai készit-
mény nem gyakorolt jelentés hatast a komposztalasi folyamatokra, ezért a ki-
sérletek meggyorsitdsanak érdekében kivalasztottam tobb cellulézbonté mikro-
organizmust, melyek részt vehetnek lebont6 és komposztalasi folyamatokban,’
illetve bizonyos torzsek megtalalhatok mas komposztalast gyorsitd készitmény-
ben is. A tenyésztési vizsgalatok soran ezen baktériumok szaporodasi kinetikajat
vizsgéltam, hogy megallapitsam, a jov6beni, tervezett gyogynévény-komposzta-
lasi kisérletek soran mely Cellulomonas torzsek gyakorolhatnanak pozitiv hatast
a komposztalas menetére, a végtermék mindségére és a komposztalasi folyamat
idejére. A vizsgalatok soran a szaporodas intenzitdsat az optikai denzitas
mérésével is meghatdroztam, mivel a sejtszuszpenzidé zavarossaga vagy optikai
denzitasa kozvetlentll Osszefiigg a sejttomeggel/sejtszammal, egy standard gorbe
elkészitése és kalibrdlas utan. E modszer elénye, hogy konnyen elvégezhetd,
valamint gyors és olcsd, azonban nem tesz kiilonbséget €16 és holt sejtek kozott,'
kevésbé érzékeny, és csak bizonyos koncentracié intervallumban hasznalhatd."
Mindazonaltal a hagyomanyos telepszamlalés modszerhez képest a vizsgalati
idot jelentésen lecsokkenti, igy a kalibralas elvégzése utan, késébbi mérések so-
ran az adott Cellulomonas torzseket tartalmazé tapoldatok sejtszama kozvetlentl
meghatarozhatd lesz.

A kapott eredmények alapjan megallapithato, hogy a legtobb vizsgalt celluloz-
bonto torzs szakaszos szaporodasi gorbét mutatott. Ahogy az dbrankon is lathatd,
a gorbe kezdeti lappang¢ fazisainak hossza kozott azonban eltérések tapasztalha-
tok, ugyanis a Cellulomonas phragmiteti NCAIM B.02303 torzs egyaltalin nem
mutatott lag fazist. A leghosszabb lappangasi fazist a Cellulomonas flavigena NCA-
IM B.01386 torzs esetében mértem. A maximalis telepképzé egységszamot (TKE)

[9] Q1aN, XUN — SuN, WEI — Gu, JIE — WANG, XIAO-JUAN — ZHANG, YA-ZUN — DuaN, MAN-L1 - LI,
Ha1-CHAO — ZHANG, RaN-RaN: Reducing antibiotic resistance genes, integrons, and pathogens in
dairy manure by continuous thermophilic composting, in Bioresource Technology, 2016, no. 220.,
pp. 425-432., WEI, HUAWEI — WANG, LIUHONG — HASSAN, MUHAMMAD — XIE, BING: Succession
of the functional microbial communities and the metabolic functions in maize straw composting
process, in Bioresource Technology, 2018, no. 256., pp. 333-341., DE GANNES, VIDYA — EUDOXIE,
Gatus — Hickey, WiLLiam J.: Prokaryotic successions and diversity in composts as revealed by
454-pyrosequencing, in Bioresource Technology, 2013, no. 133., pp. 573-580.

[10] JArvis, NATHAN A. — O’BRYAN, CORLISS A. — RICKE, STEVEN C. — JOHNSON, MICHAEL G. —
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nes, in Food Control, 2016, no. 66., pp. 256-269.

[11] GABRIELSON, JENNY — HART, MARK — JARELOV, ANNA — KUHN, INGER — MCKENZIE, DOUGLAS
— MOLLBY, RoLaND: Evaluation of redox indicators and the use of digital scanners and spectrop-
hotometer for quantification of microbial growth in microplates, in Journal of Microbiological
Methods, 2002, no. 50., pp. 63— 73.
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Cellulomonas biazotea, Cellulomonas fimi és Cellulomonas phragmiteti torzsek
a vizsgalat 42., Cellulomonas flavigena pedig 48. drajaban érte el (4-7. abra). A leg-
nagyobb telepképz6 egységszamot a Cellulomonas flavigena esetében mértem a 48.
oraban (10°TKE/cm?), azonban a masik harom torzs maximalis telepképz6 egység-
szama 10® TKE kortl alakult. Ténylegesen megallapithato, hogy a stacioner fazis-
ban az elpusztult sejtekbdl még aktiv enzimek szabadulnak fel, melyek feltehetéleg
tovabbra is kifejtik szerves anyagokra gyakorolt bonto aktivitasukat.

4. abra: Cellulomonas flavigena (NCAIM B.01386) szaporodasanak vizsgalata
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5. abra: Cellulomonas biazotea (NCAIM B.01385) szaporodasanak vizsgalata
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6. abra: Cellulomonas fimi (NCAIM B.01386) szaporodasanak vizsgalata
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7. abra: Cellulomonas phragmiteti NCAIM B.02303) szaporodasanak vizsgélata
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4. KOVETKEZTETESEK

Vizsgalati eredményeim alapjan elmondhatd, hogy a komposztélasi eljarasok al-
kalmasak a szarvasmarhatragyaval és szalmaval kevert extrahalasbol visszama-
radt gyogynovény hulladékok hasznositasara. Az eldzetes komposztalasi kisér-
letek soran kivalasztott komposztalast gyorsité mikrobioldgiai készitmény (EM
1) nem befolyasolta jelentés mértékben a komposztalas kimenetelét a kontroll
depdhoz képest.” Ez okbdl kifolydlag célul tiiztem ki egy olyan cellulézbonto
mikrobatorzs kivalasztasat, mely nagyobb fajlagos szaporodasi sebessége miatt
intenzifikalhatja a komposztalodas folyamatat. A nagyszamu vizsgalat egyszeru-
sitésének érdekében Osszehasonlitottam a hagyomanyos lemezontéses modszer

[12] GREFF BABETT — VARGA AGNES — HANCZNE Lakatos Erika: Gyogynovények hatoanyagainak
kinyerése utan visszamaradt extrakcios maradvanyok komposztalhatosaganak vizsgalata, in SzaL-
KA Eva (szerk.): XXXVII. Ovdri Tudomdnyos Napok, 2018. november 9-10. Fenntarthaté agrdarium
és kornyezet, az Ovari Akadémia 200 éve — miilt, jelen, jové, 2018, Mosonmagyarévar, 214-223. o.
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és a turbidimetriai mikrobaszam meghatarozas informacidtartalmat is. A kapott
vizsgalati eredmények alapjan az alabbi megallapitasok tehet6k:

Az optikai denzitds mérése révén nagyobb bizonyossaggal meghatarozhatok
a vizsgalt Cellulomonas térzsek szaporodasi fazisai a hagyomanyos tenyésztéses
eljarasokhoz képest (lag fazis, exponencialis és stacioner fazis). Annak ellenére,
hogy az optikai denzitds meghatarozasanal az él6- és holt sejteket is mérjiik,
mégis a tenyésztéses modszerekhez képest kisebb eltérésekkel jellemezhetjiik
a mikrobiologiai aktivitdst, nemcsak a gorbék meggy6zdbben ,,simabb” futasa
miatt, hanem a mért iddszakban a pusztuldsi sebesség még minimélis volta
miatt is. A szaporodasi- és az optikai denzitas gorbéjének ismeretében a tovabbi
sejtszammeghatdrozasi és gatléanyag vizsgalatok id6é-, munka- és anyagigénye
jelentdsen lecsokken ezen torzsek tekintetében.

A vizsgélt Cellulomonas torzsek, szaporodasi képességeik alapjan, alkalmas-
nak bizonyulhatnak egy komposztélast segité mikrobioldgiai adalékanyag
elkészitéséhez. Azonban egy hatékony készitmény kialakitasahoz még sziikséges
tovabbi mezofil és termofil baktériumtorzsek szaporodasi kinetikajanak, illetve
ezen baktériumok cellulézbonté aktivitasanak és gyogynovényi hulladékokban
visszamarad¢ illékony és nem illékony komponensek kiilonb6z6 koncentracidira
adott valaszreakcidnak az ismerete is. Ezért tovabbi célul tiztem ki a kom-
posztalasi kisérletekbe bevont gydgynovény hulladékokban fellelheté fébb
hatéanyagok antimikrobialis aktivitdsanak a vizsgalatat az adott Cellulomonas
torzsekkel szemben.
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