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Bacillus thuringiensis szuszpenzio flokkulaltatasa
polielektrolitokkal és tenzidekkel
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1. Bevezetés:

A Bacillus thuringiensis ssp. israelensis (Bti) baktériumokat
sikeresen alkalmazzak szinyog-larvak gyéritésére, sporaja
ugyanis tartalmaz egy fehérje kristalyt (3-endotoxin), mely
a szunyoglarva taplalkozasa kdzben a bélcsatornaba jut, a
kozépbélben aktivizalodik és elpusztitja a szGinyoglarvat!=2,
A szegedi Bay Zoltdn Biotechnologiai Kutatokozpontban
kifejlesztettiik aranylag hig koncentracioban (1-3 x 107 n/ml)
Bti szuszpenziok inkubalasanak feltételeit és modszerét.
Ugyanakkor a szuszpenzi6 kiszerelése és gyakorlati célokra
valé alkalmazasa csak sokkal toményebb szuszpenzidk
esetében lehetséges. Felmeriilt tehdt a hig szuszpenzid
stiritésére alkalmas eljaras kidolgozasa. A sejt-szuszpenziok
koncentralasara mind reagens-nélkiili (szeparacid, sziirés,
ultra-és mikrosziirés), mind reagensek alkalmazasaval
parosult (koagulacio, flokkulacio, flotalas, kromatografia)
moddszereket hasznalnak. Az elébbi modszerek elonye az,
hogy biztositjdk a nativ oldat, ill. sejtanyag tisztasagat.
Ugyanakkor e mddszerek hatékonysaga rohamosan csokken
akolloidrészecskék/sejtek méreteinek csokkenésével, amikor
is nehézségek meriilnek fel a sz{irésnél, centrifugalasnal, stb.
A reagenseket alkalmazo eljarasok elénye: a nagymeértéki
stirités, ennek aranylag kis koltsége és egyszeri technologiai
megvaldsitasa®. Ezek az el6nyok természetesen csak
hatékony reagensekkel valdsithatok meg.

A mikroorganizmus-szuszpenzié  siritésének  sok
problémaja megoldhatd nagy molekulatémegii anionos
és kationos polielektrolitok alkalmazasaval, figyelembe
véve ezen anyagok jelentds flokkulalo (aggregald) hatasat,
felhasznalasuk gazdasagossagat és a biokolloidokra kifejtett
kiméldé, nem-toxikus hatasat. A flokkulacié alkalmazhatd
sejtszuszpenziok slritésére onallé modszerként, vagy pedig
a hagyomanyos eljarasok - sziirés, flotacio, centrifugalas stb.
- hatékonysaganak novelésére.

A makromolekulakkal torténd flokkuldltatds altalanos
torvényszerliségeit és alkalmazasait a biotechnologiaban
az ecgyik szerz6 monografidja ¢és Osszefoglald cikke
targyalja*’. Mint ismeretes™” a flokkulaci6 id6beli
lefolyasat és hatékonysagat szamos tényezd befolyasolja,
ugymint a polimer szerkezete, oldatban felvett méretei,
a makromolekula-szegmesek ¢és a részecskefeliilet
kozotti  kotési  energia, az alkalmazott polimeroldat
toménysége ¢és a diszperzidval valo elegyités moddja, a
polimer molekulatomege, toltéseldjele ¢és toltésstirlisége
(polielektrolitok esetében), az oldat elektrolit-tartalma, a
szilard fazis koncentracidja stb. Ebbdl is lathatd, hogy a
polimerekkel valé flokkulaltatas még szervetlen (élettelen)
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diszperziok esetében is egy igen bonyolult, sok paramétertdl
fiiggd folyamat. Mint ezt szamos esetben kimutattuk*®, a
mikroorganizmus szuszpenziok flokkulaltatdsanak altalanos
torvényszerliségei és mechanizmusa nagyjabol megfelelnek
a szervetlen diszperziokra érvényes torvényszeriiségeknek.
Ugyanakkor az elébbi egy sokkal bonyolultabb folyamat,
mint a szervetlen részecskékbdl all6 szuszpenzidk
flokkulaltatasa Az utébbiakkal ellentétben a sejt - flokkulans
kolesonhatasokat nagymértékben befolydsoljak a sejtek
¢életmiikodése soran keletkez6 sejtmetabolizmus-termékek,
a kornyezo oldat komponensei, valamint a sejtfal allanddan
valtozo felépitése, architekturaja®'°.

1.1. Kutatasunk célja

Nagy térfogatti hig Bti készitmény stritése (kiszerelése) gyors
¢és egyszerii modszerrel, vizoldékony polimerek és tenzidek
alkalmazéasaval. E célbdl részletesen tanulméanyoztuk a
kiilonbozo felépitésii anionos és kationos polielektrolitoknak
(PE) valamint tenzideknek a Bti szuszpenzio sejt-
aggregalodasanak kinetikajara és mértékére kifejtett hatasat
a hozzaadott reagens-mennyiség, a sejttomeg, az adagolas
madja, a polimer-oldat koncentracidja stb. fiiggvényében.

2. Kisérleti anyagok és modszerek

2.1. Bacillus thuringiensis ssp. israelensis torzs

A Bacillus thuringiensis ssp. israelensis (Bti) mikroba palca
alaku, sporas, aerob baktérium!'. Hossza 3-5 um, szélessége
0,5-0,8 pum. A spéra 2-3 pm méreti és ovoid alaku.
Kisérleteinkben kozel 100%-os spoéras Bti szuszpenzidt
hasznaltunk. A Bti baktériumot egy kereskedelmi termékbdl
izolaltuk (VECTOBAC® 12 AS, Valent BioScience Co.,
Libertyville, IL, USA) és T2'? tapoldatban kultivaltuk 72
oran at razotermosztatban (T=34C°; rpm=195). A toérzsoldat
toménysége 1,5x107 n/ml (n-sejtszam), az egységnyi
térfogatban 1év6 €16 sejtek szamat higitassal és szélesztéssel
hataroztuk meg.

2.2. Polielektrolitok

Flokkulaloszerként SNFH528 (Gyarto:SNF S.A.,41 rue
Jean Huss, 42028 SAINT-ETIENNE, CEDEX
01, France), Percol 1697 ¢és DS jelzésti kationos
polielektrolitokat, SNFH149, SNFH57 (Gyartd:lasd
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fent), Magnafloc 156 és Magnafloc 1011 jelzésti anionos
polielektrolitokat (gyartd: Allied Colloids, jelenleg CIBA),
valamint hexadecil-piridinium-klorid kationos, illetve
natrium-dodecil-benzol-szulfonat anionos tenzideket ¢és
ezek elegyeit alkalmaztuk. Percol 1697 az akril-amid és
akrilat kvatener-ammonium s6 kopolimere, molekulatomege
kb. 200.000, t6ltésstirisége 14,9 mmol/g"? A Magnafloc 156
és 1011 polimereket nagy molekulatomegli poliakrilamid
részleges hidrolizisével allitjak eld, a 0,5% toménységl
oldat viszkozitasa megfeleléen 1,0 Pa.s és 1,2 Pa.s (Allied
Colloids adat). A gyartotol kapott informaciok szerint az
SNFH 57,528 és 149 jelzést polielektrolitok magas, nagyon
magas ¢és ultra magas molekulatomegii poliakrilamidok,
akrilamid kopolimerek akrilsav szarmazékkal. A 0.5 %-os
anionos polielektrolit oldat viszkozitasa 0,5-0,7 Pa.s értékek
kozott mozog. Az anionos mintak szabad monomer tartalma
kevesebb mint 250 ppm, a kationosnal kevesebb mint 1000
ppm. Jelenleg érvényben 1évé rendeletek szerint nincs
veszélyességi besorolasuk.

Flokkulalészerként alkalmaztunk tovabba anionos (natrium-
dodecil-benzol-szulfonat - NaDS) és kationos (hexadecil-
piridinium-klorid - HPyC és cetil-trimetil-ammonium-
bromid - CTAB) tenzidek 0,1 % oldatat.

2.3. PDA-2000 Diszperzié Analizator

A flokkulacios méréseket dinamikus feltételek mellett PDA-
2000 részecske-méret analizisére alkalmas berendezéssel
(Rank Brothers Inc, Anglia) végeztiik a * '* tanulmanyokban
leirt médon. A miiszer miikddési elve roviden a kdvetkezo.
Az atlatsz6 flexibilis cs6von athaladd szuszpenzid egy
kis térfogataban (jellemzéen 1 mm?®) 1évé részét egy sziik
fény-nyalabbal merdlegesen vilagitjak meg. A szuszpenzion
athalad6 fény-fluxus értékét érzékeny foto-detektor
regisztralja, amely a fényjelet elektromos jell¢é alakitja at. A
fényjel egy nagy, az athalado6 fény atlag-intenzitasat, azaz a
szuszpenzio zavarossagat jellemzo6 allando fluxusbol (dc), és
egy, a megvilagitott zonaban megjelend részecskék szamat
jellemz6 fluktuald fluxusbol (ac) tevodik 6ssze. Kimutattak®,
hogy a fluktualoé jel négyzetes atlaga négyzetgyokének
értéke (RMS) ardnyos a részecskék darabszdm szerint
jelentdsen novekednek az aggregalodas kezdetével ¢és
csokkennek a folyamat végzetével. A kijovo jel mutatja az
RMS ¢és az RMS/dc arany értéekét is. Mindkettd alkalmazhato
az aggregalodas mértékének jellemzésére.

A PDA-2000 miszer korai informacidval szolgal a
rendszerben lejatszodd aggregalodasi folyamatokrdl, akar
mar masodpercek elteltével a reagens szuszpenzidhoz
vald hozzaadasa utan. Az abrakon bemutatott RMS értékek
altalaban harom mérés eredményének az atlaga.

3. Eredmények
3.1. A flokkulacié kinetikaja

A flokkulacio mértékét, melyet az RMS értékkel
jellemeztiink, altalaban a polimer-oldat szuszpenzidhoz vald
(allando keverés melletti) hozzaadasa utan 4-6 perc elteltével

mértiik. Fontos volt megallapitani, hogy ez az idétartalom
elegend6-e egy kvazi-stabil, idében mar lényegesen nem
valtoz6d allapot elérésére, azaz reprodukalhatd aggregaciod
— mértékek meghatarozasara. A méréseket egy cirkulald
rendszerben valositottuk meg, a RMS értékeket 12
masodpercenként  regisztraltuk. Ezzel a mddszerrel
részletesen tudtuk kovetni a flokkuldcié idébeli lefolyasat.
Az 1. abra adataibdl lathato, hogy a flokkulacido mértéke
a polimer-oldat hozzaadasa utani 1-7 percben nagyjabol
allando értéket mutat, csak ezutan kezd csokkenni az RMS
értéke, ami a nagyméretli flokkulumok (szabad szemmel is
lathato) kiiilepedésével magyarazhato.
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1. Abra. Higitott (1: 20) Bti szuszpenzi6 flokkulaciojanak kinetikaja 10
2/10"sejt SNFH 528 kationos polimer jelenlétében. A flokkuléltatast
0,1 % oldattal valositottuk meg. Itt és a tovabbi abrakon az RMS érték a
flokkuléacié fokat jellemzi.

Az éllandd6 RMS értékkel jellemezhetd tartomanyban az
aggregatumok (flokkulumok) elérik maximalis nagysagukat,
amely nyilvanvaléan a keverés intenzitdsanak ¢és a
flokkulumok stabilitdsanak, szilardsaganak fiiggvénye. A 0
és 1 perc kozotti tartomanyban a RMS értéke rohamosan nd.
Ennek oka valoszintileg az, hogy az ellentétes toltéseldjelin
kationos polimer gyors adszorpcidja kdvetkeztében a sejtek
titk6zésének hatékonysaga jelentdésen novekszik, ami az
aggregalodas kezdetéhez vezet. Erdekes modon a flokkulacio
kinetikai gorbéjén nem figyelhetdé meg jelentds kezdeti lag-
szakasz, melyben az aggregacidé mértéke nem vagy csak alig
novekszik, mint ez jellemzd szervetlen anyagok (kaolin,
szilicium-dioxid stb.) diszperzidinak polielektrolitokkal
torténd flokkulaltatasa esetében'.

A PDA-2000 miszer érzékeny mérési tartomanya az 1,00
és 4,00 RMS értékek kozott van. A flokkulacids kisérletek

s

e

kifejtett hatasanak vizsgalata, hogy az effektusok a fenti
RMS tartomanyban jol mérhetdk legyenek. E célbdl az
1,5.107 csira/ml kiinduld tapoldatbdl tizszeres, husszoros,
harmincszoros, negyvenszeres, Gtvenszeres €s SzAazszoros
higitasi szuszpenzidkat készitettlink és meértiik ezek
fényszorasat. A 2. abran lathato, hogy a kisebb higitasu
oldat alapzavarossaga elég nagy ¢€s a flokkulans - hozzdadas
kovetkeztében fellépd RMS ndvekedése nem mérhetd elég
sz¢les tartomanyban, igy a mérések tobbségét 50x higitasn
(€16 csiraszam 3.10° n/ml) szuszpenziokkal végeztiik,
melyekben jol mérhetdk az alapzavarossag €s a reagens altal
kivaltott effektusok.
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2. Abra. Bti szuszpenzidk fényszorasanak (RMS) fiiggése a diszperzio
higitasanak mértékétdl

Az is megfigyelhetd, hogy a tapoldat-koncentracio és az
RMS értékek kozott nincs egyenes Osszefliggés, ami a
(reagenst nem tartalmazd) toményebb sejt-szuszpenzidban
fellépd aggregalodassal hozhaté Osszefiiggésbe. Ezért
minden mérés-sorozat elétt meghatdroztuk a vizsgalando
sejt-szuszpenzidé (viszonyitasi alapul szolgalo) RMS
értékét.

Tanulmanyunkban  kiillonb6zo kationos ¢€s  anionos
polielektrolittal végeztiink vizsgélatokat, majd részletesen
tanulmanyoztuk a leghatékonyabbaknak bizonyult mintdk
altal kivaltott flokkulaltatas torvényszeriiségeit. Az irodalmi
adatok szerint a mikroorganizmusok leghatasosabb
flokkulalo-  szerei a  kationos polielektrolitok*#1°,
kutatasunkban is ezeknek szenteltiik a legnagyobb figyelmet.
A 3. abran mutatjuk be 50x higitasu, azaz 3.10° sejt/ml
tartalmit Bti szuszpenzi6 SNFHS528, Percol 1697 és DS
jelzésh kationos polielektrolitok 0,01 % oldata adagolasaval
megvalositott flokkulaltatas eredményét.
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3. Abra. Higitott (1:50) Bti szuszpenzi6 RMS értékének fiiggése a
hozzaadott kationos polimer mennyiségét6l. A flokkulaciot 0,01%
polimer-oldatokkal valositottuk meg.

Lathatd, hogy a hozzaadott reagens mennyiségének

novelésével az aggregacio mértéke eldszor novekszik,
majd csokken, azaz a hig diszperziokra jellemzé klasszikus
viselkedés figyelhetd6 meg: kis koncentracioknal a
nagy molekulatomegii flokkulans érzékenyitd, jelentds
mennyiségekben pedig stabilizalo hatast fejt ki. Az
SNFH528 és DS mintak csak a flokkulacios maximumhoz
viszonyitva mutatnak részleges stabilizaciot. A flokkulacio
mértékével aranyos maximalis RMS értékek néhany g/100
milliard sejt reagens - koncentracioknal figyelhetok meg, ami
Osszhangban van E. Coli és mas sejt-szuszpenziokban mért
optimalis flokkulaciot el6idéz6 polimer koncentraciokkal*>*
10, A nagy toltéssiirliségii Percol 1697 jelzésti kationos
polielektrolit, melynek adszorpcios affinitdsa a negativ
toltésti sejtfeliilethez valosziniileg a legnagyobb, mar 1-2
2/100milliard mennyiségben is jelentds flokkulaciot idéz
elé. Ugyanakkor a flokkulacios zona szélessége ebben
az esetben meglehetésen kicsi. Hatékonyabb reagensnek
bizonyult az SNFH 528 minta, itt az aggregalodas mértéke
nagyobb ¢és flokkulacids tartomany is szélesebb. A kationos
DS minta flokkulaltatd képessége az el6bbi két mintahoz
viszonyitva lényegesen gyengébb. Nyilvanvalo, hogy a
kationos polimerek flokkulacio képessége elsésorban a
makroionok pozitiv és a sejtfal negativ toltései kozott
fellépd elektrosztatikus  kolcsonhatasok  kovetkeztében
fellépd adszorpcidoval van Osszefiiggésben. Ugyanakkor
az aggregacid mechanizmusa ellentétes toltéseldjeldt
polielkrolitokkal nem feltétleniil tisztan elektrosztatikus,
azaz nem csak a feliileti toltések semlegesitésének
eredménye’. Merevlanct PE esetében az emlitett
tényez6 mellett jelentds szerepet jatszhat a flokkulacio
hidk&téses mechanizmusa is, mint ezt megfigyeltiik E.coli
szuszpenziok merev- vazu poliszacharidokkal (kitozan és
szarmazékai) torténé flokkulaltatisa soran®®. A makro-lanc
hajlékonysagatol (rigiditasatol) fiiggden tehat az aggregacio
kiilonbdz6 mechanizmusai dominalnak.

Megfigyeléseink szerint szdmos anionos polielektrolit is
aranylag jol aggregalja a Bti sejteket, mint ez a 4. abra
adataibodl jol kovethetd. A vizsgalt négy anionos polimer
(SNFH 149, SNFH 57, Magnafloc 351 és Magnafloc
1011 jelzésti mintak) koziil az elsd minta bizonyult a
leghatasosabbnak.

2.4 - —O— Magnafloc 1011
—l— Magnafloc 351

2,2 —A— SNFH57
—@— SNFH149
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4. Abra. Higitott (1:50) Bti szuszpenzi6 RMS értékének fiiggése a
hozzaadott anionos polimer mennyiségétol. A flokkulaciot 0,01% polimer-
oldatokkal valdsitottuk meg.
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A kisérleteket 3.10° sejt/ml toménységli szuszpenzidval €s
0,01 % polielektrolit-oldattal végeztiikk ugyanolyan médon,
mint a kationos polielektrolitok esetében. Itt is a klasszikus
viselkedés - kis polimer-toménységeknél aggregalddas,
majd jelentds reagens-koncentracioknal a diszperzio tjboli
stabilizacidja - figyelheté meg. Feltételezhetd, hogy a
sejtfal mozaikszerti szerkezete, ahol pozitiv és negativ
toltésti funkcios csoportok valtjak egymast, lehetéséget
teremt az anionos szegmensek kotddésére is a feliilethez.
Mivel a pozitiv funkciés csoportok szama a sejtfeliileten
aranylag kicsi (Iényegesen kisebb, mint a negativ funkcios
csoportok koncentracidja), igy az anionos PE csak kisszamu
kotéssel kapesolodik a sejtfeliilethez, és ilymodon a kevéssé
deformalt, jelentés kiterjedésli adszorbealt makro-anion
képes hidkotéses mechanizmus révén 6sszekotni, aggregalni
tobb bacillus-sejtet. A sejtfeliilet és polielektrolit-szegmesek
kozotti hidrofob kolesonhatasok is szerepet jatszhatnak az
adszorpcios réteg kialakulasaban.

A tovabbiakban részletesen vizsgaltuk a szuszpenzid
polielektrolitok hozzaadasaval torténd flokkulaltatasanak
torvényszerliségeit.

3.2. A szuszpenzié toménységének hatasa

Ennek tanulmanyozasara kiilonb6z6 higitasu szuszpenzidt
flokkuldltattunk az igen hatékonynak bizonyult (2. &bra)
SNFH 528 jelzésti kationos polielektrolit 0,01 % oldataval.
Mint az 5. abran feltiintetett eredményekbdl lathatd, a
toményebb  szuszpenzidk maximalis
kevesebb polimer sziikséges és ez a kevesebb polimer
nagyobb mértékli (nagyobb RMS értékkel jellemezhetd)
aggregaciot valt ki.

5

w >

N

fényszoras (RMS)

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10
C,.g/10 " sejt
5. Abra. Kiilonboz6 higitast Bti szuszpenziok RMS értékének fiiggése a
hozzaadott kationos polimer mennyiségétol. A flokkulaciot 0,01% SNFH
527 oldattal végeztiik.

A sejtszam csokkenésével a flokkulacid mértéke csokken,
de a destabilizacids zona kiszélesedik. Tehat, minél nagyobb
a sejtek koncentracioja, annal kisebb makromolekula-
mennyiség (¢és feltehetden adszorbealt polimer-mennyiség)
sziikséges a hatékony aggregacio eléréséhez (I. tablazat).
Hasonlé megfigyeléseink voltak polisztrol-latex €és mas
szervetlen szuszpenziok flokkulaltatasanak vizsgalata

soran kationos ¢és nemionos polimerekkel'>!¢, Az 1.
tablazat a kiilonbozé toménységli szuszpenziok maximalis
flokkulalasat kivalto polimer mennyiséget mutatja be
ugyanazon sejtszamra (100 milli6) vonatkoztatva.

I. Tablazat: Kiilonboz6 toménységli Bti szuszpenziok maximalis

o Optimélis Maximalis flokkul4ciot
Higitas ~ OQs74m polimer ¢lidéz6 PE-mennyiség
(n/50ml) tartalom (mg/ e
50ml) (mg/100 millio sejt)
50 x 150x 107 1 6,7
40 x 1.87x10" 035 1.9
30 x 250x107 02 0.8
20 x 375x 100 0,075 02
10 x 750x 107 0,05 0,07

A 3.10° sejt/ml toménységli szuszpenziotdl vald atmenet
az 1,5.10° sejt/ml szuszpenzidig az optimalis flokkulaciot
kivaltd6 PE mennyiség 6,7 mg/10® sejt -t6l 0,07 mg/10®
sejt-ig, azaz igen jelentdsen csokken. Ez valoszintlileg a
flokkulacié kinetikai aspektusaval van 0Osszefiiggésben:
a szuszpenzid toménységének ndvekedésével a sejtek
itkozésének gyakorisaga és ennek folytan az adszorbealt
polimer altal eléidézett aggregacio mértéke jelentésen
novekszik. A gyakoribb iitkdzések kovetkeztében az oldatba
bevitt polimer gombolyagoknak (lancoknak) kevesebb id6
all rendelkezésre, hogy a feliilettel valo kontaktus utan ezen
szétteriiljenek, felvegyék egyensulyi konformaciojukat. fgy
a toményebb szuszpenzioban a (hatékonyabb) flokkulaciot
kevésbé  deformalt, valdszinlileg nagyobb  méretli
makromolekuldk idézik eld, mint hig rendszerekben, ahol a
ritkabb iitkozések eredményeként a polimer molekuldknak
a deformalddasra, konformacio-valtozasra tobb i1d6 all
rendelkezésiikre. Az utdbbi esetben a gyengébb flokkulécid
a jobban deformalt, a feliilethez tobb kotésponttal kotédo,
vékonyabb adszorpcids rétegek képzddésével magyarazhato.
Hasonlo 0Osszefliggéseket figyeltink meg a szuszpenzio
SNFH 149 ¢és SNFH 57 jelzésti anionos polielektrolittal

megvalositott flokkulacidja soran is (6. abra).
4.4
3,9
34 —&— 1:100

—— 1:50

2
9 —aA— 1:20

2,4
1,9

fényszoras (RMS)

1,4

0.9 g g

0,4

0 5 10 25 30 35

15 20
C,, g/10 " sejt
6. Abra. Kiilonboz6 higitasu (feltiintetve) Bti szuszpenzio RMS értékének
fliggése a hozzaadott anionos SNFH 57 polimer mennyiségétél. A
flokkulaci6 0,01% oldattal tortént
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3.3. A polimer adagolasi modjanak hatasa

Ismeretes®’, hogy a polimerek flokkulaltatdo hatasat
novelhetjikk ugy is, hogy a polimert nem egy, hanem két
egyenld vagy tobb részletben adagoljuk a diszperzidhoz.
Az ismert irodalmi adatok szervetlen szuszpenzidk
flokkulaltatasara vonatkoznak. Fontosnak tiint meghatarozni,
novelheté-e a sejt-szuszpenzid aggregalddasanak mértéke,
ha a reagenst szakaszosan vissziik be a rendszerbe. A 7.
abra als6é gorbéje a rendszer RMS értékének valtozasat
mutatja be a bevitt SNFH 528 jelzésti kationos polimer
hozzaadasa feltételnél, mig a fels6 gorbe a poliektrolit két
egyenld (a masodik részletet az elsé utan 5 perc elteltével
vittiik be) részben megvaldsitott adagolasa altal eléidézett
valtozasokat illusztralja.

2,9 7 —&— egyszerre
adagolva

2.4 | —l— két részben
adagolva

fényszéras (RMS)
©

0 2 4 6 8 10
C,, g/10" sejt

7. Abra. Higitott (1: 50) Bti szuszpenzi6 kationos SNFH 528 0,01%

oldataval megvalositott flokkulacidja mértékének (RMS) fiiggése a

hozzaadott polimer mennyiségétdl a polimer-oldat kétféle adagolasi

modjanal.

Lathaté, hogy azonos térfogati kationos polielektrolit
oldat adagoldsa azonos térfogatu szuszpenzidhoz nagyobb
hatast fejt ki, ha a polimer-oldatot két részben adjuk a
szuszpenziohoz. Nemcsak a flokkulacid6 mértéke lett
nagyobb, hanem a maximalis flokkulaci6 eléréséhez is
kevesebb polimer mennyiség sziikséges. A hatékonyabb
flokkulalas oka az lehet, hogy az els6 polimerrészlet bevitele
utan képzddott flokkulumok a madsodik adaggal bevitt
makromolekulak hatasara tovabb aggregaldodnak, azaz a
flokkulaciés folyamat két 1épcsében jatszodik le. El6szor
csak kis flokkulumok képzddnek, majd ezek nagyobb
aggregatumokka egyesiilnek. A masodlagos aggregatumok
joval nagyobbak, mint az elsddlegesek ¢€s ez nagyobb RMS
értekek megjelenésében tiikrozodik (7. dbra).

Megjegyzendd azonban, hogy a polimer részletenkénti
adagoldasa nem minden esetben eredményez hatékonyabb
flokkulalast!’, a megfigyelést a szerz6k nem magyaraztak.

3.4. A polimeroldat koncentraciéjanak hatiasa
Gyakran az alkalmazott polimeroldat koncentracidja is

befolyasolja a részecskék aggregalasanak mértékét'®. Ennek
hatasat SNFH 528 jelzésii kationos polielektrolit 0,1 %

és 0,01 % oldataval megvalositott flokkulaltatds soran
vizsgaltuk. A toményebb 0,1 % polimer-oldat nagyobb
flokkulaltato hatast valtott ki a Bti szuszpenzidban a kiindulo
tapoldat mind Otvenszeresen higitott, mind husszorosan
higitott mintajaban (8-9 abra).

2,4 -
—®— 0.01%SNFH528

—— 0.1%SNFH528

2,2 -

N
[=)

fényszoras (RMS)
> o

N
N

1,2 ‘ : ‘ ‘ : ‘ ‘

0 2 4 6 8 10 12 14
C,, 9/10"" sejt

8. Abra. 1:50 higitast Bti szuszpenzio RMS értékének fiiggése a hozzaadott

SNFH 528 kationos polimer mennyiségétél 0,01 % és 0,1 % oldatokkal

megvaldsitott flokkulacio esetében

54 -
49 | —4— 0.01%SNFH528
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Q 44
x
o 3,9 7
O
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N 3,4 1
>
\C
229
2,4
1,9 T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4
G, 9/10" sejt

9. Abra. 1:20 higitasu Bti szuszpenzié RMS értékének fiiggése a
hozzaadott SNFH 528 kationos polimer mennyiségétél 0,01 % és 0,1 %
oldatokkal megvalositott flokkulacié esetében

crer

a toményebb 7,5.10° sejt/ml szuszpenzid esetében. Ennek
az oka egyértelmiien nem tisztazott. Feltételezhetd, hogy
a tomény polimeroldatban nagyméretii asszocidtumok,
szupramolekula-struktirdk képzddnek és ezek kotddése,
adszorpcidja a sejtfeliileten hatarozza meg az aggregalodas
mértékét. Elképzelhetd az is, hogy a koncentralt(abb)
oldatban a polielektrolit toltései jobban le vannak arnyékolva,
a makromolekula nagyobb mértékben van begombolyodva
és ennek kinyulasa, szétteriilése a sejtfeliileten, illetve
toltéseinek hozzaférhetdsége, kolcsonhatasa a feliilet
toltéseivel megnehezitett, s ennek kovetkeztében a gyakori
itkozésekkel jellemezhetd szuszpenzidban a flokkulalt
allapotot a kevésbé deformalt, kisszamua kotésponttal
rendelkez6 (nagyobb kiterjedésii, azaz nagyobb flokkulaltatd
hatassal bird) adszorbealt makromolekulak hozzak 1étre.
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3.5. Bti szuszpenzi6 flokkulaltatisa tenzid oldatokkal
és tenzid elegyekkel

Sejtszuszpenziok flokkulaltatasa elérhetd kationos tenzid-
oldatok adagolasaval is. Mint a 10. abra adataibol lathato,
hexadecil-piridinium-klorid 0,1 % oldatanak ndvekvd
mennyiségben vald adagoldsa - a polimeroldatokhoz
hasonldéan - a Bti szuszpenzi6 RMS értékeinek, azaz a
flokkulacidé mértékének névekedéséhez, majd csokkenéséhez
vezet.

—&— 1:50
2,9 1 —m—1:40
@ —A—1:20
%24 4
(7]
~©
S
N1,9 4
>
c
o
1,4
0,9 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Ctenzid ’ g/1 010 sejt

(RMS) a hozzaadott hexadexil-piridinium-klorid mennyiségétél. A
tenzid-oldat koncentracidja 0,1 %

A fent leirtakhoz hasonléan a toményebb szuszpenzié
és ez a kevesebb tenzidoldat az adott koncentracional
egyre nagyobb flokkulacios hatast fejt ki. Az optimalis
aggregaciot kivaltd tenzid-koncentracid nagysagrenddel
nagyobb (néhany g/10 milliard sejt), mint a hasonl6 effektus
eléréséhez sziikséges polielektrolit-mennyiség (néhany
g/100 milliard sejt). A kationos tenzid flokkulaltaté hatasa
nyilvanvalbéan a pozitiv toltésti molekuldknak a sejtfeliilet
negativ  toltésli részein megvaldsuld adszorpcidjaval
magyarazhatdé. Varatlan moddon az anionos natrium-
dodecil-benzol-szulfonat (NaDBS) adagolasa is el6idézte
valészintlileg a negativ toltésti ionoknak a mozaikszer(i
sejtfeliileten talalhatd pozitiv toltésti funkcids csoportokkal
vald kolcsonhatasaval hozhato 6sszefiiggésbe.

A flokkulaltaté hatas jelentésen novelheté kationos és
anionos tenzid- oldatok egymas utani adagolasaval. Mint
a 11. abra fels6 gorbéjébdl lathatd, ha a szuszpenzidhoz
elészor 0,1 % natrium-dodecil-benzolszulfonat oldatot,
majd 5 perc elteltével ugyanolyan mennyiségt szintén 0,1%
hexadecil-pridinium-klorid oldatot adunk, az individualis
komponensek altal kivaltott hatdshoz viszonyitva jelentds
RMS érték-, azaz aggregacié mérték-novekedés figyelhetd
meg. A tenzidek flokkulaltatd hatasa jol értelmezhetd
a sejtek elektrokinetikai potencidljanak valtozasaval
tenzidek jelenlétében. Ezt a Kassai Miiszaki Egyetem
Eljarastechnikai ¢és Kornyezetvédelmi Tanszékén 1évo
(Doppler-effektuson alapuld) ZetaPlus, Brookhaven Inc,
USA, miiszer alkalmazasaval hataroztuk meg, amely
lehetéséget nyujt a C-potencial sejtenkénti megoszlasanak

—l— Na-dodecil- benzol-szulfonat
—&— Hexadecil-piridinium-klorid

I e e Tk

a

fényszéras (RMS)
w IN
w IN I3
| | |

w

2,5
2 T T T 1
0 1 2 4
Ctenzidv g/1 011 Sejt
11. Abra. Higitott (1:20) Bti szuszpenzié RMS értékének fiiggése
a hozzaadott anionos és kationos tenzid, illetve ezek 1:1 elegye
mennyiségétdl. A flokkulaciot 0,1 % oldatokkal végeztiik.
—a— IaDs
40
— CTAE
o ] —4NaDS+CTAB
E 20
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=
= .
g-. 15
- -10 4
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B 20 S
-50 1
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12. Abra. Higitott (1:50) Bti szuszpenzi6 C-potenciajanak valtozasa a
hozzéaadott tenzid- mennyiség fliggvényében.

nagy pontossagu mérésére is. A kapott adatokat a 12. abran
tiintettiik fel. Lathatd, hogy a Bti sejtek (-potencial értéke —23
mV, a negativ zéta - potencial abszolut értéke anionos tenzid
hozzaadasa soran valamelyest, kb. —34 mV-ig ndvekszik,
majd jelent6s tenzid-tartalomndl ismét (-25-26 mV-ig)
csokken. Az elektrokinetikai potencial novekedése kdzvetve
a NaDBS sejtfalon megvalésuldé adszorpcidjara utal,
melynek kovetkeztében novekszik a feliilet hidrofobitasa,
és igy elképzelhetd, hogy a sejtfeliiletek kozott fellépd
hidrofob kolcsonhatasok (vonzoéerdk) tulkompenzaljak a
felillet negativ toltéseinek taszitasat, ami az aggregacid
kismértékli ndvekedésével parosul (11. abra). A cetil-trimetil-
ammonium-bromid (12. abra) és hexadecil-piridinium klorid
a sejtek negativ (-potencialja jelentésen csokken, majd
attoltés utan a pozitiv C- értékek novekednek. A (-
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potencial abszolut értékének csdkkenése a feliileti toltés és
potencialcsokkenés kovetkezménye, tehat ebben az esetben
a sejtek neutralizacios aggregalddasanak mechanizmusrdl
beszélhetiink. Ugyanakkor - hasonléan a szervetlen
diszperziokban megfigyeltekhez'® - a sejtek maximalis
tenzid-koncentraciock nem esnek egybe, nagymértékii
aggregacio mar kis negativ (-potencial értékeknél (kb.
-5 -6 mV) is megfigyelhetd. A kationos és anionos tenzid-
oldatok egyiittes hatasa altal eléidézett jelentds flokkulaciot
jol magyarazza a két tenzid jelentés negativ C-potencial
(abszolut értékeit) csokkentd, illetve pozitiv - potencial
noveld hatdsa, melynek mértéke meghaladja az individualis
kationos tenzid hatasat (12. abra).

A 11. ¢és 12. abrdak adatainak Osszehasonlitdsa azt
mutatja, hogy korrelaci6 figyelheté meg a tenzideknek és
tenzidelegyeknek a sejtek elektrokinetikai potencialjara
¢és aggregalodasanak mértékre kifejtett hatasa kozott. Ez
a pozitiv toltési tenzidek altal eldidézett aggregalodas
elektrosztatikai mechanizmusanak jelentds szerepére utal.

Jelentés kiilonbségek figyelheték meg a tenzidek vagy
polielektrolitok altal eldidézett iiledékek (flokkulumok)
tulajdonsagai kozott. Az elébbick hozzaadasa soran
keletkezett csapadék kistérfogat, tomor, latszolagosan
sima hatarfeliiletli, jelentés mennyiségli vizben ujra
diszpergalhat6. A polimerek jelenlétében képzddott
flokkulumok nagyméretiieck, lazdk, egyes esetekben
fonalszer(iek, nem-rediszpergalhatok.

A kationos PE-anionos tenzid vagy anionos PE-kationos
tenzid elegyek bizonyultak a legnagyobb hatasfoka
flokkulalé szereknek. Azilyen, megfeleld 6sszetétell elegyek
adagolasa a sejtszuszpenzid pillanatszer(i kicsapodasahoz,
nagyméretll “tiroszert’” tledék keletkezéséhez vezet,
amelyet rediszpergalni csaknem lehetetlen. Az aggregalodas
mértéke olyan nagy ¢s a folyamat olyan gyors, hogy ezt a
PDA miiszerrel kdvetni lehetetlen.

4. Osszefoglalas

Atfolyasos rendszerben végzett fényszorasos modszerrel
kimutattuk, hogy Bacillus thuringiensis ssp. israelensis
szuszpenziok jol flokkulaltathatok kationos és anionos
polielektrolit-oldatok hozzaadasaval. Tehat a megfeleld
vizoldékony polimerek alkalmasak az iparilag kultivalt hig
szuszpenzio slritésére, ami elengedhetetleniil sziikséges
e szunyoggyéritd, kornyezetbarat baktérim gyakorlati
alkalmazasa szempontjabol. A makromolekulak és
sejtek kozotti 1-2 perc id6tartalmtit kontaktus elegendd a
polimeroldat maximalis aggregalo hatasanak kifejtéséhez,
¢és a kontaktus iddtartalmanak novelése kb. 7 percig nem
valtoztatja meg a flokkulacié mértékét.

A maximalis flokkulacidhoz sziikséges polimer-mennyiség
- ami néhany tized g/10° sejt és néhany g/10' sejt
értekek kozott mozog - a szuszpenzid toménységének
novelésével jelentdsen csokken. Ezt a flokkulacio kinetikai
torvényszerliségeivel hoztuk 6sszefiiggésbe.

A polimeroldat két egyenld részben megvaldsitott adagolasa,

sty

noveli a reagens flokkulaltato hatasat.

A sejtszuszpenzio jol flokkulaltathatd kationos tenzidekkel,
illetve kiilondsen jo hatasfokkal kationos és anionos tenzid-
elegyek alkalmazasaval. A tenzidek és elegyeik flokkulaltato
hatasa ¢és a sejtfeliilet {-potencialjara kifejtett hatasa kdzott
korrelaci6 figyelheté meg. Anionos PE-kationos tenzid
¢és kationos PE-anionos tenzid elegyek a sejtszuszpenzid
igen hatékony flokkulalo szerei, hozzaadasuk rosszul
oldodo iiledék formajaban azonnal kicsapatja a
sejteket. A Bti szuszpenzidé poliektrolitokkal torténd
flokkulaltatasa- egy igen bonyolult, Osszetett folyamat,
melynek torvényszeriiségei a mozaikszerli sejtfalhoz
kapcsolodo mind pozitiv, mind negativ toltési makroionok
kapcsolddasaval, a polimeradszorpcid és sejt-aggregalodas
kinetikai aspektusaival, valamint az aggregalédasban
szerepet jatszo polimer-hidkotés és feliileti toltés-csokkenés
figyelembevételével magyarazhatok.
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Flocculation of Bacillus thuringiensis ssp. israelensis
(Bti) suspensions by polyelectrolytes and surfactant
solutions.

By measuring the intensity of the scattered laser beam in a
flowing system it has been shown that dilute suspensions of
Bti bacteria (that are cultivated by microbiological method)
can be effectively flocculated and concentrated using different
cationic(SNFH528, Percol 1697 and DS grade) and anionic
(SNFH 149, SNFH 57, Magnafloc 351 and Magnafloc 1011)
polyelectrolytes that is necessary for its formulation and use
as anti-mosquito agent. Is has been shown that maximum and
constant (within 7-8 minutes) degree of aggregation can be reached
within 1-2 minute contact of added macromolecules with cells,
and the optimum flocculant dosage necessary to reach maximum
degree of flocculation substantially decreases with increasing the
suspension concentration and it ranges between several tenth of
mg polymer/100 million cell to several mg polymer/100 million.
This feature is explained by the influence of kinetics factors and
adsorbed polymer layer structure on the efficiency of flocculation.
It is also shown that adding the optimal polymer dosage in two
equal portions enhances the flocculation activity of the flocculant

compared to one-step addition, and the more concentrated (0.1
%) polyelectrolyte solution possess higher flocculation efficiency
compared to the more diluted one (0.01%). We have found that
Bti cells can be aggregated by cationic surfactants and, with
especially good effect, using cationic-anionic surfactent mixtures.
A correlation between the flocculating efficiency of surfactants and
their effect on the zeta-potential of the cells is observed. Anionic
PE- cationic surfactant and cationic PE-anionic surfactant mixtures
have shown to be extremely powerful flocculants for the cellular
suspension, their addition results in an immediate formation of
compact precipitates of cells. Flocculation of cellular suspensions
by polymers is a complicated process that can be explained by
adsorption of negatively or positively charged macroions on
the cell surface with mosaic structure having both positive and
negative functional groups, taking into account the kinetics of
polymer adsorption and kinetics of aggregation of cells having
adsorbed polymers as well as the possible charge neutralization
and polymer bridging mechanisms.
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