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1. Bevezetés

Ebben a tanulmanyban attekintést kivanunk nydparinteraktiv, azaz direkt kontaktot
alkalmazo, talajok vizsgalatara alkalmas kornyexdtblogiai tesztek elterjedtségeér
Magyarorszagon és Eurépaban. A tanulmany felépitése

- Az interaktiv tesztek éhyei a nem direkt kontaktot, hanem példaul talajkmstot
alkalmaz6 tesztekkel szemben.

- A Magyarorszagi helyzet: a nalunk szabvanyosita#raktiv tesztek, a szabvanyok
rovid leirasa.

- Az Eurdpai helyzet: ISO szabvanyok, melyek (mégjnnmagyar szabvanyok, a
szabvanyok rovid leirasa.

- Atanszéken fejlesztett és alkalmazott direkt kkintatesztek rovid attekintése.

A tesztmodszereket a tesztorganizmusok alapjarocsmgitottuk.

2. Interaktiv tesztek ebnyei

A toxikolégiai tesztek tébbnyire egystefaboratériumi vizsgalatok, igy az abiotikus
viszonyokat (Bmérséklet, paratartalom, minta allaga) csak kevésszik figyelembe. A
szennye&anyagokat a termeészetes viszonyaibol kiemelve, vawgvaltoztatva hozzék
kapcsolatba a tesztorganizmussal, ami médositeagaennyezanyag hozzaférhéséget és
ezaltal az aktudlis toxicitasat.

A legtbbb jelenleg hasznalt talajvizsgalatra alladm bioteszt példaul, a talaj
extrahaldszeres kivonatat vizsgalja, elhanyagolva saennyefanyag-talajszemcse,
tesztorganizmus-talajszemcse  (biofilm),  tesztorgans—talajszemcse—szennyaayag
kapcsolatokat és a hozzafédsiget (Gruiz, 1994 és 1998).

A talajkivonat mellett foglal allast Sellner (1993ki szerint a talajok fizikai, kémiai,
biologiai dsszetétele olyan mértékben kulonbozhptiméstol, hogy referenciatalaj keresése
helyett Iényegesen egys#ibb az azonos modon elvégzett extrakciéval nyertorkaw
vizsgalata. Munkajaban, azonban azt is leirja, hagyily modon végzett tesztelés nem az
Okoszisztéema veszélyeztetettségének megallapitabareem sokkal inkdbb a szennyezett
mintak kivalogataséara illetve a talajmintadleli valtozdsanak osszehasonlité vizsgélatara
(monitoring, talajtisztitas nyomonkovetése) alkadmas mint ilyen biolégiai analitikai
eljarasnak tekinthét

Ronnpagel és munkatarsai (1995) a talajkivonat riédataval szemben a direkt
érintkeztetést tartjak fontosnak. Szerintlik a kiajnat készitésével tul- vagy aldbecsithat
toxicitas. Munkajukban két (), kontakt biotegitr a Bacillus cereusés a kontakt
Photobacterium phosphoreueszttl szamolnak be. Kutatasuk jelenlegi allasa szexzeket a
kontakt teszteket talajtisztitasi folyamatok nyomkidretésére é€s a remedialt terlletek
monitoringjara javasoljak.

Kutatocsoportunk direkt kontakt (interaktiv) teskae alkalmaz és fejleszt, mivel ezek
figyelembe veszik a tesztorganizmus—talajszemcsewngedanyag kapcsolatokat és a
hozzaférhdiséget. A BME Meédgazdasagi Kémiai Technolégia Tanszékén tobb, sajat
kornyezettoxikoldgiai tesztet kifejlesztettiink. Addszerek alkalmasak a vizsgalando talaj
elézetes midsitésére, szennyezett teriletek kockazatanak reesgté, bioremediacios
technoldgiak megalapozasat szolgélo laboratoriulatye szabadfoldi kisérletek kovetésére,
valamint a remedialt tertiletek utdlagos monitoraras



3. Magyarorszagon szabvanyositott interaktiv tesztdudszerek
talajra

Jelenleg Magyarorszagon bioldgiai talajvizsgalaaokonatkozoan 12 db szabvany van
érvényben, illetve 8 db ékészités alatt all. A 12 érvényes szabvany kozidb3magyar
szabvany, mig a tobbi 6t ISO szabvanyok forditésarégota érvényben |év magyar
szabvanyok kozott talalunk kétt amelyekkel a talajok mikrobiolégiai allapotal¢gehezhed
(MSZ 21470-77:1988 és MSZ 08-1931:1984), illetve &axikoldgiai tesztet Pseudomonas
fluoresens baktériummal (MSZ 21470-88:1993), anstpnban nem direkt kontakt teszt,
hanem talajkivonatot hasznal.

A friss szabvanyok (2003-t6l) kozll kétta talaj mikrobialis biomasszajanak
meghatarozasaval (MSZ 1ISO 14240-1:2003 és MSZ 18210-2:2003), keft szerves vegyi
anyagok aerob biolégiai lebonthatésaganak vizsagddhi{MSZ 1ISO 11266:2004 és MSZ ISO
14239:2004) foglalkozik. A fennmaradd 6t darab szaly tartalmaz olyan 6kotoxikoldgiai
modszereket, amelyek talajok vizsgalatara alkaliasadirekt kontaktot alkalmaznak a talaj
€s a tesztorganizmus kozott.

Ezek kozll a szabvanyositott interaktiv tesztekoktokét ndvényi, két allati és egy
olyan teszt szerepel, amely a talajt magat, msgtteganizmust hasznalja. A talajra alkalmas
bakterialis toxikologiai tesztek teljesen hianydzn®z ebkészlletben |&v szabvanyok
k6zott azonban Ujabb 4 toxikoldgiai teszt szerepehasik négy a talaj gerinctelen allatainak
szelektalasara vonatkozik. Az 0j négy modszer Koedly novényi, két allati és egy
bakteridlis teszt szerepel.

3.1 Novényi tesztek

3.1.1 Talajminéség. A szennydr anyagok talajflorara gyakorolt hatasdnak
meghatarozasa, 1. rész: A gytkérnovekedés-gatlas mag modszere, MSZ I1ISO 11269-1,
2003. november, (A szabvany teljesen megegyezik ¥O 11269-1:1993 nemzetkdzi
szabvannyal)

A modszer elve:

El6csiraztatott magvakat az alkalmazott tesztnowiniiiggé szabalyozott korulmények
kozo6tt, meghatarozott étartamig termesztjuk. A két kontrollkbzeg ipari hoknés talaj. A
termesztési idlszakot koveten a kontroll és az ismeretlen vagy vizsgalt angadggzelt
talajbdl szarmazo6 gyokerek hosszat mérjuk. A hatassztkozegben ndvesztett gyokerek
kontrollhoz viszonyitott kildnbségének statiszilikgiszignifikans kiilonbsége mutatja.

3.1.2. Talajminéség. A szennyaz anyagok talajflorara gyakorolt hatdsanak
meghatarozasa, 2. rész: Vegyi anyagok hatasa a magab rendi ndvények kikelésére és
novekedésére, MSZ ISO 11269-2, 2003. november, (Zabvany teljesen megegyezik az
ISO 11269-1:1995 nemzetkdzi szabvannyal)

A modszer elve:

Ez a fitotoxicitaxi teszt a kulonbézszarazfoldi névenyfajoknak a teszttalajhoz kil@ibo
koncentraciékban adott vegyi anyagra adott kikedéskorai ndvekedési reakcidjan alapul. A
kivalasztott névényfajok magvait a vizsgalando gogatartalmazd cserépbe, valamint egy
kontrollcserépbe Ultetjuk. A cserepeket a kivalasztesztfajnak megfelél termesztési
feltételek kozott tartjuk. A tesztndvenyek hajtasdi kikelését és tomegét (szaraz vagy zold)
0sszehasonlitjuk a kontrollnévények hasonl6 adataiv



3.2 Allati tesztorganizmust alkalmaz6 médszerek

3.2.1 Talajminéség. A szennydzanyagok hatasa a foldigilisztaraEisenia fetida), 1. rész:
Az akut toxicitds meghatarozasa mesterséges talajpaMSZ ISO 11268-1, 2003. oktdber,
(A szabvany teljesen megegyezik az ISO 11268-1:19%nzetkdzi szabvannyal)

A modszer elve:

A vizsgalandé anyag kulonb&xoncentracioit tartalmazo, meghatarozott mesteségjajba
(10% ®©zegmoha, 20% kaolinitagyag, 70% ipari kvarchomokglyézett, kifejlett
foldigilisztak Eisenia fetidafaj) szazalékos mortalitdsat hatarozzuk meg 74ésap utan. A
vizsgaland6 anyagot egy lépésben adjuk a mestersazghoz és a tesztet a vizsgalando
anyagok utadnadagolasa nélkul fejezzik be. A teketekkapott eredményeket
0sszehasonlitjuk egy kontrollal, és felhasznaljuikak a koncentracionak a becslésére, amely
a foldigilisztak 50%-o0s mortalitasat okozza (LC %@,nap).

3.2.2 Talajminéség. A szennydzanyagok hatasa a foldigilisztaraEisenia fetida), 2. rész:
A szaporodasra gyakorolt hatdsok meghatarozasa, MSESO 11268-2, 2003. oktober, (A
szabvany teljesen megegyezik az ISO 11268-2:1998mzetk6zi szabvannyal)

A modszer elve:

A vizsgalandé anyag kulonbé&xoncentracioit tartalmazo, meghatarozott mesteségjajba
(10% ®©zegmoha, 20% kaolinitagyag, 70% ipari kvarchomokglyézett, kifejlett
foldigilisztdak (Eisenia fetida fetida vagy Eisenia fetida andreifaj) szaporodasara,
novekedésére és szazalékos mortalitasara gyakataksokat hatarozzuk meg. A vizsgalandé
anyag egyszeri alkalmazasaval a mortalitdsra émmalsszara gyakorolt hatasokat 4 hét
mulva hatarozzuk meg. A szaporodasra gyakorolt shagd petegubokbdl kikelt utddok
szamlalasaval hatarozzuk meg egy tovabbi négyldissak utan. Kontrollal 6sszehasonlitva
meghatarozzuk a NOEC (a vegyi anyag a mestersétgmlt elegyitve nincs szignifikans
hatassal a petegubokbdl kikelt utddok szamara) @@ (legkisebb hatasos koncentracio)
értékeket.

3.3 Talaj, mint tesztorganizmus

3.3.1 Talajminéség. Biologiai modszerek. A nitrogénmineralizacid £ a nitrifikacio
meghatarozasa talajban, valamint a vegyi anyagok em folyamatokra gyakorolt hatasa,
MSZ 1SO 14238, 2004. januar, (A szabvany teljesen egegyezik az ISO 14238:1997
nemzetkdzi szabvannyal)

A modszer elve:

Aerob talajokban a N-mineralizacié sebességét vagtékét a talaj szerves anyagabar [év
nitrogén vagy hozzaadott nitrogéntartalmi szervesgyiilet mineralizaciéja soran
felszabadulé6 ammadnium, nirit és nitrat koncentrgridk méréséve hatdrozzuk meg. A vegyi
anyagoknak a N-mineralizaciora kifejtett hatasét higtarozzuk meg, hogy a talajt konnyen
boml6 szerves nitrogén-forrassal javitjuk, és @kbbdH mennyiséd vegyi anyaggal kezelt
részmintakban lemérjuk a N-formak szazalékos gitlagy kezeletlen ellénzé mintdhoz
képest.



4. Egyéb nemzetkozi (1ISO) szabvanyok, melyek ningsgk meg
magyar szabvanyként

A talajra alkalmazhaté direkt kontakt tesztek, amkIMagyarorszagon is elfogadottak,
mind ISO szabvanyok forditasai. Az ISO (Internatio®rganization of Standardization)
nemzetkozi szabvanyai k6zott azonban a Magyaroosedg szabvanyként elfogadottakon
kival tobb interaktiv teszt szerepel. Tovabbi hamavényi teszt, harom allati teszt és egy
olyan, amely a talajt, mint tesztorganizmust vifisga

4.1 Novényi tesztek

4.1.1 Soil quality -- Determination of the effectof pollutants on soil flora -- Part 2:
Effects of chemicals on the emergence and growth bfgher plants, ISO 11269-2:2005,
(Elékészuletben magyar szabvanyként: ISO/FDIS 11269-2)

Abstract

ISO 11269-2:2005 describes a method that is ajigiida the determination of possible toxic
effects of solid or liquid chemicals incorporatedsoil on the emergence and early stages of
growth and development of a variety of terrestpknts. It does not give an indication of
damage resulting from direct contact of seedlingh whe chemical in the vapour or liquid
phase outside the soil environment.The methodsis @bplicable to the comparison of soils of
known and unknown quality.

4.1.2 Soil quality -- Determination of the effect®f pollutants on soil flora -- Screening
test for emergence of lettuce seedlings (Lactucatsa L.), ISO 17126:2005

Abstract

ISO 17126:2005 specifies test procedures for theranation of effects of contaminated
soils or other contaminated samples on the emeegehdtettuce seeds. ISO 17126:2005 is
applicable to contaminated soils, soil materiatsnpost, sludge and chemical testing. It is
applicable to the measurement of effects of substadeliberately added to the soil and to the
comparison of soils of known and unknown qualityOl 17126:2005 is not applicable to
volatile contaminants.

4.1.3 Soil quality -- Biological methods -- Chronictoxicity in higher plants, ISO
22030:2005

Abstract

ISO 22030:2005 describes a method for determinhng inhhibition of the growth and
reproductive capability of higher plants by soifedar controlled conditions. Two species are
recommended: a rapid-cycling variant of turnip réBeassica rapa CrGC syn. Rbr) and oat
(Avena sativa). The duration of test should beiscigffit to include chronic endpoints that
demonstrate the reproductive capability of the péatts. By using natural test soils, e.g. from
contaminated sites or remediated soils, and by eomgpthe development of the test plants in
these soils with reference or standard controksthle test is applicable to assess soil quality,
especially the function of the soil as a habitat gtants. This method can be modified to
allow use of the chronic plant assay for the tgstih chemicals incorporated into soil. By
preparing a dilution series of a test substanstandard control soils, the same endpoints can
be measured to assess the chronic toxicity of atedmi This method is not applicable to



volatile substances, i.e. substances for which yientonstant or the air/water partition
coefficient is greater than 1, or for which the @appressure exceeds 0,013 3 Pa at 25 °C.

4.2 Allati tesztorganizmust alkalmazé médszerek:

4.2.1 Soil quality -- Effects of pollutants on juvenile and snails (Helicidae) --
Determination of the effects on growth by soil commination, 1ISO 15952:2006,
(Elékészuletben magyar szabvanyként: ISO/DIS 15952)

Abstract

ISO 15952:2005 specifies a semi-static method Far determination of the effects of
contaminants on growth and survival of young shaiially Helix aspersa aspersa Miiller.
The animals are exposed via the cutaneous andtidggesute using a test substrate (artificial
or natural soil according to the objective of thady) to which defined amounts of the
following are added: substances or preparationd; soils (contaminated or of unknown
guality) or waste materials. A static method ialescribed. ISO 15952:2005 does not apply
to volatile substances, i.e. substances for whieh Henry constant, H, or the air/water
partition coefficient is over 1, or for which thapour pressure is over 0,013 3 Pa at 25 °C.
This test takes into account possible changesartdst substance, preparation, soil or waste
material because the test mixture is prepared emelwed every 7 days during the 28-day test
period.

4.2.2 Soil quality -- Effects of pollutants on insdg larvae (Oxythyrea funesta) --
Determination of acute toxicity, ISO 20963:2005

Abstract

ISO 20963:2005 describes a method for the detetimmaf the effects of contaminated soils
and substances on the survival of the larva@gfthyrea funestarhe larvae are exposed to
the pollutants by cuticular and alimentary uptdka. contaminated soils, the effects on the
survival are determined in the test soil and im@atil soil. Depending on the objectives of
the study, the control and dilution substratesufaih series of contaminated soil) are either
uncontaminated soil comparable to the soil sampheettested or artificial soil substrate.
Effects of substances are assessed using a defitiedal soil substrate.

ISO 20963:2005 is not applicable to volatile subsés, i.e. substances for which Henry's
constant or the air/water partition coefficiengreater than 1, or for which the vapour
pressure exceeds 0,001 33 Pa at 25 °C. This mdtiesinot take into account the possible
degradation of the substances or pollutants duhegdest.

4.2.3 Soil quality -- Effects of pollutants on Enclitraeidae (Enchytraeus sp.) --
Determination of effects on reproduction and survial, ISO 16387:2004

Abstract

ISO 16387:2004 describes a method for determiriagetfects of substances or contaminated
soils on reproduction and on survival of the wdEnchytraeus albiduéEnchytraeidag The
animals are exposed to the substances by dermalliamehtary uptake using a defined
artificial soil substrate to which specified amaiof that substance are added, or by using a
soil substrate of unknown quality.

ISO 16387:2004 is applicable to test substancesatkaeither insoluble or soluble in water,
although the method of application differs. The moetis not applicable to volatile test
substances, i.e. substances for which H (Henryistaat) or the air/water partition coefficient



is greater than 1, or for which the vapour pressudieeds 0,013 3 Pa at 25 °C. For optimum
applicability, the water solubility and the vapquessure of the test substance should be
known. Additionally, information on the persisterafehe test substance in soil is desirable.

Basic information on the ecology and ecotoxicolofifEnchytraeidaen the terrestrial
environment can be found in the bibliographic refees. The stability of the test substance
cannot be ensured over the test period. No pravisionade in the test method for monitoring
the persistence of the test substance. Recommendddtir adapting the method to comparing
or monitoring soil quality are given in Annex B.

4.3 Talaj, mint tesztorganizmus:

4.3.1 Soil quality -- Laboratory methods for deternnation of microbial soil
respiration, 1ISO 16072:2002

Abstract

ISO 16702:2002 describes methods for the deterraimat soil microbial respiration of
aerobic, unsaturated soils. The methods are saifabthe determination of {uptake or CQ@
release, either after addition of a substrate (satesinduced respiration), or without substrate
addition (basal respiration). ISO 16702:2002 isliapple to the measurement of soil
respiration in order to:

« determine the microbial activity in soil (see [2]);

« establish the effect of additives (nutrients, p@lhis, soil improvers, etc.) on the

metabolic performance of microorganisms;
» determine the microbial biomass (see [3]);
« determine the metabolic quotient g€£O

5. A tanszéken kifejlesztett interaktiv tesztek taljra

Itt ismertetjik azokat az interaktiv teszteket, yaket sajat magunk fejlesztettlink ki a
BME MGKT-n talajok, Gledékek és poérusviz vizsgalata

A tesztorganizmus és a talaj direkt érintkeztetéalmjnedves Aallapotban vagy
iszapallagban torténhet.Egyes teszteknél szadwmoritott talajt hasznalunk, és azt utdlag
nedvesitjuk, mas esetekben az eredeti foldnediegsoéll talajt hasznaljuk. Egyes bakterialis
tesztmodszereknél a talapeétes sterilezése is sziikséges lehet.

A teszteknél higitasra és/vagy 6sszehasonlitoul DEGjt vagy ismert, bizonyitottan
tiszta erdei talajt hasznalunk. Az OECD talégeghhl és agyagasvanyokbdl dsszeallitott,
allando mirbsédi, mesterseges talaj.

5.1 Bakterialis biotesztek

A laboratoriumi tesztek kozil a baktériumokat atkakOk a leggyorsabbak és
legegyszeibbek. Harom, alapvéen kulonbo# kivitelii bakterialis 6kotoxikoldgiai tesztet
dolgoztunk ki és alkalmazunk talajok komplex jelie¥aére.

A Vibrio fisheri egy tengeri baktérium, altalanos érzékeniisi&gztorganizmus. Azt a
kulonleges tulajdonsagat hasznaljuk a teszteléshieagy féenyt emittal. Ezt a
luxustevékenységet kedvigien korilmények kozott azonnal besziinteti.

A Bacillus subtilistesztbaktériumot specialis célra szelektaltuk, adgtt szennyezett
teriiletre jellemé toxikus fémszennyérés érzékelésére. Erzékenysége kozepes, vagyis nem
tul érzékeny, igy lehéveé teszi, csak a valdoban nagy fémtartalmi mintakikéset.



A harmadik, a veszélyes hulladékok vizsgalatabsarjetiten alkalmazott és egysker
meérést és ertékelést biztositd laboratériumi tegatizmusunk egy tipikus talajbaktérium az
Azotobacter agilenem szelektiven és nagymértékben érzékeny tgsrti@mus.

5.2 Novényi tesztek

A ndvenyi tesztorganizmusok kézul a fehér mustéBiaapis alby €s a kerti zsazsara
(Lepidum sativumdolgoztunk ki direkt kontakt tesztet. Hasonlé mmddnas névényekkel is
lehet tesztelést folytatni, ha a névény eleget éekboratoriumi munka kovetelményeinek. A
novényekkel végzett tesztek soran egyazon kisénethérhetjik a csirdzoképesség gatlasat,
valamint a gyokér- és szarndvekedés gatlast. Haiomdssza mennyisége vagy a
bioakkumulacio a végpont, akkor nagyobb mi&tehyészedényes kisérletekre van sziikseég.

5.3 Allati tesztorganizmusok

A tanszéken protozoakkal dolgoztunk ki direkt kémhteesztet talajra. Tesztorganizmusként
Tetrahymena piriformisragy Colpoda steiniidllati egyseji fajok hasznalhatéak. Az allati
egysejtiekkel vald munka viszonylag egysée€s gyors, az eredmény a koérnyezeti
kockazatbecslésben igen fontos trofikus szintéatjddepvisel.

5.4 A talaj sajat aktivitdsan alapuld tesztek

A talaj bioldgiai allapotanak jellemzésére mindemibe & mikroorganizmusokat, mind
pedig ezen mikroorganizmusokiikodéseét jelé enzimeket és egyéb bioldgiai paramétereket
meérhetink. A tanszéken kidolgoztunk egy modszedlly@l szénhidrogént és mas szerves
szennye&anyagokat bonté baktériumok szamat (és jelenlébdt meghatarozni. Ez alapjan
a talaj bonto6 aktivitasanak mértékére lehet koatkai.

A talaj allapota, aktivitasa a talajlégzés inteqzdtval is jellemezhé&t A tanszéken két,
légzésen alapul6 modszert is kidolgoztunk. Az eggikoszlopreaktorba helyezzik a
vizsgalando talajt és a termelt €& mérjuk titrAdlasos modszerrel. A masik kidolgthzo
modszer zart palack teszt talajlégzés méréseérely aameeredetileg BOI mérésre hasznalt
készulék adaptélasa talajlégzés mérésére.

5.5 Egészséges talaj, mint tesztorganizmus

A mikrokozmosz tesztek egy specialis megoldasgolatal, hogy garantalt és allando
minésédi torzstalaj Okoszisztémajat tesszik ki a tesztélemdgyi anyag kulonbdr
koncentracidinak és talaj enzimaktivitasainak,szgjinanak, fajeloszlasanak, stb. valtozasat

“ sz

teszttel a talaj nitrifiklo képességének toxikasisokra bekdvetkézxsokkenése mérkiet

5.6 Talajra valo adaptalas és kidolgozas alatt allinteraktiv tesztek

- Talajok toxicitdsanak mérése mikrokalorimetrias srairel
- Nematdda teszPanagrellus redivivugesztorganizmussal
- Zart palack teszt tovabbfejlesztése

- Vibrio fischeriteszt tovabbfejlesztése



