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Bevezetd

A kornyezetiinket szennyezd vegyi anyagok biologiai hozzéaférhetdsége és a hozzaférhetdseg
kornyezeti kockézatra gyakorolt hatasa olyan sokrétQ probléma, melynek megoldasa a
kornyezetvédelemben rendkivili jelentdséget kap. Ma még keveset tudunk a hozzéférhetbség és a
kockézat kozotti osszefliggésekrol.

A szennyezBanyagok valodi mennyisége, analitikai mérésekkel meghatérozhatd, feltarhatd
mennyisége, valamit az él0 szervezetek szdméra hozzéférhetdé mennyisége eltér. Minél nagyobb ez
az eltérés, anndl inkébb befolyasolja a kockazatcsokkentés lehetfségeit, modjét és ami meghatérozo
lehet, a koltségét. A koltseg hatékony kockézatcsokkentés Iényege, hogy a szennyezdanyagok
szintjét a kockazatos szint ald kell csokkenteni, a kockézatos szintet viszont a kéros hatés hatarozza

meg, ami pedig egyértelmden fligg a biologiai hozzaf érhetdsegtol.

A kockézatfelmérés josaga és a kockazatmenedzsment sikere tehét alapvetden flgg attol, hogy meg
tudjuk-e becsiilni, ki tudjuk-e mérni a szennyezbanyagok biolGgiailag hozz&férhetd hanyadat
azokban a kornyezeti elemekben és fézisokban, ahova terjedésiik soran kerlilnek és amelyeket az

ember vagy az 6koszisztéma haszndl és azokban az éelmiszerekben, amelyeket fogyasztunk.

Biologiailag
hozzé&férhetd
koncentréaci6
Kémiai analizissel meghatérozhat
koncentraci6

Valédi koncentracio

1. ébra: A biologiai, kémiai ésvalddi koncentracio viszonya
A kémia anadizissel meghatarozhatd koncentrécié elegendd lenne, hiszen a bioldgiailag
hozzéférhetd altaldban kisebb, azonban ez nem igy van, az él6 szervezetek homeosztazisban vannak,

ami egy dlandd anyag és informéciocserét jelent a kornyezettel egy viszonylagos egyenstlyban.



Esetleg kémiai analizissel nem vizsgdunk olyan szennyezBanyagokat, melyek jelenlétét nem
gyanitjuk, noha kéros hatasuk az él6 szervezetekre érvényesiil. igy egyaltalan nem vehetjik biztosra
azt, hogy az é&bran feltlntetett ardnyok nem vdétoznak. Ezen kivil fontos szerepe van az
idobeliségnek is, ami az éld szervezetek szdméra kitlntetett szerepet kap, a kémiai feltaras soran egy
adott idBbeni koncentréciot hatarozhatunk meg, egy ott €l organizmus szervezetébe folyamatosan
bejutva ott felhalmozodhat, vagy ellenkezdleg az édlény képes lehet akér tavol tartani magétdl. igy
a kornyezetbeni koncentréacié tobbszorosétdl a toredékéig terjedhet az dkoszisztéméva reakcidba
[épd szennyezdanyag mennyisége. Ezeknek a hatésoknak a figyelembe vétele bioldgiai rendszerek
alkalmazésa nélkll lehetetlen és rendkivll bonyolult lenne. Ez az oka annak, hogy a kockézat
felmérésének elengedhetetlen eszkzéveé valnak az okotoxikolbgiai tesztek.

A kéros hatds szempontjabdl fontos momentum a szennyezBanyagok kémiai formga, mely a
kornyezet figgvényében (pH, redoxpotencid, enzim-hatésok) folyamatosan valtozhat, ezzel egytitt a
vegyi anyag hatasa is megvatozik. Kémiai analizissel nem kovethetdk a vegyi anyagok kozotti
kol csbnhatasok sem, vagyis az, hogy a tébb vegyi anyag hatasa nem additiv, hanem szinergizmuson

vagy anatagonizmuson alapulé anomdliak |éteznek.

Kulondsen nagy hangstlyt kapnak a kémiai analitikai eljarasok és a hatédson alapul & mérések kozotti
eltérések olyan kozegben, mint a talg, ahol a kolcsonhatasok, a matrixhatasok, a talg
organominerdlis komplexével és biotgéval potencidisan kialakulé kolcstnhatasok nagymeértékben

befolyésoljék a kockazat nagysagat.

A munkam soran a kornyezet szempontjabol veszélyesnek tartott modellvegylletekkel mesterséges
szennyezett talgjokkal végeztem Osszehasonlitd vizsgdlatokat. Analitikai méréssel és kilonbozo
indikétor szervezetekkel teszteltem a talgjokat. gy képviseli magét a kisérleteimben a kémiailag
meghatarozhatd, és a biolégiai szempontbdl fontos koncentracié. Tovabbi célom, hogy a
hozzéférhetBseget jOI modellezd eldkezelési, illetve kivondsi eljérast taldjak szennyezett talgok
analiziséhez. Olyan modszerre van szikség, mely nem becslli aa, de tulsdgosan folé sem a
kockézatot, és alland6 tsszefliggést ad abioldgiai valasszal.

Direkt érintkeztetés és a bioldgiai valasz
A ma alkalmazott okotoxikolégiai tesztek szilard matrixbdl extraktum készitését irjak eld, melyek
desztilldlt vizzel, vagy valamilyen fellletaktiv anyag oldatdva (DMSO) készilnek. Ezek a

kimosodést jéI modellezhetik ugyan, de a talg) éldvildgaa gyakorolt hatdsra vonatkozdéan nem ad

informéci 6t.



A kivonat készités tovdbba elkerlilhetetlen higitassal jér, emellett a szerves anyagok esetében az
extraktumba jutéds hatékonységé a megoszlési hényados befolyésolja. Ezek figyelembe vételével
sem adhatunk redlis képet maganak a talajnak a toxicitésarailyen modszerrel. Az analitikai mérések
alkaméval oldoszerekkel nyerjiuk ki a toxikus anyagot, majd egyszerl egyenes aranyossagi
szamitassal kovetkeztetlink a talgjban [évd koncentréciora. Ezt azért tehetjuk, mert az analitikai
mérésné a jel-koncentraci6 Osszefligges linedris.

A toxikolégiai tesztek gorbéi nem ilyen egyszerliek, ha tizszeresen higitunk, az nem jelenti azt, hogy
az eredeti minta tizszer toxikusabb. A telitési gorbe a hipotetikus receptor toxikus molekulaval valé
telitddését abrézolja, ezt bonyolitja a tébbféle expozicios Utvonal, tobb hipotetikus receptor, a sejtbe
val6 bejutés, a hozzaférhetdseg. A toxikolbgiai tesztek ezeknek a hatésoknak az ereddjét vizsgdlja.
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2. dbra: Okotoxikoldgiai és analitikai mérés koncentracio-jel viszonya

Szennyezdanyagok sorsa a kérnyezetben

Megoszlasi hanyadosok

Egy szennyezBanyag okozta veszély vizsgaatakor a kérnyezeti elem 6sszes szerepl 6jét vizsga nunk
kell, majd az azok kozti kolcsonhatésokat, transzportfolyamatokat. Ekkor egy bonyolult, sok
komponensii rendszer alakul ki, amelybe maga a veszélyeztetett él6lény is beletartozik, hiszen
jelenlétével (gyokérsavak, detergensek, emésztdnedvek kivélasztésa, mineraizéacio, biodegradécio,
akkumul&cio) azt alakitja.
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3. dbra: A talgj esaszennyezc”)anyag fazisainak megoszlasa

A talg) esetében egy igen bonyolult haromfézisi rendszert (szilard talajszemcse, talgjviz, talajlevegd)
alkotnak. A szilard fazist €6 (biotikus) szervezetek és éettelen (abiotikus) anyagok alkotjak.
Utobbiak lehetnek holt szerves (humusz), vagy szervetlen vegylletek. E fazisok Osszetétele és
egyméshoz viszonyitott aranya, a kdzottik 1évé megoszlasok, transzportfolyamatok hatéroznak meg
minden folyamatot a talgjban (3. dbra). A humusznak tébb szempontbdl is fontos szerepe van a
talgban. Felelds a talgjszerkezet kiaakitésdban, a tdpanyag biztositasdban és megbrzéseben.
Ezenkivil sav/bézis pufferolé hatdsa dtal megvedi a taajt a gyors pH-vatozasoktdl. Mérsékeli a
kulonféle kornyezeti artalmakat, mivel megkoti a szerves szennyezdanyagokat €s a toxikus fémeket,
csokkentve ezzel azok hozzéférhetBségét és toxikus hatését.

M egoszlast befolyasol 6 tényezok

A szennyezBanyagra vonatkozd fizikai-kémiai tulgjdonségok: molekulasily, oktanol-viz megoszlasi
hanyados, vizoldékonység, gbznyomés, forraspont ezek a tulajdonsédgok fogjak meghatarozni azt,
hogy a vegyi anyag a kornyezeti elem mely fézisdban milyen koncentrécidéban lesz jelen az
egyensulyi dlapotban. Tovédbba kérdéses, hogy hogyan fog aakulni az id6 eldre haladtaval vagy
ionképzd anyagok esetében ismerni kell a megoszlasi hanyadosok pH fliggését, és azokat |ehetdleg a
kornyezet pH-jara kell korrigéni.

igy a vegyi anyagok a mas-més kornyezetben eltérd fizikai-kémiai forméban vannak jelen, mely
eltérd hatdssal is jé&r, ennek a hatdsnak a meghatarozdja a biologiai hozzaférhetdseg. Az aktudlis
toxicitds tehat e hozz&férhetbségtdl figg. A kornyezetbeli koncentracio eldrejelzésénél a
szennyezbanyagok hozzaférhetd részének meghatarozésara lenne szilkkség, melyet az analitikai
maodszerek nem reprezentéinak az oldoszeres, vizes kivonat készitésével vagy savas feltaréssal. A
fizikai-kémiai tulgjdonsagok é&tekintésével elbzetes kovetkeztetéseket vonhatunk le a kornyezet



dinamikus folyamataiban val6 részvételre és a hozzéférhetbségre vonatkozéan, de nem tudhatjuk
pontosan, hogy akémiai kivonassal ald vagy folé becslliink a hozzéférhetd hanyadnak.

Hozzafér hetdség modellezése

A kémia kivonas a jelenleg alkalmazott médon nem modellezi megfelelden a szennyezdanyagok
hozzéférhetd, hatdé koncentrécigjdt, a Kkisérleteimben olyan eldkezeléseket alkalmaztam
mesterségesen szennyezett talgjokon, amelyek varhatban megvéltoztatjdk az olddszeres kivonas
hatésfokat, melyek majd igy jobban kozelitik a hatd koncentréciot. Ezeket a feltevéseket a
késdbbiekben a kémiai extrakcid és okotoxikolbgiai teszt dsszevetésével vizsgalom.

Emésztés

A talg emberi szervezetbe kerlilése utan, a szennyezdanyagok részben vagy teljesen elhagyjak a
talaj-matrixot az emeésztés soran. Bioldgiailag hozzéférhetdnek nevezhetd a szennyezdanyag azon
része, amelyet az emeésztbnedvek elkilonitenek a matrixtdl. Keésdbb ez a mennyiseg
abszorbedl6dhat; vagyis atjut az emésztbesatorna falén a vér-, vagy nyirokédramba. Ezt kvetden a
szennyezBanyagok biotranszformacion esnek at, vagy kivlasztodnak az epében és a magjban.
Altaldban kisebb mérték(i abszorpcidt és kisebb toxikus hatést figyeltek meg, amikor ugyanaz a
szennyezés elelmiszer vagy oldat form§ éban keriil a szervezetbe. A killénbség annak tulajdonithato,

hogy az élelmiszerekkel egytt bevitt szennyezdanyag ordlis hozzéférhetdsége kisebb.

Eddig szdmos ilyen modellt készitettek mér, nehézfémek, és szerves szennyezok feltarodasat
vizsgélva. Ezek megegyeznek abban, hogy az emberi emésztrendszer azon részét, ahol a veszélyes
anyagok felt&rodhatnak vagy hozzéaférhetdvé, toxikussd valhatnak 3 részre osztotték: nyelés
szakasza, szajureg modellje; gyomor modellje; valamint a vékonybél szakasza [1] Az alkalmazott
emésztéss modelleknél  specifikus  egyszer(sitések  megengedettek, azonban ezeknek, az
elhanyagolasoknak a hatését vizsgani kell, hogy az okozott 1épés kihagydsa milyen adatvesztést,
torzitdst okozhat. A szakirodalomban taldhatok még kulonbdzd felszivodasi modellek is, melyek
alkalmazésa bonyolult és nehézkes amellett, hogy egy-két specidlis esetre alkalmazhatdak.

A ciklodextrinek alkalmazasa

A ciklodextrint fellletaktiv tulgjdonsdga miatt valasztottuk, a biodegradécié serkentésében mar
bizonyitott[2].A kis polaritasi szerves szennyezOket a vizben oldott ciklodextrin képes apolaris
Uregébe zarni és avinni a vizes fazisba. igy olyan perzisztens anyagok vahatnak eltavolithatova, és
biolégiailag hasznosithatovd, amelyek egyébként a talg) oldhatatlan szerves féziséhoz kotddtek. In



situ, talgjhoz adagolva 0,5 és 1 %-0s koncentracidban transzformétorola és gézolgjjal szennyezett
talgjban jelentdsen noveli a bontds sebességét, és nem csak a lebontani kivant szennyezdanyag,
hanem egyéb tapanyagok is hozz&férhetdve vanak a mikrofléra szaméra, serkentve igy a tag
kulturgat[3] .

Biologiai hasznosithatdsag (bioavailability) modellezése

Adott talg) és szerves szennyezd anyag esetén a kontaktidd szabja meg azt, hogy mennyire
hozzéférhetd bioldgiailag vagy kémiailag az adott szennyez8. Az utébbi idében nagyobb hangsulyt
fektetnek arra, hogy a talg szerves anyagéhoz kotott anyagokat hogyan lehet felszabaditani és
biolégiailag hasznosithatéva tenni. A hasznosithatésagot alapvetden két dolog hatédrozza meg. A
transzportfolyamat, amellyel a szennyezd eljut a bontd segjtig, és a sejt dtal torténd felvétel és
atalakités. Legtdbbszor a transzportfolyamatok jelentik a limitalo tényezdt, azon belll is a tag
oldhatatlan szerves részérdl val 6 deszorpcio (logKow Nagy). igy annak ellenére, hogy jelen vannak a
bontasra képes mikroorganizmusok, a szennyezdanyagok megmaradnak a talgjban a remedidas
hatékonysagat csokkentve.

A szennyezBdések bioldgiailag hasznosithato frakciojanak vizsgdlatédval Reid és munkatérsai hosszu
idge foglalkoznak[4]. Legutébb HPBCD vizes oldatanak kioldésaval modellezték a fenantrén
hozzéf érhetdsegét, bioldgiai kioldhatosagét. M esterségesen C14-es jelzési fenantrénnel szennyeztek
kilonbdzo tipust és szerves anyag tartalmu talgjokat. A fenantrén jelenlétével j&r6 egyéb szerves
komponenseket toluollal helyettesitették, emellett intenzivebbé tette atalg) szerves anyag tartalmaval
vald kontaktust. Tapasztalataik szerint a nagyobb szerves anyag tartalmu talajokbol kevéssé
extrahdhatd ki a fenantrén, tovabba a szennyezddés koranak eldre haladtéval is jelentdsen cstkken a
kinyerés.[5]

Bioldgiai és kémiai hozzaférhetdséget tsszehasonlito vizsgalatok
M ester séges szennyezés

Barna erdotal ajt leszitélt, 1égszéaraz allapotban szennyeztem tobbféle koncentrécidban, a kisérletek
megkezdése elbtt a |égszaraz talgjt csapvizzel nedvesitettem, majd Ujra kiszaritottam, ezzel a talg
szerves anyag tartalméba torténd integral 0dést akartam segiteni.

El|dk ezel és emésztdenzimek kel

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

37°C-on termosztalhatok és a palack |égterébdl e tudom tévolitani az oxigént tartalmazoé levegot.



Ehhez a Deschler-féle gazmosd palackot taldtam megfeleldnek. Az edényzetet a kisérlet
megkezdése elbtt N, gézzal &oblitettem, az emésztés folyamén, pedig a 37°C-ot tartva magneses

keverbvel szimuldtam a gyomor és a vekonybél perisztaltikus mozgasat.

Elsdként az emésztd reaktorba bemértem a megfeleld szennyezbanyag mennyiséget vagy 2 gramm

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

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

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

torténd szakasza egy Orén & tartott, majd kivettem a termosztatb6l és 50 ml mintat vettem az

emeésztett oldatbdl és féretettem tovdbbi mérésekre, tesztelésre. A maradék oldattal folytattam az

emeésztés masodik szakaszét, amelyhez sertés epe és hasnyd extraktum NaHCOs-o0s oldatat

haszndltam, bedllitottam a pH-t 7-re 1 mélos NaHCO; oldattal. A palackot lezartam és ismét

atoblitettem a reaktor |égterét N, gazzal. Ezutan Ujabb 1 éran & folytattam az emésztést a 37 °C-0s

termosztatban folyamatos keverés mellett.

Anyagok

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

- 11 epe és hasnyd-extraktum: 2 g hasnya-extraktum(Sigma), 12g epe extraktum (Sigma) 0,1
molos NaHCO; oldatban

- 1 mdlos NaHCO; oldat pH bedllitashoz

- 1 mdlos HCI oldat pH bedllitashoz

- 11 sooldat: 120 mmol NaCl 5 mmol KCl

Elokezelés ciklodextrinne

A vizsgaatokhoz két, j6 vizoldékonysagu ciklodextrinnel végeztem eldkisérleteket. Azt vizsgatam,
hogy a random metilezett b-ciklodextrin (RAMEB) és hidroxipropil-b-ciklodextrin (HPBCD) kdzl
melyik befolyésolja jobban a fenantrén vizoldhatésagét. Mindkét szarmazékot a Wacker Chemie
(Minchen, Németorszdg) gyartja A komplexképzés oldhatosagfokozod hatésat a modell talg-
szennyezdanyagként alkalmazott fenantrén (Aldrich) vizes RAMEB és HPBCD oldatban vizsgéltam.
A komplex képzés soran vizoldhatd komplexek keletkeztek. A fenantrén oldott mennyiségét a
feleslegben adott és fel nem oldddott hatdéanyagtdl elkulonitve megfeleld higités utén 50%-0s

etanolban mértiik fotometridsan (I max =252 nm).

Ezutan az anyagok logKow-jére gyakorolt hatést tanulmanyoztam. Poléris féazisként vizes és
ciklodextrines oldatokat hasznélva vizsgéltuk a fenantrén megoszlasat a szerves és szervetlen fézis



kozott, annak érdekében, hogy megtudjuk, befolyasoljae majd a talg szerves anyag tartalméhoz
val0 kotddést a ciklodextrin jelenl éte.

A ciklodextrin vizoldhat6sdg és az n-oktanol-viz megoszlas hanyados modosité hatésanak
vizsgdlata alapjdn a random-metilezett-B-ciklodextrint vélasztottuk a tovabbi kisérletekhez. A
koncentracidra vonatkozoan irodalmi adatokat vettiink alapul[6], ezért 1%-os ciklodextrin adagol ast
alkalmaztam.

Ezek alapjén az alkalmazott elOkezelések utén az 1. téblézat foglalja dssze a készitett mintékat,
melyeket a késdbbiekben kémiai és dkotoxikologiai analizisnek vetek al&
1. téblazat: Fenantrénnel szennyezett talgjok eldkezel ései

Szennyezett tal g

Emésztési |. szakasz: kezelésagyomor | Szennyezett talgj

modell enzimeivel Tiszta szennyezbanyag
Il. szakasz: kezelés epével és | Szennyezett talgj
hasnydllal Tiszta szennyezbanyag

Szennyezett, 1% ciklodextrinnel kezelt talgj

Elbkészités a kémiai analizishez — kémiai hozzafér het8ség vizsgalata

Az andlitikai mérések egyik legfontosabb Iépése a minta elfkészitése, mely itt a szennyezBanyag
oldészeres kivonasabol al. A kivondshoz olyan olddszert kell keresniink, mely visszanyerése o,
ugyanakkor jol reprezentaljék az 6koszisztéma szdmara hozzaférhetd toxikus anyagok mennyiségét.
Erre azonban nem talditam utalasokat a szakirodalomban, csak a visszanyerés hatékonysdgéra,
emiatt analitikai mérésekhez kétféle extraktumot készitettem: diklormeténnal és n-hexén aceton 2:1
aranyu keverékével.

Folyadékmintak esetében

A folyadék halmazallapoti mintak extrakcidjat razotol csérben végeztem 3 szakaszban, vagyis 3-szor
kb. ugyanannyi mennyisegl oldoszerrel elegyitettem az oldat 10 ml-&, majd az oldoszert
Osszegy(jtottem teflontetds Erlenmeyer-lombikba, és vizmentes NaSO,- hozzaadasaval a maradék
vizet eltavolitottam. Az dsszegy(jtott, leszaritott extraktumot gdémblombikba sz(rtem és folyamatos
desztillaloval elparologtattam az oldoészert. A beparolt extraktumot ezutén kimosva a gdmblombikot
10, illetve 25 ml-re egészitettem ki.

Talajminték esetében
5 g taajt és kb. 5 g vizmentes NaxSO,-et 10 ml 2:1 ardnyu hexén-acetonnal 6ntottem fel, 10 percig
razattam ultrahangos flrddben. Ezutén atalgjrol szrbpapiron at ledntéttem az ol doszert extraktumos



Uvegbe és Ujabb 10 ml oldészert ontottem hozza, ismét 10 percet rézattam ultrahangban, majd
sz(rdpapiron &t az eldbbi extraktumhoz ontéttem.

A kivonatokat ezutan |angionizécios detektorral felszerelt gdzkromatogréffal vizsgaltuk.

Okotoxikolégiai tesztek - bioldgiai hozzafér hetdség vizsgalata

Tagjjal torténd interakcid, tenzidek, gyokérsavak, huminsavak hatésara megvaltozd bioldgiai
hozzéf érhetBséget teljes mintaval végeztem, direkt érintkeztetéssel.

Vibrio fischeri teszt

A mérést a DIN 38412 szabvany modositésaval végeztem. A Vibrio fischeri fakultativ anaerob,
pacika alaku és polaros ostorral rendelkezd baktérium. Tengeri mikroorganizmus, ezért halofil.
Jellegzetes tulgjdonsaga, a biolumineszkalas, vagyis az anyagcseréje sorén fényt képes kibocsétani,
ennek intenzitésa fénydrammérdvel érzékelhetd. Ha toxikus anyag kerll a rendszerbe a mikréba
pusztuldsa miatt a fényintenzitds csokken.Tengeri éldlények révén éetfolyamataikat, igy a
lumineszcencid is befolyasolja a sokoncentrécio. A Vibrio fischeri-nél a szaporodas és a
lumineszcencia 2% NaCl jelenlétében optimdlis.

M éréseimhez a tesztorganizmus jellegzetes tulgjdonsdgét, alumineszka 6 képességét hasznéltam fel.

A vizsgédlathoz szilkséges mikréba szaporitasét 100 cmP-es Erlenmeyer-lombikba 20 cm? téptal ajban
végezzilk, amelybe h(itdben fenntartott tenyészetbdl 1 cm®-t oltunk &. Az igy elkészitett inokulumot
24 6ran a razatjunk 28°C homérsékleten. Az igy elkészitett inokulum belitészszamat a mérés el ott
15-sz0r6s higitasban mérjik.

A lumineszcencia mérésére LUMAC Biocounter M 1500P. luminométert hasznéltam. EIsO |épésként
ellendrizni kell a baktériumszuszpenzio érzékenységét, melyet standard Cu-sor gétlasanak mérésével
ellendrzink. A Cu standardok koncentrécidja 25, 50, 100, 200, 400 ppm. A felhaszndt Cu-sd
CuSO4x 5H,0. A standardok higitésahoz 2%-0s NaCl oldatot haszndlunk. A mérés kontrolljakent
nehézfémet nem tartalmazo 2%-os NaCl oldatot hasznd unk.

A méréshez a mintatartoba 200-200 ¢ | inokulumot mértem, majd megmértem ezek lumineszcencia
kibocsatasét (lo). Ezutan hozzamértem 50-50 ¢ |-t az eldzetesen elkészitett mintak higitasaibol és
azonnal megmértem (11) afényintenzités gétlast, ezzel kiiszobdlom ki a métrix okozta fényintenzitas
gatlast. A minta toxicitasa okozta gatlast 30 perc mulva mértem (l3g)

A mintak higitasi sorédhoz elsdként 2 ml 2 %-os NaCl oldattal higitottam 2 g talajmintét, illetve 2 ml

s sy L -



Azomonas agilisteszt

A teszten az Azomonas agilis tesztorganizmus dehidrogenaz enzimaktivitasatmerjik. Ha valamilyen
stressz éi a sejtet, akkor az elektrontranszport rendszer megsérilhet. Az elektrontranszportlanc elsd
szakaszénak |épéseit a dehidrogenaz enzim katalizdlja. Alternativ elektrontrakceptorként TTC
(2,3,5-trifenil-tetrazolium-klorid) szolgél, mely az elektrontranszport zavartalan mikédése esetén
redukdodik és piros szind trifenil-formazanna alakul. A piros szin megjelenése mikrobidlis
tevékenységre utal. Toxikus anyagok jelenlétében a dehidrogenaz enzimaktivitas gétolt, ezért aTTC
redukcioja nem torténik meg, vagyis piros szin nem jelenik meg.

A méréshez legaldbb 6ttagu, kétszéres |éptékQ higitds sort készitink: 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625;
0,0312 g bemért mennyiségekkel, majd &ramlé gbzben sterilezzik, a tovabbi munkat steril
atoltoflulkében gjanlott végezni, mert ha mas mikrobédk kertilnek a tesztoldatba, azok dehidrogenaz

aktivitdsa meghamisitja az eredményt. |degen mikroorganizmusok gétoljék az Azomonas agilist.

A 48 oOran keresztll, 25 °C-on rézatott baktériumszuszpenziobdl 5 mil-hez 100 ml sterilezett
Fjodorov taptalgjt és 1 ml TTC oldatot adunk. Az elkészitett keverékbdl a kémcsdvekbe 2-2 mi-t
pipettazunk, homogenizaljuk (Vortex segitségével), lezérjuk, majd 25°C-os termosztétba teszik és
fénytdl elzarjuk.

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

€s 0,04 ppm koncentréaciju oldatokkal. Az étékelés 72 6ra mulva végezhetd.
A piros szin megjelenésétdl fliggden 100, 50 és 0 %-os gétlést alapitottam meg:

100%-0s, teljes gétlds— piros szin teljes hidnya

50%-0s, szaporodés gétlas — enyhe piros szin, vagy kicsi piros folt

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

Szdmos Collembola fajt haszndnak taavizsgdlatra, igy az Onychiurus fajokat, a Folsomia
candidat, a Tullbergia granulatat, az Orchesella cinctat. A fent emlitett tesztorganizmusok kézil a
Folsomia-teszt nemzetkdzileg szabvanyositott tesztmddszer (1SO/TC 190 SC4 WG2).

A Folsomia candida fgj a Collembol&k (ugrévillasok) rendjébe tartozik, 6si rovar. Apré (max. 3-4
mm hosszU) fehér dlatkak, a hasi oldalukon ugrovillgjuk van, amit ha hétra csapnak felpattannak a
levegdbe. A talajban ének, erddben eléfordulhat, hogy m*-enként 100 000 talalhaté beldliik. Hasi
tomldvel 1élegzik, emiatt a talgjgbzokre érzékenyen reagdl.



A Collembolak epimorfozissal (kifejléssel) szaporodnak. Ha nagyon alacsony a nedvességtartalom, a
peték kiszéradnak. Megfeleld nedvességtartalmui, 20°C-os kornyezetben a peték 10 - 15 nap alatt
kelnek ki, akikelt dlatok Gjabb 10 - 15 nap alatt valnak ivaréretté.

A fgj akut és kronikus teszthez is haszndhatd, az akut teszt 5-10 napig tart, ami azt veszi figyelembe,
hogy hany szézalékban maradnak meg az alatok a vizsgélt mintan. Ezzel a teszttel lehet a minta
higitasabdl az ECyp-at és ECso-et vagy EDyo-at és EDsq-et meghatarozni. A masik a négy hétig tartd
krénikus teszt. Ez a teszt tulajdonképpen egy reprodukcid vizsgdat, mivel a megmaradt dlatok
szdma mellett figyelembe veszi azt is, hogy milyen mértékben szaporodtak.

A Collembolak természetes kornyezetikben szerves tormelékeket, gombahifakat esznek, ami labor
korllmények kozott a gipszlap felszinére szort széritott slitbélesztdvel helyettesitd.

A vizsgdathoz azonos kora (14 napos) alatkakat kell felhasznalni, ezért szilkkséges a szinkron

popul &ci6 |étrehozésa. Ehhez egy afenti modon elkészitett, megnedvesitett gipszlapra 50 db allatot
kell helyezni, amelyek 2-3 napon bel Ul lepetéznek. A peték kb. 2 hét (10-12 nap) mulva kelnek ki
(ilyenkor egész apré dlatkék is megfigyelhetdek, ekkor tavolitandok el az iddsebbek alaprdl). Az
alatok sérilésmentes éthelyezéséhez egy specidlis, sajét fejlesztésil edénykét hasznd unk.

A teszthez 20-20 g légszaraz vizsgdlando talgy mintat mértink be 370 ml-es befbttes Uvegekbe. A
mintakat 5-5 ml vizzel megnedvesitjik és 2-2 mg éesztdt szérunk atetejukre.Az tivegekbe 10-10 db

allatkét juttatunk a fent leirt atrakdval A teszt edényeket 7 napig sotét, 20-25 C-os helyen tartjuk,
majd kiértékeljuk. Ha a talaminték toxikusnak bizonyultak felezd higitds sort készitettem, a
higitashoz OECD standard talajt hasznéltam.

Az egy hét letelte utdn a talgjmintékat tartalmazd befottesiivegeket fel ontéttem vizzel és Givegbottal
megkevergettem, majd vartam mig az éd Collembol&k a felszinre Usznak, az d&llatokat
megfigyeltem, hogy élnek-e, mert gyakran az elpusztult dlat is a felszinre kertl. Megszamoltam az
€ld dlatokat, amely alapjan kiszdmoltam a pusztulasi szézalékot.

Kisérleti eredmények

Azt vizsgaltuk, hogy az emésztéses és a ciklodextrines elokezelés mennyiben jarul hozza egy
szénhidrogénnel szennyezett talg akut toxicitasdhoz, és a kezelések mennyire médositjék a hatasat.



Fenantrén hozzafér hetdsége olddszer ek szdmara

A kémiai hozzéférhetBség vizsgdlatahoz keészitett extraktumokat gézkromatografiasan elemeztik,

majd az eredményekbdl kinyerési szézalékokat szamitottam, mivel a kétféle olddszeres kivonas

kozott szignifikéns kilonbség nem volt, ezért ezeket atlagoltam és a 4. dbran dsszefoglaltam.

A talgja egyltt és talg nékili emésztések modellezésével nemcsak az egyes emésztés

szakaszokban torténd valtozasokat kovethetjik nyomon, hanem a talg pufferold hatésat is

megfigyelhetjuk. Az emésztés elsd szakaszéban a talg szerves anyag tartalma nem térodik fel, mert

itt a szennyezett talgj kinyerése kisebb, ez azzal magyarézhatd, hogy a gyomorban alacsony pH van

ugyan, de fellletaktiv anyagok hianydban nem ndvekszik a hozzéférhetdség. Megfordul a helyzet az

emésztés | . szakasza hataséra, ahol mar nemcsak a fellletaktiv epesavakkal kell szamolnunk, hanem

abomlassal is. A ciklodextrines kezelés hatasara pedig megnott az olddszerrel kinyerhetd fenantrén

mennyisege, ami a ciklodextrin fellletaktiv tulajdonsdganak kdszonhetd.

Fenantrén kémiai hozzaférhetdsége
80
70
. 60
X
e
s 40 -
£ 30 A
=~
20 A
10 ~
O T T T T T
szennyezett talaj gyomor gyomor epével és epéwelés ciklodextrinnel
enzimekkel enzimekkel hasnyallal hasnyallal kezelt,
emésztett, emésztett emésztett, emésztett szennyezett talaj
szennyezett talaj fenantrén szennyezett talaj fenantrén

4. dbra: Fenantrén kinyerés hatékonysaga kiilénb6z6 eldkezelések hatasara
2. tébldzat:  Fenantrén kinyerésének hatékonysaga

kinyerés hatékonysaga
(%)

kezeletlen 46,15
gyomor enzimekkel emésztett,

szennyezett tal g 35,75
gyomor enzimekkel emésztett fenantrén 57,5
epével és hasnydllal emésztett,

szennyezett tal g 46,25
epévelés hasnydllal emésztett fenantrén 34,05
ciklodextrinnel kezelt, szennyezett tal g 72,25




Fenantrén hozzafér het8sége tesztor ganizmusok szaméra

A fenantrén egy nagy molekul§ju, apolaros PAH vegyllet, melynek karcinogén, mutagén hatésa van.

A kezelések hatasara vérhatéan ékerll a fenantrén egy része vizes fézisba, ezdtal bioldgiai
hozzéférhetBsége nd, melyet jelen esetben akut teszttel vizsgélok.

250
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5. &bra: Kulénbozd tesztor ganizmusokkal megallapitott EC50 értékek

3. dbra:

K Ul6nbozd tesztorganizmusokkal megall apitott EC50 értékek

emeésztés gyomor emeésztés epével és
tesztorganizmus szennyezett enzimekkel hasnyallal ~ kezel eﬁ
talg) talg) csak talg) csak ciklodextrinnel
matrixban |szennyezdanyag| métrixban|szennyezbanyag
Vibrio fischeri >200 >200 >200 >200 >200 >200

Azomonas agilis 2 >200 38,1 >200 >200 9,5
Folsomia 110 : : : 176,6
candida

Az 5. &ran az dtaam haszndlt tesztorganizmusokkal mért EC50 értékeket tlntettem fel. Az EC

(hatésos koncentrécid) érték minnél kisebb, anndl toxikusabb a szennyezGanyag, ebben az esetben a

toxikussag mellett azt is jelenti, hogy jobban hozz&férhetd az adott tesztorganizmus szaméra.

Emellett figyelembe kell venniink, hogy ezeknek a tesztorganizmusoknak az érzékenysege eltérd.
Ennek tikrében a kdvetkeztetések:

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

érzékeny, csak az epe és hasnyd dtal emésztett fenantrénes talgjra volt érzékeny, ez toxikus
melléktermék jelenl étére utal.




- az Azomonas agilis érzékenyen reagdlt mind a fenantrénre mind az epe és hasnydl dta emésztett
szennyezett talgjra. Tehdt ez a tesztorganizmus egyarant jelzi a toxikus melléktermék és a fenantrén
jelenlétét is.

- a Folsomia candida teszt kivitelezése miatt csak a szilard talg tesztel ésére alkalmas, emiatt csak a

szennyezett talgjt és a ciklodextrinnel kezelt talgjt teszteltem ezzel, mindenképpen aldtdmasztotta az
Azomonas agilissel mért eredményt, mely szerint a ciklodextrin csokkentette a toxicitést

Biologiai és kémiai hozzafér hetdség Gsszevetése

A szennyezett, kezeletlen talgjhoz képest jelentds kinyerés novekedést okozott a ciklodextrin, am a
tobbi eldkezelés rontotta az oldoszeres kivonés hatésfokat. A toxikolégiai tesztek azonban
kimutattédk, hogy bé& a fenantrén kisebb mennyiségben van jelen a Il. szakaszban emésztett

mintdkban mégis kockézatot jelent toxikussdgaval. Az Azomonas agilis és a Vibrio fischerivel
végzett tesztek afenantrénné toxikusabb melléktermék(ek) jelenlétét mutatjdk mar akut teszttel.

Emellett érdekes eredmeényt hozott a ciklodextrines kezelés, mely komplexképzésével egy részrol
javitotta a kivonas hatékonysdgét, ennek ellenére csokkent a toxicitas (a bezart molekula nem
érzékelhetd az €0 szervezetek szdmé&a. Ez arra utal, hogy az analitikai mérések kizéardlagos
alkalmazésa nemcsak figyelmen kivil hagy bizonyos |ehetBségeket, hanem az olddszeres kivonassal
kapott eredménnyel torz kdrnyezeti kockazatot becsiilhetiink meg.

Az eredményekbdl latszik, hogy csupan olddszeres kivonas és analitikai mérés a szennyezGanyag
koncentréci6janak megallapitésaval nem ad vélaszt arra, hogy az mekkora veszélyt is jelent az
okoszisztéméra vagy az emberre, viszont ha az tokotoxikolégia teszttel egyitt alkalmazzuk egy
koltségkiméldbb, redlisabb és megbizhatobb kockéazatbecs ést készithetiink.
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