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Absztrakt

A jov6 vizhianyanak megeldzése €és a természetes vizek védelme érdekében az egyes ipari
agazatok egyre nagyobb hangsulyt fektetnek a hulladékgazdalkodasra €s szennyvizkezelésre is.
A tisztitott ipari szennyviz visszaforgatasara (pl. technoldgiai vizként), Gjra hasznositasara (pl.
ont6zovizként) szigori szabalyozasok vonatkoznak, melynek értelmében szamos kémiai,
fizikai és biologiai paramétert kell figyelembe venni. Ez utobbihoz tartozik a kezelt vizek
mikrobiologiai Osszetételének meghatarozasa ¢és az egyes mikroorganizmus tipusok
hatarértéken beliil tartdsa. Erre mar szdmos moddszer all rendelkezésre, melyek koziil
legelterjedtebb a sziirés, iilepités és az adszorpcid. Az adszorpcids viztisztitds sordn
leggyakrabban aktiv szénnel kotik meg a kiilonbozo szerves (pl. festék) vagy szervetlen (pl.
nehéz fém) szennyezoket. Azonban megfeleld adszorbensek alkalmazéasaval lehetdség van a
természetes és mesterséges vizek mindségét rontd mikroorganizmusok eltavolitasara is. Az
alkalmazott adszorbensek tulajdonséagait gy lehet alakitani, hogy azok felszinén 6ssze tudjuk
gyljteni a megfeleld baktériumokat a szennyvizbdl, majd azokat az adszorbenssel egylitt

iilepitéssel eltavolithatjuk a rendszerbdl.

Dolgozatomban két természetes alapti agyag részecskét, a natriummal telitett montmorillonitot
(Na-CM) ¢és a cirkoniumpilléres montmorillonit (Na-Zr 2,5) részecskét vizsgaltam ¢és
hasonlitottam Ossze baktérium adszorpcios képességiik alapjan, illetve kidolgoztam annak
modszerét, hogy ezt az adszorpcids hatékonysagot, bioldgiai szempontbol, hogyan lehet a
legjobban kimutatni. Vizsgélati eredményeim igazoltdk, hogy a Na-Zr 2,5 részecskék
alkalmasak baktérium tartalmt szuszpenziokbdl a mikroorganizmusok adszorpciojara, és ezzel
a vizsgalt folyadék mikroorganizmus mennyiségének csokkentésére. Ez a fajta
sejtszamcsOkkenés szignifikdnsan nagyobb volt, mint amit az adszorbens nélkiili rendszereknél
tapasztaltam. Pozitiv kisérleti eredményeim lehetdvé teszik ezen a részecskék hatékonysaganak
kiprobalasat valodi szennyvizmintakkal is, hossza tavon pedig esetleges alkalmazasukat mar

meglévd viztisztitasi eljardsokban.
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1. Bevezetés

A viz az élet elixirje. A Fold feliiletének 71 %-at boritja viz, ennek azonban minddssze 2,5 %-
a édesviz [1]. A viz létfontossagu az emberek, allatok és a ndvényvilag részére, de fontos
nyersanyag az ipari termelési folyamatokban is. Ebbdl is kovetkezik, hogy az ipar az egyik
legjelentdsebb vizfogyaszto, a rendelkezésre allo vizkészletek kb. 22 %-at hasznositja [2]. A
népességnovekedés €s a rohamos gazdasagi fejlodés miatt életiink egyik legfontosabb feladata
a természetes vizeink védelme, mindségiik megdrzése. Ennek egyik lehetdsége a szennyviz
kezelése ¢és tisztitdsa. Manapsag a vilagban azonban egyre inkdbb a szennyviz ujra
hasznositasarol esik szo a tisztitds helyett [3]. Ennek lényege, hogy a szennyvizben 1évo
hasznos anyagokat kinyerjik és ujra felhasznaljuk [3]. Mindez a fenntarthatd fejlédés
szlikségleteit szolgalja. Mivel a szennyvizek kiillonbdzo eredetiiek lehetnek, igy 0sszetételiik is
eltérd, ami kiilonbozo tisztitdsi folyamatok alkalmazasat igényli. Mechanikai tisztitds soran
szlrést és llepitést alkalmaznak a nagyobb szennyezd részecskék eltavolitdsara, biologiai
tisztitas sordn aerob baktériumokkal bonttatjak le a szerves anyagokat, mig a kémiai tisztitas
soran desztillaciot, forditott ozmozist, ioncserét €s adszorpciot is alkalmaznak [4]. Megfeleld
adszorbensek valasztasaval lehetdségiink van a vizbdl nemcsak szerves és szervetlen
szennyezOk eltavolitasara, de példaul mikroorganizmusok kisziirésére is. Napjainkban egyre
elterjedtebbé valik az agyagalapt részecskék ilyen célu alkalmazasa, hiszen ezen részecskék a
megfeleld modositasokkal kivalo adszorbensként mitkddhetnek a szennyviztisztitdsban torténd
baktérium megkdtésre. Munkdm célja volt két természetes alapu agyagrészecske (melyeket Dr.
Németh Zoltan kutatocsoportja készitett el), a natriummal telitett montmorillonit (Na-CM) és a
cirkoniumpilléres montmorillonit (Na-Zr 2,5) részecskék baktérium sejteket adszorbedlo
képességének vizsgalta [5], a vizsgélati protokollok kidolgozasa, szakirodalmakbdl ismert
vizsgalati modszerek sajat mintdkra vald adaptalasa és a kiilonbozd vizsgélati eljarasok
pontossaganak Osszevetése. Feladatom volt tovabba a két tesztelt részecske adszorpcios
hatékonysaganak 0sszehasonlitasa is, valamint javaslattétel arra vonatkozolag, hogy a tesztelt

részecskék milyen tovabbi adszorpcios folyamatokban lehetnek alkalmazhatoak.




2. Irodalmi attekintés

A fenntarthat6 fejlddés jegyében nagyon fontos szerepet jatszik életiinkben a vizkezelés és az
¢sszerll ujrahasznositas. Ezt mi sem bizonyitja jobban, mint hogy egyre tobb iparvallalat fektet
egyre nagyobb hangsulyt a szennyviztisztitas fontossagara. A pontos képhez hozzatartozik az
is, hogy évrdl évre egyre szigorodo szabalyozasok 1épnek ¢életbe, melyek még inkabb abba az
iranyba terelik a véllalatokat, hogy az ipari termelésben hasznalt vizek tisztitasaval, Gjra
hasznositasaval is foglalkozzanak (1. &bra). Példaként emlithetd az a 2020-ban megjelent
rendelet is, mely a viz ujra hasznalasara vonatkozé minimumkdvetelményeket foglalta 6ssze
[6]. Mindezen szabalyzasokra nemcsak gazdasagi szempontbodl van sziikség, de sajat magunk
¢és Okoszisztémank védelmében is. Hiszen amennyiben nem kelld mértékben tisztitva forgatjuk
vissza a természetbe a szennyvizet (1. dbra), az erdteljesen ronthatja a befogad6 természetes
vizkozeg mindségét [7] ez pedig kihatassal lesz egész ¢€letiinkre. Az ujrahasznositds nem csak
magara a vizre kell, hogy korlatozddjon, de a szennyvizbdl kinyert komponensek minél
sokrétiibb Ujra felhasznéalasara is torekedniink kell. Gondoljunk csak példaul az egyes ipari
tevékenységekbdl szarmazo sos szennyvizre, melybdl a visszanyert s6 még értékes alapanyag

lehet tovabbi folyamatokhoz.

Visszanyert
viz

Uzemen
beliili
ujrahasz-
nositas

Visszaengedés a
vizelvezetihe

1. abra Az ipari szennyviz ujrafelhaszndlasdanak lehetdségei [8]

A szennyviztisztitas 1épéseit alapvetden hdrom csoportba sorolhatjuk: fizikai, bioldgiai és

kémiai tisztitds [4], melynek 1épéseit a 2. dbra szemlélteti. E16sz6r egy mechanikai tisztitas




torténik, ahol a jelenlévo lebegdanyagok eltavolitasara kertl sor, leggyakrabban iilepitéssel.
Ammennyiben az iilepitendé szemcsék koncentracidja magasabb, mint 1 g/l, akkor a szemcsék
mar egymast akadalyozzak az tilepedésben [9], ebben az esetben koagulalo- és flokkulaloszerek
alkalmazasa javasolt. A mechanikai tisztitas berendezései lehetnek: a réacsok, szlrdk,
homokfogodk ¢és iilepitdk [9]. Ezen elsddleges tisztitasi folyamat sordn tessziik a vizeket
alkalmassa a bioldgiai tisztitasra, amikor is mikroorganizmusokkal torténik a szerves anyagok
lebontasa. A viztisztitas harmadik fazisa a kémiai tisztitads, melyben a vizben jelenlévd ionok
eltavolitasa torténik ioncserével [4], tovabba az ammonia- és nehézfém-tartalom csokkentése

is. Utobbiak eltavolitasara az egyik legjobb modszer az adszorpcio.

Szennyviz
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2. abra A szennyviztisztitds sematikus folyamatabrdja

Adszorpcié soran a folyadék vagy gdz fazisban jelenlévd atomok, ionok vagy molekuldk
kotddnek meg egy szilard feliileten, aktiv centrumon [10]. Ez a kotddés szelektiv jellegt,
bizonyos molekuldk adott adszorbenshez (szilard anyag) jobban kotddnek, még mas atomok
kevésbé. A szilard fazishoz adszorbealddott fluid molekuldkat nevezziik adszorbedtumoknak
[10]. Az adszorbensek fajlagos feliilete altalaban nagyon nagy (t6bb szaz m?/g [11]), viszont
mégis véges, azaz idOvel telitddnek. Ebben az esetben a kimeriilt szilard fazist regeneralni
sziikséges, az adszorbedlodott anyagokat el kell tavolitani. Ezt a folyamatot deszorpcionak

nevezziik [10].




Ahogy kordbban is emlitettem az adszorpciénak nagy jelentdsége van példaul a folyadékok
tisztitdsanal kiilonbozo szerves és szervetlen szennyezddések megkotése révén [4]. Az iparban
is alkalmazzak ezt a mddszert, ahol gyakran hasznalt adszorbens anyag a szilikagél, zeolitok €s
az aktiv szenek. Az aktiv szenet sikeresen alkalmazzak mérgez6 anyagok, példaul mikotoxinok
megkotésére [11], valamint elterjedten alkalmazzak 6ket nehézfém ionok kinyerésére is [12].
Utobbiak csak oldott formédban toxikusak, oldhatatlan formdban bioldgiailag inaktivak.
Azonban példaul a viz pH-janak véltozasaval ezek kdnnyen aktivalédnak a szennyvizben, ezért
is kiemelten fontos onnan eltavolitani Oket [7]. Jelenleg a legtobb kutatas arra iranyul, hogy
olyan felilletmddositott aktiv szeneket hozzanak Iétre, melyek a szennyezdanyagokat
szelektiven kotik meg a rendszerbdl [13]. A zeolitok jelentds pozitiv kation kotési kapacitassal

rendelkeznek, de rendkiviili moédon érzékenyek a pH-ra [11].

Megfeleld adszorbensek valasztisaval a szennyvizekbdl mikroorganizmusokat is meg lehet
kotni. A tisztitas ezen 1épése a 2. abra soran felvazolt tisztitasi folyamat fertotlenito szakaszaba
illeszthetd be (pirossal bekeretezett rész). Jelenleg a legelterjedtebb fertdtlenitési eljarasok az
UV-kezelés, 6zonos kezelés és a klorozas [14]. A fertdtlenitési folyamatok alatt a vizben
jelenlévd (elsdsorban patogén) mikroorganizmusok kivonasat értjiik [15]. Ipari szennyvizekben
erre azért van szlikség, mert egyes mikroorganizmusok jelenléte azt mutatja szamunkra, hogy
termeléshez hasznalt viz valamilyen kommunalis szennyvizzel szennyezddott, ami viszont
egészségiigyl kockazattal jar. Magyar ¢és nemzetkozi szabvanyok rogzitik, mely
mikroorganizmusokat kell ilyen szempontbol indikdtor organizmusnak tekinteni, és mi az a
maximalis mennyiségiik, ami még nem igényel tovabbi beavatkozast. Amennyiben ezen
indikator organizmusokat ki lehet mutatni, vagy koncentraciojuk meghaladja a szabvanyokban
eloirt hatarértéket, Ggy a vizek tovabbi kezelésére, tisztitidsara van sziikség az Ujra
felhasznalasuk el6tt. Ilyen indikator szerepet tolthet be példaul az Escherichia coli (E. coli) és
szdmos Enterococcus faj is, melyek megengedett koncentracioja a viz tovabbi felhasznalasatol

fiigg [16].

Az E. coli egyébként egy Gram negativ baktérium, melynek veszélytelen torzsei az emberi
emésztorendszer normal flordjdhoz tartoznak, K2-vitamint termelnek a szamunkra [17].
Azonban patogén valtozatai stlyos tiineteket: hasmenést, hanyast €s lazat is okozhatnak, ezért
kiemelten fontos, hogy a szennyvizekben azonositsuk 6ket [18] és meghatarozzuk pontos

koncentracidjukat.

A kiilonboz6é viztestekben a mikroorganizmusok mennyiségének csokkentésére azok az

adszorbens anyagok alkalmazhatoak sikerrel, melyek hidrofil tulajdonsaggal rendelkeznek




(hogy stabil kolloidként miikddjenek vizes kozegben) €s lehetdleg tobbféle lehetéség is van
feliiletiik kémiai modositasara [19]. Fontos elvaras még, hogy pozitiv feliileti toltéssel
rendelkezzenek, hiszen a baktériumok sejtmembranja negativ toltéstinek tekinthetd a membrant
felépitd foszfolipidek és lipopoliszacharidok jelenléte miatt [20]. Ezen elvarasoknak
megfelelnek bizonyos agyagasvanyok is, melyek nem csak nagy mennyiségben fordulnak el
a természetben, hanem kdnnyen modosithatoak annak érdekében, hogy vizek fertdtlenitésében

(mikroorganizmus mentesitésében) hasznosithassuk oket [15].

A kiilonboz6 folyadékok (végsd soron a szennyvizek) mikroorganizmus mentesitésekor
azonban nemcsak az a fontos, hogy milyen adszorbenst hasznalunk, de az is, hogy hogyan
tudjuk kimutatni az adszorpcié végbemenetelét. Ennek egyik legkézenfekvobb modja a minta
mikroszkopos (Pasztazo Elektron Mikroszkop, SEM) vizsgélata [19]. Ez a kimutatasi modszer
azonban draga miiszer ¢és az ilyen fajta mintak vizsgalatdban jartas szakember munkajat igényli.
Olyan esetekben, amikor egy még ismeretlen adszorbenssel dolgozunk, és ezen anyag
alkalmazhatdsaganak hatékonysdga nem ismert, célszeriibb lehet egy ennél olcsobb, de
hasonloképpen megbizhatdé modszer alkalmazasa az adszorpcio igazoldsara. Nem mellesleg a
mikroszkopos felvételekkel ugyan bemutathatjuk, hogyan kétédnek a mikroorganizmusok egy-
egy adszorbenshez, de arra nem kapunk valaszt, hogy az adszorpcio hogyan, milyen mértékben
valtoztatja a sejtkoncentracidt a kiindulasi allapothoz képest. Erre egyéb sejtkoncentracio
meghatarozasara alkalmas modszert (pl. plate count method, lemezszamlalé modszer) kell
alkalmazni. Ahhoz, hogy a lemezszamldld6 moddszer informativ eredménnyel szolgéljon
szamunkra, valahogy el kell tudnunk valasztani az adszorbenshez k6t6d6 mikroorganizmusokat
az adszorpcioban részt nem vevd (Un. ,szabad”) mikroorganizmusoktdl. Ennek egyik
lehetdsége a szlirés. Undabeytia és mts. is az altaluk vizsgdlt agyag alapi adszorbens
adszorpcids hatékonysdganak vizsgalatakor szliréssel valasztottdk el az adszorbenst a
szuszpenzid tobbi részEétdl [21]. Adszorbensként hasznalt agyag-polimer komplexet polimerek
bentonitra torténd felvitelével hoztak létre €s E. coli mikroorganizmusok megkotését tesztelték.
Masok ugyancsak agyag alapu adszorbenseket Ugy vizsgaltak, hogy az adszorpcids
hatékonysagot Gram negativ E. coli és Gram pozitiv Bacillus fajok megkotésére is tesztelték.
Megallapitottak, hogy az altaluk alkalmazott micellds montmorillonit adszorbenssel akar harom
nagysagrenddel is csokkenthetd volt a mikroorganizmusok szama az adott rendszerben [22].
Ahogy ezek az eredmények is mutattak nagy jelentdséggel birnak azon adszorbensek, melyek
a kiilonbozd szerkezetli sejtmembrannal (Gram negativ), vagy sejtfallal (Gram pozitiv)

rendelkez6 mikroorganizmusok adszorpcidjara is alkalmazhatoak.




Az adszorpcidban részt vevo elemek (adszorbens és adszorbealt mikroorganizmusok, valamint
a nem kotddd, ,.szabad” baktériumok) a szliréses moddszer mellett kis fordulatszami
centrifugaldssal is elvalaszthatéak egyméstél [21]. Ebben az esetben azonban nehéz
bizonyitani, hogy a tapasztalt fazisszétvalas, és a sejtkoncentracido csOkkenése a vizsgalt
folyadék fazisban valdéban az adszorpcid €s nem a centrifugalis erének a kovetkezménye. Ebbol
adoddan dolgozatomban nem patogén E. coli DH5a modellorganizmust hasznalva olyan
kimutatdsi modszert alakitottam ki, mely alkalmas a montmorillonit (Na-CM) és a
cirkoniumpilléres montmorillonit (Na-Zr 2,5) részecskék baktérium sejt adszorpcids

képességének vizsgalatira lemezszamlaldo modszerrel.

3. Célok

Munkam soran a kovetkezé célokat fogalmaztam meg:

- Na-Zr 2,5 részecske mikroorganizmus megkotd képességének kimutatasa.

- A vizsgalt anyagok adszorpcids képességének kimutatdsdra szolgald j modszer
kidolgozasa, irodalombdl ismert modszerek hatékonysagaval vald 6sszehasonlitésa.

- Na-Zr 2,5, és Na-CM részecskével torténd mikroorganizmus adszorpcié meértékének
meghatarozasa tilepedési vizsgalatokkal.

- Na-Zr 2,5 és Na-CM részecskével torténd mikroorganizmus adszorpcié mértékének
meghatarozasa centrifugalasi vizsgalatokkal.

- A két részecske adszorpcios képességének Osszehasonlitasa a fentebbi vizsgalatok

eredményei altal.




4. Anyagok és modszerek

4.1. Felhasznalt anyagok

Megnevezés Osszegképlet/leiras Forgalmazo/forras
Tripton C3HsNO VWR
Eleszté kivonat C19H 1402 VWR
Natrium-klorid NaCl VWR
Bakteriologiai agar C14H2409 VWR
Ultratiszta viz - -
Mianyag Petri-csésze 9 cm atméro VWR

Szlirdmembran 0,8 um Schleicher & Schuell
SZMC 21399 (SzTE
Escherichia coli DH5a Gram-negativ, nem patogén
TTIK Mikrobioldgiai
(E. coli) baktérium (modellorganizmus)

tanszék torzsgyiijtemény)

Na-CM részecske

(kontroll részecske)

Natrium ionokkal telitett

montmorillonit részecske

Dr. Németh Zoltan
kutatdcsoportjanak

munkdja

Na-Zr 2,5 részecske

(tesztelt részecske)

cirkénium-pilléres
montmorillonit részecske,
melyben a Zr/agyag arany
2,5 mmol/g

Dr. Németh Zoltan
kutatdcsoportjanak

munkdja

4.2. Alkalmazott taptalajok és tapoldatok

4.2.1. LB-tapoldat

Az LB (Luria-Bertani) tdpoldat egy tdpanyagokban gazdag, elsdsorban baktériumok
novesztésére, szaporitasara alkalmazott tipkozeg. Osszetétele 1000 ml-re vonatkozdan: 10 g
tripton, 5 g élesztdkivonat és 10 g NaCl. Az elkésziilt tapoldatot 35-35 ml-enként 100 ml-es

Erlenmeyer-lombikba osztottam szét ¢&s vattadugoval ellatva autoklavban 121°C-on

sterilizaltam 15 percig.




Ezeket a steril tapoldatokat hasznaltam a baktériumszuszpenzidk (starterek) elkészitéséhez. A
starter baktérium szuszpenziokhoz tiaplemezen felndtt egyedi (kiilonalld) E. coli DH5a
telepekre volt sziikség, melyek koziil egy-egy telepet steril fiilkében steril kaccsal
,belemostam™ a steril tdpoldatba. A lombikokat ezutan egy éjszakara inkubatorba helyeztem

37°C-ra, ahol a lombikokat razattam is 160 rpm fordulatszamon (2. szdmu melléklet A).

Ugyancsak steril LB tapoldatot hasznaltam hattérként a spektrofotometrias mérésekhez is.
Ebben az esetben az LB tapoldat 600 nm-en mért abszorbanciajahoz viszonyitva hataroztam
meg az egyes starter baktérium szuszpenziok optikai denzitasat is, mely az egyes sejtkulturak
mennyiség, és a sejtkuturdk mindségérdl ad informaciot.

4.2.2. LB-agar taplemez

Az LB-tapoldathoz hasonléan 1000 ml LB agar 6sszeallitasa is 10 g tripton, 5 g élesztokivonat
¢s 10 g NaCl kimérésével kezdddott, melyet utdna 1000 ml-re egészitettem ki ultratiszta vizzel.
Majd miutan a szilard dsszetevok feloldodtak 15 g bakteriologiai agart adtam a tapoldathoz. Az
agar jelenti ebben az esetben a szilardité anyagot. Az igy Osszeallitott elegyet laboratoriumi
csavaros kupakos iivegben autokldvban vagy kuktdban sterilizaltam, mellyel a taptalaj
csiramentesitését és egyben az agar teljes feloldodasat tettem lehetdveé. A sterilizalas végeztével
a forr6 tapoldatot vizfiirdében 50°C-ra hiitdttem le, majd 9 cm atmérdjii miianyag steril Petri-
csészékbe toltottem ki egyenld mennyiségben, majd steril fiilke alatt hagytam megdermedni

Oket.

Ezeket a tdplemezeket hasznaltam a késobbi tesztjeimben a kiilonb6z6 kisérleti koriilmények
vizsgalatara, illetve, hogy ezen koriilmények hogyan befolyéasoljak a baktérium koncentracio
valtozasat. A tesztek soran fel nem hasznalt lemezek 4°C-on tarolhatdak, €s még egy honapig

felhasznalhatok (ha a tdrold dobozokban nedvességmegkotd anyagot is alkalmazunk).

4.2.3. Fiziologias sooldat

Az adszorpcios vizsgalatokhoz a baktérium sejteket a felnovesztésiikhoz hasznalt LB
tapoldatbdl fizioldgias sdoldatba kellett &tmosni ezzel biztositva az adszorpcidhoz sziikséges
elektrosztatikus kozeget. Tovabba, korabbi kisérleteink igazoltak, hogy fiziologids s6oldatban
az E. coli mikroorganizmusok nem (vagy csak nagyon lassan) osztodnak, de életben maradnak,
igy ezzel a fizioldgids sdoldattal elkészitett adszorpcios szuszpenzidval allando sejtstirtiséget
tudtam biztositani a tesztekhez. A fiziologias sooldat elkészitéséhez 8,5 g NaCl-ot 1000 ml

ultratiszta vizben oldottam fel, majd ezt is autoklavban sterilizaltam 121°C-on.




4.3. Az adszorbens részecskék jellemzése

4.3.1. Na-CM agyag részecske (kontroll anyag a kisérletekhez)

A kisérletekhez hasznalt kiinduldsi anyagunk a natrium ionokkal telitett montmorillonit [5] volt.
A montmorillonit egy natrium, kalcium, aluminium ¢és szilicium tartalmi kozetalkoto
asvany [23]. Széleskorlien alkalmazzak, hiszen nagy a kationcseréld kapacitasa, olcso €s nagy
a fajlagos feliilete is [5]. A kiinduldsi montmorillonitot ioncsere folyamata soran lehet natrium
ionokkal teliteni NaCl segitségével. A vizsgalatok ideje alatt ezen részecskék (Na-CM)
kontrollként szolgaltak. Mivel a tesztelni kivant anyag a Na-CM agyag részecske
funkcionalizalt valtozata volt (Na-Zr 2,5), igy a két minta viselkedése és mérési eredményeik
kozott tapasztalt kiilonbségekbdl lehetett kovetkeztetni a funkcionalizalt részecske

tulajdonsagaira.

4.3.2. Na-Zr 2,5 agyag részecske (tesztelni kivant anyag)

Tesztelt anyagunk a cirkonium-pilléres montmorillonit volt, melyben a Zr/agyag arany
2,5 mmol/g [5]. Ezek az ugy nevezett PILC-anyagok (pillared interlyered clays) kivalod
adszorpcids és katalitikus tulajdonsagokkal birnak [24]. A pilléres anyagok szintézise négy
1épésbdl all [25]. Elsé 1épésben az oldatot oregitik, mely soran a tobbértékii kationok
polimerizalédnak, igy a fémek polikationjai keletkeznek [26]. A masodik lépésben a
polikationok agyaglapba torténd interkaldcidja (kozbeiktatasa) torténik meg. Majd az agyagot
levalasztjdk az oldatrol és alapos mosassal eltavolitjdk a prekurzor anionokat, példaul a
kloridionokat. Utols6 1épésként pedig a kalcindlds soran a polikationok stabil fémoxid-
klaszterekke, azaz pillérekké alakulnak. Munkdm soran ennek az anyagnak a mikroorganizmus

adszorpcids képességét vizsgaltam.

A két vizsgalt agyag részecske adszorpcid szempontjabol fontos tulajdonsagai az 1. tablazatban
lathatoak, a részecskék Osszetételét bemutatd kromatogrammok pedig az 1. szdmua mellékletben

szerepelnek.

1. tablazat A vizsgalt agyagrészecskék adszorpcio szempontjabol fontos tulajdonsdgai [5]

Minta Fajlagos feliilet Mikroporus Atlagos
[m?%/g] térfogat [cm?/g] poérusatméré [nm]
Na-CM 28,3 0,012 1,75
Na-Zr 2,5 216,0 0,099 1,84




4.4. A vizsgalati modszerek

4.4.1. Starter (kezdeti) baktériumszuszpenzio elkészitése, jellemzése

A starter baktérium szuszpenzidk elkészitéséhez megfeleld tapoldatra, kiilonallo telepeket
tartalmazo lemezen felnott baktériumra €s steril eszkozokre volt sziikségem. Ezek elokészitését
kovetden steril fiilkében Osszedllitottam a baktériumszuszpenziot. Ehhez LB-tapoldatot
tartalmazo lombikba 1 db E. coli DH5a telepet mostam bele steril oltokacs segitségével, melyet
az 2. szamu melléklet A abraja szemléltet. Az igy elkészitett baktérium szuszpenziot 37°C-on
inkubdltam 160 rpm-es folyamatos razatassal egy ¢jszakan (kb. 24 h) at. Mésnap, az inkubalast
kovetden, meghatdroztam a starter szuszpenzid optikai denzitasat is spektrofotométer
segitségével 600 nm-en (ODegoo) (2. szamu melléklet B részlete). A sejtszuszpenzidk optikai
kultarank mindségét, valamint standardizélni tudjuk a sejtkoncentraciot. A sejtkultarak optikai
denzitasa azonban csak hozzavetdleges Osszehasonlitasra alkalmas adatot szolgaltat, hiszen
ezen moddszerrel nem tudunk kiilonbséget tenni az €16 és élettelen sejtek kozott. Ezért az ¢l
(telepképzésre alkalmas) sejtek mennyiségének meghatarozasdhoz sziikség van az un. ¢lo
csiraszam meghatarozasara is. Ehhez a starter sejtkultirabol kiindulva 1 ml végtérfogatban
tizesléptékii higitasi sorozatot készitettem 10'-10° kdzott, majd az utolsé tagbol 3 db LB-
lemezre 100-100 pl-t szélesztettem (kentem ki) (2. szamu melléklet C rész). Ez a higitas
biztositotta, hogy lemezen 20-200 kozotti telep legyen majd szamolhatd a kovetkezd napon,
ugyanis e tartomanynal kisebb és nagyobb sejtszam is pontatlan telepszim meghatarozashoz
vezethet. A 20-nal kevesebb ¢l0 sejtet tartalmazd sejtszuszpenziok til higak, és igy
mintavételezése nagyfokli pontatlansagot rejt, illetve a 200-nal tobb telepet ado
sejtszuszpenzional a telepek nem valnak el egymastol kellden a lemezen, ami szintén hibas
telepszam meghatarozashoz vezethet. A lemezeken felnétt telepek szama jelenti minden esetben
a kezdeti sejtkoncentracidt, melyet cfu/ml-ben hatdroztam meg (colony forming unit (cfu) =
telepképzd egységek milliliterenkénti szama). Az 4ltalam elvégzett vizsgalati idészakban
nyomon kovettem a starter sejtszuszpenziok optikai denzitdsa és ¢€lOcsiraszam kozotti
korrelaciot, ahogy kordbban is emlitettem a starter kultirak standardizalasa céljabol. Vizsgalati
idészakomban az altalam alkalmazott sejtkultiranal az ODeoo érték 5,92+0,39 volt, melyekhez

1,00£0,05%10° cfu/ml é16 sejtszam tartozott.




4.4.2. Adszorpcios baktériumszuszpenzio elkészitése

A baktérium sejtek megfeleld adszorpcids feltéleleinek biztositasa érdekében a sejteket a
novesztéshez hasznalatos tapoldatbdl at kellett mosni fiziologids s6oldatba (2. szamu melléklet
D részlete). Ehhez elsd Iépésként a kezdeti sejtszuszpenzidt 2 db steril 50 ml-es kupos
centrifugacsObe osztottam szét (2x30 ml), majd 15 percig centrifugaltam 4°C-on és 10000 rpm-
en [22], [27]. A feliiliszé ledntése utan a sejt-pelletet (Osszegyljtott sejteket) 15-15 ml
fiziologias sooldatban szuszpendaltam fel. Ujabb centrifugalasi 1épés kovetkezett, ezittal 5
percig 4°C-on és 10000 rpm-en. Ezt a szakaszt haromszor megismételtem. Végiil a pelletet 15-
15 ml fizioldgias sdoldatban szuszpendaltam, majd a két centrifugacsd tartalmat egyesitettem

(igy kaptam 30 ml adszorpcids sejtszuszpenziot).

Az igy kapott adszorpcios sejtszuszpenzié még tul tomény lenne a tovabbi vizsgélatokhoz, igy
abbol még tovabbi, tizes 1éptékil higitasi sorozatot kellett készitenem (steril 50 ml-es talpas
centrifugacsében) 30 ml végtérfogatban 10'-10°-es tartomanyban (3. szdmi melléklet). Ezen
sorozat leghigabb tagjat (10°) haszniltam minden egyes alkalommal a tesztelésre kapott
részecskék adszorpcios (baktérium megkotd) képességének vizsgalatdhoz. Az adszorpcios

vizsgalatokat ezutan tobbféle modszerrel és tobbféle koriilmény kozott teszteltem.

4.4.3. Vakuumsziirési vizsgalat

A rendelkezésre 4ll6 szakirodalmi informécidk alapjan [21] a részecskék adszorpcids
hatékonysagat eldszor sziiréssel probaltam modellezni. Az elézetes szlirési kisérletek soran,
melyet Dr. Németh Zoltan kutatocsoportja végzett el, azt tapasztaltak, hogy az alkalmazott
agyag részecskék (Na-CM és Na-Zr 2,5) 0,8 um poérusméretli membranon mar fennmaradnak,
illetve 1 mg/ml alkalmazott koncentracié esetén sziirhetéek. gy a méréseim soran ezt a

porusméretet €s részecskekoncentraciot alkalmaztam.

Az el6z0 fejezetekben (4.4.1 ¢és 4.4.2) ismertetett modon elkészitettem az adszorpcios
baktériumszuszpenziot fiziologias séoldatban, melynek 10°-re higitott formajat hasznaltam
kiinduldsként a szfirési vizsgalatokhoz (4. szama melléklet). Ezt a 10°-re higitott
sejtszuszpenziot még egy lépésben tovabb higitottam Erlenmeyer-lombikban, hogy a
elegend¢ térfogat anyag alljon rendelkezésemre. Az igy elkészitett lombikok koziil az 1-es és
2-es lombikhoz nem adtam semmilyen adszorbens részecskét (ez lett a hattér vagy referencia
szuszpenzid, mivel a mikroorganizmusok egy része adszorbens részecskéhez vald kotddés

nélkiil is fennmaradhat a membranon), a 3-as és 4-es lombikhoz a kontroll részecskeként




szolgalé Na-CM agyagot adtam (30 mg-ot), mig az 5-6s €és 6-os lombikokba a tesztelni kivant
Na-Zr 2,5 részecskét tettem (30 mg). A teljes folyamatot a 4. szamu melléklet A része mutatja

be.

Minden lombikot 1,5 o6rdra helyeztem 37°C-os inkubdtorba, ahol 160 rpm fordulatszdmon
razattam is Oket (4. szamu melléklet, B rész). Az inkubalasi id6 lejartat kdvetden mindegyik
lombikb6l 3x100 pl mintat szélesztettem LB-lemezekre, melyeket ezutan inkubatorba
helyzetem 37°C-ra egy ¢jszakara (4. szamu melléklet, C). Ekdzben a lombikok tartalmat
lesziirtem. A sziirletekbdl egyrészt mintdkat vettem, amit a szokdsos mddon (3x100 pl-t)
lemezre szélesztettem, masrészt a szlrését kovetden a membrant, a rajta maradt lepénnyel
egylitt, rahelyeztem egy taplemezre (4. szdmu melléklet D-F). Ezt a folyamatot mind a harom
kiilonb6zé  Osszetételli lombikparral elvégeztem (1-2: adszorbens nélkiili baktérium
szuszpenzid, 3-4: Na-CM részecske + baktérium, valamint 5-6: Na-Zr 2,5 részecske +

baktérium). A mérés soran alkalmazott vakuum ~50 Hgmm volt minden esetben.

4.4.4. Ulepedési vizsgalat

A vizsgélathoz 3 db steril Erlenmeyer-lombikba 27 ml steril fiziologids séoldatot toltottem,
majd 3 ml 10° higitasu sejtszuszpenziot adtam hozza (ezzel a baktérium sejtek 10°%-ra higultak,
ami olyan sejtszdm kialakulasat eredményezi, melyet konnyen meg lehet szamolni). Az els6
lombikot 37°C-os inkubatorba helyeztem 1,5 oréra rdzatva (160 rpm). A masodik és harmadik
lombikba 30-30 mg szaritoszekrényben sterilizalt adszorbens részecskét (Na-CM vagy Na-Zr
2,5) adtam ¢és ezt is 1,5 orat inkubatorban razattam. (A fentebb emlitett rendszerek

elkészitésének 1épéseit a 0. szdmu melléklet A része mutatja be.)
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100 pl-t szélesztettem (0. szamu melléklet B). Majd a maradék diszperziot 30 percig tilepedni
hagytam steril fiilkében (0. szamt melléklet C rész). Ez 1d0 alatt a diszperzidkban fazisszétvalas
tortént, és a kialakult feliiluszobol (folyadék fazis) mintdt véve ismét 3 db LB-lemezre
100-100 pl-t szélesztettem. Ezeket a lemezeket is 37°C-ra inkubatorba helyeztem egy

¢jszakdra, masnap az LB-agaron felnétt telepeket szamoltam (0. szamu melléklet D).

4.4.5. Centrifugalasi vizsgalatok

Ezen vizsgalatokhoz 3 db steril 50 ml-es kupos fugacsébe 27 ml steril fizioldgids so6oldatot
to1tdttem, melyhez 3 ml 10° higitasa baktériumszuszpenziot adtam. Az elsé fugacsovet 1,5 orara

37°C-os inkubatorba helyeztem és razattam (160 rpm). A masodik és harmadik fugacsébe 30-




30 mg steril adszorbens részecskét (Na-CM vagy Na-Zr 2,5) adtam, majd ezeket is inkubatorba

helyeztem, és 1,5 oraig razattam 160 rpm-en (6. szamu melléklet A rész).

Az inkubalasi 1d6 lejartat kovetden a fugacsdvek mindegyikébdl 3-3 db LB-lemezre 100-100
pl-t szélesztettem (6. szamu melléklet B). Majd a maradék szuszpenziot centrifugaltam,
alkalmanként kiilénbozé fordulatszam alkalmazasaval 1 percig. Osszesen 3 centrifugalasi
sebességet probaltam ki, 1000, 2000 és 3000 rpm fordulatszamot [21]. A centrifugalast
kovetden ujabb 3 db LB-lemezre 100-100 pl-t szélesztettem (6. szama melléklet C). A
lemezeket egy éjszakara inkubatorba helyeztem 37°C-ra. Masnap az agar lemezen felnott
telepeket szamoltam (6. szamu melléklet D rész). A kiprobalt centrifugalasi sebességekbdl az
1000 rpm alkalmazéasa volt a legmegfelelobb, igy a késébbiekben ezt alkalmaztam. A
legmegfelelobb centrifugéalasi sebességnek azt tekintettem, amikor az adszorbens-mentes
szuszpenzid centrifugdldsa utan a feliiluszobol vett minta sejtszama hozzavetdleg megegyezett
a 30 perces iilepedéses fazisszétvalasztas (4.4.4 fejezet) utan szintén a feliilluszoban kapott
sejtszammal. Ez azt jelenti, hogy az alkalmazott centrifugédldsi koriilmény a tisztdn csak
baktériumokat tartalmaz6 szuszpenzidban nem okoz jelentdsebb sejtleiilepedést, mint mikor
ezen szuszpenziokat a laborasztalon hagyjuk egy iddre. Tovabba azt is, hogy adszorbens
hasznalatakor a diszperzid feliiluszojdban a centrifugalas eldtti €s utani sejtszamban kapott
kiilonbség feltételezhetden az adszorpcido kovetkezménye lesz és nem a centrifugalasi erd

hatasa.

4.4.6. Ulepedés és ujra-szuszpendalas vizsgalata

Ebben a vizsgalati szakaszban a 4.4.4 fejezetben részletezett lilepedési vizsgalatot Erlenmeyer
lombik helyett 50 ml-es kiipos fugacsében végeztem el az 7. szamu melléklet A-C részének
megfelelden. Ezt kdvetden eltavolitottam a centrifugacsébdl pipettaval 29 ml feliiluszot és azt
uj, steril centrifugacsdbe mértem bele (7. szamu melléklet D rész). Ebbdl a feliiluszobol alapos
keverést kovetden szélesztettem ki LB-lemezekre (7. szamua mellékelt E). Ezzel meghataroztam

a nem adszorbealodott baktériumok szamat.

A centrifugacsében maradt, kitilepedett részecskékre 29 ml 1, steril, fizioldgids soéoldatot
mértem (8. szamu melléklet F). A fugacsd tartalmat (az adszorbenseket, a hozzajuk k&tddo
mikroorganizmusokat és az 1j, steril fizioldgias sooldatot) eldszor pipettazassal (enyhébb
keverési modszer), majd ezt kdvetden inkubatorban valod rdzatassal is (erélyesebb keverési
technika) homogenizaltam. Ezzel szerettem volna megvizsgalni, hogy az alkalmazott keverési

modszerekkel a baktérium sejtek levalaszthatoak-e az adszorbensekrol, és ha igen, milyen




mértékben. Ez utobbi kérdés megvalaszoldsa az adszorbens-mikroorganizmus kozotti
kolcsonhatas erdsségét mondja meg. Ennek megfelelden eldszor a pipettdzas utan vettem mintat
a csovekben 1évo felsd fazisbol, majd a 37°C, 1,5 h, 160 rpm razatds utan is mintdztam a
diszperzi6 feliiluszojat (3x100 pl-t szélesztés a szokott modon; 8. szami melléklet G). Végiil a
centrifuga csdvekbdl a felsd vizes fazist teljesen eltavolitottam €és mintadztam a kililepedett
részecskéket tartalmazoé alsé részt (8. szamu melléklet H rész). Ezzel valaszt kaphattam, hogy
a razatast kovetéen a baktérium sejtek hol helyezkednek el, mely fazisok (feliilisz6 vagy

adszorbens fazis) baktérium sejtszdma valtozik a kiindulési allapothoz képest.
5. Eredmények és kiértékelésiik

5.1. Eldvizsgalatok eredményei

5.1.1. Starter sejtszuszpenzioval végzett elokisérletek:

Munkamat azzal kellett kezdeni, hogy meghatidrozzam azt a megfeleld sejtkoncentraciot, mely
az adszorpcios vizsgalatok értékelése soran kiilonallo és még konnyen szamolhat6 telepszamot
eredményez. Altalanos szabalyként olyan sejtszami baktérium szuszpenzioval érdemes
dolgozni, melybdl lemezre szélesztéssel (lemezre valo ,kikenéssel”) 10-300 telepforméalo
egységet (colony forming unit, cfu) kapunk [28], [29]. Ez a sejtszamtartomany jelenti azt, hogy
9 cm atméréji lemezen (ami egy standard lemezméret) egymastdl kiilonallé és konnyen
szamolhato telepeket kapunk. Az els6 mérés sordn az egész éjjel razatott, kiindulasi
sejtszuszpenziobol 103-higitast alkalmaztam. Ebben az esetben azonban még nem kaptam
kiilonallo telepeket (3. 4dbra A), igy a késobbiekben a sejtkoncentraciot 10° higitasra
csokkentettem (3. abra B).

3. dbra: A) 10° higitdsii baktériumszuszpenzié; B) 10° higitdsi baktériumszuszpenzié




A 10%-ra higitott szuszpenzioban a telepszam lemezre szélesztést kovetden szamolhato volt,
soran 1,0040,05x10° cfu/ml-ként alakult. A tovabbi vizsgalatok soran minden esetben ezt a

higitasi fokot alkalmaztam.

5.1.2. Elévizsgalatok a tesztelend6é anyagokkal:
A tesztelendd anyag vizsgalatanak részeként azt szerettem volna megfigyelni, hogy ha
Osszekeverem a tesztelt anyagokat (Na-CM = kontroll és a Na-Zr 2,5 részecskék) adott
ezutan az elegyeket vakuumsziirdvel sziirom, milyen kiilonbséget lehet tapasztalni a sziirés
elétti és a szlirés utani sejtszamban. Ugyanis szakirodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy
folyadékok mikroorganizmus mentesitéséhez 0,2 um porusméretii szliré alkalmazhato [30].
Feltételezve, hogy a vizsgalt részecskékhez adszorbealddnak a baktérium sejtek, egy nagyobb
porusméretli szirdt alkalmazva (pl. 0,8 um) a sziirletbe z6mmel csak a nem adszorbealodott
baktériumsejtek juthatnak at. Ezen kisérletekhez 1 mg/ml koncentracidban alkalmaztam az
adszorbenseket. A korabban mar ismertetett modon (4.4.1 fejezet) készitettem el a kiinduldsi,
fiziologias sooldatban szuszpendalt baktériumszuszpenzidt. Ezt kovetden 1,5 6rat 37°C-os
inkubatorban razattam az elkészitett elegyeket. 2-2 parhuzamos baktériumszuszpenziot
készitettem mind az Na-CM kontroll mind pedig a Na-Zr 2,5 részecskékkel. A 1,5 orés razatést
kovetden a lombikokat kivettem az inkubatorbol és tovabbi 30 percet (razatas nélkiil) tovabb
vartam. Az iilepedést kovetden vizsgaltam az E. coli mennyiségét a feliiliszoban. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a baktériumoknak t6bb, mint 50 %-a (56,76%) lilepedett ki az
Na-Zr 2,5 adszorbens részecskékkel egyiitt (2. tdblazat szerint). Ezt kdvetden a két parhuzamos
Osszeallitasbol az egyik lombik tartalmat steril vakuumsziiron lesziirtem 0,8 pm porusméretii
membranon. Feltételezésem az volt, hogy a fent emlitett 50%-o0s sejtkoncentracid csokkenés a
feliiliszo fazisban a baktériumsejteknek a részecskékhez vald adszorpcidjabol kovetkezik,
akkor a sziirést kovetden a szilirletben is nagyjabol ugyanekkora sejtkoncentraciot kell tudni
meghatarozni. Ennek megfelelden a vakuumsziirés utan a szlirletbdl is haromszor 100 pl mintat
vettem, majd szélesztettem azt LB-agar lemezre. Minden 6sszeéllitdsnal (adszorbens mentes
sejtszuszpenzio, Na-CM és Na-Zr 2,5 adszorbens tartalmi sejtszuszpenzio) a masodik lombik
tartalmat szintén leszlirtem, majd a membranon fennmaradt lepényt helyeztem LB-agarra. Ez
esetben a membranon fennmaradt telepképzd sejtek mennyiségét szerettem volna
meghatarozni. A szélesztéssel kapott eredmények azt mutattdk, hogy a szlirletek telepszdma a

kiinduldsi baktériumszuszpenzié telepszamahoz volt hasonld (kiinduldsi telepszam:

]




1,0040,05%x10° cfu/ml; sziirlet telepszama: 0,9540,08%x10° cfu/ml) (4. 4bra/A), mig a

membranon fentmaradt részecskék mellett nem volt tapasztalhato telepnovekedés (4. abra/B).

4. abra: A) A vakuumsziirés sziirlete LB-agarra szélesztve; B) A vakuumsziirés soran a membranon
fennmaradt Na-Zr 2,5 részecskek, melyek nem tartalmaznak E. coli telepeket

Ebbdl az eredménybdl arra kovetkeztettem, hogy az alkalmazott vakuum akkora eréhatast
fejtett ki az adszorbedlodott baktériumokra és az adszorbens részecskékre, hogy a kozottik
kialakult kolcsonhatas felszakadt, minek kovetkeztében a 0,8 pm-es pérusokon mind az
adszorpcidban rész vevd baktérium sejtek, mind a ,,szabad” baktérium sejtek konnyedén
atjutottak. Ez egyben azt is jelenti, hogy a mikroorganizmusok és az adszorbens k6zott kialakult
adszorpcios kolcsonhatas fiziszorpcioként értékelhetd [31]. Igy tehat a vakuumsziirés az
adszorpcio mértékének meghatarozasara nem volt alkalmas. A tovabbi vizsgalatok esetében a
vakuum altal kifejtett erénél kisebb eréhatast kellett alkalmazni, ezért esett a valasztas az
iilepedésre (a graviticids erd altal) és a kis fordulatszamu centrifugalasra. Igy bar a
szakirodalom szerint a vékuumszlirés megfeleld6 moddszer az adszorpcidés kapacités
meghatarozasara, az altalam vizsgalt agyag részecske esetében nem bizonyult annak, ezért

ezeket az eredményeket eldvizsgalat c. fejezetében értékeltem.
5.2. Ulepedési vizsgalatok eredményei

Ahogyan azt az anyagok ¢és modszerek fejezeteben (4.4.4) részletesen bemutattam,
kisérleteimet tlilepedési vizsgalatokkal folytattam. A teszteket alapvetéen harom elrendezéssel
végeztem el. Az egyik lombiksorozat csak E. coli baktériumokat tartalmazott, a masik kettd
esetben pedig az E. coli sejteket a kontrollként alkalmazott Na-CM részecskékkel, vagy a
Na-Zr 2,5 elnevezésli részecskékkel egyiitt vizsgaltam. Az 5. dbra jol szemlélteti, hogy az E.
coli baktérium onmagaban a gravitacids erd hatasara (adszorbens alkalmazasa nélkiil) csak kis

mértékben iilepszik ki a rendszerbdl. A kontrollként alkalmazott natriummal telitett




montmorillonit (Na-CM) mar nagyobb mennyiségli mikroorganizmust volt képes adszorbedlni.
A legnagyobb sejtszamvaltozas pedig a Na-Zr 2,5 alkalmazédsa esetén volt tapasztalhato,
ugyanis itt a baktériumsejtek kozel 60%-a szilard fazisba keriilt (feltételezhetéen a
részecskékhez adszorbedlodva). Az 5. abra bemutatja, hogy az Na-Zr 2,5 Aaltali

mikroorganizmus adszorpcid a Na-CM esetén tapasztalt adszorpcionak mintegy kétszerese.
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5. abra Az iilepedési vizsgalat soran tapasztalt telepszam valtozdsok
Ahogy azt a 6. abra is mutatja, megallapitast nyert, hogy az adszorbens mentes (referencia)
szuszpenzioban nagyon kis mennyiségli baktérium {lilepedik ki a gravitacids erd altal az
alkalmazott 30 perc alatt (0,13x10° cfu/ml), mig Na-Zr 2,5 alkalmazasa esetén a telepszam

szemmel lathatéan is 1,42x10° cfu/ml-rel csokkent (2. tiblazat szerint).

E. coli+Na-Zr 2,5

6. abra: Az iilepedés soran a LB-agar lemezeken tapasztalt telepszam valtozdasok: A) E. coli
baktériumszuszpenzié esetében 0,13 x10° cfu/ml csokkenés (a kiinduldsi sejtkoncentrdciohoz képest),
B) E. coli + Na-Zr 2,5 részecske esetén 1,42x10° cfu/ml csokkenés a kiinduldsi sejtkoncentrdaciéhoz

képest




Ezen kisérltek soran az adszorbealodott mikroorganizmusok szamat csak kézvetve hataroztam
meg ugy, hogy a kiindulési sejtkoncentraciobol kivontam az iilepedés (és adszorpcid) utan a
feliiluszobol meghatarozott E. coli sejtkoncentraciéra vonatkozo értéket (2. tablazat,
»Kililepedett baktériumok™ elnevezési sor). A kapott eredményekbdl szerettem volna minél
pontosabban kifejezni a tesztelt részecskék adszorpcios hatékonysagat, igy a két adszorbens
altal megkotott mikroorganizmus mennyiséget korrigaltam azzal a sejtmennyiséggel,
amennyivel az adszorbens mentes sejtszuszpenzidkban a természetes (gravitacids erd
kovetkeztében bekovetkezd) kililepedés miatt csokken a feliiluszo fazis sejtkoncentracidja (2.
tablazat utolso két sora).
2. tablazat Az iilepedeési vizsgalat 6sszesitett eredményei.

E. coli: adszorbens mentes referencia koriilmény, E. coli + Na-CM: kontroll rendszer, E. coli + Na-Zr
2,5: tesztelt adszorbens részecskét és E. coli szuszpenziot tartalmazo rendszer

Rendszer E. coli E. coli + Na-CM | E. coli + Na-Zr 2,5

Kiindulasi sejtkoncentracio
[x 10° cfu/ml]

Adszorpcio6 utani sejtkonc. a
feliiliiszoban [x 10° cfu/ml]

Kiiilepedett baktériumok
[x 10° cfu/ml]

A kiiilepedett baktériumok
mennyisége (korrigalva a
baktériumok sajat
iilepedésével) [x 10° cfu/ml]
A korrigalt sejtkoncentracio
szz’\zalé.kos értéke a .k'iindulési 5.67 % 20.61 % 56,76 %
sejtkoncentraciohoz
viszonyitva

2,35+ 0,90 2,62+ 0,35 2,27 £ 0,50

2,22 +0,19 1,71+ 0,21 0,85+ 0,28

0,13 0,91 1,42

- 0,76 1,29

5.3. A centrifugalasi vizsgalatok eredményei

Ahogy a szakirodalmi adatgytjtések mutattak [21], kiilonb6zd részecskék mikroorganizmus
adszorpcios hatékonysagat leggyakrabban ugy vizsgaljdk, hogy miutan a vizsgalt részecskéket
¢s az alkalmazott baktérium szuszpenziot egylittesen inkubaljak adott ideig, egy centrifugalasi
1épéssel kiilonitik el a szilard fazist (adszorbens €s baktériumsejtek Osszessége) a feliiluszo
folyadék fazistol. Ezen 1épéshez olyan centrifugalasi sebességet kell valasztani, mely nem hat
nagyobb erdvel a baktérium sejtek iilepedésére, mint amit az adszorbens nélkiili rendszerben a
gravitacios erd okoz. Ellenkezd esetben az adszorbens tartalmu diszperzidkban nem a tesztelt

anyagok adszorpciés hatékonysagat tudndm kimutatni, hanem csak a centrifugélas

|




hatékonysagat. Ezen megfontolasbol tobbféle centrifugdldsi sebességgel is elvégeztem a

kisérleteket csak E. coli-t tartalmazé (adszorbens mentes) rendszerek esetében.

A 9. szamu mellékletben szerepld tablazat eredményei alapjan az 1000 rpm-es centrifugalasi
sebességet talaltam a legmegfelelébbnek, mivel ebben az esetben a centrifugélés eldtt és utan a
szazalékos sejtkoncentracid valtozds megkdzelitdleg akkora volt (5,37%), mint a
baktériumszuszpenzioknak a gravitacios erd (iilepedés) miatt bekovetkezd sejtkoncentracio
valtozasa (5,67 %) (2. tadblazat és 9. szdmu melléklet tablazatanak ,.E. coli” elnevezésii
oszlopainak értékei). A késobbiekben tehat az 1000 rpm-es centrifugaldsi sebességet

alkalmaztam.

A centrifugalasi vizsgalatok eredménye a 3. tablazatban, valamint a 7. dbra grafikonjan kertilt
szemléltetésre. Az eredményekbdl jol lathatd, hogy a csak E. coli baktériumokat tartalmazo
szuszpenzional és a kontrollként alkalmazott Na-CM tartalmti rendszer esetében sem volt
tapasztalhatd jelentdsebb sejtkoncentracid valtozas a kiindulasi allapothoz képest (2.59% a
referencia, illetve 7,19% a kontroll esetében), ezzel szemben a Na-Zr 2,5 adszorbens részecskék
vizsgalatakor jelentds sejtkoncentracid csokkenés (60,33%) volt kimutathaté a centrifugalas

utani allapotban.
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3. tablazat A centrifugdlasi vizsgalatok eredmények dsszesitett tablazata.
E. coli: adszorbens mentes referencia koriilmény, E. coli + Na-CM: kontroll rendszer, E. coli + Na-Zr
2,5: tesztelt adszorbens részecskét és E. coli szuszpenziot tartalmazo rendszer

Rendszer E. coli E. coli + Na-CM | E. coli + Na-Zr 2,5

Kiindulasi sejtkoncentracio
[x 10° cfu/ml]

Centrifugalas utani sejtkonc. a
feliiliszoban [x 10° cfu/ml]

A Kkiiilepedett baktériumok
[x 10° cfu/ml]

Az adszorbealodott
baktériumok mennyisége
(korrigalva a baktériumok - 0,16 1,15
sajat iilepedésével)

[x 10° cfu/ml]

A korrigalt sejtkoncentracio
szazalékos értéke a kiindulasi
sejtkoncentraciohoz
viszonyitva

2,13+0,28 2,16 +£ 0,19 2,00 £0,35

2,07 £ 0,30 1,95+£0,13 0,79 £0,05

0,06 0,21 1,20

2,59 % 7,19 % 60,33 %

Raadasul megfigyelhetd volt az is, hogy a Na-Zr 2,5 adszorbenst alkalmazva a kiindulasi
sejtszamcsokkenés a centrifugalas utan megkozelitdleg ugyanakkora mértéki (60,33%) volt,
mint a gravitacios iilepités esetén (56,76%) (1asd. 2. tablazat és 3. tablazat). Ezek az eredmények
azt mutattak, hogy a Na-Zr 2,5 részecskék esetében mindkét modszer alkalmas lehet az
adszorpcioban részt vevd €s a nem adszorbealodott baktériumsejtek elvalasztasara. A
kontrollként hasznalt Na-CM részecskéknél azonban az iilepedést alkalmazé modszer volt a
pontosabb az adszorpcids hatékonysag kimutatdsara, hiszen ahogy azt a 3. tablazat is mutatja,
az 1 percig alkalmazott centrifugalds kevés volt a szuszpenzidban az adszorbenshez kotodo
baktériumsejtek €s a ,,szabad” sejtek szétvéalasztdsahoz. Eme kontroll részecskével végzett
kisérletek tapasztalatai azt mutattdk, hogy a Na-CM részecskék stabil diszperziot képeznek még
a baktérium szuszpenzioval vald elegyités utan is. Ebben a stabil diszperzidban az enyhe, révid
idejli centrifugélas nem okoz teljes fazisszétvalast, aminek kdszonhetéen a vizsgalt folyadék
fazisban még mindig sok sejt marad (3. tdblazat Na-CM kontrollra vonatkozd oszlopai).
Mindennek hatterében valdsziniileg az adszorbens részecske fizikai-kémia tulajdonsagai allnak,
azonban ezen tulajdonsdgok meghatdrozasa nem képezte munkam ¢és feladataim részét, igy
teljes €s pontos magyarazatot egyeldre erre nem tudok adni. A végleges konkluzio levonasa
csak a kooperald6 munkacsoport eredményeivel egyiitt valosulhat meg, ebben a dolgozatban
azonban csak azokat az eredményeket szerettem volna dsszefoglalni, melyek kozvetleniil az

altalam elvégzett munkahoz kothetdek.




Osszességében azonban elmondhatd, hogy a szakirodalombol ismert elvéalasztasi eljaras
(centrifugalas) helyett egy sokkal hatékonyabb, és pontosabb informéciét add vizsgalati
madszer 1épéseit sikeriilt kidolgoznom, mely alkalmas a hosszu ideig stabil diszperziokat alkoto
részecskék baktérium sejt adszorpcids hatékonysaganak mérésére is. A vizsgalati modszert
azzal is pontositottam, hogy meghatdroztam az adszorbens mentes baktérium szuszpenzidban
a baktérium sejtek természetes viselkedését, és az adszorbens tartalmu rendszerekben kapott

eredményeket ezen hattér értékek figyelembevételével is megadtam (3. tablazat).
5.4. Az iilepedés és ujra-szuszpendalas vizsgalatanak eredményei

Az iilepedési €s centrifugalasi vizsgalat eredményeinél eddig csak kdzvetve hataroztam meg az
adszorpcidoban  részt vevd baktériumsejtek  koncentracidjat, azaz a  kiindulasi
sejtkoncentraciobol kivontam az adszorpcid megvaldsuldsa utdn kapott sejtkoncentracio
¢értekeket. Azonban mindenképpen szerettem volna bizonyitani azt is, hogy a baktériumok,
melyek feltételezhetden adszorbealddtak az adott agyag részecskékhez, valoban jelen vannak a
kiiilepedett pelletben. Ennek érdekében az eddig alkalmazott modszereket finomitottam, és
tovabbi 1épésekkel egészitettem ki (7. és 8. szamu melléklet szerint). A kimutatasi vizsgalatokat
ugy végeztem, hogy miutdn az adszorpcids folyamat végbemenet (7. szdmu melléklet C-D
részlet) a feliiliszod fiziologias sooldatot €s a benne 1évo, ki nem iilepedett baktériumokat
pipettaval eltdvolitom, majd a centrifugacsoé aljan 1€v06, az adszorbenst €s a feltehetden a hozza
kotott baktériumokat tartalmazo fazisbol kozvetlentil is mintat vettem, és a részecskékkel egytitt
LB-agar lemezre szélesztem (8. szdmu melléklet H-I részlete). Ahogy a 8. dbra C részlete is
mutatja, a lemezen baktérium telepek fejlddtek, melyek csak gy keriilhettek a lemezre, ha

eldzdleg a részecskekhez voltak kotddve.
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8. abra: Na-Zr 2,5 adszorbens alkalmazasa esetén tapasztalt telepszam valtozas (pirossal jelolve az
adott lemezen szamolt telepek szamat cfu/100 ul-ben). A) kiindulasi telepszamok, B) adszorpcio,
tilepedeés utani telepszam értékek a feliiliiszo fazisbol, C) részecskékhez kotott, részecskekkel egyiitt
kiszélesztett baktériumok altal alkotott telepek szama

Ezen mérés eredményeit a 9. dbra (és a 10. szamu melléklet tablazat) dsszegezi. A grafikonon
minden vizsgalati koriilménynél kékkel jeloltem a kiindulasi sejtszamot, sziirkével a gravitacios
er6 altal eldidézett lilepedését (az adszorbens mentes sejtszuszpenzional), vagy az adszorpciod
okozta sejtkoncentracio valtozast. Sargaval az inkubaci6 (adszorpcid) utan a folyadék fazisban
a sarga oszlopok 0sszeadasabol szarmazik. Amennyiben megfelelden végeztem el a kisérletet,
akkor a leiilepedett, vagy adszorbeéalddott baktériumok szama (sziirke) és a feliiliszoban maradt
baktériumok mennyisége (sarga) vissza kell, hogy adja a kiindulasi sejtkoncentraciot.

Elvégezve ezt az 0sszesitést, majd 6sszehasonlitva a grafikon kék és zold oszlopait, azt kaptam,

E



hogy a két oszlop kozotti kiillonbség 10 %-os hibahataron beliil mozog (kék oszlopon jeldl
hibasav), ami jo egyezésnek szamit. Ezen abra jol szemlélteti azt is, hogy a két alkalmazott
adszorbens koziil az Na-Zr 2,5 bizonyult a hatdsosabbnak (ahogy azt a sziirke oszlop, mint az

adszorbens altal megkdotott baktériumok mennyisége is mutatja).

3,00

N
)
1)

o

2,0
1,5

1,53
2,48 I
1,07
0,04
0,00

o

o

1,0
0,5

Sejt koncentracio [x10° cfu/ml]
o

E. coli referencia Na-CM + E. coli Na-Zr 2.5 + E. coli

M Kiindulasi sejtkoncentracid
Sejtkoncentracio a feliiliszéban
B Adszorbedlddott sejtek mennyisége
B Sejtkoncentracid a feliiliszoban + Adszorbealddott sejtek mennyisége

9. dbra A merési eredmények Osszesitett abrdja

Ezen kisérletsorozat alkalméval vizsgaltam a sejtek adszorbensekhez vald adszorpcids
kotodésének erdsségét is. Ezt ugy végeztem el, hogy miutan az adszorpcido megvalosulhatott
(7. szamu melléklet D-E részlete) a centrifugacsdvekbdl eltdvolitottam a kialakult feliiliszo
fazist, majd a cs6é aljan maradt adszorbens fazisra 1j, steril fizioldgias sdoldatot mértem. A
centrifugacsoveket ezutdn a szokott modon szuszpendaltam, razattam, inkubdltam (8. szamu
melléklet F része), majd a folyadék fazisbol mintat véve vizsgaltam a telepképzd egységek
szamat (8. szamu melléklet G részlete). Az eredmények azt mutattak, hogy sem pipettazassal,
sem razatassal tudtam lemosni szdmolhaté mennyiségli baktériumot az adszorbensekrdl (az itt
kapott telepszamok a kiértékelhetd tartomany alatt voltak, jellemzden 10 vagy annal kevesebb
telepképzo egység volt szamolhat6 az egyes lemezeken). Ez azt jelentette szdmomra, hogy a

sejtek erds adszorpcios kolcsonhatdssal kapcesolddtak az adszorbens felszinéhez.

E



6. Osszefoglalas

Munkdm soran két természetes alapti agyag részecske mikroorganizmus adszorpcios
képességét vizsgaltam. A natriummal telitett montmorillonit (Na-CM) volt a kontroll, mig a
cirkoniumpilléres montmorillonit (Na-Zr 2,5) a tesztelt részecske. Az elévizsgalatok soran
eldszor is meg kellett hataroznom azt az E. coli szuszpenzid sejtkoncentraciot, mely alkalmas
lesz az adszorpcids vizsgalatokban a mintavételezés utdn szamolhatd mennyiségii telep
képzésére LB-agar lemezen. Esetemben ez az 5,92+0,39 ODsoo értékkel rendelkezd,
140,05%10° cfu/ml sejtkoncentracidji starter kultiira esetén a 10%-os higitas volt. Ezutan a
mérések soran (a baktérium és adszorbens kozott) alkalmazott kontaktiddt kellett meghatarozni.
Ehhez figyelembe kellett venni, hogy az alkalmazott kontakt id6 elégséges legyen az adszorpcid
végbemeneteléhez, viszont til hosszi se legyen, mert akkor az idokozben végbemend
sejtosztodassal keletkezd 1) sejtek szama esetleg elfedi az adszorpcié okozta sejtszdm

csOkkenést. Vizsgalataim soran végiil 1,5 éra bizonyult megfelelonek.

Az adszorpcids vizsgalatok kivitelezésekor eldszor teszteltem a sziiréssel valod elvélasztas
lehetdségét, azonban ebben az esetben a szirdmembranon fennmaradt adszorbens alkotta
lepényen nem tapasztaltam telepnovekedést, az sszes baktérium a sziirletbe keriilt. gy arra a
kovetkeztetésre jutottam, hogy az alkalmazott vakuum (~50 Hgmm) altal kifejtett erd a
kialakult adszorpcids kotéseket felszakitotta, tehat az agyag részecskék €s az E. coli sejtek

kotott kialakuld adhézios kdlesonhatas valoszintileg fiziszorpcionak tekinthetd.

A kovetkezd vizsgélati ciklusban péarhuzamosan vizsgéltam az ilepedés, illetve a kis
fordulatszamon alkalmazott centrifugalds alkalmazasanak lehetdségét az adszorpcid utani
»szabad” ¢€s adszorbedlodott baktériumsejtek szétvalasztasara. A gravitacidés erd hatasara
kialakul6 szétvalasnal meghataroztam azt az 1d6t (30 perc), ahol a referenciaként alkalmazott
adszorbens-mentes baktérium szuszpenzidban még nem tapasztalhatd jelentds sejtkoncentraciod
valtozas a kiindulasi sejtkoncentraciohoz képest. fgy a késébbiekben az adszorbens tartalmu
rendszereknél ezen kontakt id0 elteltével tapasztalt sejtkoncentracio valtozast az adszorpcid
megvalosulasanak tekinthettem. Es minél nagyobb volt a kiilonbség a kiindulasi és az
adszorpcid utani sejtkoncentracid kozott, az annal jobb adszorpcids hatékonysagot jelentett. A
kapott eredmények kiértékelésekor figyelembe vettem az adszorbens nélkiili E. coli
sejtszuszpenzié viselkedését, és a kapott eredményeket korrigaltam ennek fiiggvényében. igy

azt a megallapitast tehettem, hogy az altalam tesztelt Na-Zr 2,5 adszorbensnek a jelenlévo

Cu




baktériumok kb. 56 %-at sikertilt adszorbedlni, mig a kontroll (Na-CM) esetében a megkotott

baktériumok mennyisége a kiindulasi sejtszamnak csupéan 30 %-a volt.

A centrifugéldsi vizsgalatok sordn meghataroztam, hogy melyek a legmegfelelobb
koriilmények ezen vizsgéalathoz (1000 rpm 1 perc), azaz ahol centrifugaval torténd fazis
elvalasztas nem lesz nagyobb mértékii, mint amennyi baktérium 6nmagatol letilepszik, ha csak
hagyunk 4llni egy adszorbens mentes E. coli szuszpenziot. Ebben az esetben is a
baktériumszuszpenzié feliiliszdjdban, az adszorpcid elott ¢és utan, tapasztalhatd
sejtkoncentracio valtozas adott valaszt arra, hogy a Na-Zr 2,5 részecske mennyire miikodik
hatékony adszorbensként. Igazoltam, hogy mind {ilepedéssel, mind centrifugéléssal térténd
faziselvalasztassal a folyadék fazisban a sejtkoncentracié kb. 60 %-kal csokkent a kiindulashoz
képest. A Na-CM kontrollnal a centrifugalas soran minimalis mértékii faziselvalasztast sikertilt
elérnem, ami igy nem szolgaltatott reprezentativ eredményt a kontroll részecske adszorpcids
hatékonysdgara vonatkozoan. Ezzel igazoltam, hogy a szakirodalomban korabban alkalmazott
kimutatési eljaras (centrifugalds) nem minden esetben hatékony és nem ad mindig korrekt
eredményt. Ezzel egyidében pedig kidolgoztam egy olyan kimutatasi protokollt, ami az altalam
vizsgalt Osszes részecske esetén jol alkalmazhatd volt és redlis eredményt adott (iilepedéses

szétvalasztas).

Végezetiil az lilepedési vizsgalatokat kiegészitettem tovabbi 1épésekkel, annak érdekében, hogy
az adszorpcioban részt vevd baktérium mennyiséget kozvetleniil is meg tudjam hatarozni.
Ennek érdekében a végsd, az adszorbens részecskéket (és feltételezésemnek megfelelden a
hozzajuk kot6dd baktériumokat) tartalmazo pelletet is mintdztam LB-agar lemezeken. A
pelletbdl ¢és feliiluszobol kapott sejtkoncentraciok oOsszege kozel azonos volt a kiindulasi
sejtmennyiség, ami az adszorpcid utan hidnyzik a feliilisz6 fazisbol, az nem eltiinik a

rendszerbdl, hanem az adszorbens részecskékhez kototten marad a pellet fazisban.

Az elvégzett vizsgalatokbol tehat megallapithatd volt a Na-Zr 2,5 részecske adszorpcios
hatékonysaga koriilbeliil a kétszerese a Na-CM agyag részecske hatékonysagahoz képest, €s
igy megfeleld jeloltje lehet tovabbi adszorpcids vizsgéalatoknak. A tovabbiakban mindenképpen
érdemes lenne a Na-Zr 2,5 részecske mikroorganizmus adszorpcios paramétereinek pontosabb
vizsgalata (adszorpcids hatékonysag valtozésa id0, anyagmennyiség, homérséklet, pH és
esetleg mikroorganizmus fajtdkra (Gram negativ, Gram pozitiv) valo szelektivitas
szempontjabol). Az eddigi méréseket csak egyetlen fajta modell mikroorganizmust tartalmazo

szuszpenzidban végeztem, igy hasznos lenne megvizsgalni azt is, hogy példaul sokféle




mikroorganizmust (és egyéb szerves, vagy szervetlen szennyezdket 1is) tartalmazo
szennyvizmintdk esetében hogyan és milyen hatékonysaggal alkalmazhat6 a Na-Zr 2,5 tartalmu

adszorbens. Ez a feladat is mindenképp részét képezi tovabbi terveimnek.
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Mellékletek

1. szama melléklet
A vizsgalni kivant agyag részecskék elemi dsszetétele

A Na-CM (piros) és a Na-Zr 2,5 (z6ld) agyag alapu részecske elemi 0sszetételét mutatja be az

abra. Az adbrazolt elemanalizis rontgen energia-diszperziv spektroszkopiaval (EDS) tortént [5].
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2. szamu melléklet:
Escherichia coli starter elkészitése (A-C), valamint a kiinduldsi (adszorpcios) baktérium

szuszpenzio létrehozdasa (D)

A
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ora, razatva 160 rpm,
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3. szamu melléklet:

Higitasi sorozat készitése a kiinduldsi baktériumszuszpenziobol

1
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4. szamu melléklet:
A vakuumsziirés folyamatdabrdja
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5. szamu melléklet:
Az iilepedési vizsgdlat folyamatabrdja
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10° higitds készitése 50 ml-es
kipos centrifugacsoben

108

27 ml fizioldgids
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6. szamu melléklet:
A centrifugadlasi vizsgalat folyamatdbrdja
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7. szamu melléklet:

Az iilepités majd ujra szuszpendadlds vizsgalatanak folyamatdabrdja / 1.
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Ulepitése 30 percig fulke alatt
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Ulepitést kivetden 3x 100 pl lemezre
szélesztés
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‘ Lemezek inkubaldsa 37 °C-on egy &jszakan at
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‘ Lemezek inkubaldsa 37 °C-on egy éjszakan at

29 ml feliiluszo eltavolitasa pipettaval steril

centrifugacsdbe mind 3 rendszerbdl

A pellet tovabbi vizsgdlata
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Feliiliszo vortexelése, majd 3x 100 pl lemezre
szélesztés mind 3 fugacsdbdl

‘ Lemezek inkubalasa 37 °C-on egy éjszakan at

‘ Telepek szamoldsa, az eredmények kiertékelése




8. szamu melléklet:

Az iilepités majd ujra szuszpendadlds vizsgalatanak folyamatdbraja / 2.

29 ml steril fiziologias oldat
hozzaaddsa a pellethez

E—l

Inkubalds 37 °C-on razatva 1,5 orat

Inkubalasi ido lejartat kovetden,
3x 100 pyl lemezre szélesztés mind 3
fugacsobal

3x 100 pl lemezre szélesztés
@¥

29 ml feliiliszo ismételt eltavolitasa pipettaval

@

A pelletbdl 3x 100 pl lemezre szélesztés

DD

Lemezek inkubalaa 37 °C-on egy éjszakat

Telepek szamolasa, az eredmények kiértékelése

‘ Lemezek inkubalaa 37 °C-on egy éjszakat

Lemezek inkubalaa 37 °C-on egy éjszakat

Telepek szamoldsa, az eredmények kiértékelése

cfu/ml
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9.

szamu melléklet:

Centrifugdaldas mérési eredményei

Alkalmazott centrifugalasi fordulatszdmok hatasa a centrifugdlas elotti és utani

sejtkoncentraciora adszorbens nélkiili E. coli (referencia) szuszpenzioban.

E. coli szuszpenzio 1000 rpm 2000 rpm 3000 rpm
Kiindulasi sejtkoncentracio
[x 10° cfu/ml| 3,35 3,35 3,35
Centrifugalas utani
sejtkoncentracio 3,17 2,22 1,98
[x 10° cfu/ml]
Szazalékos eltérés 5,37 % 33,73 % 40,89 %

10. szamu melléklet:
Az iilepedés ujra szuszpendalds mérési eredményei

Rendszer E. coli E. coli + Na-CM | E. coli + Na-Zr 2,5
Kiindulasi telepszam
[x 10° cfu/ml| 2,40 £ 0,27 2,25 £+ 0,05 2,26 +£ 0,25
Feliiluszo telepszama
[x 10° cfu/ml] 2,48 + 0,28 1,53 +0,11 1,07 + 0,04
Részecskékhez kotott
telepszam [x 10° cfu/ml] * 0,04 £ 0,02 0,65 £+ 0,06 0,88 +£ 0,13
Feliiluszo telepszama + a
részecskékhez kotott telepszam 2,36 2,40 2,03
[x 107 cfu/ml]
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