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Absztrakt

A természetes vizek megdrzése egyre fontosabb feladat napjainkban, amihez hozzatartozik,
hogy fokozott figyelmet kell forditanunk az emberi tevékenységekbdl szdrmazo szennyvizek
kezelésére, majd Ujrafelhasznalasara. A szennyviztisztitasban igy folyamatosan jelennek meg
ujabb tisztitdsi lehetdségek. Az egyik innovativ megoldds a természetes agyagalapt
adszorbensek alkalmazasa, tobbek kozott, (patogén) mikroorganizmusok eltavolitdsara vizes
rendszerekbdl. Ez nem csak 1j, de koltséghatékony alternativat is jelenthet a hagyomanyosan
alkalmazott vizfertétlenitési eljarasokhoz képest, mivel olcsé alapanyagigénye mellett elénye,
hogy alkalmazasakor nem keletkeznek veszélyes melléktermékek. Az ujonnan kialakitott
adszorbensek mikroorganizmus adszorpcids hatékonysaganak tesztelése azonban nem egyszerii
feladat. Péasztazd Elektronmikroszkoppal (SEM) ugyan kimutathaté az adszorpcio, de a
hatékonysdg szamszeriisitésére egyéb moddszerekre van sziikség. Kordbbi munkdm soran
kidolgoztam egy iilepedési (gravitacios) elven megvaldsithatd mérési modszer, amelynek
kovethetd volt az adszorpcid mértéke. Jelen dolgozatban a cirkdnium-pilléres montmorillonit
részecskékre kidolgozott vizsgalati modszert terjesztettem ki, és hatdroztam meg az adszorbens
szelektiv vagy altalanos alkalmazhatosagat kiilonféle Gram-negativ és Gram-pozitiv
mikroorganizmusok esetében. Emellett, a szennyvizek mikroorganizmusokkal vald
szennyezettségét jelzo, indikator jelentdségli Escherichia coli (Gram-negativ) és Enterococcus
faecalis (Gram-pozitiv) baktériumokat egyszerre tartalmazd, kevert szuszpenzidval (mint egy
un. mesterséges szennyvizzel) is teszteltem az adszorbens hatékonysagat. Az elvégzett tesztek
eredményei azt mutattak, hogy a cirkdbniummal modositott, agyag alapu adszorbens kivaléan
alkalmazhaté lehet a szennyviztisztitdsban, hiszen nagy hatékonysaggal koti meg a
mikroorganizmusokat homogén ¢és heterogén baktérium szuszpenzidkban egyarant.
Elvégeztem tovabbad az adszorbens regenerdldsdt és a regeneradlt részecskék tovabbi
alkalmazhatdsagat is vizsgaltam, mivel ezek az eredmények nélkiilozhetetlenek a késdbbi, ipari

tisztitasi folyamatokba val6 integracié megvaldsithatésagahoz.
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1. Bevezetés

A tarsadalom fenntarthaté novekedése szorosan Osszefligg a kornyezetmindség megovasat €s
javitasat célzo ) modszerek és technologidk kidolgozasaval [1], amelyek kiilondsen fontosak
az olyan alapvet6 er6forrasok, mint a viz védelme és fenntarthatd hasznalata szempontjabol. A
viz életiink egyik legfontosabb alapkdve: nélkiilozhetetlen az emberek, allatok és a ndvényvilag
szamara is, tovabba fontos szerepet tolt be az ipari termelésben, mint nyersanyag, hiitdviz,
futéviz stb. [2]. A Fold népességének novekedése, a klimavaltozas, valamint a gazdasagi
fejlodés miatt édesvizkészleteink rohamosan csokkenek, igy még fontosabb, hogy a
fennmaradé mennyiséget megdrizziik és ha lehet, duzzasszuk. Ennek egyik lehetdsége a
szennyvizek kezelése és tisztitasa utani ujrafelhasznalasuk. Az ilyen eljarasok végén nemcsak
tisztitott vizhez juthatunk, hanem bizonyos esetekben lehetdség nyilik a szennyvizbdl értékes
komponensek (pl. nehézfémek, nemesfémek vagy sok [3]) visszanyerésére is [4]. A kezelt viz
»ujra hasznositasanak™ egyik legelterjedtebb mddja, ha a tisztitott szennyvizet ontdzésére
alkalmazzuk. Azonban ilyenkor, az 6ntozésére szant novények tipusatol fiiggden, a visszanyert
viz mindségének szigoribb, vagy kevésbé szigort kritériumoknak kell megfelelnie. Az
ontozOvizek besorolasara vonatkozd minimumkovetelmények tobb  vizsgalando  és
ellendrizendd (fizikai, kémiai, mikrobioldgiai) szempontot is tartalmaznak, melyek

monitorozasara folyamatosan sziikség van [5].

A kezelt vizek ellenérizendd mikrobioldgiai paraméterei kozé tartozik bizonyos
mikroorganizmus tipusok (pl. Escherichia coli, coliform, Enterococcus faecalis, Legionella sp.
stb.) jelenlétének kimutatasa €s a vizben 1évé koncentracidjuk meghatdrozasa is.
Dolgozatomban igy olyan moddszerek vizsgalatarél szeretnék beszamolni, melyek a
mikroorganizmusokra, mint szennyvizben el6forduld fertdzé forras kimutatdsdra, de még
inkabb koncentracidjuk csokkentésére alkalmazhato. Erre a célra cirkdnium-pilléres
montmorillonit (Na-Zr 2,5) természetes alapu agyag részecskéket teszteltem, illetve vizsgaltam
ezen adszorbens baktériumsejt adszorpcids kapacitdsat €s kiilonbozd baktériumtipusokra

vonatkozo szelektivitasat.

Korabbi munkamban E. coli modellorganizmussal az adszorbens tesztelését mar elvégeztem,
mely eredményeket most szerettem volna kibdviteni Pseudomonas fluorescens (Gram-negativ),
Micrococcus  luteus ¢és  Enterococcus faecalis (Gram-pozitiv) mikroorganizmusok

alkalmazasaval. A  kiilonb6z6  modellorganizmusokkal — végzett tesztek  értékeit
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Osszehasonlitottam a kordbban E. coli (Gram-negativ) baktériummal elvégzett tesztjeim
eredményeivel [6]. Tovabba célom volt, hogy a ,valédi” szennyvizekhez hasonlobb
rendszerekben is teszteljem a részecskék hatékonysagat. Ehhez készitettem egy ,kevert”
baktériumszuszpenziot, amely E. coli és E. faecalis mikroorganizmusokat egyszerre

tartalmazott, és ezzel a heterogén kultiraval is elvégeztem az adszorpcios teszteket.
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2. Irodalmi attekintés

A viz a Foldi élet alapvetd Osszetevdje és legfontosabb természeti eréforrasunk [7]. Az elmult
30 év sordn a kornyezeti kérdések, kiilonosképpen a vizek kémiai és bioldgiai szennyezése,
kiemelt jelentdségiivé valtak mind a tarsadalom, mind az ipari szdmara [8]. A legtobb emberi
tevékenység, legyen az haztartdsi, mezOgazdasagi vagy ipari, nemkivanatos
szennyezdanyagokat tartalmazo szennyvizet termel, melyek akar toxikusok is lehetnek [8]. Az
ENSZ jelentése szerint mar 2001-ben is naponta kétmillié tonna ipari €s szennyviz hulladék

keriilt ki a vilag vizeibdl [9], és ez a szam azota sem csokken.

A szennyvizeket altalanossdgban két csoportba oszthatjuk: héztartasi €s ipari szennyvizek.
Ahogy azt az 1. abra mutatja, fiiggetleniil a forrastol, a szennyvizeket igen is lehet és kell is
kezelni, Ujrahasznositani, hiszen ez nemcsak kornyezeti és egészségiigyi, de gazdasagi
elényoket is jelenthet szamunkra. Azonban a szennyviztisztitds sordn is szamos akadaly és
megoldandé probléma meriil fel, ami leginkébb a gazdaségi, politikai és tudomanyos szektor

egylittes erdfeszitéseivel oldhatdo meg.

A

UJRAhasznositas & UJRAfelhasznalas

Veszélyes!

@

I UNITED NATIONS
2~ UNIVERSITY

; : Tudtad, hogy
A MEGOLDAS A SZENNYVIZTISZTIiTAS

1. dbra A szennyvig korforgas lehetoségei és akaddlyai [10]
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A szennyviztisztitds alapvetden azt a folyamatot jelenti, melynek soran a szennyvizben 1évo
szennyezd anyagokat eltavolitjak, atalakitjak [11]. F6 célja a viz karos vegyiiletekkel vald
terhelésének minimalizadlasa miel6tt visszaengedik a kornyezetbe [7]. A hagyomanyos
szennyviztisztitds fizikai, kémiai és biologiai eljarasokat ¢€s miuveleteket, valamint ezek
kombinacioit foglalja magéban, melyeknek elsddleges célja az oldhatatlan és oldhato
szennyezGdések eltavolitisa [8]. Altalaban a fizikai tisztitds jelenti az elsd lépéseket (2.
abra, A), mely olyan részfolyamatokat foglal magaban, mint a szlirés és az tlilepités, de tovabbi
elterjedt technika a levegdztetés, mely soran levegot, vagy tiszta oxigént keringtetiink a vizben
[12]. Ennek célja, hogy bioldgiai tisztitast végzo rendszerek szamara kelld mennyiségli oxigén
legyen jelen az éltaluk végzett szervesanyag lebontasahoz. Fizikai tisztitas soran altaldban nem
alkalmaznak vegyszereket [12]. A kémiai szennyvizkezelés alatt (2. abra, C) leginkabb a
koagulécios és flokkulacids folyamatokat értjiik, melyekkel iszapot és egyéb lebegdanyagokat
tudunk eltdvolitani [13]. Biologiai szennyviztisztitds (2. d4bra, B) sordan pedig
mikroorganizmusok, vagy mikroszkopikus algdk segitségével torténik a jelenlévd szerves

anyagok lebontésa [13].

ELSO FOKOZAT MASODIK FOKOZAT HARMADIK FOKOZAT
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2. abra A szennyviztisztitas dltalanos folyamatabraja [14]

A lebontast végzd mikroorganizmusokon kiviill azonban szdmos olyan faj is taldlhato a
vizekben, melyek nagyobb koncentracioban betegségeket okoznak (patogének). Az altaluk
okozott megbetegedések jellemzo tiinetei pl. az émelygés, gyomorfajdalom, 14z, hanyas, de
stilyosabb esetben akar halalt is okozhatnak [9], [15]. Igy kiemelt fontossagu a szennyvizek
kémiai és fizikai tulajdonsagai mellett a mikrobioldgiai paraméterezésiik is. A természetes és

mesterséges (emberi tevékenységbdl szarmazo) vizekben egyes mikroorganizmusok
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indikatorként szolgalnak. Ez azt jelenti, hogy ha ezen indikator mikroorganizmusok
kimutathatbak egy vizmintdban, az adott viz biztosan tartalmaz egyéb patogén
mikroorganizmusokat is [16]. Az E. coli és az E. faecalis fajok tipikusan indikator fajnak
szamitanak, mert vizbdl vald kimutatdsuk viszonylag egyszerii, és jelenlétiik bizonyitottan

Osszefiigg a természetes vizek kommunalis szennyvizzel valé szennyezddésével [16].

A kéros baktériumok a szennyvizekbdl eltavolithatok fizikai folyamatokkal, példdul membran-
¢s ultrasziiréssel, vagy forditott ozmozissal [17]. Azonban koltséghatékonysdg miatt
elterjedtebbé valtak a kiilonbozo fertdtlenitési eljarasok: klorozas, UV-fertdtlenités és az 6zonos
kezelés [18]. Viszont ezek a technoldgiak gondos adagolést és koriiltekintést igényelnek, mivel
kozvetleniil is karosak az emberi szervezetre, tovabba a keletkezett melléktermékek is sulyos
kockazatot jelentenek. Erre a problémara kitlind alternativat jelenthetnek az adszorpcios
folyamatok, melyekben, tobbek kozott, valamilyen természetes alapu agyag részecskét is
hasznalhatunk mikroorganizmusok megkotésére. Ebben az esetben kéaros melléktermékek
nélkiil tisztithatjuk meg a vizeinket a patogén baktériumoktol [19]. A magneses nanorészecskék
(MNP-k) hasznalata is hatékony eszkoz lehet a szennyvizek tisztitdsaban, mivel szamos
elényos tulajdonsaguk koziil a magneses ¢és elektromos tulajdonsagaik, katalitikus aktivitasuk
¢s nagy fajlagos feliiletiik révén kivalo adszorbensek lehetnek [1]. A mikroorganizmusok
adszorpciora valo ,készségét” pedig jol mutatja az a tanulmany is, melyben vizsgaltak a
baktériumok kiilonb6zé anyagi ruhanemiikon (pamut, nejlon, poliészter és gyapju) valod
megkotddését. Az eredményekbdl kideriilt, hogy a poliészter és gyapji anyagu ruhadarabok
nagyobb mennyiségben kototték meg a mikroorganizmusokat, mig a pamut €és nejlonszalak
csak kis mértékben [20]. gy konnyen belathatjuk, hogy adszorpcié alkalmazasa miért is olyan

kiemelkedd jelentdségii eljaras az iparban és a kornyezetvédelemben [21].

Az adszorpcid egy olyan feliileti folyamat, amely egy részecske atvitelét jelenti a folyadék-
vagy géazfazisbol (altalaban) szilard feliiletre [22]. Ha folyékony anyag az adszorbens, akkor a
hatérfeliileti réteget filmnek, micellanak vagy emulzidnak is nevezziik [23]. A részecske atvitel
torténhet fizikai erdkkel fiziszorpcid sordn, vagy kémiai kotésekkel kemiszorpcid soran.
Altalaban ez egy megfordithatd folyamat, mivel a szilard feliiletrdl a részecskék
visszakeriilhetnek a folyadék fazisba. Ilyenkor deszorpciorol beszéliink [22]. Fiziszorpcid soran
a szubsztrat és az adszorbens kozott gyenge Van der Waals-erdk hatnak, egyik résztvevd
esetében sincs a kémiai szerkezetben valtozas [23]. A kémiai adszorpcid olyan folyamat, amely

kémiai kotés kialakulasaval jar, és ez altalaban ionos vagy gyokos jelenség [24]. A fizikai
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adszorpcioval ellentétben ez a folyamat lassu €s nagy aktivalasi energiaval jar, és altalaban

magas hémérsékleten megy végbe [25].

Az adszorpcid lehet, a rendszerben alkalmazott adszorbenstdl fiiggden, félfolyamatos, amikor
az adszorbens alloagyat képez, vagy folyamatos, ha az adszorbens a tisztitandé folyadékkal
egylitt mozog. Az adszorbenseket alkalmazo technoldgidk egyik fontos kritériuma, hogy az
adszorbens visszanyerhetd, majd ujrahasznalhatdo legyen. E célra a folyamatos aramu
rendszerek tlinnek a legjobbnak [26]. Wand és mtsai. is ilyen folyamatos dramu rendszert
vizsgaltak, amely soran E. coli szuszpenziot csepegtettek at egy adszorbenssel toltott oszlopon,
¢s azt tapasztaltdk, a sejtkoncentracidé 3-4 nagysagrenddel csokkent a folyamat végére [27].
Hasonlé modszerrel haztartasi szennyvizekbdl is sikeresen tavolitottak el a baktériumokat [27].
Jiang és munkatérsai ezzel szemben szerves szennyezd anyagok eltdvolitasat modellezték egy
cirkonium-alapu, szerves-szervetlen kristalyokat (UiO-66 részecskék) tartalmazo, alldagyas
adszorpcids rendszerben [28]. Ez a megkozelités egy szakaszos adszorpciot jelentett, melyet
befolyasolt az adszorbens alkalmazott doézisa, a hdmérséklet €s az érintkezés 1d6 is [29]. A
folyamatos adszorpcié soran, ezzel szemben, az adszorbens ¢és a tisztitando folyadék
egyidejlileg, alland6 sebességgel mozog, ami jobb hdatadast, és alacsonyabb adszorbens igényt
jelent [30]. Vizek tisztitdsa esetén fontos, hogy az alkalmazott adszorbensek hidrofil
tulajdonsagokkal  rendelkezzenek [31]. Baktériumkoncentraci6 redukciora, vagy
baktériummentesitésre hasznalt adszorbenseknél tovabba kritérium a pozitiv feliileti toltés,
mivel a baktériumok sejtmembranjanak Ossztoltése a foszfolipidek és lipopoliszacharidok
jelenléte miatt negativ [32]. Igy az adszorbens és a baktériumsejtek kozott elektorsztatikus

kolesonhatés révén valosulhat meg a kotodés.

A mikroorganizmus mentesitésre alkalmas adszorbensek mellett az is fontos, hogy megtalaljuk
a megfelel6 modszert arra, hogy kimutassuk az adszorpcids folyamatok végbemenetelét. Az
egyik leggyakrabban alkalmazott mddszer a Péasztazd Elektronmikroszkoppal (SEM) valo
felvételek készitése [33]. Ez a modszer azonban draga, tovabba a kodlcsonhatas jelenlétének
kimutatasara alkalmas, azonban egy-egy ismeretlen adszorbens vizsgalata soran a hatékonysag
megbecsiilésére nem. Ehhez egyéb sejtkoncentracido meghatarozasara alkalmas modszerre van
szlikség (pl. lemezszamlald moddszer) [34]. Ez egy kozvetett modszer, azaz alapvetden az
adszorbenshez nem kotddott (,,szabad”) mikroorganizmusok mennyiségének meghatarozasara
szolgal, ¢és ezéltal kozvetetten tudjuk megmondani az adszorpcioval Osszegyiijtott

mikroorganizmusok mennyiségét.
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Undabeytia és mtsai. agyag adszorbensek esetén vakuumsziliréssel valasztottdk kiilon az
adszorbenst és a hozza kotédott mikroorganizmusokat a szuszpenzid szabad baktériumsejtjeitdl
[35]. Igy korabbi munkamban el3szor én is ezt a modszert probaltam ki a cirkonium-pilléres
montmorillonit (Na-Zr 2,5) természetes alapti agyag részecskék adszorpcids hatékonysag
kimutatasara. Azonban megallapitottam, hogy ez a mddszer az éltalam tesztelni kivant agyag
adszorbens esetében nem volt alkalmazhatd, mivel a kialakult adszorpcids kdlcsonhatds nem
elegendéen nagy, hogy a vakuumsziirés soran is fennmaradjon a részecske feliilete és a
mikroorganizmus kozétt. gy egy 4j modszert kellett kidolgoznom az adszorpcios hatékonysag
meghatarozasara. Az eljarast ilepedési vagy szedimentacidos modszernek neveztiik el [6], mivel
az adszorbedlt baktériumokat az adszorpcidban részt nem vevoktol szedimentacidval
(gravitacios erd hatasdra) valasztottam el. Az adszorpcidt kovetden szdmszeriisithetd volt a
megkotott mikroorganizmusok szama, és megallapithattam, hogy a cirkonium-pilléres
montmorillonit részecske a rendszerben megtalalhatd Escherichia coli sejtek kozel 63 %-at

megkototte [6].

Miutan a cirkonium-pilléres montmorillonit (Na-Zr 2,5) természetes alapu agyag részecskék
adszorpcios hatékonysaganak mérésére rendelkezésre allt egy megbizhato €és reprodukalhato
eredményeket addo modszer, elkezdhettem az adszorbens azon tulajdonsagait is vizsgélni,
melyek egy valds viztisztitd technologidban vald alkalmazisahoz lehetnek sziikségesek.
Tesztelni kivantam az adszorpcids elvalasztas sordn alkalmazhaté hdmérséklet, adszorbens
regeneralhatosdganak, Ujrafelhasznaldsanak lehetdségeit, valamint az adszorbens specifikus
vagy altalanos felhasznalhatosagat is. Jelen dolgozatom ezen vizsgalatok eredményeit foglalja

0ssze.
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3. Célkituzések

A munkam soran az alabbi célokat fogalmaztam meg:

adszorpcios hatékonysag meghatarozasa E. coli mellett tovabbi, a csoportunk
torzsgyljteményében szerepld, egészségiligyi szempontbdl is jelentds Gram-negativ (pl.
Pseudomonas  fluorescens), valamint Gram-pozitiv (pl. Micrococcus luteus,
Enterococcus faecalis) modell organizmusokkal.

a kapott eredmények Osszevetése a korabban FE. coli-val végzett vizsgalatok
eredményeivel.

az adszorpcios homérséklet optimalizalasa.

kevert baktériumszuszpenzid — ,,mesterséges szennyviz” készitése és az adszorbens
tesztelése a rendszerben.

a kevert szuszpenzidban alkalmazott mikroorganizmusok egytittes, illetve differencialt
kimutatasa.

az adszorbens regeneralasanak és ujrafelhasznéalasanak tesztelése Gram-pozitiv és

Gram-negativ mikroorganizmusokkal.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Felhasznalt anyagok

1. tablazat A kisérletek elkészitéséhez hasznalt anyagok listdja

Megnevezés Osszegképlet/leiras Forgalmazo/forras
Tripton CsHsNO VWR
Elesztékivonat CioH140: VWR
Natrium-klorid NaCl VWR
Bakteriologiai agar Ci4H2409 VWR

Ultratiszta viz - -

CCA (Chromatic Coliform gyarto altal meghatarozott _
Liofilchem [36]
Agar) taptalaj Osszetétel
gyart6 altal meghatarozott _
Slanetz-Bartley Agar Liofilchem [37]
Osszetétel
BHI-tapoldat és -agar art6 altal meghatarozott
P & & s Liofilchem [38]
taplemez Osszetétel
SZMC 21399 (SzTE TTIK
Escherichia coli DHSo. Gram-negativ, nem patogen . i o
) i Mikrobiologiai tanszék
(E. coli) baktérium (modellorganizmus) .
torzsgytijtemény)
Micrococcus luteus Gram-pozitiv, nem patogén
. ) SZMC 0264
(M. luteus) baktérium (modellorganizmus)
Pseudomonas fluorescens Gram-negativ, nem patogén
) ) ATCC 19433
(P. fluorescens) baktérium (modellorganizmus)
Enterococcus faecalis Gram-pozitiv, nem patogén
_ ' ATCC 13525
(E. faecalis) baktérium (modellorganizmus)
Cirkénium-pilléres
Na-Zr 2,5 részecske montmorillonit részecske, Dr. Németh Zoltan
(adszorbens) melyben a Zr/agyag arany 2,5 kutatocsoportjanak munkaja

mmol/g
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4.2. Alkalmazott taptalajok és tapoldatok

4.2.1. LB- tapoldat és -agar taplemez

Az LB (Luria-Bertani) tapoldat a baktériumok nodvesztésére és fenntartdsara hasznalhato
altalanos, tapanyagokban gazdag tapkozeg. Elkészitése sordn 10 g triptont, 5 g élesztdkivonatot
¢s 10 g natrium-kloridot mértem ki, majd 1000 ml ultratiszta vizben oldottam fel. Ezt a
tapoldatot 100 ml-es Erlenmeyer-lombikokba osztottam 35-35 ml-enként, majd a lombikokat

vattadugoval ellatva 120 °C-on 15 percig autoklavban sterilizaltam [39].

Az LB-taplemezek elkészitésé¢hez az 1000 ml LB tapoldatba 15 g bakterioldgiai agart (szilarditd
anyagot) kevertem, ¢és a kapott elegyet csavaros kupakos tivegben autokldvban sterilizaltam
[39]. A forralas tette lehetévé az agar teljes feloldédasat és igy a taptalaj matrix
homogenitasanak kialakulasat is. A forré tapoldatot 50 °C-os vizfiirdében hiitottem le, majd 9
cm atmérdjl, steril milanyag Petri-csészékbe osztottam szét steril munkavégzést biztositd

fiilkében, majd ott hagytam megdermedni a lemezeket.

4.2.2. BHI-tapoldat és -agar taplemez

A BHI (Brain Heart Infusion) tapoldat tartalmaz enzimatikusan emésztett allati szoveteket,
(dehidratalt borju agyat és marha szivet), gliikdzt, natrium-kloridot és vizmentes dinatrium-
hidrogén-foszfatot. Laboratoriumunkban ezen 6sszetevoknek egy eldre dsszeallitott, por allagu
keveréke all rendelkezésre, melybdl 37 g-ot 1000 ml desztillalt vagy ionmentes vizben kellett
feloldanom, homogenizalnom magneses keverd segitségével. Ezt a szuszpenziot is 100 ml-es
Erlenmeyer-lombikokba 35-35 ml-enként osztottam el, majd a lombikokat vattadugoval ellatva
sterilizaltam 121 °C-on 15 percig [39]. Ezt kovetden a tdpoldat alkalmas volt az Enterococcus

faecalis mikroorganizmus felndvesztésére.

A BHI taplemezek elkészitéséhez is egy eldre dsszemért, por allagh készitményt hasznéltam
(ebben is agar volt a szilarditdo anyag), melybdl 52 g-ot mértem ki és oldottam fel 1000 ml
ionmentes vagy desztillalt vizben. A teljes feloldédashoz csavaros kupakos laboratéoriumi
tivegekben forraltam [39] a tapkozeget, majd azt steril 9 cm atmérdjli, mlianyag Petri-csészékbe

osztottam szét, és steril fiilke alatt hagytam megdermedni.

4.2.3. CCA taplemez

Az E. coli és coliform baktériumok differencidldsdhoz (masfajta mikroorganizmusoktol valéd

elkiilonitéséhez) sziikséges specialis taptalaj a CCA taptalaj (Chromogenic Coliform Agar).
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Ennek dsszetétele olyan, hogy a lakt6z bontasra képes E. coli telepek jellegzetes szinvaltozast
mutatnak rajta (zoldeskék szin, 3. abra), de mas mikroorganizmusok, pl. Enterococcus faecalis
nem mutat rajta novekedést. Ez alapvetden egy sok komponenses tapkozeg, melynek pontos
Osszetételét az ISO 9308-1 szabvany hatdrozza meg [40]. A laboratoriumunkban egy eldre
Osszemért, palackozott tadpagart hasznaltam, melyet 100 °C-os vizfiirdoben a kupak részleges
eltavolitasaval melegitettem, mig a tdpkozeg homogénen folyékonnya valt, majd steril fiilkében
az 50 °C-ra hiitott agart a megszokott médon 9 cm atmérdjli steril Petri-csészékbe osztottam

sz¢&t, és hagytam megdermedni.

3. abra Escherichia coli (A) és Enterococcus faecalis (B) differenciadlo talajokra szélesztve
4.2.4. SBA (Slanetz-Bartley) tiplemez

Az SBA egy az Enterococcus fajok differencialasdhoz alkalmazott specialis taptalaj, melyen az
Enterococcus telepek jellegzetes apr6 rozsaszin pontokként jelennek meg. A taptalaj tovabbi
elénye, hogy az E. coli nem képez telepeket ezen a taptalajon, ezaltal az Enterococcus faecalis
szelektiven és kvantitativan kimutathaté még tobbfajta mikroorganizmust tartalmazo, kevert
szuszpenziokban is [41]. Ez a lemez alkalmas volt arra is, hogy az adszorpcié sordn az
adszorbenshez kotott Enterococcus mennyiségét is szamszerlisitsem. Vizsgéalataimhoz ez a
differenciald téaptalaj eldre megontott Petri csészékben allt rendelkezésemre, melyeket

felhasznalasig 4 °C-os hiitdszekrényben taroltam.

4.2.5. Fiziologias sooldat

Az éltalam végzett adszorpcids vizsgéalatokhoz az LB- vagy BHI-tdpoldatban felndvesztett
sejteket fiziologias sooldatba mostam at, ezzel biztositva vizsgalataimhoz a megfeleld

elektrosztatikus kozeget a kolcsonhatasok kialakuldsdhoz. Az 4tmosdssal azt is biztositani
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lehetett, hogy az adszorpcids kisérlet soran az alkalmazott baktériumszuszpenzid
sejtkoncentracidja nagyjabol allandd maradjon. Ez azért lehetett igy, mert a mikroorganizmusok
fiziologias soéoldatban életképesek ugyan, de nem (vagy csak lassan) osztodnak. Igy
elkeriilhetd, hogy a tobb oOras kisérletek alatt a normal sejtosztodasbol eredd sejtkoncentracio-

novekedés elfedje az adszorpcid hatasara bekovetkezo sejtkoncentracio-csokkenést.

A fiziologias s6oldat 1000 ml-e 8,5 g NaCl-ot tartalmaz, melyet ultratiszta vizben oldottam fel,

majd autoklavban a mar korabban ismertetett modon sterilizaltam [39].
4.3. Vizsgalt modellorganizmusok

Kisérleteim soran vizsgaltam a Gram-negativ és a Gram-pozitiv mikroorganizmusok
viselkedését is az adszorbens jelenlétében. A két mikroorganizmus csoport kozotti f6 kiilonbség
a sejtfal felépitésben rejlik, ami nagy hatassal van a baktériumok egyes tulajdonsagaira, pl. az
antibiotikum-rezisztenciara is. A két mikroorganizmus tipus elnevezése abbol adodik, hogy az
eltérd sejtfalfelépités kovetkeztében ezek a sejtek Gram tipusu festési eljarassal eltéréen
festoédnek, mikroszkopos képiik elérd lesz [42]. (A részletesebb magyarazatot az 1. szamu

melléklet tartalmazza).

Gram-pozitiv modellorganizmusként Micrococcus luteus és Enterococcus faecalis fajokat
hasznaltam, mig Gram-negativ mikroorganizmusok csoportjat a Pseudomonas fluorescens és a
koréabban is tesztelt Escherichia coli képviselte. A mikroorganizmusok részletes jellemzését a

2. szamu melléklet tartalmazza.
4.4. A Na-Zr 2,5 adszorbens részecske jellemzése

A tesztelt anyagom a cirkdnium-pilléres montmorillonit (Na-Zr 2,5) agyag volt (4. abra),
amelyben az alkalmazott Zr/agyag arany 2,5 mmol/g volt [43]. Ezek a modositott természetes
alapi agyagok, Un. PILC-anyagok (pillared interlayered clays) [44] kivalo adszorpcids és
katalitikus tulajdonsdgokkal rendelkeznek [45]. Az adszorpcidban valé alkalmazhatosaguk a

nagy fajlagos feliiletnek €s a porozussaguknak kdszonhetd [44].
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4. abra A cirkonium-pilléres montmorillonit részecske Elektronmikroszkop felvétele [43]

Eléallitasuk altalaban 4 1épésbal all [46]. Elsoként az oldatot (pl. esetiinkben NaCl-oldatot)
teliteni sziikséges a tobbértékii kationok polimerizalédasahoz [47]. Ezt kovetden megtorténik
az agyagalapba valo interkalaciojuk, majd levalasztjdk az oldatrol, és tobbszori mosasi
1épésekkel tavolitjak el a prekurzor anionokat. Végezetiil egy kalcinalasi Iépéssel a polikationok
stabilabb fémoxid-klaszterekké, azaz az anyag szempontjabdl kiemelten fontos pillérekké
alakulnak at [46]. Munkam soran egy cirkoniummal pillérezett montmorillonit adszorbens
részecskét vizsgaltam, mely adszorpcid szempontjabol fontos tulajdonsagait, tovabba a

korabban elvégzett adszorpcios kisérleteinek eredményeit az 2. tablazat foglalja 6ssze roviden:

2. tablazat Cirkonium-pilléres montmorillonit agyag részecske adszorpcio szempontjabol

fontos paraméterei [43]

Cirkénium-pilléres montmorillonit (Na-Zr 2,5)
Fajlagos feliilet [m?/g| 216
Mikroporus térfogat [cm®/g] 0,099
Atlagos pérusitméré [nm] 1,84
Adszorpcios kapacitas [x10° cfu/ml] E. coli esetén [6] 0,88 £0,13

4.5. Avizsgalati modszer bemutatasa

A dolgozatomban bemutatott tesztelési eljarast kordbbi munkam sordn én dolgoztam ki [6]. A
tovabbiakban ezt a megkozelitést hasznaltam az adszorbens tovabbi tulajdonsdgainak és

alkalmazhatdsagi koriilményeinek meghatarozasara.
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4.5.1. A starter (kezdeti) baktériumszuszpenziok elkészitése

A kiindulési baktériumszuszpenzidk elkészitéséhez sziikség van a megfeleld tapoldatokra, a
kiilonallo telepeket tartalmazé lemezeken felnétt mikroorganizmusokra és steril eszkdzokre. A
kiilonb6zé mikroorganizmusokat, a hozzajuk tartozo megfeleld tapoldatokat és a sziikséges

inkubalési homérsékleteket a 3. tablazat foglalja 6ssze.

3. tablazat A vizsgalt mikroorganizmusok és felnovesztésiik paraméterei

Inkubalasi hém.
Valasztott modell organizmus Alkalmazott tapoldat
és ido
M. luteus — G pozitiv Luria-Bertani (LB) 30 °C, 72 6ra
E. faecalis — Gram-pozitiv Brain Heart Infusion (BHI) 37 °C, 24 6ra
P. fluorescens — Gram-negativ Luria-Bertani (LB) 30 °C, 72 6ra
E. coli — Gram-negativ Luria-Bertani (LB) 37 °C, 24 6ra
Kevert szuszpenzié | Enterococcus faecalis ) .
Brain Heart Infusion (BHI) 37 °C, 24 6ra
— Gram-pozitiv

A megfeleld tapoldatot tartalmazd Erlenmeyer-lombikba steril oltdkacs segitségével a
megfeleld mikroorganizmust tartalmazo lemezrdl 1 db telepet mostam bele. Az igy elkészitett
szuszpenzidt a tablazatban feltlintetett koriilmények kozott inkubaltam 160 rpm-es vizszintes,
korkoros razatast alkalmazva (3. szamu melléklet A része). Az inkubalast kovetéen minden
esetben a starterek optikai denzitasat hatdroztam meg NanoDrop™ spektrofotométerrel
600 nm-en (ODgoo) (3. szamu melléklet B részlete). Ez az optikai denzitas érték aranyos a
szuszpenzidban 1évd sejtkoncentracioval, igy ennek meghatarozasaval tudtam ellendrizni a
mikroorganizmus kulturak mindségét. Azonban ez csak hozzévetdleg nyjt informacidt, mivel
a modszer az ¢l6 és élettelen sejtek kozott nem tesz kiilonbséget (mindkettd zavarossa teszi a
folyadékot), ezért sziikséges a telepképzésre alkalmas (é10) sejtek térfogategységre vonatkozd
szamanak meghatarozasa is. Az ¢l0 sejtszam meghatarozéasara az egyik legelterjedtebb modszer
a koldnia szamlalé modszer (colony counting method) [48]. Ehhez az egy éjszakan at razatott
sejtkultirabol (a tomény baktériumszuszpenziobol) 1 ml térfogatban higitdsi sorozatot
készitettem tizes 1éptékben 10'-10° kdzott, majd a 10° higitasi tagbol 3 db LB vagy BHI lemezre
100-100 pl-t szélesztettem ki, majd a lemezeket a megfeleld homérsékleten inkubdltam
(3. szamu melléklet C része). Ez a higitas biztositotta azt, hogy az egyes lemezeken kb. 30-300
kozotti  telepszam  alakuljon ki. Ezen tartomanyon kiviili sejtszam  pontatlan

koncentracidmeghatarozashoz vezet [49]. A legkisebb higitasti tagbol (10°) szélesztett
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lemezeken a feln6tt telepek szdma, a szélesztett sejtszuszpenzid térfogata és a higitas
mértékének figyelembevételével adhatdo meg a tomény sejtszuszpenzid €16 sejtekre vonatkozd
sejtkoncentracioja, amelynek mértékegysége cfu/ml (azaz a telepképzd egységek

milliliterenkénti szdma).

4.5.2. Az adszorpcios baktériumszuszpenzio elkészitése

Ahhoz, hogy minél megfelelobb kornyezetet biztositsak a baktérium sejtek adszorpcioval
torténd megkotéséhez, a felndvesztéshez alkalmazott tdpoldatot a lehetd legteljesebb mértékben
el kellett tavolitanom. Ezt tigy valositottam meg, hogy a tdmény sejtszuszpenziobol készitendd
higitasi sorhoz ,higitdészerként” fiziologias sdoldatot hasznaltam Tehat az LB-ben vagy BHI-
ben 1évo starter kultirabol, majd a higitasi sor tovabbi tagjaibol is, 1 ml-t vittem at pipettaval a
tizes léptékii higitasi sor kovetkezd tagjaba. A higitasi sor a 10°-es tagig 10 ml fizioldgias
sooldatban lett dsszeallitva (a 3. szamt melléklet D részlete szerint). A sorozat utolsd tagjat
(10°-higitas) nagyobb térfogatban (30 ml-ben) 4llitottam el6 (4. szamu melléklet A része), hogy
elegendd anyagom legyen az adszorpcids kisérletek tobb parhuzamossal vald egyidejii

elvégzéséhez [6].
4.5.3. Adszorpcios kapacitas meghatarozasa iilepedési vizsgalattal

Az adszorpcids vizsgalathoz minden esetben a 10%higitdsti (30 ml-ben Osszeallitott)
baktériumszuszpenziot hasznaltam, melybdl két adagot készitettem el. Az egyik adaghoz nem
adtam adszorbens részecskéket, ezek voltak a mikroorganizmus referencia csovek. Ezekben a
baktériumok adszorbens nélkiili viselkedését vizsgaltam az alkalmazott kisérleti koriilmények
(hémérséklet, kontakt 1d06, tilepedési id6 és mintazas) kozott. Ezzel parhuzamosan egy masik
centrifugacsében 1évé 10°-higitasti szuszpenzidhoz 30 mg szaritdszekrényben (120 °C, 5 6ra)
elore sterilizalt cirkénium-pilléres agyag adszorbenst (Na-Zr 2,5) adtam, majd alaposan
Osszekevertem (4. szamu melléklet A részlete). A referencia és az adszorbens tartalmu csoveket
is 3-3 db LB lemezre mintaztam ki, mellyel a kiindulasi (adszorpcid el6tti) sejtszamot
hatdroztam meg. Ezt kdvetden mindkét centrifugacsdvet inkubéatorba helyeztem 1,5 orédra
160 rpm-es razatast alkalmazva, az adott mikroorganizmus ndvesztési homérsékeltén. Az
inkubalast kovetden steril fiillkében 30 percig iilepedni hagytam a diszperzidkat, majd ezt
kdvetden a feliiliszobol 3 db LB lemezre szélesztettem, mellyel az adszorpci6 utani sejtszamot
hatdroztam meg. Az Uj lemezeket inkubatorba helyeztem (30 vagy 37 °C-ra) végiil
megszamoltam a felnott telepeket. A kiindulasi és az adszorpcid utani sejtszam kiilonbségébol

meghatarozhat6 az adszorbealddott mikroorganizmusok mennyisége [6].
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4.5.4. Az adszorpcio inkubalasi homérsékletének optimalizalasa
Az adszorpcios tesztek elvégzéséhez a Micrococcus luteus €s a Pseudomonas fluorescens-nél
30 °C-ot, mig korabban az Escherichia coli és most az Enterococcus faecalis esetében a 37 °C-
ot valasztottam, mert a mikroorganizmusok szdmara ezen hdmérsékletek jelentették az
optimalis ndvekedési homérsékletet [50], [51], [52], [53]. Azonban egy valos
szennyvizmintaban ezen mikroorganizmusok tobbnyire egyszerre is jelen vannak, igy
szlikséges volt egy olyan homérséklet megvalasztasa, amely minden baktérium esetében kozel
azonos adszorpcids hatékonysagot eredményez. De Gisi és mtsai. altal készitett 6sszefoglalobol
ismert, hogy a szennyviztisztitasndl alkalmazott adszorpcidé sordn (elsésorban nehézfémek
adszorpcidjakor) legtobbszor a 25 °C-ot alkalmazzak standard koriilményként [54]. Igy
adszorpcids vizsgalataimat elvégeztem ugy is, hogy a 1,5 6ras inkubdlds soran 25 °C

hémérsékletet allitottam be a korabbi 30, illetve 37 °C helyett.

4.5.5. A Kevert baktériumszuszpenzio — ,,mesterséges szennyviz” vizsgalata

Els6 1épésként egy darab E. coli telepet steril oltokaccsal steril LB-oldatba mostam bele, majd
razatva inkubaltam egy éjszakan keresztiil. Ezt kdvetden egy darab E. faecalis telepet mostam
bele BHI-tapoldatba, majd ezt is inkubaltam 37 °C-on egy ¢éjszakat (a folyamatot az 5. szamu
melléklet A és B része mutatja be). Ezt kdvetden kiilon-kiilon megmértem a sejtszuszpenziok
optikai denzitdsat 600 nm-en az 5. szamu melléklet C és D része szerint tiszta LB, illetve BHI
tapoldat hattér felvételével. Utolso Iépésként pedig elkészitettem a higitasi sorozatot a 5. szamu
melléklet E része szerint. 1-1 ml E. coli és E. faecalis starterszuszpenziot adtam 8 ml steril
fiziologias so6oldathoz, majd alaposan Gsszekevertem azt. Ezt kovetden ebbdl az elsd tagbodl
1 ml-t adtam a kdvetkezd, mar 9 ml fizioldgias séoldatot tartalmazd centrifugacsébe a 10°
higitasi tagig. Majd a 6. szamu melléklet folyamatabraja szerint (alapvetoen a korabbiakhoz
hasonldan) elvégeztem az adszorpcids kisérleteket. Az adszorpcid utani sejtkoncentracio
meghatdrozashoz azonban a sejtszuszpenzié mintakat (100-100 pl-t) LB, BHI és CCA
lemezekre is kiszélesztettem, valamint az SBA lemezekre 50-50 pl-t. A CCA és SBA lemezek
a kevert kultradbol vald Escherichia coli és Enterococcus faecalis differencidldsra alkalmas
taplemezek (mivel CCA lemezen csak az E. coli, SBA lemezen csak an Enterococcus képez
telepeket), mig az LB ¢és a BHI lemezek a két baktérium tipus egylittes megjelenitésére

alkalmazhatok.




Kecskés Karina: TDK Dolgozat

4.5.6. A felhasznalt adszorbens részecske regeneralasa és ujrafelhasznalasa
Az adszorpcids kisérleteket kovetden elvégeztem az adszorbens részecskék regeneralasat is.
Szakirodalomban szamos olyan moddszert taldltam, melyek alkalmasak lehetnek az agyag
részecskék regeneraldsra, példaul kémiai kezelés vagy hdkezelés nedves hdvel (autoklavban)
[55] illetve szaraz hovel (szaritoszekrényben) [56]. Valasztdsom ez utdbbira, a
szaritoszekrényben vald kezelésre esett, mivel az adszorpcids folyamatot megeldzo sterilizalasi
1épés is alapvetden igy torténik (120 °C, 5 oOra), ezaltal a regeneraldsi €és a sterilizalasi 1€pés

egyszerre volt elvégezhetd [6].

A regeneralashoz el6szor az adszorpcids vizsgalat végén a feliiluszobol pipettdval ~29 ml
folyadékot eltavolitottam a fugacsébdl, majd ezt kvetden az adszorbenst tartalmazo csovet egy
megfeleld méretli, steril fozépoharba helyeztem ¢és alufolidval lefedve raktam a
szaritoszekrénybe 120 °C-ra 5 o6ran keresztiil (7. szdmua melléklet). A regeneralast kdvetden
pedig a kordbbiakban ismertetett modon megismételtem az adszorpcids tesztet (4. szdmu

melléklet).
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5. Az eredmények és Kiértékelésiik

5.1. M. luteus modellorganizmussal végzett vizsgalatok eredményei

A Na-Zr 2,5 részecskékkel végzett adszorpcios eredményeket az alabbi diagram (5. abra) és a
8. szamu melléklet foglalja 6ssze, melybdl jol lathatd, hogy a Micrococcus luteus (M. luteus)
sejtszuszpenzidoban adszorbens jelenléte nélkiil (referencia) 30 perc alatt elhanyagolhato
mennyiségl sejtiilepedés volt tapasztalhato. A kapott adatok alapjan lathatd, hogy adszorbens
alkalmazasa nélkiill csupan 7,3 %-kal csokkent a folyadékréteg mikroorganizmus
koncentracidja. Azonban, ha a rendszerhez 30 mg cirkdnium-pilléres adszorbens részecskét
adtam, ¢és megfeleld kontaktidot biztositottam, akkor a jelenlévd baktériumok 57 %-a

iilepedéssel eltavolithato volt.
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Sejkoncentracio [*10° c¢fu/ml]

M. luteus referencia M, luteus + Na-Zr 2,5

O Kiindulasi sejtkoncentracié 0O Adszorpcio utani sejtkoncentracio

5. abra A 30 °C-on M- luteus torzzsel elvégzett adszorpcios vizsgdlatok eredményei

(fiiggoleges szakaszokkal jelolve a szoras mértéke)

Ez az eredmény kozel azonos a kordbban E. coli baktériumokkal kapott vizsgalati
eredményekkel, mely soran a mikroorganizmusok 62,6 %-at volt képes megkdtni az agyag
adszorbens [6]. Ezek a kisérleti adatok azt is jelentik, hogy a tesztelt agyagalapu adszorbens
részecske Gram-negativ és Gram-pozitiv mikroorganizmusok megkotésére is kozel azonos
hatékonysaggal alkalmas. Ha az adszorpci6 utani lemezek képeit hasonlitottam dssze (6. abra),
akkor azon is jol lathatd, hogy adszorbens alkalmazisa esetén jelentdsen kevesebb telep
képz6dott az LB lemezeken, mig a referencia rendszernél szemmel lathatoan is kozel azonos a

telepek szama az inkubacidt megel6z6 és az utdna vett mintaknal.
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6. abra A Micrococcus luteus sejtkoncentrdcidjanak valtozdsa LB lemezeken;

A) adszorbens mentes kontroll, B) adszorbens tartalmu rendszer

Az adszorpci6 inkubalasi hdmérsékletének optimalizalast is elvégeztem Micrococcus luteus
esetén, igy az alkalmazott 30 °C-ot a szakirodalomban gyakran fellelheté 25 ©°C-ra
csokkentettem, mig a tovabbi paraméterek (inkubdlds iddtartama, razatas sebessége és az
iilepedési id6) megegyeztek a korabbi vizsgalatokkal. Ez a modositas az agyag adszorbens egy
késobbi valds viztisztitd folyamatban valé alkalmazasanak modellezéséhez volt

elengedhetetlen.
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7. abra A Micrococcus luteus torzzsel 25 °C-on elvégzett tesztek eredményei

(fiiggoleges szakaszokkal jelolve a szoras mértéke)
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Az eredmények tekintetében, ahogy a 7. abra és a 8. szamu melléklet is mutatja, az adszorpcio
hatékonysagat kb. 7 szazalékkal sikeriilt novelni 25 ©°C-ot alkalmazva adszorpcids
homérsékletként, igy megalapozottnak lattam, hogy a késObbiekben a tovabbi
modellorganizmusoknal is ezt az alacsonyabb homérsékletet hasznaljam. Lathato volt, hogy az
adszorpcids hdmérséklet ekkora mértékii csokkenése az adszorpcids hatékonysagon nem ront,

viszont lehetdvé teszi tobbféle mikroorganizmus egyiittes adszorpcidjanak vizsgalatat.
5.2. E. faecalis modellorganizmussal végzett vizsgalatok eredményei

Végeztem vizsgalatokat még egy Gram-pozitiv mikroorganizmussal. Az Enterococcus faecalis
(E. faecalis) az E. colihoz hasonléan 37 °C-on ndvekszik megfelelden, igy potencidlisan jo
modellorganizmusnak szdmit a késObbiekben az E. colival egyiitt egy ,kevert”
baktériumszuszpenzié eldallitasahoz. Azonban el6sz6r monokultiraban felndvesztve
alkalmaztam vizsgalataimhoz. A kapott eredményeket tekintve (8. abra) az eltavolitas
hatékonysaga kozel esett a masik Gram-pozitiv mikroorganizmussal, a M. luteus-szal (8. szaml

melléklet) kapott értékekhez.
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8. abra A 25 °C-on E. faecalis torzzsel végzett adszorpcids vizsgalatok eredményei

(fiiggoleges szakaszokkal jelolve a szoras mértéke)
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5.3. P fluorescens modellorganizmussal végzett vizsgalatok eredményei

A Pseudomonas fluorescens (P. fluorescens) esetén is mar csak 25 °C-on végeztem el az
adszorpcids vizsgalatokat, hiszen korabbi teszteredményeim szerint ez a fajta valtoztatds nem
befolyasolta negativan az adszorpcios hatasfokot. Amennyiben a kapott eredményeket az E.
coli vizsgalatok eredményeihez hasonlitottam, lathato volt, hogy az adszorbens 10 szazalékkal
nagyobb mennyiségli P. fluorescens megkotésére volt alkalmas (8. szamu melléklet). Tovabba
az eddig tesztelt 4 féle mikroorganizmus koziil is ezt a mikroorganizmust tudta a legnagyobb
hatékonysaggal megkotni az agyag adszorbens (8. szamut melléklet). A referencia
eredményeibdl lathatd (9. abra), hogy a Pseudomonas fluorescens baktérium sem iilepedik
szamottevOen adszorbens jelenléte nélkiil (7,6 %), igy az adszorpcid utani folyadék fazisbol
meghatarozott sejtkoncentracio (illetve annak csokkenése a kiindulési sejtkoncentraciohoz

képest) a cirkonium-pilléres montmorillonit részecske jelenlétének koszonhetd.
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9. abra A 25 °C-on P. fluorescens torzzsel végzett adszorpcios vizsgalatok eredményei

(fiiggoleges szakaszokkal jelolve a szoras mértéke)

Osszességében tehat megéllapithatd volt, hogy a Gram-negativ mikroorganizmusok
valamelyest nagyobb mértékben kotddnek az adszorbenshez (63 és 73 % volt az adszorpcidt
kovetd sejtkoncentracio csokkenés E. coli és P fluorescens esetében, mig M. luteus és E.

faecalis-nal 64 és 56 %). Azonban ez nem szamit jelentds differencianak.
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5.4. Kevert szuszpenzioval végzett vizsgalatok eredményei
A kevert baktériumszuszpenzid elkészitése soran eldszor azt kellett megvizsgalni, hogy mely
tipust taplemezen torténjen a kevert szuszpenzid szélesztése, hogy biztosithatdé legyen a
reprezentativ mintdzds (LB az E. coli, a BHI pedig az E. faecalis fenntartdsdhoz az
optimalisabb). Az alabbi 10. abra bemutatja, hogy a két baktérium eltérd sebességgel novekszik
LB lemezen (ezt a két féle telepméret mutatja), mig BHI lemezen szemmel lathatéan azonos
mértékben né mindkét tipust baktérium. A BHI lemezen a telepek szinében van arnyalat béli
eltérés, ami azonban arra pont elegendd, hogy akar differencidldo teszt nélkil is
megkiilonboztethetdek legyenek a modellorganizmusok egyetlen lemezen. Igy a tovabbi
teszteket csak BHI lemezen végeztem el. Az eredmények megerdsitésére azonban CCA (E. coli)
¢s SBA (E. faecalis) differenciald taptalajokra is szélesztettem, annak reményében, hogy a

koz0s tenyésztésbol kapott sejtkoncentracio értékeket igy még jobban ala tudjam tdmasztani.
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10. abra Az E. coli és E. faecalis novekedése LB és BHI lemezeken

Elvégezve az adszorpcids tesztet az E. coli-E. faecalis kevert szuszpenzidval a 11. abra
diagramjan ¢€s a 8. szamu mellékletben is jol lathatd volt, hogy az adszorbens hasonldan jo
hatékonysaggal miikodott ezen heterogén szuszpenzidban, mint amikor kordbban csak egyetlen

baktériumtipust tartalmazo (homogén) szuszpenzidkat hasznaltam.
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11. dbra A "mesterséges szennyvizzel' - kevert baktériumszuszpenzioval végzett vizsgalatok
eredményei, BHI, CCA és SBA taptalajokon

(fiiggoleges szakaszokkal jelolve az adatsor szorasa)

Elvégeztem a kevert szuszpenzid differencidld tesztjeit is, igy CCA és SBA lemezekre is
sz¢élesztettem az adszorpcios teszt végén. Ahogy a 11. abra is mutatja, a differencialasra
alkalmazott specifikus lemezeken kiilon-kiilon (CCA lemezen E. coli és SBA lemezen

E. faecalis) olyan sejtkoncentracié volt kimutathat6, melynek eredményeit, ha 6sszeadtam, a

kaptam (11. abra és 8. szamu melléklet).

5.5. Aregeneralt adszorbenssel végzett tesztek eredményei

A regeneralasi vizsgalatokat egy Gram-negativ (E. coli) és egy Gram-pozitiv (M. luteus)
mikroorganizmussal végeztem el. Az aldbbi 11. abra is mutatja, hogy a regeneralas
megvaltoztatja az adszorbens fizikai tulajdonségait, igy kiilondsen fontos vizsgalni, hogy ez

hogyan befolyasolja az anyag adszorpcios tulajdonségait.

Az eredményeket tekintve E. coli esetében ugyan minimalis hatékonysdg csokkenés volt
tapasztalhatd, de a regeneralt anyag még mindig képes volt a sejtek 55,3 %-anak az
eltavolitasara (12. abra és 8. szamu melléklet). Tehat megallapitottam, hogy a részecskék

szaraz hdvel megfelelden regenerdlhatéak voltak, és ezt kovetden az adszorbens Ujbol
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felhasznalhatd volt Gram-negativ mikroorganizmust tartalmazd szuszpenzidban adszorpcios

tesztekhez.
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Sejkoncentracio [x10° cfu/ml]

E. coli referencia E. coli + Na-Zr 2,5

O Kiindulasi sejtkoncentracié 0O Adszorpcio utani sejtkoncentracio

12. abra A regeneralt adszorbensekkel végzett vizsgalatok eredményei E. coli

mikroorganizmus rendszerben [6] (fiiggdleges szakaszokkal jelolve a szorast)

A Micrococcus luteus baktériumszuszpenzidban, a regeneralt anyaggal végzett kisérletek soran
az adszorpcios hatékonysag 25 °C-on szintén nem valtozott jelentdsen: a korabbi 64,1%-r6l
minddssze 61,2%-ra csokkent a regeneralt agyag részecskék adszorpcids hatékonysaga. A
30 °C-on elvégzett teszteknél pedig még 8 %-kal tobb sejtet is sikeriilt megkotni a regeneralt

adszorbenssel (13. abra ¢és 8. szdmu melléklet).
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13. abra A regeneradlt adszorbensekkel végzett adszorpcios vizsgalatok eredményei M. luteus

mikroorganizmust tartalmazo rendszerben (fiiggoleges szakaszokkal jelolve a szorast)
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Elmondhat6 tehat, hogy regeneralds utan a cirkonium-pilléres montmorillonit adszorbens
részecske kozel azonos hatékonysaggal Ujrafelhasznéalhat6, mind Gram-negativ, mind Gram-

pozitiv mikroorganizmus szuszpenzid esetén.

14. abra A cirkonium-pilléres montmorillonit részecske, A) elsé felhaszndlds elott és

B) elsé regenerdlds utdan

A jovOben azonban tovabbi vizsgalatokra van még sziikség, hiszen fontos meghatarozni, hogy
a részecske hanyszor lesz regeneralhato jelentds hatékonysagvesztés nélkiil. Ez az informéacid
az ipari alkalmazas egyik kritikus pontjanak tekinthetd. Tovabba sziikséges ijra megvizsgalni
a regeneralt részecske fizikai paramétereit is, mivel ahogy a fenti 14. abra is mutatja,
részecskeméretben és fajlagos feliiletben is bekovetkezhetett valtozas. JovObeni terveimben

ezen mérések elvégzése mindenképp szerepel.
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6. Osszefoglalas

Osszefoglalva a dolgozatom tartalmat elmondhato, hogy elvégeztem a cirkénium-pilléres
agyagalapt adszorbens vizsgalatat M. [luteus, E. faecalis ¢és P fluorescens
baktériumszuszpenziokkal, el0szor csak egyféle baktériumot tartalmazo (monokultarakkal),
majd kevert kultiraval is. A Gram-pozitiv mikroorganizmusok koziil a M. luteus 57 %-ban, az
E. faecalis pedig 56,5 %-ban volt eltavolithatd, mig a Gram-negativ P. fluorescens-nek mintegy
73,7 %-at sikeriilt az adszorbenssel dsszegyljteni a folyadékbol. A kordbbi munkamban [6] E.
coli-val végzett tesztek eredményeivel Osszevetve, ez a P. fluorescens esetében mintegy 10 %-

kal magasabb hatékonysagot jelent.

HoOmérséklet-optimalizalast is végeztem az adszorbens rendszer késObbi viztisztitd
folyamatokban val6 alkalmazhatosaga érdekében, mely soran kidertilt, hogy a 25 °C is legalabb
olyan megfelelé paraméter az adszorpcio beallitasanal, mint azon (jellemzden ennél magasabb)
hémérsékleti értékek, melyek az egyes modellorganizmusok specifikus novesztési

hémérsékletét jelentik.

Készitettem egy ,mesterséges szennyvizet” 1is, melyben E. coli és E. faecalis
mikroorganizmusokat kevertem Ossze, ezzel modellezve a Gram-negativ és Gram-pozitiv
baktérium egyiittes jelenlétét szennyvizekben. A differencialo tesztek eredményei azt mutattak,
hogy az adszorbens azonos mértékben kiti meg mindkét tipust mikroorganizmust, tovabba azt
is, hogy a tesztelt agyag adszorbens tobbféle baktérium jelenlétében és azonos baktérium kot

hatékonysdgot mutat.

Végiil vizsgaltam a felhasznalt adszorbens szaraz hdvel torténd regenerdlasanak lehetdségét és
a regeneralt adszorbens baktériumkotd hatékonysagat wjrafelhasznalas soran. A kapott
eredmények szerint a részecske megfelelden regeneralhatd, tovabba a Gram-pozitiv
Micrococcus luteus esetén hatékonysag csokkenés nélkiil alkalmazhaté Gjra, mig a Gram-
negativ Escherichia coli esetén néhany szazalékos kapacitas csokkenés volt tapasztalhato, ami

azonban még mindig kellden nagy mennyiségii sejt megkotést jelentett.

Jovobeli terveim kozott szerepel, a regeneralt részecskék fiziko-kémiai paramétereinek
vizsgélata, az adszorbens részecskét ,,valodi” természetes viz (folyo, patak, holtag viz) és
késébb szennyviz mintadkon vald kiprobalasa, tovabba szeretném megvizsgalni a szakaszos,
tobb részletben adagolt adszorbens alkalmazdsadnak adszorpciora iranyuld hatasat. Valamint
tervezem optimalizalni az adszorbens alkalmazott mennyiségét, a regeneralas koriilményeit,

hogy maximalizalni tudjam a részecske adszorpcios hatasfokat.
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Mellékletek

1. szamu melléklet

A) Gram-negativ Gram-pozitiv B)

@ baktérium: baktérium:
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15. abra A sejtfal felépitése

A) Gram-negativ és B) Gram-pozitiv mikroorganizmusok esetén [57]

A Gram-pozitiv mikroorganizmusok vastag peptidoglikan (murein cukrokbdl és aminosavakbol
allo polimer) réteggel rendelkeznek, amely akar a teljes sejtfal vastagsag 90 %-at is kiteheti. Ez
a réteg alatt csak egy vékony sejtmembran talalhat6. Gram-festés soran ez a peptidoglikan
megkoti az ibolya szini festéket (kristalyibolya, C2sH30CIN3), ezaltal a sejtek sotétlila szintiek
lesznek [58] (15. abra B). Gram-negativ baktériumok esetében a kordbban emlitett
peptidoglikan réteg vékonyabb, mindossze 5-10 %-at teszik ki a teljes sejtfal vastagsagnak, és
egy kiils6 membran boritja be a sejteket, amely lipopoliszacharidokat (LPS) tartalmaz, ez a fajta
kiilsé membran teszi dket ellenallobba. A Gram-festés soran ez a vékonyabb peptidoglikan réteg
nem képes megtartani a festéket, a folyamat alkoholos kezelés soran kimosodik, igy a sejtek,
az utofestésre hasznalt szafranin (3,7-Diamino-2,8-dimetil-5-fenilfenazin-5-ium-klorid) miatt,

r6zsaszin vagy piros szintiek lesznek [58] (15. abra A).
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2. szamu melléklet

Micrococcus luteus referencia mikroorganizmus

A Micrococcus luteus egy Gram-pozitiv, nem patogén baktérium, mely vastag peptidoglikan
réteggel rendelkezik. Gomb forméju mikroorganizmus, mely altalaban élénk sarga szinii a
karotinoid pigmentjei miatt, ami az UV-sugarzés elleni védelemben segiti. Aerob tipust
baktérium, tehat kizardlag oxigén jelenlétében képesek ndvekedni. Eléfordulasukat tekintve
megtalalhatoak a talajban, vizben, levegdben ¢és a bor felszinén is. Gyakran hasznaljak
laboratériumi kisérletek sordn, mivel jol alkalmazkodik a kdrnyezeti feltételekhez, tovabba a
karotinoid pigmentacié miatt kdnnyedén felismerhetd, mivel sarga koldnidkat képez [59]. A

mikroorganizmus SEM-felvételét a 16. abra mutatja be.

“3

cc V  Spot Magn Det WD Exp | 1pum
0

P5.0kV 3.0 22824x SE 57 jhe

16. abra Micrococcus luteus SEM felvétele [60]

Enterococcus faecalis modellorganizmus

Az 17. abra mutatja be ezt a Gram-pozitiv baktériumot, melynek fontos szerepe van az emberi
bélfloraban, de legyengiilt immunrendszer esetén fertézéseket is okozhat. A Micrococcus
luteushoz hasonldan gdmb alakil, anaerob €s aerob koriilmények kozott is képes novekedni, jol
alkalmazkodik valtozd kornyezeti feltételekhez, mint példdul a szarazsdg vagy a

fertdtlenitdszerek jelenléte [61].
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17. abra Az Enterococcus faecalis SEM felvétele [62]

Pseudomonas fluorescens referencia mikroorganizmus

A 18. abra felvételén lathatdé Gram-negativ baktérium a vékony peptidoglikan réteggel
rendelkezé Pseudomonas fluorescens. Egyenes, palcika alakili mikroorganizmus, csillok
segitségével képes mozogni. Nevét onnan kapta, hogy fluoreszcens pigmenteket termel,
melynek koszonhetéen UV-fény alatt kékeszolden fluoreszkal. Eletfolyamataihoz oxigént
igényel, de nitrogénforrasok jelenlétében képes oxigén nélkiil anaerob koriilmények kozott is
megélni. Ipari jelentdsége is van, mivel képes egyes szerves szennyez0 anyagok lebontésara,
azaltal, hogy szdmos anyagcsere terméket és a szennyezOk lebontashoz sokféle enzimet

termel [63].

18. abra A Pseudomonas fluorescens Transzmisszios Elektronmikroszkop felvétele [64]
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3. szamu melléklet

Kiindulasi baktériumszuszpenziok elkészitése lemezen felndvesztett baktériumtelepekbol
folyadék tapkozegben, valamint az adszorpcios tesztek elokészité folyamatainak osszefoglalo

abrdja.

Az egyes lépések az [6] publikacidban kozolt, altalam kidolgozott mddszer alapjan lettek

meghatarozva.

A

Escherichia coli /
Micrococcus luteus /
Pseudomonas fluorescens /
Enterococcus faecalis

Inkubalas 30/37 °C,

~24/T2 ora, razatva 160 . 1db telepet _
oltokaccsal belemosni

rpm, kiinduldsi starter

100 i gej
Sejts,
JZuszpenzid 100p  100pl  100p 100 100l

\ (EEEEVIEE A WS (it

1@ 1ml starter ]_Ir ]_Ir ]_IF ]_Ir ]_Ir ]_Ir
||I I|I \.I I|I I|I I|I
s00u g00p sodul

soopl LEBHI o LBIEHI ggp LBEHI
LE/BHI LE/BHI LeBHl__ 108
10-es léptéki higitdsi sorozat készitése kupos centrifugacsdvekben '//
[ i ] [ ] [ ] [ 1 I [ C
1300 pl
hattér 10! 1ml 102 iml | 10° iml | 10* iml | 10°
— > >
L J
T
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aml ami aml aml aml 37°C-on ~24 orat

D fizioldgids fiziologias fiziologias fiziologias fiziologias . Starter szuszpenzio

séoldat séoldat séoldat séoldat séoldat sejtoncentraciojanak meghatarozasa

Kiinduldsi baktériumszuszpenzio
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4. szamu melléklet

Az adszorpcios vizsgalat folyamatabraja a mintavételek helyével [6].

108

108 higitas keszitese 50 ml-es
kupos centrifugacsdben

27 ml fiziologias
sooldat

e
L @
’ 30 mg Na-Zr 2,5
adszorbens

C—1
Micrococcus Micrococcus
lureus/Pseudomonas luteus/Pseudomonas
fluorescens/Enterococcus fluorescens/Enterococcus
faecalis referencia faecalis + Na-Zr 2,5

\V4

27 ml fiziologias
sooldat
3

B

h Y
-
3x 100 pl szélesztés mind 2 fugacsdbol »
LB vagy BHI lemezekre @

Inkubalas 25/30/37 “C-on razatva 1,5 orat

Lemezek inkubalasa 30/37 °C, ~24/72 dra

h 4

Fugacsdben lévd szuszpenzio iilepitése
30 percig

Y

Ulepedést kivetden 3x 100 pl szélesztés
LB vagy BHI lemezekre

Lemezek inkubalasa 30/37 °C, ~24/T2 dra

Telepek szamolasa, az eredmenyek kiertekelése

cfu/ml
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5. szamu melléklet

A kevert baktériumszuszpenzio — ,, mesterseges szennyviz” elkeszitésének folyamatabrdja.

Escherichia coli A ‘ ‘ B Enterococcus
faecalis

1 db telepet Inkubalas 37 °C, ~24 Inkubalas 37 °C, ~24 | | 1 db telepet
ora, razatva 160 rpm, ora, razatva 160 rpm, g
. kiindulasi starter kiindulasi starter D —

200 pl
sejtszuszpenzio

200 pl
sejtszuszpenzio
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mérése 600 nm-en 1mILB startsr 1 ml BHI starter merese 600 nm-en
NanoDroppal NanoDroppal

|
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N\
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| I
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t
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9ml
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Kecskés Karina: TDK Dolgozat

6. szamu melléklet

A kevert baktériumszuszpenzio — , mesterséges szemnyviz” adszorpcios vizsgalatanak
folyamatabraja.
—
10°

108 higitas készitése 50 ml-es
kupos centrifugacsdben

30 mg Na-Zr 2,5
adszorbens

)
T ad

C—1 C—1
Kevert
Kevertr . g
baktériumszuszpenzio - _ggm%g::‘;ﬁiqﬁg: .
mesterséges szennyviz Na-Zr 2,5
27 ml fiziologias 27 ml fiziologias
sooldat sooldat
LY
h Y
.
100 pl szélesztés mind 2 fugacsdbdl LB,
B BHI, CCA lemezekre és 50 yl-t az SBA ——»
lemezekre @
Inkubalds 25 °C-on rézatva 1,5 orat
Lemezek inkubalasa 37 °C, 24 dra

A 4

Fugacsdben lévd szuszpenzio iilepitése
30 percig

¥

Ulepedest kivetoen 100 pl szélesztés N
mind 2 fugacsdbdl LB, BHI, CCA

lemezekre s 50 pl-t SBA lemezekre

Lemezek inkubaldasa 37 °C, 24 dra

Telepek szamoldsa, az eredmények Kiértékelése

cfu/ml
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7. Szamu melléklet

A regenerdlas folyamatabrdja szaraz hovel szaritoszekrényben.

29 ml feliliszo
eltavolitasa pipettaval

120 °C, 5 ora szdritas
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8. szamu melléklet

4. tablazat Az elvégzett vizsgalatok osszesitett eredmény tablazata

Kiindulasi Adszorpci6 utani Az eltavolitott Az adszorpcios
Vizsgalt rendszer sejtkoncentracio | sejtkoncentracio | mikroorganizmusok | hatékonysag
[x10° cfu/ml] [x10° cfu/ml] [x10° cfu/ml] [%0]
E. coli referencia 2,35+ 0,90 2,22+0,19 0,13 5.7
E. coli + Na-Zr 2,5 2,27+0,50 0,85+0,28 1,42 62,6
M. luteus referencia
+ +
(30 °C) 1,50 £ 0,15 1,39 + 0,08 0,11 7,3
M. luteus + Na-Zr 2,5
(30 °C) 1,38 +0,14 0,60 +0,12 0,78 56,5
A, (RIS DAL 1,42 £0,05 1,35+ 0,00 0,07 5,0
(25 OC) b b b b 1 i)
M. luteus + Na-Zr 2,5
(25 °C) 1,42+ 0,03 0,51 +0,01 0,91 64,1
P. fluorescens referencia 2,23+0,12 2,06 + 0,06 0,17 7,6
P. ﬂuoresczegs + Na-zr 2,13 £ 0,06 0.56+0.11 1,57 73,7
E. faecalis referencia 1,04 £ 0,06 0,93 £ 0,03 0,11 10,6
E. faecalis + Na-Zr 2,5 1,08 £ 0,04 0,47 £ 0,01 0,61 56,5
Kevert szuszpenzio 2,26 + 0,08 2,24 + 0,06 0,02 0,9
referencia LB lemezen
Kevert szuszpenzié +
Na- Zr 2.5 LB lemezen 2,18+0,18 0,97 £ 0,06 1,21 55,5
UG RO 2194018 2,16+ 0,05 0,03 14
referencia BHI lemezen
Kevert szuszpenzié +
Na- Zr 2.5 BHI lemezen 2,23+0,12 0,78 +0,10 1,45 65,0
Kevert szuszpenzio 0.92 % 0,04 0.92 % 0,02 0 0,0
referencia CCA lemezen
Kevert szuszpenzié +
Na-Zr 2.5 CCA lemezen 0,85+ 0,06 0,33 +0,02 0,52 61,2
e auszengly 1,26 + 0,04 1,23+ 0,03 0,03 2.4
referencia SBA lemezen
Kevert szuszpenzié +
Na-Zr 2.5 SBA lemezen 1,17 £ 0,05 0,41 +0,14 0,76 65,0
Regeneralasi tesztek
E. coli referencia 3,47+0,10 3,42+ 0,05 0,05 1,4
E.coli + regenerdltNa- | 550, g 1,60 = 0,02 1,08 55,3
Zr 25
M. luteus referencia
(30 °C) 1,48 £ 0,05 1,42+0,03 0,06 4.1
M. luteus + regeneralt
Na-Zr 2.5 (30 °C) 1,47 £0,02 0,51 + 0,06 0,96 65,3
M. luteus referencia
(25 °C) 1,34+ 0,01 1,33+0,01 0,01 0,7
M. luteus + regeneralt
Na-Zr 2,5 (25 °C) 1,39 + 0,07 0,54+ 0,03 0,85 61,2
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