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Bevezeto

A kornyezetlinket szennyezd vegyi anyagok bioldgiai hozzaférhetésége és a hozzaférhetség
kornyezeti kockéazatra gyakorolt hatdsa olyan sokrétli probléma, melynek megolddsa a
kornyezetvédelemben rendkiviili jelentdséget kap. Ma még keveset tudunk a hozzaférhetdség és a

kockézat kozotti sszefliggésekrol.

A szennyezOanyagok valodi mennyisége, analitikai mérésekkel meghatarozhato, feltarhato
mennyisége, valamit az él6 szervezetek szaméra hozzaférheté mennyisége eltér. Minél nagyobb ez
az eltérés, anndl inkabb befolyasolja a kockazatcsokkentés lehetéségeit, modjat €s ami meghatirozo
lehet, a koltségét. A koltség hatékony kockazatcsokkentés lényege, hogy a szennyezdanyagok
szintjét a kockazatos szint ald kell csokkenteni, a kockazatos szintet viszont a karos hatds hatarozza

meg, ami pedig egyértelmiien fligg a bioldgiai hozzaférhetéségtol.

A kockazatfelmérés josaga és a kockdzatmenedzsment sikere tehat alapvetden fiigg attél, hogy meg
tudjuk-e becsiilni, ki tudjuk-e mérni a szennyezdanyagok bioldgiailag hozzaférhetd héanyadat
azokban a kornyezeti elemekben és fazisokban, ahova terjedésiik sordn keriilnek és amelyeket az

ember vagy az 0koszisztéma hasznal és azokban az élelmiszerekben, amelyeket fogyasztunk.
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Valodi koncentracid

1. abra: A biologiai, kémiai és valédi koncentracid viszonya
A kémiai analizissel meghatdrozhaté koncentracido elegendd lenne, hiszen a bioldgiailag
hozzaférhetd altalaban kisebb, azonban ez nem igy van, az €16 szervezetek homeosztazisban vannak,

ami egy allandé anyag ¢s informaciocserét jelent a kornyezettel egy viszonylagos egyensulyban.



Esetleg kémiai analizissel nem vizsgalunk olyan szennyezOanyagokat, melyek jelenlétét nem
gyanitjuk, noha karos hatasuk az é16 szervezetekre érvényesiil. Igy egyaltalan nem vehetjiik biztosra
azt, hogy az abran feltlintetett ardnyok nem valtoznak. Ezen kiviil fontos szerepe van az
idobeliségnek is, ami az ¢l6 szervezetek szamara kitiintetett szerepet kap, a kémiai feltaras soran egy
adott idébeni koncentraciot hatarozhatunk meg, egy ott €16 organizmus szervezetébe folyamatosan
bejutva ott felhalmozodhat, vagy ellenkezéleg az él61ény képes lehet akar tavol tartani magatél. Igy
a kornyezetbeni koncentracid tobbszordsétdl a toredékéig terjedhet az dkoszisztémaval reakcioba
1ép6 szennyezdanyag mennyisége. Ezeknek a hatdsoknak a figyelembe vétele biologiai rendszerek
alkalmazasa nélkiil lehetetlen és rendkiviil bonyolult lenne. Ez az oka annak, hogy a kockézat

felmérésének elengedhetetlen eszkozévé valnak az dkotoxikologiai tesztek.

A kéros hatds szempontjabdl fontos momentum a szennyezdanyagok kémiai forméja, mely a
kornyezet fiiggvényében (pH, redoxpotencial, enzim-hatasok) folyamatosan véltozhat, ezzel egyiitt a
vegyl anyag hatdsa is megvaltozik. Kémiai analizissel nem kovethetOk a vegyi anyagok kozotti
kdlcsonhatasok sem, vagyis az, hogy a tobb vegyi anyag hatdsa nem additiv, hanem szinergizmuson

vagy anatagonizmuson alapulé anomaliak 1éteznek.

Kiilonésen nagy hangsulyt kapnak a kémiai analitikai eljarasok €s a hatason alapuld mérések kozotti
eltérések olyan kozegben, mint a talaj, ahol a kolcsonhatisok, a matrixhatdsok, a talaj
organomineralis komplexével és biotdjaval potencidlisan kialakuld kdlcsonhatdsok nagymértékben

befolyasoljak a kockazat nagysagat.

A munkam soran a kornyezet szempontjabol veszélyesnek tartott modellvegyiiletekkel mesterséges
szennyezett talajokkal végeztem Osszehasonlitd vizsgdlatokat. Analitikai méréssel és kiilonbozo
indikator szervezetekkel teszteltem a talajokat. Igy képviseli magat a kisérleteimben a kémiailag
meghatdrozhatd, és a biologiai szempontbol fontos koncentracié. Tovabbi célom, hogy a
hozzatérhetoséget jol modellezd eldkezelési, illetve kivonasi eljarast taldljak szennyezett talajok
analiziséhez. Olyan modszerre van sziikség, mely nem becsiili ald, de tulsagosan fol¢ sem a

kockézatot, és allando 0sszefliggést ad a bioldgiai valasszal.

Direkt érintkeztetés és a bioldgiai valasz

A ma alkalmazott dkotoxikoldgiai tesztek szilard matrixbdl extraktum készitését irjak eld, melyek
desztillalt vizzel, vagy valamilyen feliiletaktiv anyag oldatdval (DMSO) késziilnek. Ezek a
kimosodast jol modellezhetik ugyan, de a talaj ¢ldvildgara gyakorolt hatdsra vonatkozdéan nem ad

informaciot.



A kivonat készités tovabba elkeriilhetetlen higitassal jar, emellett a szerves anyagok esetében az
extraktumba jutds hatékonysagat a megoszlasi hanyados befolyasolja. Ezek figyelembe vételével
sem adhatunk realis képet maganak a talajnak a toxicitasara ilyen modszerrel. Az analitikai mérések
alkalmaval oldoszerekkel nyerjiilk ki a toxikus anyagot, majd egyszerii egyenes aranyossagi
szamitassal kovetkeztetliink a talajban 1év0 koncentraciora. Ezt azért tehetjiilk, mert az analitikai

mérésnél a jel-koncentracid Osszefiiggés linearis.

A toxikologiai tesztek gorbéi nem ilyen egyszertiek, ha tizszeresen higitunk, az nem jelenti azt, hogy
az eredeti minta tizszer toxikusabb. A telitési gorbe a hipotetikus receptor toxikus molekulaval valo
telitddését abrazolja, ezt bonyolitja a tobbféle expozicids ttvonal, tobb hipotetikus receptor, a sejtbe

valo bejutés, a hozzaférhetdség. A toxikologiai tesztek ezeknek a hatdsoknak az ereddjét vizsgalja.
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2. abra: Okotoxikolégiai és analitikai mérés koncentracio-jel viszonya

Szennyez6anyagok sorsa a kornyezetben

Megoszlasi hanyadosok

Egy szennyezdanyag okozta veszély vizsgalatakor a kornyezeti elem Osszes szerepldjét vizsgalnunk
kell, majd az azok kozti kolcsonhatasokat, transzportfolyamatokat. Ekkor egy bonyolult, sok
komponensii rendszer alakul ki, amelybe maga a veszélyeztetett ¢l6lény is beletartozik, hiszen
jelenlétével (gyokérsavak, detergensek, emésztOnedvek kivélasztdsa, mineralizacio, biodegradacio,

akkumulacid) azt alakitja.
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3. abra: A talaj és a szennyez6anyag fazisainak megoszlasa

A talaj esetében egy igen bonyolult haromfazist rendszert (szilard talajszemcse, talajviz, talajlevego)
alkotnak. A szilard fazist €16 (biotikus) szervezetek és élettelen (abiotikus) anyagok alkotjak.
Utobbiak lehetnek holt szerves (humusz), vagy szervetlen vegyiiletek. E fazisok Osszetétele ¢és
egymashoz viszonyitott ardnya, a kozottiik 1évé megoszlasok, transzportfolyamatok hataroznak meg
minden folyamatot a talajban (3. 4dbra). A humusznak tobb szempontbol is fontos szerepe van a
talajban. Felelos a talajszerkezet kialakitasaban, a tdpanyag biztositasaban ¢és megdrzésében.
Ezenkiviil sav/bazis pufferolo hatasa altal megvédi a talajt a gyors pH-valtozasoktol. Mérsékeli a
kiilonféle kornyezeti artalmakat, mivel megkdti a szerves szennyezOanyagokat és a toxikus fémeket,

csokkentve ezzel azok hozzaférhetdségét és toxikus hatasat.

Megoszlast befolyasolé tényezok

A szennyezOanyagra vonatkozo fizikai-kémiai tulajdonsagok: molekulasuly, oktanol-viz megoszlasi
hanyados, vizoldékonysag, gbéznyomas, forraspont ezek a tulajdonsagok fogjak meghatarozni azt,
hogy a vegyi anyag a kornyezeti elem mely fazisdban milyen koncentracioban lesz jelen az
egyensulyi allapotban. Tovabba kérdéses, hogy hogyan fog alakulni az id6 elére haladtaval vagy
ionképz6 anyagok esetében ismerni kell a megoszlasi hanyadosok pH fiiggését, €s azokat lehetdleg a

kornyezet pH-jara kell korrigéalni.

Igy a vegyi anyagok a méas-mas kornyezetben eltéré fizikai-kémiai formaban vannak jelen, mely
eltérd hatéassal is jar, ennek a hatdsnak a meghatarozoja a biologiai hozzaférhetdség. Az aktualis
toxicitdas tehat e hozzaférhet0ségtél fligg. A kornyezetbeli koncentracid eldrejelzésénél a
szennyezbanyagok hozzaférhetd részének meghatarozasara lenne sziikség, melyet az analitikai
modszerek nem reprezentdlnak az olddszeres, vizes kivonat készitésével vagy savas feltarassal. A

fizikai-kémiai tulajdonsagok attekintésével eldzetes kovetkeztetéseket vonhatunk le a kornyezet



dinamikus folyamataiban valo részvételre és a hozzaférhetdségre vonatkozoan, de nem tudhatjuk

pontosan, hogy a kémiai kivonassal ald vagy f61¢ becsiiliink a hozzaférheté hanyadnak.

Hozzaférhetéség modellezése

A kémiai kivonés a jelenleg alkalmazott médon nem modellezi megfeleléen a szennyezdanyagok
hozzaférhetd, hatd6 koncentraciojat, a kisérleteimben olyan eldkezeléseket alkalmaztam
mesterségesen szennyezett talajokon, amelyek varhatéan megvaltoztatjak az olddszeres kivonas
hatasfokat, melyek majd igy jobban kozelitik a hatdé koncentraciot. Ezeket a feltevéseket a

késdbbiekben a kémiai extrakcio és okotoxikologiai teszt dsszevetésével vizsgalom.

Emésztés

A talaj emberi szervezetbe keriilése utan, a szennyezOanyagok részben vagy teljesen elhagyjak a
talaj-matrixot az emésztés soran. Biologiailag hozzaférhetének nevezhetd a szennyezdanyag azon
része, amelyet az emésztOonedvek elkiilonitenek a matrixtol. Késébb ez a mennyiség
abszorbealodhat; vagyis atjut az emésztdcsatorna falan a vér-, vagy nyirokaramba. Ezt kovetéen a
szennyezOanyagok biotranszformécion esnek at, vagy kivalasztodnak az epében ¢és a majban.
Altalaban kisebb mértékii abszorpciot és kisebb toxikus hatast figyeltek meg, amikor ugyanaz a
szennyezés €lelmiszer vagy oldat form4jaban kertil a szervezetbe. A kiilonbség annak tulajdonithato,

hogy az ¢élelmiszerekkel egyiitt bevitt szennyezdanyag oralis hozzaférhetdsége kisebb.

Eddig szdmos ilyen modellt készitettek mar, nehézfémek, és szerves szennyezok feltarodasat
vizsgalva. Ezek megegyeznek abban, hogy az emberi emésztérendszer azon részét, ahol a veszélyes
anyagok feltarodhatnak vagy hozzaférhetévé, toxikussd valhatnak 3 részre osztottdk: nyelés
szakasza, szajlireg modellje; gyomor modellje; valamint a vékonybél szakasza [1] Az alkalmazott
emésztési modelleknél specifikus egyszertsitések megengedettek, azonban ezeknek, az
elhanyagolasoknak a hatasat vizsgalni kell, hogy az okozott 1épés kihagyasa milyen adatvesztést,
torzitast okozhat. A szakirodalomban taldlhatok még kiilonbozd felszivodasi modellek is, melyek

alkalmazésa bonyolult és nehézkes amellett, hogy egy-két specidlis esetre alkalmazhatdak.

A ciklodextrinek alkalmazasa

A ciklodextrint feliiletaktiv tulajdonsdga miatt vélasztottuk, a biodegradéacié serkentésében mar
bizonyitott[2].A kis polaritdsu szerves szennyezOket a vizben oldott ciklodextrin képes apolaris
iiregébe zarni és atvinni a vizes fazisba. Igy olyan perzisztens anyagok valhatnak eltdvolithatova, és

biologiailag hasznosithatova, amelyek egyébként a talaj oldhatatlan szerves fazisahoz kotédtek. In



situ, talajhoz adagolva 0,5 és 1 %-os koncentracidban transzformatorolaj €és gazolajjal szennyezett
talajban jelentésen ndveli a bontds sebességét, és nem csak a lebontani kivant szennyezdanyag,
hanem egyéb tapanyagok is hozzaférhetévé valnak a mikroflora szamara, serkentve igy a talaj

kultaréjat[3] .
Biolégiai hasznosithatosag (bioavailability) modellezése

Adott talaj és szerves szennyezd anyag esetén a kontaktidé szabja meg azt, hogy mennyire
hozzaférhetd biologiailag vagy kémiailag az adott szennyezd. Az utdbbi idében nagyobb hangsulyt
fektetnek arra, hogy a talaj szerves anyagahoz kotott anyagokat hogyan lehet felszabaditani és
biologiailag hasznosithatova tenni. A hasznosithatdsagot alapvetéen két dolog hatarozza meg. A
transzportfolyamat, amellyel a szennyezd eljut a bontd sejtig, és a sejt altal torténd felvétel és
atalakitas. Legtobbszor a transzportfolyamatok jelentik a limitald tényezdt, azon belill is a talaj
oldhatatlan szerves részérél vald deszorpcié (logKoy nagy). Igy annak ellenére, hogy jelen vannak a
bontasra képes mikroorganizmusok, a szennyezdanyagok megmaradnak a talajban a remedialas

hatékonysagat csokkentve.

A szennyezddések bioldgiailag hasznosithato frakcidjdnak vizsgalataval Reid és munkatarsai hossza
ideje foglalkoznak[4]. Legutobb HPBCD vizes oldatanak kioldasdval modellezték a fenantrén
hozzatérhetdségét, bioldgiai kioldhatosagat. Mesterségesen Cl4-es jelzést fenantrénnel szennyeztek
kiilonboz6 tipust és szerves anyag tartalmu talajokat. A fenantrén jelenlétével jard egyéb szerves
komponenseket toluollal helyettesitették, emellett intenzivebbé tette a talaj szerves anyag tartalmaval
vald kontaktust. Tapasztalataik szerint a nagyobb szerves anyag tartalmu talajokbol kevéssé
extrahalhato ki a fenantrén, tovabba a szennyezddés koranak eldre haladtaval is jelentdsen csokken a

kinyerés.[5]
Biologiai és kémiai hozzaférhetdoséget 6sszehasonlito vizsgalatok

Mesterséges szennyezés

Barna erdétalajt leszitalt, 1égszaraz allapotban szennyeztem tobbféle koncentracidban, a kisérletek
megkezdése eldtt a 1égszaraz talajt csapvizzel nedvesitettem, majd Gjra kiszaritottam, ezzel a talaj

szerves anyag tartalmaba torténd integralddast akartam segiteni.

Elokezelés emésztoenzimekkel

Az emésztés kivitelezéséhez olyan reaktorra volt sziikségem, amelyet folyamatos keverés mellett

37°C-on termosztalhatok és a palack légterébdl el tudom tavolitani az oxigént tartalmazo levegdt.



Ehhez a Deschler-féle gazmosé palackot taldltam megfelelonek. Az edényzetet a kisérlet
megkezdése eldtt N, gazzal atoblitettem, az emésztés folyaman, pedig a 37°C-ot tartva magneses

keverdvel szimuldltam a gyomor és a vékonybél perisztaltikus mozgasat.

Elséként az emésztd reaktorba bemértem a megfeleld szennyezéanyag mennyiséget vagy 2 gramm

szennyezett, illetve szennyezetlen kontrol talajt, majd hozzamértem 100 ml so6oldatot, és 5 ml sertés

pepszin tartalmu sosav oldatot. A pH-t beéllitottam 1-re 1 molos HCI oldattal , majd belehelyeztem a

magneses keverdt és belehelyeztem a levegdztetd szérat és lezartam. Az emésztés elsd, pepszinnel

torténd szakasza egy oOran at tartott, majd kivettem a termosztatbol és 50 ml mintat vettem az

emésztett oldatbdl és félretettem tovabbi mérésekre, tesztelésre. A maradék oldattal folytattam az

emésztés masodik szakaszat, amelyhez sertés epe és hasnyal extraktum NaHCOs-os oldatat

hasznaltam, beallitottam a pH-t 7-re 1 molos NaHCO; oldattal. A palackot lezartam ¢és ismét

atoblitettem a reaktor légterét N, gazzal. Ezutdn Gjabb 1 oran at folytattam az emésztést a 37 °C-os

termosztatban folyamatos keverés mellett.

Anyagok

- 100 ml sertés pepszin oldat: 2,5 g sertés pepszin extraktum (Sigma 924 U/mg ) 1,1 molos HCI
oldatban

- 1 I epe és hasnyal-extraktum: 2 g hasnyal-extraktum(Sigma ), 12g epe extraktum (Sigma) 0,1
molos NaHCOj; oldatban

- 1 mélos NaHCOs oldat pH beallitashoz

- 1 molos HCI oldat pH beéllitdshoz

- 11so6oldat: 120 mmol NaCl 5 mmol KCI

Elokezelés ciklodextrinnel

A vizsgélatokhoz két, jo vizoldékonysagu ciklodextrinnel végeztem eldkisérleteket. Azt vizsgaltam,
hogy a random metilezett -ciklodextrin (RAMEB) és hidroxipropil-B-ciklodextrin (HPBCD) koziil
melyik befolyasolja jobban a fenantrén vizoldhatdsdgat. Mindkét szarmazékot a Wacker Chemie
(Miinchen, Németorszag) gyartja. A komplexképzés oldhatosdgfokozd hatasat a modell talaj-
szennyezOanyagként alkalmazott fenantrén (Aldrich) vizes RAMEB ¢és HPBCD oldatban vizsgaltam.
A komplex képzés soran vizoldhatd komplexek keletkeztek. A fenantrén oldott mennyiségét a
feleslegben adott és fel nem oldodott hatdanyagtol elkiilonitve megfelelé higitds utdn 50%-os

etanolban mértiik fotometriasan (A =252 nm).

Ezutan az anyagok logK,w-jére gyakorolt hatast tanulmanyoztam. Polaris fazisként vizes ¢és

ciklodextrines oldatokat hasznalva vizsgaltuk a fenantrén megoszlasat a szerves és szervetlen fazis



kozott, annak érdekében, hogy megtudjuk, befolyasolja-e majd a talaj szerves anyag tartalméhoz

val6 kotddést a ciklodextrin jelenléte.

A ciklodextrin vizoldhatésag és az n-oktanol-viz megoszlasi hdnyados modositd hatdsanak
vizsgalata alapjan a random-metilezett-B-ciklodextrint valasztottuk a tovabbi kisérletekhez. A
koncentraciora vonatkozoan irodalmi adatokat vettiink alapul[6], ezért 1%-os ciklodextrin adagolast

alkalmaztam.

Ezek alapjan az alkalmazott el6kezelések utdn az 1. tablazat foglalja Ossze a készitett mintékat,
melyeket a késdbbiekben kémiai és 6kotoxikoldgiai analizisnek vetek ala.

1. tablazat: Fenantrénnel szennyezett talajok elokezelései

Szennyezett talaj

Emésztési I. szakasz: kezelés a gyomor | Szennyezett talaj

modell enzimeivel Tiszta szennyezOanyag
II. szakasz: kezelés epével és | Szennyezett talaj
hasnyallal Tiszta szennyezOanyag

Szennyezett, 1% ciklodextrinnel kezelt talaj

Elokészités a kémiai analizishez — kémiai hozzaférhetéség vizsgalata

Az analitikai mérések egyik legfontosabb Iépése a minta elOkészitése, mely itt a szennyezOanyag
oldoszeres kivonasabol all. A kivonashoz olyan oldoszert kell keresniink, mely visszanyerése jo,
ugyanakkor jol reprezentdljak az dkoszisztéma szamara hozzaférhetd toxikus anyagok mennyiségét.
Erre azonban nem talaltam utaldsokat a szakirodalomban, csak a visszanyerés hatékonysagara,
emiatt analitikai mérésekhez kétféle extraktumot készitettem: diklérmetannal és n-hexén aceton 2:1

aranyu keverékével.
Folyadékmintak esetében

A folyadék halmazallapoti mintak extrakciojat razotdlcsérben végeztem 3 szakaszban, vagyis 3-szor
kb. ugyanannyi mennyiségli olddszerrel elegyitettem az oldat 10 ml-ét, majd az oldoszert
Osszegyljtottem teflontetés Erlenmeyer-lombikba, és vizmentes NaSQOy4- hozzdadasaval a maradék
vizet eltavolitottam. Az Gsszegyljtott, leszaritott extraktumot gdmblombikba sziirtem és folyamatos
desztillaloval elparologtattam az oldoszert. A beparolt extraktumot ezutan kimosva a gomblombikot

10, illetve 25 ml-re egészitettem ki.
Talajmintak esetében

5 g talajt és kb. 5 g vizmentes Na;SOy4-et 10 ml 2:1 ardnya hexén-acetonnal dntdttem fel, 10 percig

razattam ultrahangos fiirdében. Ezutdn a talajrél szlirdpapiron at ledntottem az oldoszert extraktumos



iivegbe ¢és ujabb 10 ml olddszert ontéttem hozza, ismét 10 percet razattam ultrahangban, majd

szlirOpapiron at az elébbi extraktumhoz ontdttem.

A kivonatokat ezutdn langionizacios detektorral felszerelt gdzkromatograffal vizsgaltuk.

Okotoxikolégiai tesztek - biologiai hozzaférhetdség vizsgalata

Talajjal torténd interakcid, tenzidek, gyokérsavak, huminsavak hatasara megvaltozd biologiai

hozzaférhetdséget teljes mintaval végeztem, direkt érintkeztetéssel.

Vibrio fischeri teszt

A mérést a DIN 38412 szabvany moédositasaval végeztem. A Vibrio fischeri fakultativ anaerob,
palcika alaku és polaros ostorral rendelkezd baktérium. Tengeri mikroorganizmus, ezért halofil.
Jellegzetes tulajdonsaga, a biolumineszkalés, vagyis az anyagcseréje sordn fényt képes kibocsatani,
ennek intenzitasa fényarammérével érzékelhetd. Ha toxikus anyag keriil a rendszerbe a mikréba
pusztuldsa miatt a fényintenzitas csokken.Tengeri ¢€l6lények révén ¢életfolyamataikat, igy a
lumineszcenciat is befolyasolja a soOkoncentracié. A Vibrio fischeri-nél a szaporodas és a

lumineszcencia 2% NaCl jelenlétében optimalis.
Meéréseimhez a tesztorganizmus jellegzetes tulajdonsagat, a lumineszkalod képességét hasznaltam fel.

A vizsgalathoz sziikséges mikroba szaporitasat 100 cm’-es Erlenmeyer-lombikba 20 cm’ tiptalajban
végezziik, amelybe hiitdben fenntartott tenyészetbél 1 cm’-t oltunk 4t. Az igy elkészitett inokulumot
24 6ran at razatjunk 28°C hdmérsékleten. Az igy elkészitett inokulum beiitészszamat a mérés eldtt

15-sz06r0s higitasban mérjiik.

A lumineszcencia mérésére LUMAC Biocounter M1500P. luminométert hasznaltam. Els6 1€pésként
ellendrizni kell a baktériumszuszpenzid érzékenységét, melyet standard Cu-sor gatlasanak mérésével
ellendrziink. A Cu standardok koncentracidja 25, 50, 100, 200, 400 ppm. A felhasznalt Cu-s6
CuSO4x 5H;0. A standardok higitdsahoz 2%-0s NaCl oldatot hasznalunk. A mérés kontrolljaként

nehézfémet nem tartalmazo 2%-o0s NaCl oldatot hasznalunk.

A méréshez a mintatartoba 200-200 ul inokulumot mértem, majd megmértem ezek lumineszcencia
kibocsatasat (Ip). Ezutdn hozzdmértem 50-50 pl-t az eldzetesen elkészitett mintdk higitasaibol és
azonnal megmértem (I;) a fényintenzitas gatlast, ezzel kiiszobolom ki a matrix okozta fényintenzitas

gatlast. A minta toxicitasa okozta gatlast 30 perc mulva mértem (I39)

A mintak higitasi sordhoz elséként 2 ml 2 %-os NaCl oldattal higitottam 2 g talajmintat, illetve 2 ml

emésztett mintat, majd ebbdl a felkevert szuszpenziobol készitettem Ottagu felezd higitdsi sort.



Azomonas agilis teszt

A teszten az Azomonas agilis tesztorganizmus dehidrogenaz enzimaktivitasatmérjiik. Ha valamilyen
stressz éri a sejtet, akkor az elektrontranszport rendszer megsériilhet. Az elektrontranszportlanc elsd
szakaszanak 1épéseit a dehidrogendz enzim katalizalja. Alternativ elektrontrakceptorként TTC
(2,3,5-trifenil-tetraz6lium-klorid) szolgal, mely az elektrontranszport zavartalan mikodése esetén
redukalodik és piros szinl trifenil-formazannd alakul. A piros szin megjelenése mikrobidlis
tevékenységre utal. Toxikus anyagok jelenlétében a dehidrogenaz enzimaktivitas gatolt, ezért a TTC

redukcioja nem torténik meg, vagyis piros szin nem jelenik meg.

A méréshez legalabb oOttagh, kétszéres léptékli higitasi sort készitiink: 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625;
0,0312 g bemért mennyiségekkel, majd aramldé gdézben sterilezziik, a tovdbbi munkat steril
atoltofiilkében ajanlott végezni, mert ha mas mikrobak keriilnek a tesztoldatba, azok dehidrogenaz

aktivitasa meghamisitja az eredményt. Idegen mikroorganizmusok gatoljak az Azomonas agilist.

A 48 oran keresztiil, 25 °C-on razatott baktériumszuszpenziobol 5 ml-hez 100 ml sterilezett
Fjodorov téaptalajt és 1 ml TTC oldatot adunk. Az elkészitett keverékbdl a kémesdvekbe 2-2 ml-t
pipettdzunk, homogenizaljuk (Vortex segitségével), lezarjuk, majd 25°C-os termosztatba tesziik és
fénytdl elzarjuk.

Referenciaként réz oldat higitasi sorozatot készitiink tizszeres higitasi faktorral, azaz 400; 40; 4; 0,4;

crer

A piros szin megjelenésétdl fiiggden 100, 50 és 0 %-os gatlast allapitottam meg:

100%-os, teljes gatlds — piros szin teljes hidnya
50%-os, szaporodas gatlas — enyhe piros szin, vagy kicsi piros folt

0%-os gatlas, vagyis serkentés, szaporodas — intenziv piros szin az egész szuszpenzidban
Folsomia candida teszt

Szamos Collembola fajt hasznalnak talajvizsgalatra, igy az Onychiurus fajokat, a Folsomia
candidat, a Tullbergia granulatat, az Orchesella cinctat. A fent emlitett tesztorganizmusok koéziil a

Folsomia-teszt nemzetkozileg szabvanyositott tesztmodszer (ISO/TC 190 SC4 WG2).

A Folsomia candida faj a Collembolak (ugrévillasok) rendjébe tartozik, Osi rovar. Aproé (max. 3-4
mm hosszl) fehér allatkak, a hasi oldalukon ugrévillajuk van, amit ha hatra csapnak felpattannak a
levegbbe. A talajban élnek, erdSben eléfordulhat, hogy m*-enként 100 000 talalhato beldliik. Hasi

tomlovel I1¢legzik, emiatt a talajgézokre érzékenyen reagal.



A Collembolak epimorfozissal (kifejléssel) szaporodnak. Ha nagyon alacsony a nedvességtartalom, a
peték kiszaradnak. Megfeleld nedvességtartalmu, 20°C-os kornyezetben a peték 10 - 15 nap alatt
kelnek ki, a kikelt allatok ujabb 10 - 15 nap alatt valnak ivaréretté.

A faj akut és kronikus teszthez is hasznalhatd, az akut teszt 5-10 napig tart, ami azt veszi figyelembe,
hogy hany szazalékban maradnak meg az allatok a vizsgalt mintan. Ezzel a teszttel lehet a minta
higitasabol az ECyp-at és ECso-et vagy EDy¢-at és EDsp-et meghatarozni. A masik a négy hétig tartd
kronikus teszt. Ez a teszt tulajdonképpen egy reprodukcié vizsgalat, mivel a megmaradt allatok

szama mellett figyelembe veszi azt is, hogy milyen mértékben szaporodtak.

A Collembolak természetes kornyezetiikben szerves tormelékeket, gombahifakat esznek, ami labor
koriilmények kozott a gipszlap felszinére szort szaritott siitéélesztdvel helyettesitd.

A vizsgélathoz azonos kora (14 napos) allatkakat kell felhasznalni, ezért sziikséges a szinkron
populécio létrehozéasa. Ehhez egy a fenti modon elkészitett, megnedvesitett gipszlapra 50 db allatot
kell helyezni, amelyek 2-3 napon beliil lepetéznek. A peték kb. 2 hét (10-12 nap) mulva kelnek ki
(ilyenkor egész apro allatkak is megfigyelhetdek, ekkor tavolitandok el az idésebbek a laprol). Az

allatok sériilésmentes athelyezéséhez egy specidlis, sajat fejlesztésii edénykét hasznalunk.

A teszthez 20-20 g légszaraz vizsgaland6 talaj mintat mériink be 370 ml-es beféttes livegekbe. A

mintakat 5-5 ml vizzel megnedvesitjiik és 2-2 mg ¢€lesztdt szorunk a tetejiikre. Az tivegekbe 10-10 db

allatkat juttatunk a fent leirt atrakoval.A teszt edényeket 7 napig sotét, 20-25°C-o0s helyen tartjuk,
majd kiértékeljiik. Ha a talajmintdk toxikusnak bizonyultak felezd higitasi sort készitettem, a

higitashoz OECD standard talajt hasznaltam.

Az egy hét letelte utan a talajmintakat tartalmaz6 befGttesiivegeket felontdttem vizzel és livegbottal
megkevergettem, majd vartam mig az ¢éld Collembolak a felszinre usznak, az allatokat
megfigyeltem, hogy ¢lnek-e, mert gyakran az elpusztult allat is a felszinre keriil. Megszamoltam az

¢16 allatokat, amely alapjan kiszdmoltam a pusztuldsi szdzalékot.

Kisérleti eredmények

Azt vizsgéltuk, hogy az emésztéses és a ciklodextrines eldkezelés mennyiben jarul hozza egy

szénhidrogénnel szennyezett talaj akut toxicitasdhoz, és a kezelések mennyire modositjak a hatdsat.



Fenantrén hozzaférhetosége oldoszerek szamara

A kémiai hozzaférhetdség vizsgalatdhoz készitett extraktumokat gazkromatografidsan elemeztiik,
majd az eredményekbdl kinyerési szazalékokat szamitottam, mivel a kétféle olddszeres kivonas

kozott szignifikans kiilonbség nem volt, ezért ezeket atlagoltam ¢€s a 4. dbran 6sszefoglaltam.

A talajjal egyiitt és talaj nélkiili emésztések modellezésével nemcsak az egyes emésztési
szakaszokban torténd valtozasokat kovethetjik nyomon, hanem a talaj pufferold hatasat is
megfigyelhetjiik. Az emésztés els szakaszaban a talaj szerves anyag tartalma nem tarédik fel, mert
itt a szennyezett talaj kinyerése kisebb, ez azzal magyarazhat6, hogy a gyomorban alacsony pH van
ugyan, de feliiletaktiv anyagok hianydban nem novekszik a hozzaférhetdség. Megfordul a helyzet az
emésztés I1. szakasza hatdsara, ahol mar nemcsak a feliiletaktiv epesavakkal kell szamolnunk, hanem
a bomlassal is. A ciklodextrines kezelés hatasara pedig megnétt az olddszerrel kinyerhetd fenantrén

mennyisége, ami a ciklodextrin feliiletaktiv tulajdonsaganak koszénhetd.

Fenantrén kémiai hozzaférhetésége
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4. abra: Fenantrén kinyerési hatékonysaga Kiilonbo6z6 elokezelések hatasara

2.tablazat:  Fenantrén kinyerésének hatékonysaga

kinyerés hatékonysaga
(%)

kezeletlen 46,15
gyomor enzimekkel emésztett,

szennyezett talaj 35,75
gyomor enzimekkel emésztett fenantrén 57,5
epével és hasnyallal emésztett,

szennyezett talaj 46,25
epévelés hasnyallal emésztett fenantrén 34,05
ciklodextrinnel kezelt, szennyezett talaj 72,25




Fenantrén hozzaférhetosége tesztorganizmusok szamara

A fenantrén egy nagy molekulaja, apolaros PAH vegyiilet, melynek karcinogén, mutagén hatasa van.

A kezelések hatdsdra varhatoan atkeriil a fenantrén egy része vizes fazisba, ezéltal biologiai

hozzatérhetésége nd, melyet jelen esetben akut teszttel vizsgalok.

Fenantrén biolégiai hozzaférhetdésége

250
— 200 { — — __
m [——
= . -
O 150 1 | || | @ Vibrio fischeri
é m Azomonas agilis
o . .
o 100 O Folsomia candida
O
W 5] ||
0 I ‘l_l_ : : |
g T ¥ LB H = TEc T
9 528 93 C _ 53535 589 £ §
07 EQONT TDNT g NE ©3xNE £ 5N
> 8 CEYTS 28 5 EYLES 2888 £0Lw
c © >N = Q9 - SE9ea ‘G’V’Ec X N =
c +~ o & E o« ZNEELC 2@ S OQPETS
(] o9 L c o (]C.)q‘)"g D c O .8xac.)
N 4
2] ~ N
~ N

5. abra: Kiilonboz6 tesztorganizmusokkal megallapitott ECS0 értékek

3. ébra: Kiilonb6z6 tesztorganizmusokkal megallapitott EC50 értékek
emeésztés gyomor emésztés epével s
tesztorganizmus szennyezett enzimekkel hasnyallal ‘ kezelé§
talaj talaj csak talaj csak ciklodextrinnel
matrixban |szennyezOanyag| matrixban |[szennyezdanyag
Vibrio fischeri >200 >200 >200 13,1 >200 >200

Azomonas agilis 2 >200 38,1 2.8 >200 9,5
Folsomia 110 i : i 1766
candida

Az 5. abran az &ltalam hasznalt tesztorganizmusokkal mért EC50 értékeket tiintettem fel. Az EC

(hatdsos koncentracid) érték minnél kisebb, annal toxikusabb a szennyezdanyag, ebben az esetben a

toxikussag mellett azt is jelenti, hogy jobban hozzaférhetd az adott tesztorganizmus szamara.

Emellett figyelembe kell venniink, hogy ezeknek a tesztorganizmusoknak az érzékenysége eltéro.

Ennek tiikkrében a kovetkeztetések:

- a Vibrio fischeri nagy EC értékei arra utalnak, hogy ez a tesztorganizmus a fenantrénre nem

érzékeny, csak az epe ¢és hasnyal altal emésztett fenantrénes talajra volt érzékeny, ez toxikus

melléktermék jel

enlétére utal.




- az Azomonas agilis érzékenyen reagalt mind a fenantrénre mind az epe és hasnyal altal emésztett
szennyezett talajra. Tehat ez a tesztorganizmus egyarant jelzi a toxikus melléktermék és a fenantrén

jelenlétét is.

- a Folsomia candida teszt kivitelezése miatt csak a szilard talaj tesztelésére alkalmas, emiatt csak a
szennyezett talajt €s a ciklodextrinnel kezelt talajt teszteltem ezzel, mindenképpen aldtamasztotta az

Azomonas agilissel mért eredményt, mely szerint a ciklodextrin csdkkentette a toxicitast

Biologiai és kémiai hozzaférhetoség osszevetése

A szennyezett, kezeletlen talajhoz képest jelentds kinyerés névekedést okozott a ciklodextrin, &m a
tobbi elokezelés rontotta az olddszeres kivonds hatdsfokat. A toxikoldgiai tesztek azonban
kimutattdk, hogy bar a fenantrén kisebb mennyiségben van jelen a II. szakaszban emésztett
mintdkban mégis kockazatot jelent toxikussagaval. Az Azomonas agilis és a Vibrio fischerivel

végzett tesztek a fenantrénnél toxikusabb melléktermék(ek) jelenlétét mutatjak mar akut teszttel.

Emellett érdekes eredményt hozott a ciklodextrines kezelés, mely komplexképzésével egy részrdl
javitotta a kivonas hatékonysagat, ennek ellenére csokkent a toxicitds (a bezart molekula nem
érzékelhetd az €16 szervezetek szamara. Ez arra utal, hogy az analitikai mérések kizarolagos
alkalmazasa nemcsak figyelmen kiviil hagy bizonyos lehetdségeket, hanem az olddszeres kivonassal

kapott eredménnyel torz kornyezeti kockazatot becsiilhetlink meg.

Az eredményekbdl latszik, hogy csupan olddszeres kivonas és analitikai mérés a szennyezdanyag

crer

Okoszisztémara vagy az emberre, viszont ha az tokotoxikologiai teszttel egylitt alkalmazzuk egy

koltségkimélobb, redlisabb és megbizhatobb kockéazatbecslést készithetiink.

Irodalom

1Xiang-Yu Tang, Lily Tang, Yong-Guan Zhu, Bao-Shan Xin, Jing Duan-and Ming-Hui Zheng, 2006. Assessment
of the bioaccessibility of polycyclic aromatic hydrocarbons in soils from Beijing using an in vitro test. Environmental
Pollution, 140, (2), 279-285

2 Gruiz, Molnar,1999 Ciklodextrinek hasznositasa szennyezett talajok kezelésében

3 Molnar, Fenyvesi, Gruiz, Horvath, Szejtli 2000, Bioremediation using RAMEB Proc. 10™ International Symposium
4 Reid, Jones, Semple , 2005. Prediction of mono- and polycyclic aromatic hydrocarbondegradation is spiked soils
using cyclodextrin extraction Enviriomental Pollution, 2005

5 Cuypers, Pancras,Grotenhuis, Rulkens 2002. The estimation of PAH bioavailability in contaminated sediments
using hydroxypropyl-B-cyclodextrin and Triton X-100 extraction techniques. Chemosphere, 46, (8), 1235-1245

6 Fenyvesi, 1999. CDs for Environmental Problems Part II. Decontamination of soil and ground-water. Cyclodxtrin
News, 13, 67-70



