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AZ 1. MUNKASZAKASZ TERVEZETT FELADATAI

1. Munkaszakasz célkitiizései

1.1. Informaciogytijtés

1.2. Modszerfejlesztések: eldkisérletek és konkrét modszerek kidolgozasa
1.3. Laboratoriumi kisérletek tervezése a modszerek alkalmazasara.

Az 1. munkaszakaszban elvégzendo feladatok/munka leirasa:

1.1. Irodalmi adatok feldolgozasa és értékelése a mdodszerek kidolgozasahoz, informacidgytjtés
1.2. Modszerfejlesztés: elokisérletek, modszerek kidolgozasa

1.2.1. Biologiai és ékotoxikologiai modszerek fejlesztése

Biologiai és géntechnikai mddszerek kidolgozasa a talaj 6koszisztéma jellemzésére: ATP mennyiség
mérése talajban lumineszcencian alapuld eljardssal, fluorescens in situ hibridizéacio talaj-mikroorga-
nizmusok mindségi és mennyiségi meghatarozasara (FISH), direkt kontakt toxikologiai tesztek fej-
lesztése talajra, nitrifikacids teszt alkalmazasa talajtoxicitds vizsgalatara. Tetrahymena pyriformis
szaporodasgatlasi és Nematoda panagrellus redivivus mortalitasi tesztek allati tesztorganizmusokkal,
novényi bioakkumulacios tesztek, gyorsteszt a biokoncentracids faktor (BCF) meghatarozasara.

1.2.2. Fizikai-kémiai modszerek fejlesztése

Szerves szennyezdanyagok extrakcidja talajbol és miiszeres kémiai analizise (gazkromatografia GC-
FID), modszerfejlesztés oktanol-viz megoszlasi hanyados (Kow) meghatarozasanak kidolgozasa
egyes szerves szennyezOanyag komponensekre és tipikus talajszennyezd szénhidrogén keverékekre, a
kiilonféle ciklodextrinek hatasa a megoszlasra, talaj-viz megoszlasi hanyadosok (Ksw) meghataroza-
sa kiilonb6z6 tipust talajokra egyes szerves szennyezdanyag komponensekre és tipikus talajszennye-
z0 szénhidrogénkeverékekre, a kiillonféle ciklodextrinek hatdsa a megoszlasra, a biodegradalhato
frakcio extrakcidja kiilonféle vizes ciklodextrin oldatokkal, a ciklodextrinnel extrahalhaté szennyezo-
anyag mennyisége ¢s a biodegradalhatosag kozotti osszefiggés vizsgalata.

1.2.3. Osszes és mobilizilhaté nehézfémtartalom meghatdrozdsa kiilonbdzo kémiai modszerekkel,
modszerfejlesztés

Toxikus fémek talaj-viz megoszlasi hdnyadosanak (Kp) meghatarozésa, a bioakkumulécios tesztek
talaj- €s novénymintainak kémiai analizise: nehézfémtartalom meghatarozasa

1.2.4. Az elokisérletek eredményeinek értékelése, modszertan kidolgozdsa

1.3. A médszerek alkalmazasara iranyulé laboratériumi kisérletek tervezése




AZ 1. MUNKASZAKASZBAN ELERT EREDMENYEK BEMUTATASA

A kornyezetiranyitas egyik legnagyobb feladatkore a kornyezetbe kikeriilo vegyi anyagok kockazata-
nak menedzsmentje. A teriiletspecifikus kockazatfelmérés célja, annak megallapitasa, hogy egy konk-
rét teriileten az eldrejelezhetd szennyezdanyag-koncentracio kisebb vagy nagyobb-e a kdrosan még
nem hat6é koncentracioknal, vagyis, hogy elfogadhatd kockézatot jelent-e az emberre illetve az dko-
szisztémara'.
A modern kdrnyezetmenedzsment eszkoztardban ma még kevés az olyan megbizhato, verifikalt vizs-
galati médszer, amely a vegyi anyagok helyszinspecifikus kockézatanak felméréséhez sziikséges jel-
lemzdk meghatarozasara alkalmas. Ezt a hianyt igyekszik potolni a LOKKOCK cimi kutatési projekt.
A projekt célja a helyszinspecifikus kockazat megitéléséhez nélkiilozhetetlen, de ma még hianyzo
modszerek azonositasa, fejlesztése. A metodikak kidolgozasanal és szabvanyositasanal is fontosabb
annak az algoritmusnak a kidolgozasa, mely egyértelmiien megadja, hogy milyen problémara milyen
vizsgalati modszerrel milyen vélasz nyerhetd. A LOKKOCK projektben elékészitjiik ezt a munkat, és
a kifejlesztett modszereket a felhasznalhatdsag, a kornyezetmenedzsmentben elfoglalt hely és cél sze-
rint is jellemezni fogjuk.
Kutatasaink célja tehat olyan 1) talajvizsgalati médszerek kidolgozéasa, amelyek alkalmasak a szeny-
nyezbanyagok fizikai, kémiai és bioldgiai tulajdonsagainak jellemzésére, felhasznalhatdak a szennye-
zOanyagok okologiai hatdsanak, helyspecifikus kockazatanak mérésére, eldrejelzésére.
Alapvetden haromféle egymast kiegészitd vizsgalati metodikat fejlesztiink és alkalmazunk:
1. Fiziko-kémiai mddszerek a nehézfémek ¢€s a szerves szennyezdanyagok mennyiségi €s mindségi

meghatdrozasara, megoszlasanak, transzportjanak jellemzésére,
2. Az dkoszisztéma tagjainak mindségi €s mennyiségi jellemzése bioldgiai és géntechnikai eljarasok-

kal,
3. A szennyezett kdrnyezeti minta hatdsanak mérése szilard fazisti kornyezeti mintdkra kidolgozott

interaktiv (direkt kontakt) kornyezettoxikologiai ill. géntoxikologiai tesztekkel.
Az integralt metodikaval kapott koncentracid €s hatas eredményekbdl meghatarozhatd a kvantitativ
kornyezeti kockazat, melynek idébeli valtozasa a kockézati profil, melynek felvétele a szennyezett
teriiletek menedzsmentje soran sziikséges dontések kozvetlen alapjat képezheti.
Az attekinthetdség kedvéért a fejlesztés alatt 4llo vagy mar kifejlesztett modszereket a kockazatfelmé-
rés két oldalanak megfelelden két csoportra osztjuk:

1. a szennyezdanyag terjedésében, a szennyezdanyag kornyezeti koncentraciojanak kialakuldsa-
ban szerepet jatszo paraméterek meghatarozasa méréssel €s szamitassal.
2. aszennyezOanyag hatdsdnak meghatarozasat szolgaldé mérési és szamitasi modszerek.

Az 1. szamu melléklet mutatja a kockazatfelmérés folyamatabrajat, €s a két oldal jellemzését, megha-
tarozasat tamogatd modszereket.
Ezt a két oldalt a kockazatfelmérésben, vagyis a megszerzett informaciok és megmért jellemzd para-
méterek kockéazatértékelésben valdo felhasznalasdra alkalmas moddszerek (helyszinspecifikus
kockézatfelmérési mddszerek, helyszinspecifikus kockazati modell, stb.) bemutatasa ¢s fejlesztése
fogja 0ssze ebben a palyazatban. A mddszerek alkalmazhatosagat, verifikalasat konkrét helyszineken
valo alkalmazasuk soran vizsgaljuk és értékeljik.
A tamogatasi szerz8dést 2005. 06. 16-1 datummal irtuk ald. 2005. aprilisdban kezdtiik a munkat.
Az elso szakaszra vallalt valamennyi feladatot teljesitettiik, és az alabbiakban részletesen bemutatjuk.
Els6 részletes szakmai jelentésiinkben a fejlesztendd teriiletekrdl adunk egyenként attekintést és is-
mertetjiik a kifejlesztett modszerek alapjait €s a konkrét fejlesztési munkat.
Kutatasi munkank soran az egyes teriiletekrdl kiilon tanulmanyokat készitettiink, ezeket a BME
MGKT Tanszékén (koordinator szervezet) archivaltuk. Az elkésziilt tanulményok anyagait feldolgoz-
tuk ebben a szakmai beszdmoloban, tételesen a 10. szamu mellékletben soroljuk fel dket.

: Gruiz, K.; Horvath, B. és Molnar, M. (2001) Kornyezettoxikoldgia. Miiegyetemi Kiadd, Budapest



1.1. INFORMACIOGYUJTES

1.1.1. Attekintettiik a szennyezett teriiletek felmérésében és monitoringjédban, valamint a kockézaton
alapul6 kornyezetmenedzsmentben és az ahhoz kapcsolddd dontéstamogatd eszkdzrendszerben alkal-
mazando integralt modszeregyiittes a TalajTeszteld Triad (TTT) jellemzoit, sziikségességét. A tanul-
many bemutatja a TTT elemeit, a kockazatfelmérésben szerepet jatszo kornyezettoxikoldgiai modsze-
reket és szerepiiket, valamint ismerteti a Triad jellemz6 alkalmazasait.

1.1.2. Tanulmanyt készitettiink az oktanol-viz megoszlasi hdnyados (Koyw) elméleti és kisérleti dssze-
fliggéseirdl, és meghatdrozasanak modszereirdl. Az anyagok hidrofob jellegét jellemzd K,y hanyados
megmutatja, hogy egy oktanol-viz kétfazisu rendszerben mennyi az adott szennyezdanyag koncentra-
cioja az oktanolos fazisban a vizes fazishoz képest. Ez az ért¢k dsszefiiggésbe hozhato a talajhoz, iile-
tetjiik az irodalomban fellelhetd kisérleti modszereket €s szamitdgépes programokat az in silico meg-
hatarozashoz.

1.1.3. ,,Szervetlen szennyezOanyagok talajbdl ¢€s talajvizbdl torténd meghatarozasanak modszerei az
EU-ban” cimmel dsszefoglaltuk a szervetlen szennyezdanyagok talajbdl és talajvizbdl torténd megha-
tarozasanak vilag- illetve Europai Unid-szinten elterjedt mddszereit, kitekintéssel az jabb, javarészt
még fejlesztés alatt 4116 technologidkra is. Az EU tekintetében néhany jellemzd vegyiiletre eldirt szab-
vanyt soroltunk fel, majd a széles kdrben hasznalt, illetve kutatott terepi €s laboratdériumi méodszerekre
tértlink ki réviden.

1.1.4. A projekt célja a helyszinspecifikus kockdzat megitéléséhez nélkiilozhetetlen, de ma még hi-
anyz6 modszerek azonositasa és fejlesztése. A modszerfejlesztés kisérleti szakasza el6tt tanulmanyoz-
tuk az egyes kémiai, bioldgiai és 6kotoxikologiai mddszerek kapcsolddo irodalmat. Ezek rovid 6ssze-
foglalésa és értékelése az adott eljarasokrol késziilt tanulméanyok részét képezik.

1.1.5. A mutaciot kivalté anyagok potencialis veszélyt jelentenek, a sejtvonalakban mutacios valtoza-
sokat okozva a késObbi generaciokban is. Ez eldre mozditja a géntoxikologiai tesztek alkalmazasat a
kornyezeti mintak vizsgalatdban és a modszerek fejlesztését.

Célunk, egy, a talaj kozvetlen tesztelésére is alkalmas géntoxikoldgiai eljaras kidolgozdsa. Munkank
elsé részében attekintettiik és feltérképeztiik a témaban rendelkezésre allé irodalmat, tanulmanyt ké-
szitettlink a napjainkban alkalmazott genotoxicitési tesztekrol.

1.2. KISERLETI MUNKA, MODSZERFEJLESZTES

A helyszinspecifikus kockazat mindkét oldala tdmogathaté mérésekkel, de adatbazisokbol szarmazo
adatok alapjan kozelitd szamitassal kapott eredmények validalasat is szolgalhatjak. A kitettség felmé-
réséhez, az eldre jelezhetd koncentracid értékének (PEC) meghatarozasahoz talajra specifikus, a
szennyezOanyag hozzaférhetdségét is figyelembe vevd mérési modszerek (fizikai — kémiai mddsze-
rek) sziikségesek. A vegyi anyagok hatasanak ismeretéhez ¢és a kdrosan még nem hatd koncentracio
meghatarozasdhoz (PNEC) biologiai és kdrnyezettoxikologiai mérésekre van sziikség.

1.2.1. Fizikai-kémiai modszerek

1.2.1.1. Szerves szennyezoanyagok és komponensek miiszeres kémiai analizise (gazkromatografia)

Laboratériumi mikrokozmosz kisérletekbdl szdrmazé dizelolajjal és transzformatorolajjal szennyezett
talaymintakat extrahaltunk hexdn-aceton (2:1) eleggyel ¢és az extraktumokat HP-1 oszlopon
kromatografaltuk a 21470-94 szamt Magyar Szabvany szerint. A dizel olajjal szennyezett talajmintak
esetén a biodegradacié elorehaladtaval a linearis szénhidrogének mennyisége csokkent, az
izoprenoidok egymashoz és a megfeleld normal alkanokhoz viszonyitott aranya (n-C,7H3e/prisztan, n-
CisHsg/fitdn és prisztan/fitan) kisebb lett, mivel az izoprenoidok lassabban bomlanak a normal
alkanoknal (2. szamu melléklet).



A szabvany mddszer nem torekszik az egyes komponensek szétvalasztasara, a biodegradécié folyama-
tainak mélyebb megértés¢hez viszont sziikség lehet erre. A modszerfejlesztés terve elkésziilt. Egy 1;,
specialis GC oszlop segitségével - amely bizonyos mértékii szétvalasztast tesz lehetdvé - fogjuk vizs-
galni a laboratériumi kisérletbdl szarmazo talajminték extraktumait.

1.2.1.2. Oktanol-viz megoszlasi hanyados (K,,) meghatarozasanak kidolgozasa, ciklodextrinek meg-
oszlasra gyakorolt hatasanak vizsgalata

Attekintettik a Koy meghatarozasi modszerek irodalmat. A Ky, kisérleti meghatdrozédsara alapvetden
két modszer terjedt el: folyadék-folyadék extrakcidos modszer és HPLC.

A folyadék-folyadék extrakcios modszer Iényege, hogy ismert mennyiségli vizsgalando anyagot adunk
ismert térfogata oktanolt és vizet tartalmazo razotolesérbe, a két fazist alaposan Osszerazzuk, majd az
egyensulyi koncentraciok kialakuldsa utdn hagyjuk szétvalni, és mindkettdben megmérjiik a vizsga-
sa. Elénye a nagy pontossag, az, hogy a vegyiiletek széles korére alkalmazhato és nem kell eldre is-
merni az anyag szerkezetét. Hatranya, hogy idéigényes, az egyensuly bealldsa 30 perc.

Gyorsabb modszer a HPLC alkalmazésa, amelynek soran a vizsgaland6 anyag retencids idejét hason-
litjuk 6ssze ismert K,y hanyadosu anyagok retencios idejével. A modszer elonye a gyorsasdga, hatra-
nya, hogy ismerni kell a molekulaszerkezetet. Hasonld szerkezett, ismert K, hanyadosu 6sszehason-
lité standardokra van sziikség, melyek segitségével meghatarozzuk az adott anyagcsoportra jellemzé
retencids 1d6 — K, korrelacios faktort és ezzel a vizsgalandd anyag K., értékét. A korrelacios faktor
vegyliletcsoportonként kiilonbozo.

Ujabban a micellaris elektrokromatografiat is kiprobaltak a Ko, meghatarozasra. Natrium kolat, mint
feltiletaktiv anyag jelenlétében a logK,y 1,0-5,5 tartomanyban meghatarozhatd, a hiba 0,5 egységnél
kisebb. Ez tehat egy gyors, kis anyagigény(i modszer”.

Tovabbi lehetdség a K, meghatarozasara a kémiai szerkezeten alapuld szamitasi (in silico) modsze-
rek alkalmazasa. Gytijtdneviikk az angol nyelvlli rovidités alapjdn QSAR (Quantitative Structure
Activity Relationship). Ilyenek az EU kockézatfelmérési technikai utmutatoban® ajanlott CLOGP
(Daylight Chemical Information Systems, Los Altos, California, LOGKow (Syracuse Research
Corporation, Syracuse, USA) ¢s AUTOLOGP (Devillers, J. Analusis, 1999, 27, 23-28) programok.
Az elsd kettd a molekulan beliili fragmentumok lipofilicitasat jellemzd un. fragment-konstansok egy-
szerll 0sszeadasara ¢€piil, a harmadik mas elven alapul. Egyikkel sem lehet sok K, értékét kiszamita-
ni. Nitro vegyiiletek csak az AUTOLOGP programmal szamithatok. A CLOGP és a LOGKow segit-
ségével jol becsiilhetok a 0-5 kozotti logKy,y, értékek, mig az AUTOLOGP az 5-nél nagyobb értékekre
ad pontosabb becslést.

A CLOGP ingyenesen hasznalhat6 az interneten (www.daylight.com). A LOGKOW program egy to-
vabbfejlesztett verzigja a KOWWIN, amely része az EPI (Estimation Program Interface) Suite komp-
lex programnak. Ennek az EPA altal finanszirozott ingyenesen letdlthetd programmal az aerob
biodegradacid valodsziniisége, a talaj adszorpcids koefficiense (Koc), a vizes oldékonysag €s a hidroli-
zis sebessége is becsiilhetd.

Az interneten talalt tovabbi fragment-alapti programok a kinai XlogP (Peking University,
www.cheminfo.pku.edu.cn/calculator/xlogp) €s a szlovak miLogP (Molinspiration Cheminformatics,
www.molinspiration.com). Ez a két program a gyodgyszeriparban fontos bioaktivitasi faktorokat (pl.
ioncsatorna modulalo hatés, kindz-aktivitas) is kalkulal.

Léteznek a neuralis haldzatokon alapulod kozelitések. Az EU utmutatodban ajanlott AUTOLOGP ennek
egy korai valtozata (7200 vegyiiletbdl all a tanuld adatbazis). Az ijabb on-line hasznéalhaté progra-
mok: az Interactive Analysis logP predictor (www.logp.com) és ALOGPS (vcclab.org/lab/alogps) mér

2 Wu, Y.S., Lee, HK., Li, S.F.: Rapid estimation of octanol-water partition coefficients of pesticides by micellar
elektrochromatography, Electrophoresis, 1998, 19, 1719-27

3 Technical guidance document in support of commission directive 93/67/EEC on risk assessment for new notified
substances and commission regulation (EC) No 1488/94 on risk assessment for existing substances, Part I1T)



kb. kétszer ekkora adatbazisra épiil. Az Interactive Analysis logP predictor (ChemSilico LLC, USA,
www.logp.com) 13000 szerves molekula pontosan megmért logK,,, értékei alapjan végzi a becslést.
Az ALOGPS program (Virtual Computational Chemistry Laboratory, Franciaorszag,
vcclab.org/lab/alogps) 12908 molekulat tartalmazo6 adatbazis.

Kidolgoztunk egy egyszerli modszert illékony vegyliletek K, értékeinek meghatarozasara gazkroma-
tografias gbztéranalizissel. A mérést valgjdban a folyadék-folyadék extrakcido moddszerével végeztiik,
de mivel a vizsgalt vegyiiletek jelentds része nem UV-aktiv, viszont illékonyak, a koncentracido méré-
sére gazkromatografids géztér-analizist alkalmaztunk. A méréseket még nem fejeztiik be, a kovetkezd
jelentésben egészitjlik ki a mért adatok oszlopat.

A mért, a szamitott €s az irodalmi logK,,, értékeket a 3. melléklet 3. 1. tablazatban tiintettiik fel.

A CLOGP ¢és a KowWIN programhoz tartozik egy adatbazis az irodalomban kozolt kisérletileg meg-
hatarozott K, értékekrol. A CLOGP adatbazisa a LogPstar, a KOWWIN adatbéazisa az Experimental
database for KOWWIN. A két adatbazis a C10-C12 alkanok kivételével altalaban azonos kisérleti
adatokat tartalmaz (a KOWWIN adatbazisa az irodalmi hivatkozast is megadja). A sajat mérési ered-
mények elfogadhatéan egyeznek az irodalomban leirt kisérleti iton meghatarozott értékekkel, kivéve
a trimetil-benzolokat €s az etil-benzolt. Ezeket a méréseket ellendrizni fogjuk.

Mindegyik program jo becslést ad az aromas vegyiiletek esetén, kivéve a diklorbenzolt. Erre a vegyii-
letre a miLogP, XLOGP és ALOGPS program is tobb mint 20%-kal kisebb logK,,, értéket szamit,
mint a mért érték. A miLogP hasonlé modon aldbecsiili a n-alkanok értékeit is. Jelentds eltérést ta-
pasztaltunk még a heptan és oktan eset¢tben a KOWWIN program alkalmazéasakor, valamint az
undekan esetében az XLOGP programmal.

A ciklodextrinek (CDKk) javitjak a komplexbe zart anyagok vizoldékonysagat és ez a K, csokkenését
eredményezi. Minél nagyobb egy vegylilet K,, értéke, annal inkdbb komplexet képez a
ciklodextrinekkel, annal jobban ndvekszik oldékonysaguk a vizes CD oldatokban. Ezt a forditott ara-
nyossagot szamos talajszennyezd szénhidrogénre (alkanok, PAH vegyiiletek) kimutattak®. A
megnovekedett vizoldékonysag a latszolagos Koy, érték csokkenését jelenti CDk jelenlétében.

A hidrofil CDk (pl. a természetes CDk: a-, B- és yCD valamint a hidroxipropil szarmazékok) nem
oldddnak oktanolban, viszont a BCD és szarmazékai komplexalni képesek az oktanolt (3. szami mel-
Iéklet 3.1. dbra). A komplexképz3dés egyensilyi allanddja: 2,5x10° M BCD és 1,7x10° M yCD
esetén’. Emiatt az oktanol jelenléte csokkentheti a szolubilizalt szennyezéanyag koncentraciot. Ez a
jelenség gyogyszerek esetén jol ismert (3.2. dbra)®. Az oktanol és a szolubilizalandd vendégmoleku-
lak versenyeznek a CD gylrliért. Még bonyolultabb a helyzet, amikor amfifil CD szarmazékokat
hasznélunk, pl acetil- és metil-szarmazékokat, melyek vizben is és oktanolban is oldodnak. Osszealli-
tottunk egy kisérleti tervet, amelyben a harom természetes CD mellett harom BCD szarmazékot vizs-
galunk, koztlik az amfifil sajatsaga acetil- és metil-B—ciklodextrint.

1.2.1.3. Talaj-viz megoszlasi hanyadosok (K;) meghatarozasa kiilonbozo tipusu talajokra egyes szer-
ves szennyezoanyag komponensekre és tipikus talajszennyezd szénhidrogenkeverékekre, a kiilonféle
ciklodextrinek hatasa a megoszidsra

Az, hogy a talajon mennyi szennyez6anyag adszorbedlodik a megoszlas hatdrozza meg, masrészrdl a
megoszlastdl fligg, hogy milyen mértékben szennyezddik a talajviz a szennyezett talaj altal.

Kq: a szennyezdanyag megoszlasa a talaj és a viz kozott, csak az adott szennyezdanyag koncentracio-
ra ¢és talaj/oldat aranyra érvényes. Minél régebbi a szennyezédés, annal nagyobb érték’.

* McCray, J. E.; Boving, T. B.; Brusseau, M. L.: Cyclodextrin-enhanced solubilization of organic contaminants with
implications for aquifer remediation, Ground Water Monit. Rem. 2000, 20, 94-103

> Nakajima, T; Sunagawa, M; Hirohashi, T: Studies of cyclodextrin inclusion complexes. II. Application of the partition
coefficient method, Chem. Pharm. Bull. 1984, 32, 401-8

6 Masson, M.; Sigurddardottir, B.V.; Matthiasson, K.; Loftsson, T.: Investigation of drug-cyclodextrin complexes by a
phase-distribution method: some theoretical and practical considerations, Chem. Pharm. Bull. 2005, 53, 958-964

” Nudelman, N.S., Rios, S.M., Katusich, O.: Fate of the oil residuals in Patagonian soils, effect of the environmental
exposure time, Soil Sedim. Water, 2002, April, 1-8



K,.: a talaj szerves széntartalma és a viz kozotti megoszlasi hanyados. Azt mutatja meg, mennyire
adszorbedlodik az adott szennyezdanyag a talaj szerves anyagéan, emiatt meghatarozza a szennyezo-
anyag sorsat a talaj-viz rendszerben. Fiiggetlen a talaj asvanyi osszetételétél®. A Ky értékbél ugy szar-
maztatjuk, hogy osztjuk a szerves C-tartalommal. A legtdbb talajszennyez6 vegyiilet K, értékei tabla-
zatokban megtalalhatok’.

A K, meghatarozéasara tobbféle modszer ismert. A legelterjedtebb az egyensulyi modszer, amikor a
vizes fazis és a talaj kozotti egyensuly bedllasa utdn mérjiilk meg a koncentraciokat a két fazisban. Az
egyensuly beallasa 4-96 orat vesz igénybe, emiatt ez a modszer lasst. Forditott fazisu folyadékkroma-
tografiaban (oktadecil-, oktil-, cianopropil-, fenil-szilika t6lteten) a retencios id6 a K, értékkel csok-
ken', és a K. egy kalibraciés gorbe segitségével ismeretlen vegyiiletekre is becsiilhetd. Az un. soil
leaching column chromatograpy (SLCC) modszer standard talajjal to1tott kolonnat hasznal a Ko meg-
hatarozésara''.

1.2.1.4. A ciklodextrinnel extrahalhato szennyezéanyag mennyisége és a biodegradalhatosag kozotti
osszefliggeés vizsgalata

crer

res extrakcidhoz képest kevésbé ,kimeritd” kivonasi modot kell taldlni. PAH vegyiiletek vizes
extrakciojat megfeleld szorbens (Tenax vagy XAD2 gyanta) jelenlétében hosszu ideig (120 nap) vé-
gezve deszorpcios gorbék vehetdk fel, amelyek Osszefliggésbe hozhatok a biologiai hozzaférhetdség-
gel'?. Butanolos extrakcioval kinyert fenantrén koncentracio linearis 6sszefiiggést mutat a bakterialis
lebontassal és a foldigiliszta altal felvett koncentracioval'’. Mas szerz6k szerint viszont a butanolos
extrakcié tulbecsiili a biodegradalhaté fenantrén-koncentraciét'®. Ez nem egy éltalanosan hasznalhaté
modszer: mas szennyezOanyag esetén mas olddszer ad megfeleld eredményt, raadéasul ez a kivalasztott
tesztorganizmustol is fiigg'.

A hidroxipropil ciklodextrin (HPBCD) vizes oldataval kiextrahalt fenantrén mennyisége szoros korre-
laciot mutat a biodegradalhaté frakcioval'®. PAH-vegyiiletekkel kronikusan szennyezett iiledékek ese-
tén bebizonyosodott, hogy a vizes HPBCD oldat a kdnnyebben deszorbealddd és biodegradalodo
komponenseket oldja ki, mig pl. egy tenzid (Triton X-100) a rosszabbul old6do, nehezebben
biodegradalodé komponenseket is" .

Ez a mddszer egyre elterjedtebbé valik. A legutdbbi ConSoil (Contaminated Soil) konferencian mar
harom kozleményben alkalmaztak PAH-vegyiiletek'®, régi szénhidrogén-szennyezédés' és vegyes

8 Means, J.C., Wood, S.G., Hasset, J.J., Banwart, W.L.: Sorption of polynuclear aromatic hydrocarbons by sediments and
soils, En. Sci. Technol. 1980, 14, 1524-1529

 EPA/540/1-86/060 www.nmenv.state.nm.us/ust/docs/gui-table4-3.doc

10 Kérdel, W., Kotthoff, G., Miiller, J.: HPLC-screening method for the determination of the adsorption-coefficient on
soil—Results of a ring-test. Chemosphere 1995, 30:1373-1384.

" Xu, F., X.- Liang, M., Lin, B.-C., Su, F., Zhong, H.-M., Schramm, K.-W., Kettrup. A.: Soil leaching column
chromatographic technique for estimation of leaching behavior of atrazine, deethylatrazine, deisopropylatrazine, and
hydroxyatrazine on soil. Bull. Environ. Contam. Toxicol. 1999, 63, 87-93.

'> Hawthorne, S.B., Poppendieck, D.G., Grabanski, C.B., Loehr, R.C.: Comparing PAH availability from manufactured
gas plant soils and sediments with chemical and biological tests. 1. PAH release during water desorption and supercritical
carbon dioxide extraction, Environ. Sci. Technol. 2002, 36, 4795-803

1 Kelsey, J.W., Kottler, B.D., Alexander, M.: Sequestration and realistic risk from toxic chemicals remaining after
bioremediation. Environ. Sci. Technol. 1997, 31, 214-217

4 Reid, B.J., Stokes, J.D., Jones, K.C., Semple, K.T.: Nonexhaustive Cyclodextrin-based extraction technique for the
evaluation of PAH bioavailability, Environ. Sci. Technol. 2000, 34, 3174-3179

" Kelsey. J.W., Kottler, B.D.: Sequestration and realistic risk from toxic chemicals remaining after bioremediation,
Environ. Sci. Technol. 1997, 31, 214-217

16 Reid, B.J., Stokes, J.D., Jones, K.C., Semple, K.T.: Nonexhaustive Cyclodextrin-based extraction technique for the
evaluation of PAH bioavailability, Environ. Sci. Technol. 2000, 34, 3174-3179

17 Cuypers, C., Pancras, T., Grotenhuis, T., Rulkens, W.: The estimation of PAHs bioavailability in contaminated
sediments using hydroxypropyl-beta-cyclodextrin and Triton X-100 extraction techniques, Chemosphere, 2002, 46, 1235-
1245

'8 Sabaté, Jordi; Vifias, M.; Solanas, A. M., Proc. 9th International FZK/TNO Conference on Soil-Water Systems, p. 849,
3-7 October 2005, Bordeaux, France



szennyez6désii iiledékek *° biologiailag hozzaférheté hanyadanak jellemzésére. Nem végeztek eddig
Osszehasonlito vizsgalatokat kiilonféle CD-szarmazékokkal: lehet, hogy nem a HPBCD a legmegfele-
16bb valasztas.

Els6 kisérletsorozatunkban pakuraval szennyezett talajt extrahéltunk kiilonféle CD féleségekkel (a-,
yCD, hidroxipropil-, random metil-, karboximetil-3CD ¢és polimerek). Az a- és yCD és ezek szdrma-
zékai nem bizonyultak hatékonynak, ugyancsak elhanyagolhaté extrakcios képességet mutattak az
ionos (karboximetil szarmazékok), noha ezeket az irodalomban leirtak éppen PAH-vegyiiletek
(fenantrén) extrakciojara®'. Az eredményeket a 4. szdmii mellékletben foglaltuk dssze.

1.2.1.5. Szennyezett talajbank dsszeallitasa

A Becsiilt Kornyezeti Koncentraciéo megbizhato jellemzése érdekében egy reprezentativ, szennyezett
talajokbdl allo talajbankot allitottunk 0ssze, ami a magyarorszagi talajok Cd-, Cu-, Pb-, Zn- tartalmat
¢s tulajdonsagait fogja at. A talajmintak kivalasztdsa soran a szennyezett talajok széleskori jellemzé-
sére torekedtiink és figyelembe vettiilk a szennyezetts€g mértékét. Ugyanakkor a talajtulajdonsagok
igen széles tartomanyat képviseld talajmintakat valasztottunk ki. A novény altali felvehetdség, a tapla-
1éklancba kertilés megeldzése érdekében igyekeztiink olyan szennyezett talajokat kivalasztani, ame-
lyekben a vizsgalni kivant négy nehézfém-ion (Cd, Cu, Pb, Zn) koncentracidja varhatdan jol mérhetd
a talajoldatban.

A Szennyezett Talajbank talajainak vizsgalataval jellemeztiik példaul a kémiai mobilizaci6 kockazatat
a talajokban, meghataroztuk az in situ talaj / talajoldat megoszlasi hanyadosokat, az egyensulyi talaj-
oldat oldott szerves széntartalmat (1d. 1.2.1.6. fejezet)

1.2.1.6. Osszes és mobilizalhaté nehézfémtartalom meghatdrozasa kiilonbozé kémiai modszerekkel A
kémiai mobilizacio kockazata talajokban

A talajok esetében nemcsak a nehézfémtartalomnak, hanem a nehézfémtartalom mobilizalddasanak is
kiemelt fontossaga van. A mobilizacio jellemzése érdekében megvizsgaltuk, hogy kiilonb6z0, szeny-
nyezett talajok oldatfazisaban mennyi nehézfém van oldott allapotban, mennyi az in situ talajokban az
oldott nehézfémek tényleges koncentracioja.

Az in situ talajoldat nehézfémtartalmanak és az in situ talaj / talajoldat megoszlasi hanyados meghata-
rozéasahoz 33 db talajmintat valasztottunk ki (5. szdmu melléklet 5.1. tablazat).

A 33 talajminta koziil 18 nehézfémmel szennyezett talajminta a Talajvédelmi Informacids és Monitor-
ing Rendszer (TIM) mintavételi pontjaibol szarmazik. A TIM 1236 reprezentativ mintavételi helyet
tartalmaz>*, melyek kozott szennyezett talajok is taldlhatok. Talajmintékat vettiink a Gyongyos — Tass
pusztai kisérleti telepen 1994-ben beallitott nehézfém terheléses tartamkisérletbdl is*>*. Ebben a ki-
sérletben kiilonbozd nehézfém dozisokat kevertek a talaj szantott rétegébe (0 — 20 cm) és a nehézfeé-
mek sorsat kovetik nyomon az id6 fliiggvényében. A Gyongyds — Tass pusztan beallitott nehézfém
terheléses tartamkisérlet 12 parcellajat (Cd, Cu, Pb, Zn kezelések) €s a kontrolkezelést mintaztuk meg
(melyet Gyongyos0 -ként jeldliink). Az egységes Orszagos Miutragyazasi Tartamkisérletek (OMTK)
koziil a B17 -es karcagi kisérletet valasztottuk ki. A kisérlet 1967-ben kezdddott és az NPK kisérlet-

Y R. Hough, K. Brassington, A. Sinke, J. Crossley, G. Paton, K. Semple, G. Risdon, C. Jacobson, P. Daly, S. Jackman, G.
Lethbridge and S. Pollard: Proc. 9th International FZK/TNO Conference on Soil-Water Systems, p. 1262-1267, 3-7
October 2005, Bordeaux, France

2 T. Grotenhuis, M. Smit, G. Malina, R. Kasperek, J. Szdzuj, B. Satijn, J. Joziasse: Proc. 9th International FZK/TNO
Conference on Soil-Water Systems, p. 2513-2522, 3-7 October 2005, Bordeaux, France

2 Wang, X., Brusseau, M.L.: Simultaneous Complexation of Organic Compounds and Heavy Metals by a Modified
Cyclodextrin, Environ. Sci. Technol. 1995, 29, 2632-2635

2 TIM. 1995. Talajvédelmi Informécios és Monitoring Rendszer. 1. kotet. Modszertan. Foldmiivelésiigyi Minisztérium
kiadvanya. Budapest.

» Fodor L. 1998. Effect of heavy metals on wheat and maize crop on brown forest soil. Agrokémia és Talajtan. 47, 197-
206.

24 Szabo, L. 1998. Mobility of some micropollutants in a brown forest soil. Agrokémia és Talajtan. 47, 191-196.



ben a miitragya adagok termésre (kukorica, buza) gyakorolt hatasat vizsgaljak. A legnagyobb NPK
adaggal kezelt kisérleti parcellat illetve a kontroll parcellat mintaztuk meg, melyeket B1732 11.20 il-
letve B1732 II.1 jelzéssel jeloliink. Meghataroztuk a nehézfémek kémiai egyensulyait befolyasolo
talajtulajdonsadgokat (humusz tartalom; agyagtartalom; 6sszes kadmium-, réz-, vas-tartalom, stb.). A
kivalasztott talajok széles talajtulajdonsag tartomanyt jellemeznek (5. 1. tablazat).

Meghataroztuk a talajok 0sszes nehézfémtartalmat (mikrohulldmi bombaban térténd roncsolas kon-
centralt salétromsavval és hidrogén-peroxiddal) és konnyen felvehetd nehézfémtartalmat (Lakanen—
Ervio modszerrel) (5. szamiu melléklet 5.2. tablazat).

A 5.1. tablazat adatait elemezve kitlinik, hogy a 14. szamu talaj a legsavanyubb. Ugyanebben a talaj-
ban a legkisebb a humusztartalom ¢€s az agyagtartalom is. Nyilvanvaloan e kolloidokban szegény talaj
rendelkezik a legkisebb puffer kapacitassal. A masodik legsavanyubb talaj a 29. szamu karcagi talaj.
Agyag- és humusztartalmat tekintve e talaj j6 mindségii, szerves €s szervetlen kolloidokban gazdag, a
savanyodas oka ebben a talajmintdban az 1967 6ta tortént miitragya dozisokra vezethetd vissza.

Kiugréan magas szervesanyag-tartalmat képvisel a 30. szamt mohalép talaj. Ebben a talajban a ned-
vességtartalom nagyobb, mint 100%, ami a szerves kolloidok nagy vizmegkotd képességét jelzi.

Az in situ, a nOvény altal felveheto talajoldat kinyerésének modszere

Modszert kellett kidolgoznunk a szabadf6ldi nedvességtartalmu talajok oldatfazisanak kinyerésére. A
talajoldat minél pontosabb jellemzése érdekében a mintavételt a fagyok megsziinte utan végeztiik. A
mintavételi 1d6 kivalasztasa harom tényezd figyelembevételén alapult:

» A talajok nedvességtartalma ilyenkor még nagy és igy megfeleld mennyiségi in situ talajoldat
nyerheto ki a kémiai elemzésekhez.

» A talaj szilard fazisa és folyadékfazisa kozott feltételezhetd a kémiai egyensuly fennallasa a hosz-
szl téli nyugalmi id6szakot kdvetden.

» A tavasz legelsé napjaiban — a felmelegedés és a talajélet megindulasa eldtt — a talajoldat osszeté-
tele jellemzonek tekinthetd, mivel a talaj mikrobioldgiai életfolyamatai és a ndvény gyokerek tevé-
kenysége még nem befolyasoljak a talajoldat dsszetételét.

A talajban 1év0 nehézfém-ionok a talaj oldatfazisan keresztiil keriilhetnek be a névényekbe, ill. a tap-
laléklancba. Emiatt fontos a ndovény altal felvehetének tekintett talajoldat-frakcid Gsszetétele, amit
konvenci6 szerint a pF 4,2-nél kisebb szivoerdvel kotott talajoldat-frakeio jelent.

A laboratoriumba behozott szabadfoldi, eredeti nedvességtartalmu, 0 — 20 cm-es szantott rétegbdl
szarmaz0 talajmintakbol azonnal kinyertiik a ,,n6vény altal felvehetdnek™ tekintett talajoldat frakciot
(pF < 4,2), centrifugalasos modszeriink segitségével™. A kinyert in situ talajoldat Gsszetételét részlete-
sen elemeztlik (pHcacrz; kadmium-, réz-, aluminium-, vas-koncentrécio, stb.).

Meghataroztuk a nehézfémek kémiai egyenstlyait befolyasol6 talajtulajdonsagokat is (humusz tarta-
lom; agyagtartalom; 6sszes kadmium-, réz-, aluminium-, vas-tartalom, stb).

Az oldott szerves széntartalom meghatarozasa a talajoldatban

Az oldott szerves széntartalom (DOC, Dissolved Organic Carbon) fontos szerepet jatszik a nehézfeé-
mek sorsanak alakitdsaban a talaj / talajoldat rendszerben. Egy 0j, Magyarorszagon még nem hasznalt
modszert dolgoztunk ki az oldott szerves széntartalom meghatdrozasara.

Az bsszes oldott szén mennyiségét ICP — AES késziilékkel mértiik”, két kiilonbozd, szénre jellemzd
hulldmhosszon (197,09 nm és 247,856 nm). A széntartalom mennyiségét mindkét hullimhosszon
meghataroztuk, és a két érték atlagat tekintettiik az Gsszes oldott szén mennyiségének. Az oldott szer-
vetlen szén mennyiségét pH 4,00-ig torténd titraldssal hatdroztuk meg Radiometer Titralab32
titratorral. Az egyensulyi talajoldat DOC tartalmat Gigy szamitottuk ki, hogy az 6sszes oldott szén

5 Csillag J. et al. (1999): Extraction of soil solution for environmental analysis. Intern. J. Environ. Anal.
% Oweczkin, 1. J., Kerven, G. L. & Ostatek-Boczynski, Z. 1996. The determination of dissolved organic carbon by
inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy. Commun. Soil Sci. Plant Anal., 27, 47-55.
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mennyiségébdl levontuk az oldott szervetlen szén mennyiségét. A kidolgozott modszert ellendriztiik
¢s megbizhatonak talaltuk.

Az in situ, a nOvény altal felvehet6 talajoldat Gsszetétele

A ,,ndvény altal felvehetd” talajoldatok Osszetétele az alabbi tartoméanyokat olelte at (5.2. tablazat):

DOC =30-223 mg/L; HCO;3; =10-166 mg/L;
Ca = 14-695 mg/L; Mg = 143 mg/L;
K = 146 mg/L; Na = 4-58 mg/L.

Megallapitottuk, hogy a DOC koncentracioé nagysagrendje megegyezik a makroelemek talajoldatban

crcr

Csillag adataival®’.

Az 5.2. tdblazat adatait elemezve kitlinik, hogy két kiugréan magas EC értéket mértiink. Sotartalmat
tekintve a 31. szamu talajminta kozepesen sosnak tekintheté>. A talajoldat nagy EC értékét a kiugro-
an nagy kation koncentraciok — f6ként a kalciumionok — okozzak.

A karcagi talaj esetében rendszeresen miitragyazott talajmintaban (29. szdmu talaj) az EC értéke kb.
14-szer akkora, mint a kontroll talayminta EC értéke (28. szamu talaj). A magas sotartalom egyrészt az
alkalmazott mitragyadozisokkal magyarazhat6. Masrészt viszont fel kell figyelniink arra, hogy a 29.
szamu talajmintaban kiemelkeddéen magas az oldott kalciumion tartalom is. Ez a talajsavanyodas ko-
vetkeztében mobilizalodott, oldhatova valt kalciumionokra vezethet6 vissza.

A talajoldat széntartalmat tekintve a 33 vizsgalt minta koziil az oldott szerves széntartalom 10 minta-
ban minimum 100 mg/L, mig a szervetlen széntartalom 3 mintaban nagyobb, mint 100 mg HCO; /L.
A DOC tartalom természetesen a 30. szaml mohalép talajban a legnagyobb.

oldatban ¢és a kdvetkezd nehézfém koncentracio-tartomanyokat kaptuk:

Cd = 0-17 pg/L; Cu =11-576 pg/L;

Pb = 2-11 pg/L; Zn  =45-4320 pg/L.

A talajoldat és a talaj nehézfémtartalma kozotti osszefugeés

A talajoldat nehézfémtartalmat a talaj nehézfémtartalmanak fliggvényében az 5. szamu melléklet 5.1.
abran mutatjuk be. Mind a Lakanen — Ervié modszer altal jellemzett, mind az 6sszes nehézfémtartal-
mat abrazoltuk a vizsgalt négy elemre. Az dbrak egyértelmiien bizonyitjak, hogy az esetek dontd tobb-
ségében nehézfémtartalom nagysagrendileg nagyobb a talajban, mint a talajoldatban. A talajoldatban
mért koncentraciok a pg L™ tartomanyba, a talajban mért koncentraciok a mg kg™ tartomanyba esnek.
Az eredmények alapjan levonhat6 az a kovetkeztetés is, hogy a talajoldat és a talaj nehézfémtartalma
kozott nincs egyértelmii, kozvetlen 6sszefliggés.

A nehézfémek megoszlasi hanyadosa a talaj / talajoldat rendszerben

A talaj / talajoldat rendszer atfogobb jellemzése érdekében meghataroztuk a nehézfémek megoszlasi
hanyadosat a talajokban. Kiszamitottuk a nehézfémek megoszlasi hanyadosat (K,), ami a szilard fa-
zisban 1év6 (mg/kg) és az oldatfazisban 1évé (mg/L) fémkoncentracid hanyadosa:

Kp = nehézfémtartalom szilard fazis [mg/kg] / nehéztémtartalom talajoldat [mg/L]

Kisérleti eredményeink sordn meghataroztuk a novény altal felvehetonek tekintett talajoldat nehéz-
fém-ion tartalmat €s a talaymintdk Osszes nehézfémtartalmat, ami lehetévé teszi a szabadfoldi koriil-
mények kozotti, in situ megoszlasi hanyados jellemzését.

7 Csillag J. et al. (1999): Extraction of soil solution for environmental analysis. Intern. J. Environ. Anal. Chem. Vol. 00,
pp. 1-20.

* Filep Gy. & Fiileky Gy. (1999) A talaj kémiai tulajdonsagai. In: Stefanovits P., Filep Gy. & Fiileky Gy. Talajtan. Mez6-
gazda Kiado. Budapest. 86-1130.
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A megoszlasi hanyados azt fejezi ki, hogy mennyivel tobb nehézfém talalhato a talaj szilard fazisaban
az oldatfazishoz képest. A megoszlasi hanyadosok nagysagrendje azt mutatja, hogy a legtobb szeny-
nyezett talajban 100—-1000-szer annyi a kadmium, réz, 6lom és cink, mint az oldatfazisban.

A talajmintdk Osszes nehézfémtartalmat és az in sifu megoszlasi hanyadosokat az 5.3. tdbldazatban
tiintetjiik fel. A tablazat egyértelmiien bizonyitja, hogy a talajok nehézfémtartalma tobb nagysagrend-
del meghaladja a talajoldatban mért nehézfémtartalmat. Ez egyuttal azt is bizonyitja, hogy a talajoldat
vizsgalata a talajok szennyezettségének jol hasznalhat6 indikatora, de indikator jellegébdl fakadoan
csak jelzi a szennyezettség tényét. A 5.3. tdblazat egyértelmiien rdiranyitja a figyelmiinket a talajok
nehézfémtartalménak mobilizalodasat befolyasolo tényezok vizsgalatara.

A tovabblépés szempontjai

A szennyezett talajokban meghatarozott megoszlasi hanyadosok egyértelmiien bizonyitjak, hogy a
nehézfém szennyezettség dontd mértékben a talaj szilard fazisdban taldlhato €s ez hatarozza meg a

crer

A nehézfémtartalom mobilizalddasanak jellemzése tehat sziikségessé teszi
— atalaj szilard fazisa és oldatfazisa kozott fennalld kémiai egyensulyok jellemzését, és
— akémiai egyensulyokat befolyasold talajtani tényez0k hatdsdnak részletes tanulmanyozasat.

1.2.2. Bioldgiai és géntechnikai modszerek

1.2.2.1. ATP mennyiség meghatadrozasa talajban lumineszcencian alapulo eljardssal

A talaj biologiai allapotara, aktivitdsara az eddig alkalmazott tesztek mellett egy 0j mddszer alkalma-
zéasaval, a talaj teljes adenozin-trifoszfat (ATP) tartalménak meghatarozasaval is kovetkeztethetiink. A
talaj ATP tartalma informacidt szolgaltat a talaj biologiai allapotardl, magaban foglalja az 6sszes ta-
lajban €16 ¢és miikddo sejt energiaallapotat, igy az eljaras alkalmas lehet az anyagcsere és a toxikus
hatasok kovetésére is.

Az ATP a sejtek altalanos energiatarolo vegyiilete, igy minden sejtben megtalalhat6. Az ATP mennyi-
sége egy sejtben fajonként azonos, tehat a sejtszamra konnyli mennyiségi értéket megadni.

A sejtszam meghatarozasa kozvetleniil a talajbol ATP mérés alapjan is egy 1) modszer, mert még sen-
ki sem probalkozott a talaj 6sszsejtszamat direkt biolumineszcencidval meghatarozni. A higiénés vizs-
galatoknal elterjedt modszer, mely érzékenységével pontos, megbizhatd és reprodukalhatd eredményt
szolgaltatott, 0ij lehetdségeket nyitott meg a mintak analizisében™"’. A talajminték esetében egy spe-
cidlis matrixszal van dolgunk, mely haromtazist €s az ott létrejott kdlcsonhatdsok még nincsenek tel-
jesen felderitve. ATP extrakcidjara a talajbol tobbféle eljaras ismeretes. Az irodalom tobbek kozott
triklor-acetat (TCA), foszforsav, szerves oldoszerek, pufferek és szulfat tartalmt vegyiiletek alkalma-
zasat emliti az ATP kivonasara®'. Az irodalomban kozolt eredmények talajkivonatokra vonatkoz-
nak’*** amely eredményeket igen 6vatosan kell tekinteniink, mert ezek a talajban 1étrejétt kolesonha-
tasokrol semmit sem mondanak, valamint a talaj pufferol6 hatasat sok esetben nem veszik figyelembe
— tehat nem nézik a biologiai hozzaférhetdséget.

» Hawronsdkyj, J-M., Chittock, R.S., Wharton, C.W. and Holah, J. (1995) Low level bacterial contamination measured
using a novel bioluminescent assay. Bioluminescence and Chemiluminescence. 411-414

30Th0mas, B., Foote, N., Morris, H., Englishby, M., Ferguson, L., Todd, A. and Grant, P. (1995) Application of ATP
bioluminescence for the rapid detection and enumeration of microbial contamination in personal care products. Biotest
Bulletin, 5 187-190

31 Alef,K (1995) Estimation of adenosine triphosphate in soils. In: Alef K & Nannipieri P (Ed) Methods in Applied Soil
Microbiology and Biochemistry (pp 194-204). Academic Press, London

2 De Nobli, M., Diaz-Ravina, M., Brookes, P.C. and Jenkinson, D.S. (1996) Adenosine 5’-triphosphate measurements in
soils containing recently added glucose. Soil Biology and Biochemistry 28/8 1099-1104

33 Chander, K. and Brookes P.C. (1991) Microbial biomass dynamics during the decomposition of glucose and maize in
metal-contaminated and non-contaminated soils. Soil Biology and Biochemistry 23 917-925
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Moébdszertani fejlesztések

Az ATP mennyiségi kimutatasara a luciferin lumineszcens fény kibocsatasa melletti, ATP-t igényld
atalakulasat hasznaltuk. A kibocsatott fényt luminométerrel mértiik.

A modszer kifejlesztésével kettds célkitlizésiink volt: egyrészt a talajok lemezontéses-
telepszamlalasos modszerrel nem mérhetd €l6sejtszamanak megfeleld ATP mennyiség meghataro-
zasa, ami egyben a talajaktivitasrol is ad informdcidt, valamint a tenyésztéses sejtszam meghatarozas
hibainak kikiiszobolése. Célunk nem elsdsorban a talaj abszolit ATP tartalmanak meghatarozasa volt,
hanem a valtozasok kdvetése. Példaul az iddbeni lefutds a szennyezddés, vagy kiilsé koriilmények,
vagy a technologiai paraméterek hatasara.

A szakirodalmak tanulmanyozasa utan ATP mennyiségi detektalasahoz két cég — a Lumac és a
BioOrbit — Biomass Kit-jeit alkalmaztuk és hasonlitottuk 6ssze. A BioOrbit kit belsdé standard maod-
szerrel dolgozik, mig a Lumac kit egy standardizalds alapjan meghatarozott konstans segitségével
szamitja a minta ATP tartalmat.

A sejtszam meghatirozasadhoz, a sejtszam-ATP kalibracidohoz Escherichia coli és Bacillus subtilis
sejtszuszpenzidt készitettlink. A mikroorganizmusokat tartalmazé talajmintdk ATP tartalmanak meg-
hatarozasat, a modszer kidolgozasat a kovetkezd 1épésekben végeztiik:

1. optikai denzitas (ODE) - sejtszam (lemezontéses) Osszefliggés megallapitasa,

2. optikai denzitas - ATP mennyiségi 0sszefliggésének megallapitasa,

3. a talaj ATP tartalmanak feltardsara szolgalé Lumac €és Bioorbit kit-ben 1év0 reagensek haté-
konysaganak vizsgalata és Osszehasonlitdsa a lizozimos, a Na-dodecil-szulfatos (SDS), vala-
mint a lizozimot, és utana SDS-t alkalmazo6 feltarassal,

4. atalaj ATP és sejt adszorbedlo képességének vizsgalata,

szénhidrogénekkel és nehézfémekkel szennyezett talajok vizsgalata: a szennyezd anyagok
biolumineszcencia gatlo, azaz ATP kimutathatdsag gatld hatdsdnak tanulmanyozasa.

A mikroorganizmus tenyészetekkel végzett ODE — ATP biolumineszcencia 9sszefliggésének megalla-
pitasa soran eredményeink azt mutattak, hogy az ATP biolumineszcencia érzékenyebb és pontosabb
mérési modszer, mint az optikai denzitas mérés.

A kiilonbozo sejtfeltarod reagensek vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy az altalunk parhuzamosan
vizsgalt lizozim és SDS hatékonysaga elmaradt a kitekben alkalmazott reagensekétol.

A direkt érintkezést biztositdé modszer kifejlesztése talajok / liledékek vizsgalatara sikeriilt. A szeny-
nyezett talajok vizsgalata sordn a szennyezd anyagok (Zn, Cu, Pb, Cd és transzformator olaj) nem
zavartdk az ATP-biolumineszcenciat.

A bemért talaymennyiség és a mért ATP-tartalom Osszefliggését vizsgalva viszont azt tapasztaltuk,
hogy 0,02 g talajndl a gérbének maximuma van. 0,02 g alatt a talajmennyiséggel aranyos ATP meny-
nyiség mérhetd. 0,02 g talaymennyiség folott a talaj lumineszcencia elnyelése domindl, ez bizonyta-
lanna teszi az eredményt, ennek korrigaldsara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Tovabba, az ATP teljes feltardsa gyakorlatilag nem érhetd el, és a kiilonboz6 fizikai-kémiai tulajdon-
sagokkal rendelkez6 talajoknal, az ATP deszorpcidja is kiilonbozé mértékii lehet.

Az ATP mennyiség meghatdrozasara talajban egy direkt kontakt modszert kifejlesztettiink, de a tesz-
telés soran felmertiild kiillonb6zoé problémaék (pl. lumineszcencia elnyelés) kikiiszobolésére még tovab-
bi kisérletek, modszertani fejlesztések sziikségesek.

e

1.2.2.2. Fluorescens in situ hibridizacio (FISH) talajmikroorganizmusok mindségi és mennyiségi
meghatarozasara

Napjainkban a molekuléris bioldgia és a mikrobidlis 6kologia egyesitése olyan 11j, nukleinsav vizsga-
latan alapul6 technikék kifejlesztéséhez vezetett, amelyekkel specialis génszekvenciak jelenlétét lehet
meghatarozni. DNS és RNS vizsgalatokkal jellemezhetd egy szennyezett teriilet mikroba-kozdssége,
struktirdja, katabolikus aktivitasa, valamint meghatarozhat6 a biodegradacioba bevont mikroorganiz-
musok degradativ enzimkapacitasa. Jellemezhet6k a mikrobapopulécioban bekovetkezd valtozasok. A
mért adatok sziikségesek egy teriilet Ontisztuloképességének becsléséhez €s a helyszinspecifikus koc-
kazat jellemzéséhez.
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Az in situ hibridicacios modszereknél a jelzett proba specifikusan kot az egyszala target szekvencia-
hoz a sejten beliil. Fluoreszcens in sifu hibridizacional (FISH) a fluoreszcens festékkel jelzett
oligonukleotid kot a rRNS target szekvenciajahoz. Az aktiv sejtekben a rRNS nagy szamban van je-
len, igy a mikroszkopban erds jelet kapunk. Taxondmiai vizsgéalatokra is alkalmas a modszer, mert a
fluoreszcens festékkel jeldlt oligonukleotidokkal egyszerre vizsgéalhatdo egy mikrobakozosség. Jol ér-
tékelhetd informécid nyerhetd a lathatod, de nem tenyészthetd sejtekrdl. Ezzel a molekularis bioldgiai
modszerrel in situ mérhetd a sejtek aktivitasa, specifikus mRNS darabok detektaldsaval adott enzimek
termelédése®*”.

A modszer lehetdveé teszi a baktériumok gyors €s pontos mindségi €s mennyis€gi meghatirozasat ter-
mészetes kornyezetiikben. A mikroszkopos analizis legfontosabb eldnye a tobbi molekularis biologiai
technikaval szemben, hogy informéciot ad a mikroorganizmusok morfoldgiai jellemzdirdl, szerkezeté-
161, szamarol, térbeli elhelyezkedésérsl™,’”. Egyszerre t6bb, kiilonbozé festékkel jeldlt oligonukleotid
proba hibridizacidja vizsgalhato, ha az emittalt fény eltéré hullamhosszasagu.

A FISH modszert szeretnénk adaptélni talaj-mikroorganizmusok vizsgalatara, kiilonds tekintettel
szerves szennyezdanyagok degradaciojara képes mikroorganizmusok valamint nehézfémtiiré mikro-
bak detektalasara, mennyiségi és mindségi meghatarozasara.

A fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) modszerét Amann ef al. (1990) és Manz ef al. (1992) nyo-
mén dolgoztuk ki**,*®. A talaj kbzvetlen molekularis biologiai vizsgalatat célzo kisérlet elsd Iépéseként
a FISH-t az altalunk talajbol izolalt tiszta mikrobakulturakon végeztiik el. A magas fémkoncentracioju
talajmintakat a Gyongydsoroszi volt banyateriileten talalhaté szallitasi utvonalrdl gytiijtottiik. Az izola-
lasi €s adaptacids 1épéseket kovetden 10 mikrobat valasztottunk ki a tovabbi munkahoz, 4 gombat és 6
baktériumot.

A kidolgozott FISH modszer 1épései a kovetkezok:

1/a. Paraformaldehiddel torténd (PFA) fixalas (Grram negativ sejtek meghatarozasara)

1/b. Etanollal torténd fixalas (Gram pozitiv sejtek meghatarozéasara, kozvetleniil hibridizacio elott)
majd ezt kdvetden proteindz K-val torténd kezelés, végiil savas hidrolizis)

3. Hibridizacid és a nem hibridizalt probak eltavolitdsa mosassal:

A baktériumokat az univerzalis EUB338 eubakterialis proba hibridizacidja altal detektaltuk, amellyel
bizonyithato a fixalas eredményessége, a proba megfeleld sejtbe jutasa.

4. Osszes ¢16 és élettelen sejtszam meghatarozasa DAPI festéssel

5. Ertékelés mikroszkoppal és dokumentacié: a preparatumokat Episcopic Fluorescent Attachment V-
FM-feltéttel ellatott Nikon Eclipse E400—as mikroszkoppal vizsgaltuk. A képeket SPOT INSIGHT
Color kameraval készitettiik (6. szamiu melléklet).

Az eredmények alapjan 2 addig fonalas baktériumnak tekintett mikrobat a gombak kozé soroltunk. A
moddszer mind a Gram pozitiv, mind a Gram negativ baktériumokra biztosan miikodott, a vizsgalt
kontroll gombara és a fonalas ,,baktériumra” pedig j6l megkiilonbdztethetd negativ eredményt adott.
Ismert baktériumkulturaval beoltott mesterséges €s természetes talajok tesztelése jelenleg folyik.

34 Amann, R., Krumholz, L., Stahl, D.A., 1990. Fluorescent-oligonucleotide probing of whole cells for determinative,
phylogenetic and environmental sudies in microbiology. J. Bacteriol. 172, 762-770.

* Amman, R.I. et al., 1995. Phylogenetic identification and in-situ detection of individual microbial cells without
cultivation. Microbil. Rev. 59, 143-169.

36 Li, S., Spear, R.N., Andrews, J.H., 1997. Quantitative fluorescence in situ hybridization of Aureobasidium pullulans on
microscopic slides and leaf surfaces. Appl. Environ. Microbiol. 63, 3261-3267.

37 Poulsen, L.K., Ballard, G., Stahl, D.A., 1993. Use of rRNA fluorescence in situ hybridization for measuring the activity
of single cells in young and established biofilms. Appl. Environ. Microbiol. 59, 1354-1360.

38 Manz, W., Amann, R., Ludwig, W., Wagner, M. and Schleifer, K.H. 1992. Phylogenetic oligodeoxynucleotide probes
for the major subclass of proteobacteria. Problems and solutions. Syst. Appl. Microbiol. 15, 593-600.
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1.2.2.3. Névényakkumulacios teszt tenyészedényes kisérletekkel (BCF meghatarozadsa)

Talajok toxikus fémtartalmanak névényekben vald feldasulasa két szempontbdl fontos:
= A taplaléklancon keresztiili kitettség ndveli a toxikus fémek emberre és az allatokra vonatkozo
kockézatat. Az egyre szennyezettebb €s savanyubb talajokbdl egyre tobb toxikus fém kertil a
taplaléklancba, amely a taplaléklanc mentén hatvanyozott feldasulast, igy hatvanyozott kocka-
zatot jelenthet.
* A novények fémakkumuldcidja, els6sorban az adaptaldodott enzimrendszernek koszonhetd

.....

A bioldgiai hozzaférhetdség meghatarozo a tapanyagellatas, a biodegradacio, a bioakkumulacid és a
vegyl anyag karos hatdsainak szempontjabol™.

A bioakkumulacio az él6lények azon tulajdonsaga, hogy egyes elemek, illetve vegyiiletek kornyezet-
bdl torténd felvétele eredményeképpen sajat szervezetiikben nagyobb koncentraciot hoznak 1étre, mint
amekkora a forrdsul szolgdld kdrnyezeti elemben volt, tehat ezeket az elemeket vagy vegyiileteket
koncentraljak, feldasitjak sejtjeikben vagy egyes szoveteikben. Biokoncentracionak is nevezik, mérté-
két a biokoncentrécios faktor (BCF) jellemzi.

A BCF megadja, hogy a bioakkumulaciora képes €l6lény a vele érintkezd kdrnyezetben 1év6 elem
ly1 allapotban mérhetd: Ceisieny/ Cromyezet hdnyados adja meg3 °.

A bioakkumulacios tesztek a tesztorganizmusok azon tulajdonsagat hasznaljak ki, hogy azok képesek
felvenni €s raktarozni a toxikus anyagokat.

A bioakkumulacios teszt kivitelezése

A bioakkumulécios tesztekhez felhasznalt két talaj Gyongydsoroszibol szarmazik. Az egyik talaj
(szennyezett) egy patak menti kiskertbdl, a pataktol kortilbeliil 10 m-re (K14). A masik (szennyezet-
len) a patakt6l 400 m-re 1évo kertbdl (M45).

A K14 jelii talajjal a savasodas modellezésére végeztiink kisérletet. A kdrnyezet savasoddsa miatt be-
kovetkezd felvehetd fémtartalom valtozast vizsgaltuk. A célunk az volt, hogy egy ill. két pH egység-
gel csokkentsiik a K14 talaj pH-jat, kénsav hozzdadasaval (K14, S1, S2).

Két medddkdzet kupacrol szarmazo kdzettel szennyeztiik az M45 talajt. Ezzel a teriileten el6fordul6
kockazatos folyamatot, a hulladék talajhoz keveredését modelleztiik (M45+m).

Osszehasonlitasként a szennyezett teriileteken nagyobb mennyiségben talalhaté nehézfémekkel (As,
Cu, Zn, Pb, Cd, Hg) szennyeztiik a szennyezetlen kerti talajt (M45+5B).

Soskabol, petrezselyembdl, sargarépabol 100-100 magot vetettiink cserepenként, metéléhagymabol
50-et. A magokat igénytdl fiiggden 0,5-1,5 cm mélyre iltettiik. A cserepenként kozelitdleg hasonld
ndvényszamot nem vagy ritka kelés esetén potvetéssel slirli allomanynal pedig egyeléssel igyekeztiink
beallitani. A tenyé€szedényes bioakkumulacios kisérlet jellemzd paramétereit a 7.szamu melléklet 7.1
tablazatban foglaltuk ossze.

Az eredmények értékelése soran vizsgaltuk a talajokban a szennyezés, illetve a savanyitas hatisara
bekovetkezd felvehetd fémtartalom valtozast és ennek hatdsat a novényi fémfelvételre. Az dsszes to-
xikus fémtartalom analitikai meghatdrozéasa kirdlyvizes feltards utan, a mobilis toxikus fémtartalom
analitikai meghatarozasa Lakanen-Ervio feltards utan, (hig pufferoldattal: ammonium-acetat, ecetsav,
roztuk meg kirdlyvizes feltaras utan.

Meghataroztuk az aerob heterotrof sejtszamot és a fémtiird sejtek szamat higitasos lemezontéses, te-
lepszamlalasos modszerrel.

A talajok toxicitasat haromféle novényi tesztorganizmussal gyokér-, illetve szarnovekedés gatlasi teszt
alkalmazaséaval vizsgaltuk: Sinapis alba (fehér mustéar), Lactuca sativa (salata), Lepidium sativum
(kerti zsazsa).

A talajok és a novények fémtartalma alapjan bioakkumulécios faktort szamitottunk. A BCF értékeket
Osszehasonlitottuk talajok, novények €s fémek szerint.

3% Gruiz, K.; Horvath, B. és Molnar, M. (2001) Kérnyezettoxikolégia, Milegyetemi Kiad6, Budapest
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BCFs45zes = koncentrdciogyeny / koncentrdcioialy), ssszes
BCF u0pitis = koncentrdcio nsveny/ koncentrdcio aigj, mobitis

Eredmények

A ndvények csirdzasat vizsgalva megallapitottuk, hogy a sargarépa kivételével jol lathato kiillonbség
van a szennyezetlen (M45) és szennyezett talajban (M45+m) csirdzott magok szdméban (7. 1. dbra).

A 7.2. abra mutatja a bioakkumulécios kisérlet tenyészedényeit 1 honap elteltével.

A novények tomegmérésének eredmeényei alapjan elsdsorban a sargarépa, de kisebb mértékben a pet-
rezselyem gyokerek Ossztomege kozott 1athatd kiilonbség a szennyezett és szennyezetlen talajban. A
metéldhagymanal és a soska esetén nem figyelhetd meg jelentds kiilonbség.

A savanyitas hatdsat vizsgalva sdskanal megfigyelhetd kis kiilonbség az osszértékekben: a K14 talaj-
ban kis mértékben nagyobb volt a terméshozam, mint az S1 és S2 talajokban. A petrezselyem esetén
ellentétes tendencia figyelhetd meg.

A kémiai modszerrel meghatarozott mobilis fémtartalom nem minden esetben tiikrozi a ténylegesen
felvett fémtartalmat. A medddkdzettel szennyezett talajban az 6lom, a réz és a cink mobilis fémtartal-
ma novekedett meg, ennek ellenére a ndvényekben mindegyik fém esetén novekedés volt megfigyel-
hetd. A szennyezett kerttalaj esetén a talaj savanyitdsa utan meghatarozott felvehetd fémtartalom nem
mutatott valtozast, a ndvényekben azonban itt is ndvekedett a fémtartalom.

A BCF js505 €s a BCFy,0piis rtékeket talajok, novények, fémek szerint a 7.2. és 7.3. tdabldzat mutatja.

A bioakkumulacios értékek nagy eltérést mutattak novények, fémek és talajok szerint. Altalanosan az
arzént ¢és a rezet a metéldhagyma és a petrezselyem gyokér akkumulalta legjobban, a kadmiumot, az
o0lmot ¢és a cinket a metélOhagyma, a soska és a sargarépahajtas. Azonban kiilonbség volt mérhetd a
mu talajokban az akkumulacié is nagyobb mértékii volt. Az akkumuldcido mértéke tobb esetben ndve-
kedést mutat a pH csokkenésével.

Nem lehet altalanositani a gydkeres zoldségekre sem, hiszen sargarépa esetén a hajtds akkumulalta
jobban a fémeket, petrezselyem esetén a gyokérben mérheté magasabb fémtartalom (As, Cd). A
hagyma ¢€s a soska pedig a tenyészido alatt is eltéré mértékben akkumulaltak a fémeket.

A legnagyobb mértékben akkumulalodé fémek altaldban a cink, a réz és a kadmium. A kisérletbdl
kapott mintak esetén altalaban a cink akkumuldlodik legjobban, de tobb esetben a kdzettel torténd
szennyezés, illetve a savanyitds hatdsara a kadmium nagyobb mértékben akkumuléalodott.

Ha ismernénk a névények BCF értéket, akkor a talajok fémtartalom adatai alapjan lehetne kockéazatot
szamitani. Azonban a kisérlet eredményei azt mutatjak, hogy az akkumuléaci6 mértéke nagyon sok
tényez6tol fligg. Nem jellemzd egyértelmiien egy adott fémre, €s ndvényfajra, hanem fiigg a talaj
szennyezettségének mértékétdl, a talaj pH-jatol, és sok egyéb tényezotdl, mint pl. a tapanyagtartalom,
szervesanyag-tartalom.

A ndvényi tesztorganizmusokkal végzett dkotoxikologiai tesztek jol mutattak az oldhaté fémsokkal
szennyezett talaj toxicitasat, amelyben nem tudtak kifejléddni a novények. A tobbi talaj esetén az
eredmények nem voltak egyértelmiiek. A vizsgalt talajok kronikus hatdsukban veszélyesek, azaz a
novények novekedését nem gatoljak nagymértékben, igy a ndvények akkumulaljak a fémeket.

A bioakkumulacid talaj- és ndvényspecifikus volta miatt rosszul becsiilhetd meg a kémiai eredmények
alapjan, igy a kockazat megitélése céljabol laboratoriumi biotesztek alkalmazasat javasoljuk. A labo-
ratoriumi biotesztek alapjan a vizsgalat céljatol fliggéen mar kivalaszthato a megfeleld tesztnovény, a
tesztelés modja €s idétartama €s a mérendd végpontok.

1.2.3. Mikrokozmosz, test toxikus fémekkel szennyezett talajok stabilizdcidjara

Toxikus fémekkel szennyezett talajok remedialasara egyre inkabb eldtérbe keriild biotechnologia a
fitoremedidcio, azaz a novényekkel torténd kockazatcsokkentés. Ennek egyik fajtaja a fitostabilizacio,
mely sordn a toxikus fémeket tird, és fold feletti szerveikben kis mennyiségben akkumulalé noveé-
nyekkel fedik le a szennyezett teriiletet***'. A ndvénytakaré megtelepedése a kordbban kopar teriileten

% Gruiz, K. (1999) Szennyezett talajok remedialasa — In: Talajszennyezédés, talajtisztitas (Szerk.: Simon L.) Kornyezet-
gazdalkodasi Intézet, Budapest, pp. 145-164
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torténd kioldodast™.

A fitostabilizécioval csokken a kdrnyezet tovabbi elszennyezddésének veszélye és az éldvilag szeny-
nyezett anyagoknak val6 kitettsége™ .

Abban az esetben, ha a fémek hozzaférhetdsége a ndvények szamara nagyon nagy, még a fém-tolerans
novények sem képesek minden esetben megtelepedni. Ilyen feltételek esetén a talajhoz fémeket
immobilizalé adalékanyagokat adnak, amelyek csokkentik fitotoxikus hatast™,*> A stabilizalészer a
talajban csokkenti a fémek mozgékonysagat, ezaltal csokkenti a fémek felvehetdségét, és eldsegiti a
novények megtelepedését.

A fitostabilizacid elsé 1épéseként tehat adalékanyagot juttatnak ki a teriiletre, melynek azon kiviil,
hogy hatékonyan megkoti a szennyezdanyagokat, hossza tdvon is meg kell Oriznie ezt a tulajdonsagat.
Az adalékanyag legyen olcsd, konnyen eldallithatod, kezelhetd és kijuttathato, ne legyen veszélyes az
¢lévilagra. Eldnyds, ha az adalékanyag tapanyagokat biztosit a ndvények szamadra, és noveli a szeny-
nyezett kozeg vizfelvevé, vizmegtartd képességét™.

Kisérleti munka

Laboratériumi mikrokozmosz kisérleteket inditottunk toxikus fémek stabilizaciojara kiillonbozo ada-
lékanyagokkal. Célunk egy olyan adalékanyag kivalasztdsa volt, amely mind a fémek oldhatdsagat,
mind bioldgiai hozzaférhetdségét a lehetd legjobban lecsokkenti, és hosszu tdvon is megtartja ezt a
tulajdonsagat.

Munkénk soran egy galvanizalo lizem telephelyérdl szarmazo, ipari €s egy, a banyaszati tevékenység
hatdsara elszennyez0dott mezdgazdasagi talajban vizsgaltuk a toxikus fémek stabilizacigjat. A szeny-
nyezett talajokat kétféle erdmiivi pernyével, illetve lignittel, alginittel, mészhidrattal, nyersfoszfattal és
utobbi négy adalékanyaggal egyiittesen kezeltiik.

A talajokat 2 kg-os edényekbe helyeztiik, a nedvességtartalmat a kapillaris viztarté képesség 60%-
anak megfeleld értékre allitottuk be. A kiilonb6zd koncentracidkban stabilizaldszerrel kezelt mikro-
kozmoszok specialis termosztat-szekrényében keriiltek elhelyezésre. A kisérlet nyomon kdvetéséhez
bizonyos 1d6kdzonként az inkubalt talajmintdkbol homogenizalas utdn mintat vettiink.

A szennyezOanyag kockazatanak jellemzését két oldalrol kozelitettiik. Kémiai analitikai mdodszerekkel
vizsgaltuk a talajban a fémek mozgékonysagat, transzportjat, bioldgiai felvehetdségét: az dsszes fém-
tartalmat kiralyvizes feltarassal, a novények szdmara hozzaférhetd fémtartalmat Lakanen-Ervi6 kivo-
nattal, a mobilis fémtartalmat acetatos kivonattal, és a vizoldhat6 fémtartalmat pedig vizes kivonattal.
A szennyezett talajok és mas komplex matrixu és dsszetett szennyezddésili szilard fazisi mintak eseté-
ben a kémiai-analitikai modszerekkel kapott eredmények kornyezeti realitasa kicsi, ezért kozvetlentil
1s szerettilk volna mérni a talajban talalhat6 fémek biologiai szervezetekre gyakorolt hatdsat és felve-
hetdségét, azaz az akut toxicitast és a biokoncentraciot. Parhuzamosan a kémiai analitikai eljarasokkal
a talajok kémiai stabilizacidjat bakteridlis és novényi toxikologiai tesztekkel kovettiik. A bakterialis
tesztek koziil a Vibrio fischeri lumineszencia gatlasi tesztet és az Azotobacter agile dehidrogenaz en-
zimaktivitas gatlasi tesztet alkalmaztuk, névényi teszthez Sinapis alba-t (fehér mustart) hasznaltunk.

crer

*1 Cséki F.; Gruiz K.; Horvéath Zs.; Marton P.; Puzder T. és Sajgo Zs. (2003): Karmentesitési kézikonyv 4. Karmentesitési
technologidk, Kornyezetvédelmi és Viziigyi Minisztérium

* Vangronsveld, Colpaert and Van Tichelen (1996) Reclamation of bare industrial area contaminated by non-ferrous
metals: physico-chemical and biological evaluation of durability of soil treatment and revegetation, Environmental
Pollution (94) No. 2, pp. 131-140

* Simon Laszl6 (2004) Fitoremediacio, BME OMIKK, Budapest, Kornyezetvédelmi fiizetek, 2004. aprilis

* Vangronsveld, Streckx, Van Assche and Clijsters (1995) Rehabilitation studies on an old non-ferrous waste dumping
ground: effects of revegetation and metal immobilization by beringite. Journal of Geochemical Exploration (52) 221-229
* Vangronsveld, Van Assche, Clijsters (1995) Reclamation of bare industrial area contaminated by non-ferrous metals: in
situ metal immobilization and revegetation. Enviromental Pollution (87) 51-59
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1.2.4. Okotoxikolégiai és géntoxikoldgiai médszerek szennyezett talajok tesztelésére

1.2.4.1. Nitrifikdacios gyorsteszt szennyezett talajok kornyezettoxikologiai tesztelésere

A talajok nitrifikald aktivitasat vizsgalé modszer a nitrifikald baktériumok aktivitdsdt méri, azaz a
szerves nitrogénbdl oxidacioval keletkezett ammoniat milyen mértékben oxidaljak nitritté, majd
nitrattd. A nitrifikalo aktivitds azonban toxikus vegyi anyagok jelenlétében csokken.

Egyre tobb kutaté alkalmazza a nitrifikalo aktivitds mérését egyéb Okotoxikoldgiai teszttel azonos
idében kiilonb6zd szennyezdanyagok toxikus hatdsanak kimutatasara. Robbandszerek toxikus hatasat
vizsgaltak a szennyezett talajok nitrifikacios aktivitisara ***; kisérleteikben mar kis koncentracioban
is jelentds aktivitas csokkenést figyeltek meg. Novényvédd szerekkel mesterségesen szennyezett tala-
jok hatasat vizsgaltak a nitrifikalo aktivitasra *®. Tovabba szerves anyagok (metanol, antracén,
fenantrén) és toxikus fémek (Cd, Cu, Zn, Pb) okozta nitrifikalé aktivitas csokkenést mértek, mikozben
a szennyezd anyagok hatasat vizsgaltak a talajmikroflora mitkodésére .

Célunk a nitrifikal6 aktivitast kihasznalva egy 0j gyors (3-5 dra idStartamu) 6kotoxikoldgiai modszer
kidolgozéasa. Mar hazankban is 1étezé nitrifikalo aktivitist mérd szabvany (MSZ ISO 14238, 2004)°",
nem felel meg egy dkotoxikologiai gyorstesztnek, hiszen 28 napos inkubacios 1d6t igényel.

Modbdszerfejlesztés

Harom potencialis nitrifikald aktivitast mérd modszert hasonlitottunk Ossze - Torstensson altal java-
solt 6 oras tesztet™, Berg és Rosswall altal ajanlott 5 és 24 6ras tesztet™ - annak érdekében, hogy kiva-
lasszuk azt, amely leginkabb alkalmas egy Okotoxikoldgiai gyorsteszt tovabbfejlesztésére. Mind a
Torstensson 6 6ras, mind a Berg és Rosswall 5 6ras teszt inditasakor plusz ammoniaforrassal kell ki-
egésziteni a talajmintakat, a két modszer kozott a {6 kiilonbség a mintavételek gyakorisagaban van.
Ugyanakkor Berg ¢és Rosswall 24 o6réas tesztben nincs a talajban plusz ammoniaforras, a nitrifikélo
baktériumok a talajban 1évé ammonia oxidaldsara vannak 6sztondzve. A harom teszt koziil 8 talajmin-
ta nitrifikalo aktivitasat megmérve (8. szamu melléklet 8.1. tablazat) a Berg és Rosswall 5 oras teszt-
jét valasztottuk ¢€s fejlesztettiik tovabb.

A teszt optimalizalasa érdekében vizsgaltuk az inkubacids id6, a nedvességtartalom, a hdmérséklet és
a razatés hatasat a nitrifikacio sebességére. Az eredményeket alapul véve az 5 6ra inkubacios 1d0 alatt
28°C-n 220 rpm-n rézatott talajok nitrifikalé aktivitdsat mérjiikk a modszerrel.

A modszerfejlesztés soran végzett kisérletek eredményeit a 8. szamu melléklet tartalmazza.

Okotoxikoldgiai modszer kidolgozasa talajra nitrifikacios vizsgalat alapjan

A tesztben a tesztorganizmus egy szennyezetlen, jo fizikai kémiai tulajdonsagokkal rendelkezd talaj,
melynek allandd, nagy nitrifikalo aktivitasa kéros hatasok kovetkeztében csokken. A tesztorganizmus
megvalasztdsdhoz tobb teriiletrdl vettiink mintat és hasonlitottuk Ossze. A nitrifikald aktivitds mellett

46 Gong, P., Hawari, J., Thiboutot, S., Ampleman, G., Sunahara, G.I. (2001) Ecotoxicological effects of hexahydro-1,3,5-
trinitro-1,3,5-triazine on soil microbial activities. Environmental Toxicology and Chemistry 20 (5), 947-951

47 Robidoux, P.Y., Gong, P., Sarrazin, M., Bardai, G., Paquet, L., Hawari, J., Dubois, C. and Sunahara, G.I. (2004)
Toxicity assessment of contaminated soils from an antitank firing range. Ecotoxicology and Environmental Safety (58)
300-313

* Monkiedje, A., Ilori, M.O. and Spiteller, M. (2002) Soil quality changes resulting from the application of the fungicides
mefenoxam and metalaxyl to a sandy loam soil. Soil Biology & Biochemistry (34) 1939-1948

* Barajas-Aceves, M., Vera-Aguilar, E. and Bernal, M.P. (2002) Carbon and nitrogen mineralization in soil amended with
phenanthrene, anthracene and irradiated sewage sludge. Biosource Technology 85, 217-223.

*% Hinojosa, M. B., Garcia-Ruiz, R., Viiiegla, B. and Carreira, J.A. (2004) Microbial rates and enzyme activities as
indicators of functionality in soils affected by the Aznalcollar toxic spill. Soil Biology & Biochemistry (36) 1637-1644

1 MSZ ISO 14238 (2004) Talajminéség. Biologiai modszerek. A nitrogénmineralizacié és a nitrifikacié meghatarozasa
talajban, valamint a vegyi anyagok ezen folyamatokra gyakorolt hatasa

52 Torstensson, L. (1994) ,,Ammonium oxidation, a rapid method to estimate potential nitrification in soils”. Mats
Guideline - Test 04. In: Torstensson, L. (Ed.) Guidelines. Soil Biological Variables in Environmental Hazard Assessment.
GEO tryckeriet, Uppsala University, Uppsala, 40—47.

> Berg, P. and Rosswall, T. (1985) Assay of nitrification (short-term estimations). In: Alef, K., Nannipieri, P., (Eds.)
Methods in Applied Soil Microbiology and Biochemistry. Academic Press, London, Great Britain, 241-243
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mértiik a talajok egyéb fizikai-kémiai tulajdonsagait is. Egy kerti talaj felelt meg a fenti kdvetelmé-
nyeknek.

Kovetkezd 1épésként a teszt érzékenységének meghatarozasara szennyeztiik a talajt kiilonbozd kon-
centracioban toxikus fémekkel (Zn, Cu, Ni, Co, Ba, Pb, Mo, Cd) ¢és szénhidrogénekkel (Diesel olajjal,
transzformatorolajjal, és haztartasi tiizel6olajjal). A szennyezett és a kontroll talajban mért nitrifikalo
aktivitdsok értékeibdl szazalékos gatlast szamitottunk. A %-s gatlasokat abrazoltuk a szennyezo-
anyagok koncentracidinak fiiggvényében és a koncentracio-valasz gorbérdl leolvastuk az egyes szeny-
nyezd anyagok toxikus hatasat jellemzd ECyy €s ECsy (20 ill. 50 %-os gatlast okozd koncentracio)
értekeket.

Az érzékenységi sorrend a fémek esetében a ,,B” szennyezettségi hatarértéket figyelembe véve a ko-
vetkez6: Cink> Réz> Nikkel> Kobalt> Kadmium> Barium> Olom, Molibdén
A teszt érzékenysége a szénhidrogénekre: Diesel olaj> Haztartasi tiizeloolaj> Transzformatorolaj

Erzékenységi kisérleteink eredményei alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az altalunk kifej-
lesztett nitrifikacios aktivitas gatlast mérd teszt akut tesztként alkalmazhat6 szennyezett talajok toxici-
tasdnak jellemzésére, s méltd helyet foglal az egyéb mdar szabvanyositott talajt vizsgélo
okotoxikologiai tesztek kozott.

1.2.4.2. Tetrahymena pyriformis szaporodasgatlasi teszt szennyezett talajok kornyezettoxikologiai
tesztelésére

A Tetrahymena pyriformis az eukaridta egysejtliek koz¢ tartozo vizben €16 protozoa. Baktériumfalo,
de elhalt allati eredetli anyagokat és detrituszt is fogyaszt. Mivel vizes kdzegbdl veszi fel a taplalékat,
igy vizben oldddo szennyezbanyagok kozvetleniil hathatnak normalis életmiikodésére, illetve szapo-
rodasi ciklusara. Szdmos kutatd tanulmanyozta ezt a fajt, hiszen fenntartasa konny(, vizsgalata nem
koltséges, s gyorsan szolgéltat eredményt.

Kiilonb6zo szerves anyagok (PAH-vegyiiletek, alkoholok, anilinek) a Tetrahymena pyriformis-ra gya-
korolt toxikus hatasat mutattak ki vizes kozegben 435,36

Vargha (2001)°7 szerves és szervetlen anyagokkal, valamint kiilonb6z6 hulladékkivonatokkal végzett
okotoxikologiai vizsgalatokat. Bar mar szamos kutatocsoport fejlesztett dkotoxikoldgiai tesztmodszert
vizes kozegben, szabvanyositott formaja még nem létezik.

Szennyezett talajok kontakt tesztelésére nincs olyan mddszer, mely e trofikus szintet képviseld teszt-
organizmust alkalmazna. A tesztorganizmus, a szennyezdanyagokra vald nagy érzékenysége miatt
reményeink szerint szennyezett talajok direkt kontakt vizsgéalatdra is alkalmazhat6. Ugyanakkor az
allati tesztorganizmusokat alkalmaz6 okotoxikologiai tesztekhez képest (akut vizsgalat tesztelési ideje
altalaban 2 hét) e tesztorganizmus vizsgalata sokkal rovidebb iddt vesz igénybe, hiszen szaporodési
ciklusa tenyésztési koriilményektdl fiiggden par ora alatt eléri a stacioner fazist.

Moébdszerfejlesztés

Célunk olyan talaj direkt kontakt teszt kidolgozéasa volt e tesztorganizmust alkalmazva, mellyel kiegé-
szithetok a szennyezett talajt vizsgalo kontakt allati és mikrobidlis tesztek.

Kutatasi munkank sordn olyan uj kontakt 6kotoxikologiai tesztet fejlesztettiink ki, melyben a tesztor-
ganizmusként alkalmazott Tetrahymena pyriformis protozoa szaporodas gatlasat vizsgaljuk szennye-
zett talajok szuszpenzidjaban. A modszerfejlesztés eredményei tablazatos formaban, ill. diagramokon
a 9. szamu mellékletben 1athatok.

>* Schultz, T.W. (1997) Tetratox: Tetrahymena pyriformis population growth impairment endpoint — A surrotage for fish
lethality. Toxicological Methods 7, 289-309

> Sauvant, M.P.; Pepin, D.; Piccini, E. (1999) Tetrahymena pyriformis: A tool for toxicological studies. A review.
Chemosphere 38, 1631-1669

%6 Bonnet, J.L.; Dusser, M.; Laffose, J.; Bohatier, J. (2003) Effect of One Environmental Pollutant, Anthracene Towards a
Freshwater Ciliated Protozoan: Tetrahymena pyriformis. The Journal of Eukaryotic Microbiology 41st Annual Meeting

> Vargha, B. (2001) Okotoxikolégiai vizsgalatok Tetrahymena pyriformis egysejtii teszttel, Egészségtudomény 45, 151—
158
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A Kkisérleti munka lépései

1. Felvettiik a tesztorganizmus szaporodasi gorbéjét. Az aktualis sejtkoncentracid meghatarozasa-
ra kiprobaltuk a mikroszkopos meghatarozast, az elektronikus részecskeszamlalot és optikai
denzitas mérését fotometrids tton. A legmegbizhatobb mddszernek a mikroszkopos sejtszam-
lalas bizonyult.

2. Vizsgaltuk a tesztorganizmus érzékenységét szennyezbanyagokra életciklusa folyaman, kez-
detben talajt nem tartalmazo6 oldatokban. Kisérleteinkbdl kideriilt, hogy a fiatal tenyészetek ér-
z¢ékenyebben reagélnak a szennyezdanyagokra, mint az 5—7 naposak.

3. Az alkalmazott tesztkdzeg optimalis mennyiségének €s a rdzatds hatdsanak megallapitasara,
Ujabb vizsgalatokat inditottunk. 2 ml illetve 5 ml tpoldatot tartalmazo tesztcsévekben vizsgal-
tuk a szennyezdanyagok hatdsat az egysejtli szaporodasara razatas nélkiil, illetve 200 rpm-n
razatas mellett. Az eredmények alapjan a tovabbi kisérleteinkben Sml, razatott tesztkdzegben
tenyésztett egysejtiieket alkalmaztunk.

4. Szennyezetlen, kontroll talajként az OECD talajt, a kvarchomokot és egy szennyezetlen kerti
talajt vizsgaltunk. A kerti talajban volt a legnagyobb a fajlagos szaporodasi tényez6 (9,21),
mig a kvarchomokban 7,42, az OECD-ben 6,86. A razatas hatasat is megvizsgaltuk. 200, 300,
350 ¢és 400 rpm fordulatszamon kovettiik a tenyészet szaporodasi sebességét a kontroll talaj
szuszpenzioban. 400 rpm-nél szaporodtak a leggyorsabban az egysejtiiek.

5. Vizsgéltuk szennyezett talajok hatdsat az egysejtlire. Mesterségesen szennyeztiink talajt nehéz-
fémekkel (Cu, Cd, Pb, Zn) és szerves szennyezd anyagokkal (pakura, transzformator olaj). A
vizsgalt szennyezd anyagokra a tesztorganizmus érzékenynek bizonyult, a szennyezett talaj-
mintdk toxikus hatast mutattak. A szennyezett és a kontroll talajban meghatarozott fajlagos
szaporodasi tényezok értékeibdl szdzalékos gatlasi értékeket szamitottunk.

A fenti eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy sikeriilt kidolgoznunk egy olyan direkt kontakt
tesztet, mely alkalmas mind nehézfémek, mind szerves szennyezdanyagok toxikus hatdsanak kimuta-
tasara talaj szuszpenzidban. A teszt id6tartama 3 nap, igy ez a modszer sokkal rovidebb 1d6t vesz
igénybe, mint az 4llati tesztorganizmusokat alkalmaz6 eljarasok.

1.2.4.3. Nematoda (Panagrellus redivivus) mortalitdsi teszt szennyezett talajok kornyezettoxikologiai
tesztelésére

A Panagrellus redivivus a Nematoda torzsbe tartozo, talajban, rothad6 anyagokon €16 fonalféreg.
Kiilonb6zd vegyi anyagok Panagrellus redivivusra kifejtett kdros hatasat tanulmanyoztak. Szamos
irodalom sz6l nehézfémek, fenolok, s egyéb peszticidek e tesztorganizmusra gyakorolt akut és kroni-
kus hatasanak vizsgalatarol vizes kozegben **-20%¢!,

A standardizalt talajt vizsgalo tesztek allati tesztorganizmusai generacids ideje viszonylag hosszu (2—4
hét)*** mig ennek a fajnak tenyésztési koriilményektél fiiggden 4—7 nap, mely kielégiti az
okotoxikologiai tesztekkel szemben fenntartott masik kovetelményt, a tesztelés gyorsasagat.
Standardizalt modszer, mely ezzel a tesztorganizmussal vizsgalja a szennyezett talajok, illetve talajvi-
zek karos hatasat, ma még nem létezik. Célunk talaj direkt kontakt 6kotoxikoldgiai teszt kidolgozasa,

** Debus, R. and Niemann R. (1994) Nematode test to estimate the hazard potential of solved contaminations.
Chemosphere (29) 611-621

* Castillo, G. and Schifer, L. (2000) Evaluation of a bioassay battery for water toxicity testing: A Chilean experience.
Environmental Toxicology (15) 331-337

60" Achazi, R.K. (2002) Intervertebrates in risk assessment, development of a test battery and of short term biotests for
ecological risk assessment of soil. Journal of Soils and Sediments (2) 174-178

' Boyd, WA. and Williams, P.L. (2003) Comparasion of the sensitivity of three nematode species to copper and their
utility in aquatic and soil toxicity tests. Environmental Toxicology and Chemistry (11) 2768-2774

52 International Office of Standardisation (ISO/TC 190SC4 WG2), Soil Quality — Effects of soil pollutant on Collembola
(Folsomia candida) — Method for determination of effects on reproduction

% Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD) (1984) OECD Guidelines for testing of chemicals,
Guideline 207, Earthworm acute toxicity tests, OECD, Paris, France
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melyben végpontként mind a talélést, mind a reprodukciot alkalmazhatjuk. Az értékelés mikroszkdp
segitségével torténik egyedszamlalassal.
A modszer kidolgozasahoz az OKI-ban alkalmazott nem szabvéanyositott modszert vettiik alapul. Az
emlitett eljaras a szennyezett talajok toxicitasat a Panagrellus redivivus tesztorganizmusra talajkivonat
formajaban vizsgalja, mikrotitrator lemezekben. Az OKI teszt esetén a vizsgalat idOtartama 2 hét, a
kiértékelés félkvantitativ, €s a reprodukciot nem hatarozzék meg mennyiségileg. Kutatdcsoportunk a
modszerfejlesztés elsd 1épéseként az alapmodszert optimalizalta:

= A vizsgalati 1d6t lerdviditettiik: kisérleteink alapjan 1 hét inkubacios 1d0 is elég az eredetileg 2

hetes inkubdacios periddus helyett az eredmények értékeléséhez,

= A kiértékelést kvantitativva tettiik,

= FErtékelésnél a mortalitast és reprodukciot (szaporodasgatlast) is vizsgaljuk.
A modositasokkal az eljaras rovidtava (akut) és hosszutavi hatasok becslésére is alkalmassa valt. Az
eredményeket (a tesztelési végpontként) ennél a modszernél is a koncentracio-hatas gorbe alapjan,
statisztikai ton meghatarozott LCy, LCso (20 ill. 50 %-os letalitast okoz6 koncentracio) és ECs,
ECs értékek forméjaban adtuk meg.
Miutéan kialakult a talajkivonatos teszt végleges menete, els6 1€pésként kisérleteket inditottunk a fo-
nalférgek érzékenységének vizsgalatara a kovetkezd nehézfémekkel: Cu, Zn, Cd, Ni, Pb. Az dlomra
egyaltalan nem voltak érzékenyek a tesztallatok, a mésik négy nehézfém esetén a kdvetkezd érzékeny-
ségi sorrendet kaptuk: Cd > Cu > Ni > Zn..
A fémekkel végzett vizsgalatok eredményei azt mutattdk, hogy a hatarérték kisebb annal a koncentra-
ciénal, mint ami érzékelhetd hatast fejt ki a fonalférgekre. Ez is indokolja a kontakt, szilard fazist
teszt sziikségességét.
A kivonattal végzett tesztelés utan elkezdtiik a direkt kontakt mddszer kifejlesztését a teljes talaj vizs-
galatara. Tobbféle lehetdséget is kiprobaltunk a szilard fazist mintak tesztelésére: mikrotitrator le-
mezben, extrakcids csOben és kémcesdben. A mddszer kidolgozasa folyamatban van.

1.2.4.4. Ames-teszt szennyezett talajok mutagén hatdasanak jellemzésére

Napjainkban egyre szélesebb korben alkalmaznak géntoxikoldgiai teszteket kdrnyezeti mintak, koztiik
talaymintak mutagén hatasanak vizsgalatara.

A helyspecifikus kockazatfelmérést tdmogato talajvizsgalati modszeregyiittesiinket bovitjiik egy, a
talaj direkt tesztelésére is alkalmas géntoxikologiai eljaréassal.

A modszer kivalasztasdhoz munkank elsd részében attekintettiik és feltérképeztiik a témaban rendel-
kezésre allo irodalmat. A vegyi anyagok mutagén aktivitdsanak becslésében a kovetkezoket kell figye-
lembe venni: genetikus végpontok, vagyis a tesztmodszerben detektalhaté génmutaciok, struktiralis
vagy szambeli kromoszoma-valtozasok; kiilonb6z6 tipusti anyagokra valo érzékenység; egyes geneti-
kai végpontok meghatirozasara hasznalt kiilonbozd tesztmodszerek szama; az eredmények egyenle-
tességének biztosithatdsaga a kiilonbozo tesztek és tesztorganizmusok esetében; a dozis-valasz kap-
csolat meghatérozasa és a vizsgalatok megfelelésége a szabvanyositott modszereknek®.

Az elmult tiz évben rohamosan nétt a kereskedelemben elérhetd géntoxicitasi teszteket alkalmazo
illetve tovabbfejleszté laboratériumok szdma. A Belgiumban megrendezésre keriilt Technotox
workshop-on 14 géntoxikologiai tesztet alkalmaztak és hasonlitottak Ossze egyidejiileg 11 minta —
koztiik tiszta vegyi anyagok és kornyezeti mintak — vizsgalatara®. A nemzetkozileg is elismert, elfo-
gadott és széles korben alkalmazott Ames tesztet®® és az UMU tesztet (ISO 13829)%" a tobbi modszer-
rel parhuzamosan alkalmaztdk, és referenciaként szolgaltak. Az alkalmazott modszerek kozott 6
prokariota teszt, 1 €lesztdgomba teszt, 4 emlds teszt, I DNS ¢€s 1 bakterialis teszt volt.

6% U.S. Environmental Protection Agency - Guidelines for Mutagenicity Risk Assessment 1986, Federal Register
51(185):34006-34012 Risk Assessment Forum, Washington, DC

6 Corbisier, P.; Hansen, P.D. and Barcelo, D. (Ed) (2000) Proceedings of the BIOSET Technical Workshop on
Genotoxicity Biosensing, May 8-12, 2000 VITO Flemish Institute for Technological Research, Belgium

% Maron, D.M. and Ames, B.N. (1983) Revised methods for he Salmonella mutagenicity test. Mutation Res. (113) 173-
215

7 UMU ISO 13829 (2000) Water-quality determination of the genotoxicity of water and wastewater using umu-test.
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A talaj szennyezOanyagainak mutagén hatdsat jelenleg leggyakrabban a talajok vizes kivonataibol
tesztelik ® ®°. Az irodalom attanulmanyozésa utan az AMES-teszt alkalmazasa mellett dontottiink. A
modszer alkalmazésaval, vizsgalataval kapcsolatban is nagy szamban allnak rendelkezésre irodalmak.
Az Ames vagy Salmonella tesztet kifejleszt6jérél Amesrél (Ames, 1975)”° nevezték el. A modszer
hisztidin auxotrof Salmonella typhimurium torzset haszndl, amely mutagén hatasra elveszti auxotrof
jellegét. A modszert eleinte csak vegyi anyagok karcinogén hatasanak tesztelésére alkalmaztik, a ké-
sObbiekben kdrnyezeti mintak vizsgalatara is.

A vizsgalat soran tobbszordos mutans Salmonella typhimurium torzseket alkalmazunk, mint indikator
jabol készitett sejtkivonatot (mikroszoéma frakcid) hasznalunk, melyet kiegészitiink a NADPH genera-
16 rendszerrel (S9 mix). A baktériumtorzsek a hisztidin bioszintéziséért felelés operon valamelyik
strukturgénjében eldidézett mutacid miatt hisztidin nélkiil nem képesek szaporodni az adott kdzegben.
Mutagének hatdsara a populacio egy része visszanyeri az elvesztett tulajdonsagot reverz mutécio ré-
vén, azaz képesek lesznek hisztidin mentes taptalajon is szaporodni.

Az Ames-teszt esetében is vizes kivonatokat alkalmaznak a talaj szennyez6anyagok mutagén hatasa-
nak vizsgélatara. Célunk a mddszer kidolgozésa szilard fazisu mintdk vizsgalatara.

Kisérleti munka

Kisérleti munkénk elsd fazisdban a szennyezett talajok (pakuraval, transzformétor olajjal) extraktuma-
inak (diklér-metan/ciklohexan oldoszerekkel) mutagén hatasat teszteltiik a modszerrel.

A teszt sordn a tesztelendd anyag oldatat, az egyes baktérium torzsek szuszpenzids tenyészetét és a
majpreparatumot bekeverjiik egy nyomokban hisztidint tartalmaz6 felolvasztott lagyagarba. Raréte-
gezzlik a csak szervetlen sOkat és szén- valamint energiaforrast (gliikdzt) tartalmazé minimal agar
taptalajra Petri-csészébe. A lagyagarban 1évé kevés hisztidin csak néhany osztddast enged meg. A
hisztidin kifogyasa utdn mar csak a visszamutalddott (revertalt) baktériumok tudnak tovabb szaporod-
ni, igy kétnapi inkubaci6 utdn mar szabad szemmel is felismerhetd kolonidkat alkotnak.

Ertékelés soran a kezelt lemezeken talalt mutans/revertans koloniak szamat dsszevetjiik a kezeletlen
lemezeken talalt spontdn mutans/revertans kolonidk szamaval. Mutagének hatdsara doézisfiiggd kolo-
niaszdm emelkedé¢s figyelhetd meg.

A vizsgalatot az extraktumokbol végeztik a TA100 ¢s a TA98 torzsével, egyidejiileg metabolikus
aktivacioval (S9 mix) illetve anélkiil (pufferrel). Az eredmények értékelése 72 ora elteltével a leme-
zenként koloniaszamlalas utan statisztikai analizissel tortént.

A TA100-as torzzsel végzett kisérletek eredményei alapjan sem a pakuraval, sem a transzformator
olajjal szennyezett talaj kivonata nem mindsitheté sem toxikusnak, sem mutagénnek mivel nem fi-
gyelhetd meg koloniaszam emelkedés a kontrollhoz viszonyitva, sem S9 jelenlétében, sem S9 nélkiil.
A TA98 torzson az S9 jelenléte nélkiil végzett kisérletben mindkét szennyezdanyag esetén kisebb
mértékil koloniaszam emelkedés figyelhetd meg. Ez alapjan csak gyenge mutagén hatést allapithatunk
meg. Az aktivacids rendszer hozzdad4saval sem figyelhetd meg jelentds koloniaszam emelkedés. Osz-
szefoglalva a tesztek soran kapott eredményeket megéllapithatjuk, hogy egyik szennyezett talaj kivo-
nata sem mutatott mutagén hatést a tesztorganizusokra.

A tovabbiakban célunk a modszer tovabbfejlesztése olyan modon, hogy a kivonatok helyett a teljes
talajt vizsgaljuk. Kisérleteket terveziink a szennyezett talaj mutagén hatasanak jellemzésére a teszte-
lend¢ teljes talaj agarba keverésével, illetve talaj-agar korongok alkalmazasaval.

% Dechema (1995) DECHEMA-Fachgesprache Umweltschutz (1995) Bioassays for soil, In: 4™ Report of the
Interdisciplinary DECHEMA Committee ,,Environmental Biotechnology-Soil” and Ad hoc Committee ,,Methods for
toxicology/Ecotoxicological Assessment of Soils”, Eds.:Kreysa, G., Wiesner,J. DECHEMA, Frankfurt am Main.

% Ehrlichmann, H., Dott, W. and Eisentraeger, A. (2000) Assessment of the water-extractable genotoxic potential of soil
samples from contaminated sites. Ecotoxicology and Environmental Safety (46), 73-80

" Ames, B.N., McCann, J. and Yamasaki, E. (1975) Methods for detecting carcinogens and mutagens with the
Salmonella/mammalian-microsome mutagenecity test, Mutat.Res. (31):347-364.
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1.2.5. Laboratoriumi mikrokozmoszok

Az eltérd célu és méretli mikrokozmoszok osztalyozasat €s kivitelezésiikre vonatkoz6 modszertani
utmutataot elkezdtiik osszeéllitani. A f6 mikrokozmosztipusok, melyekhez médszertant készitlink az
alabbiak: atlevegdztetett oszlopreaktor, atfolydsos oszlopreaktor, nyitott stabilizadcios ¢és
biodegradacids mikrokozmosz (tartalyreaktor), zart biodegradacios és toxicitdsmérd mikrokozmosz. A
mikrokozmoszokat méret, elrendezés, és a folyamatok kovetéséhez sziikséges mintavételi és minta-
elemzési modszerek szerint is osztalyozzuk és értékeljiik.

1.3. Laboratdériumi mikrokozmosz kisérletek tervei a kidolgozott médszerek alkalmazasara

A kisérletek egy része a fémek mozgékonysaganak, biologiai hozzaférhetdségének jellemzését, a ke-
zelések hatasara bekovetkezd valtozasok kovetését célozza.

Ezek egyik fajtdja az un. stabilizdcidos mikrokozmosz, mely a kémiai és fitostabilizacios
talajremedidcio gyakorlati fejlesztését alapozzak meg. A kémiai stabilizaloszerek rovid- és hosszutava
hatasanak vizsgalatara hasznaljuk fel a kidolgozott mikrokozmosz technikat és a folyamatok kovetésé-
re a TalajTesztel6Triddot, és azon beliil a talajra kidolgozott direkt kontakt teszteket.

A masik, — a fémek mozgékonysagaval 0sszefiiggd — a fémek mobilizalasat és kioldasat vizsgald mik-
rokozmosz kisérlet, amely a kiillonb6z6 mddon immobilizalt fémeket tartalmazo talajok atszivargo
vizzel szembeni stabilitasat, fémvisszatartasat vizsgalja. A kisérlet kovetése kémiaival kombinalt toxi-
koldgiai teszteléssel fog torténni, elsdsorban a folyékony fazis, a csurgalék vizsgalatan keresztiil.

A szerves talajszennyezOanyagok mozgékonysagaval Osszefliggd jellemzdket is mikrokozmoszban
jellemezziik, kombinalt fizikai-kémiai és toxikologiai modszerekkel kovetve.

A szerves szennyezOanyagok allatok/ember altali emésztésének feltard hatasat modellezziik tobblép-
csOs emésztéenzimes kezeléssel és mas egyszerlibb, de hasonld feltarodast, illetve Kow eltolddast
eredményezé kezelésekkel. Mindkét eldkezelési modszer toxicitasi tesztekre gyakorolt hatdsat
vizsgaljuk elsd 1épésben.

A mikrokozmoszok terve €s Osszeallitdsa a modellezendd folyamatok ismeretében torténik.

A mikrokozmoszok terve 10 kisérletsorozatot foglal magaba, dsszesen mintegy 150 stabilizacids €s
kioldasi kisérletet toxikus fémekkel szennyezett talajokra és kb. 100 mikrokozmoszt szerves szennye-
tara.

A metodikailag kidolgozott, eldkészitett és elinditott kisérletsorozatok az alabbiak voltak:

Toxikus fémek mobilitasanak, hozzaférhetdségének, novényi felvehetdségének, kiodhatdsaganak
vizsgalatara un. ,,stabilizacios” és ,,kioldasi” mikrokozmoszokat terveztiink és inditottunk. A stabiliza-
ciot és a biologiai kioldast modellezd talajmikrokozmoszok kivitelezésére vonatkozd metodikat tobb
méret Osszehasonlitasa utan fejlesztettiik ki, jelenleg az alkalmazasokon ¢€s a kiolddsi mikrokozmosz
tovabbfejlesztésén, a rovid- és hosszutava kioldas gyors meghatarozasan és a mikrokozmoszok integ-
ralt metodikat alkalmazo kovetésén dolgozunk. Valds szennyezett teriiletekhez €s problémakhoz ko-
t0d0 kisérletek eredményét kockazatfelméréshez és technologiatervezéshez is fel lehet hasznélni.
Toxikus szerves szennyezoanyagok biologiai hozzaférhetdségét befolyasolod adalékok, elokezelések
vizsgalatara alkalmas talajmikrokozmoszok valamint a folyamatok kdvetésére alkalmas mintavétel és
vizsgalati modszeregylittes terve €s elinditdsa megtortént.

A Kow és biodegradacio osszefiiggéseit ¢s a biodegradacio befolyasolasat ciklodextrines kezeléssel
un. biodegradacios mikrokozmoszban vizsgaljuk,. A biodegradéalhato frakci®6 meghatdrozasa mikro-
kozmosz kisérleteket terveztilk mesterségesen szennyezett talajokkal €s szerves szennyezdkkel szeny-
nyezett teriiletekrdl szdrmazo talajokkal.

Az oktanol-viz és talaj—viz megoszlasi hanyados (Kow ¢és Kd) meghatarozasa mikrokozmoszokat
terveztiink mesterségesen szennyezett talajjal és szerves szennyezdanyagokkal szennyezett teriiletek-
r6l szarmazd talajokkal. A megoszlasban bekdvetkezd valtozasok kovetésére és modellezésére
ciklodextrint alkalmaztunk, melynek hatdsat vizsgaljuk a megoszlasra.

A human expozicid becslésére az emésztés hatasanak modellezésére, és az emésztés feltard hatasanak
Osszehasonlito vizsgalatara alkalmas mikrokozmosz tesztek tervezésének eldkészitését elvégeztiik.
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1. szamu melléklet: A kockazatfelmérés folyamatabraja, a teriiletspecifikus kockazatfelmérés két oldalat tamogatéo mérések

PEC JELLEMZESET TAMOGATO MODSZEREK

Fizikai-kémiai modszerek
a szennyezdanyag és a kornyezet egyiittes jellemzésére
Szennyezdanyagok mennyiségi €s mindségi analizise
- Szerves szennyezéanyagok kioldasa (apolaros, polaros oldoszer ill. keverék)
- Fémek kiilonb6zd kivonasi eljarasai

- Kirdlyviz — 0sszes fémtartalom

- Lakanen-Ervid — ndvény altal felvehetd

- Acetatos — mobilis fémtartalom

- Szekvencidlis extrakcid
Megoszlasi hanyadosok (Kd, Kp, Koc, Kow) meghatarozasa

Kibocsatas (forras)

transzport

!

PEC (Predicted Environmental Concentration)

Elore jelezhetoé kornyezeti koncentracio

\

PNEC JELLEMZESERE SZOLGALO MODSZEREK

Biologiai és okotoxikologiai modszerek

a szennyezdanyagok hatdasanak felmérésére

Talaj mikroflora mennyiségi, mindségi jellemzése, diverzitas
Szennyezdanyagot tlir6, bonto sejtek koncentracidja
Enzimaktivitdsok meghatarozasa

Biodegradacios tesztek

Bioakkumulacios tesztek

Direkt kontak toxicitasi tesztek (bakterialis, névényi, allati)
Mutagenitasi tesztek

Hatas (NOEC)

extrapolacio

!

PNEC (Predicted No Effect Concentration)

Elore jelezhetéen karosan még nem haté koncentracio

/

RQ (Risk Quotient) = kockazati tényez

RQ = PEC/PNEC
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2. szamu melléklet: Dizelolajjal szennyezett talajok extraktumainak gazkromatografias

vizsgalata
70, — slgsoJ :1?)30,2
0_D30_2kockazat051102.met.dat 4_D30_2kockazat051102.met
60
50 C14 Ci15
E C16
40 C17
1 C13
30
£ 2 Cl12
>
€ E
o CH w

-20

-30

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Minutes

2.1. 4bra. 30000 ppm dizelolajjal szennyezett talajmintak extraktumainak kromatogramja a kisérlet kezdetén
(piros) és 4 hét utan (kék)

2.1. téblazat. A biodegradacio mértékét jelz0 aranyszdmok dizel olajra és a szennyezett talaj extraktumaira

n-Cy;7H;¢/prisztan n-C,sHig/fitan prisztan/fitan
Dizel olaj 1,97 + 0,03 1,70 + 0,13 1,11 +0,12
30 000 ppm di- Talajminta 0. hét 2,19 1,86 1,03
zelolaj szennye- | Talajminta 2. hét 2,19 1,74 0,95
z0dés Talajminta 4. hét 1,85 1,50 0,99
15 000 ppm di- Talajminta 0. hét 1,69 1,55 1,12
zelolaj szennye- | Talajminta 2. hét 1,53 1,43 1,04
z06dés Talajminta 4. hét 1,33 1,17 1,04

Az aranyok csokkenése a biodegradacio mértékének eldrehaladasat jelzi.
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3. szamu melléklet: K,,, meghatarozasa, ciklodextrinek hatasa a megoszlasra

A K,,, meghatarozasa kisérleti uton

2 ml n-oktanolt, 2 ml desztillalt vizet és 25 pl vendégmolekulat kémesdvekbe mériink és lezar-
juk. A kémcsoveket folyamatosan razatjuk 30 percen at €s egy €jszakan at allni hagyjuk. Azutan
mind a szerves, mind pedig a vizes fazisbol mintat vesziink. 200 pl szerves fazishoz 200 pl desztil-
lalt vizet adunk és egy masik edényben 200 pl vizes fazishoz 200 pl n-oktanolt adunk. A
gbztéranalizishez hasznalatos (19.5 ml) edényeket ezutan 90°C termosztaljuk €s 20 percig razatjuk,
majd 250 pl gbézmintat vesziink analizisre. Az ugyanazon minta szerves ill. vizes fazisarol felvett
kromatogramon az §sszetartozo teriiletek ardnya adja meg a megoszlasi hdnyadost.

Kromatografias koriilmények:

Gazkromatograf: Shimadzu GC-17A

Allofazis: HP-1 (13mx0,2mmx0,11pm)

Detektor: Langionizacios detektor (FID)

Injektor: Shimadzu AOC-5000 automata injektor
Injektalasi térfogat: 500 pl

Split arany: 300:1.

Héfok program: A kolonnat 50°C-on tartjuk 10 percig, majd 180°C-ra fitjiik 10°C/min-es
felflitési sebességgel, a szennyezések eltavolitasa céljabol 250°C-ra felflitjiik 25°C/min-os felfiitési
sebességgel €s 13 percig ezen a hdmérsékleten tartjuk.

Injektor hémérséklete: 230°C

Detektor hdmérséklete: 230°C

Linearis aramlasi sebesség: 21 cm/sec

Az eddig vizsgalt alkén, cikloalkan és benzol szarmazékokat az Aldrich, Merck és Szigma finom-
vegyszer-forgalmazo6 cégektdl szereztiik be, mind gdzkromatografids tisztasaguak voltak.

A K,,, meghatdrozasa in silico modszerekkel

A logKow értekek becslésére hat programot hasznaltunk: négy ezek koziil a fragment modszeren

alapul, a masik kett6 a neuralis hal6zatok modszerét alkalmazza a becslésre.
A fragment modszerre ¢épiil6 a CLOGP interneten hozzaférhetd ingyenes verzidjadhoz
(www.daylight.com) egy molekularajzolé program is tartozik, melynek segitségével a kémiai
szerkezet alapjan megkapjuk a SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System)
formulat, ami a fragmentumok segitségével irja le a molekulat. Ezeket a SMILES formulakat
hasznaltuk a tobbi programhoz is, igy a KOWWIN demo programhoz is
www.syrres.com/esc/est kowdemo.htm. A bevezetésben felsorolt masik két fragment alapt
programot (www.molinspiration.com ¢és www.cheminfo.pku.edu.cn/calculator/xlogp) is hasz-
naltuk 6sszehasonlitas céljabol.
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3.1. tdblazat. A Kow értékek tiszta komponensekre (C6—C12 linearis alkanokra, C0—C2-alkil-ciklohexanokra és CO—C2-alkil-benzolokra

Meért érték Szamitott Irodalomban k6zolt mért érték

CLOGP KOWWIN miLOGP XLOGP IA LogP ALOGPS LogPstar Exp. database

predictor for KowWIN
hexan 3,87 3,29 2,90 3,75 3,84 4,02 3,90 3,90
heptan 4,40 3,78 3,33 4,32 4,31 4,33 4,66 4,66
Oktan 4,93 4,27 3,77 4,89 4,76 4,73 5,18 5,18

Nonan 5,46 4,76 4,20 5,46 5,23 5,24 Nincs adat Nincs adat
Dekan 5,98 5,25 4,64 4,97 5,67 5,87 5,65 5,01
Undekan 6,51 5,74 5,07 5,33 6,15 5,96 6,54 Nincs adat

Dodekan 7,04 6,23 5,50 5,90 6,58 6,42 6,80 6,10
Ciklohexan 3,04+0,90 3,35 3,18 2,59 3,41 3,14 3,46 3,44 3,44
Metil-ciklohexan 3,1+0,23 3,87 3,59 2,96 3,92 3,64 3,90 3,61 3,61
Etil-ciklohexan 3,44+0,15 4,40 4,08 3,40 4,49 4,23 4,59 Nincs adat 4,56
Benzol 2,05+0,04 2,14 1,99 2,13 2,02 2,04 2,03 2,13 2,13
Toluol 2,34+0,02 2,64 2,54 2,45 2,46 2,66 2,56 2,73 2,73
0-Xilol 3,07+0,05 3,09 3,09 2,78 2,90 3,15 3,16 3,12 3,12
m-Xilol 3,06+0,08 3,14 3,09 2,78 2,90 3,21 3,15 3,20 3,20
p-Xilol 3,02+0,13 3,14 3,09 2,78 2,90 3,20 3,15 3,15 3,15
1,3,5-TMB 2,00+0,14 3,64 3,63 3,10 3,33 3,82 3,64 3,42 3,42
1,2,3-TMB 2,74+0,04 3,54 3,63 3,10 3,33 3,73 3,63 3,59 3,66
1,2,4-TMB 3,27+0,13 3,59 3,63 3,10 3,33 3,79 3,62 3,63 3,63
Etil-benzol 2.49+0.01 3,17 3,03 2,80 2,92 3,13 3,27 3,15 3,15
naftalin 3,32 3,17 3,42 3,29 3,40 3,33 3,30 3,30
1-metil-naftalin 3,82 3,72 3,74 3,72 3,96 3,83 3,86 3,86
antracén 4,49 4,35 4,71 4,55 4,65 4,55 4,45 4,45
monoklorbenzol 2,86 2,64 2,76 2,64 2,64 2,77 2,89 2,84
1,2-diklérbenzol 3,45 3,28 2,01 2,53 3,35 2,21 3,43 3,43

Kiilonboz0 szoftverekkel a kémiai szerkezet alapjan szamitott, sajat mérések alapjan szamitott és a szakirodalomban talalt adatok dsszehasonlitasa.



A CD hatasa a Kow értékere

Az oktanol oldékonyséaga a vizes CD oldatokban a CD koncentracioval nd, mert komplex képzddik
(3.1. abra). Az oktanol/CD komplex képzdédése kompetitiv folyamat, ami a jelenlévé vendégmole-
kulak (pl. talajszennyezdanyag, gyogyszer) komplexalasdnak hatékonysagat rontja (3.2. abra).

0,2 -
0,18 |
0,16 |
0,14 -
0,12
0,1 -
0,08 |
0,06 |
0,04 -
0,02
0 | | | | |
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

HPBCD konc. (M)

Oktanol konc. (M)

3.1. abra Az oktanol oldékonysaga vizes HPBCDoldatokban
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0,01 7‘/ —

0,005 ——

0 : : : : : : : ‘

0 0,01 0,02 003 004 005 006 007 008
HPBCD konc. (M)

Hidrokortizon konc. (M)

3.2. abra A hidrokortizon modell vendégmolekula oldékonysaga vizes CD oldatokban oktanol nél-
kiil és oktanol jelenlétében.
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4. szamu melléklet: Extrakcio kiilonféle vizes ciklodextrin oldatokkal
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4.1. abra 10 000 ppm pakuraval szennyezett te-l.-laj extrakcidja vizzel és vizes CD oldatokkal
(GC: 13 mx 0,22 mm x 0,11 pm HP-1 oszlop, 50°C 3 perc, 10°C/perc 315°C 10 perc)
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4.2. dbra 10 000 ppm pakuraval szennyezett talaj extrakcidja szerves olddszerrel
(a kromatografias koriilmények azonosak a 4.1. dbraéval)

4.1. tablazat A CD oldatos extrakcid hatékonysaga a szerves olddszeres extrakcidhoz képest
(10 000 ppm pakuraval szennyezett talaj egyszeri extrakcidja 5g talaj/10 ml diklormetan vagy 5 g

talaj/100 ml vizes CD oldat a vizes extraktum extrakcioja 10 ml diklormetannal)

Extrahéaloszer Extrakcios hatékonysag
Diklormetan 100 %
RAMERB oldat 30%

CDPS oldat 14%

HPBCD oldat 4%
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5. szami melléklet. A kémiai mobilizacié kockazata talajokban

5.1. tablazat. A talajbankban szerepld reprezentativ talajmintak legfontosabb tulajdonsagai

Talaj- | Talaj- |Talajtipus Mintavételi hely nedv.| pH pH pH | humusz | mechanikai dsszetétel |KA| sé6-
minta minta tart. | H20 | KCl |CaCl2| tart. homok | iszap | agyag tart.

szama jele % % % % % %
1 E7405 |humuszos dntéstalaj Alsozsolca 45 6.44 | 549 | 593 7.44 13.11 [40.91 ] 45.99 | 66| 0.02
2 E9105 |Ramann-féle barna erdétalaj Répashuta 34 6.13 | 5.14 | 542 6.44 16.67 [47.98 | 35.36 | 50 |<0.02

3 11710  |réti talaj Gydngyds 30 | 6.66 | 553 | 5.99 3.27 12.81 |46.69 | 40.51 |39 0.03
4 11810  |kovarvanyos barna erddtalaj Verpelét 12 7.28 | 6.60 | 6.66 1.32 75.53 [ 15.68 ] 8.79 |23 [<0.02
5 15005  |humuszos dntéstalaj Gydrgytarld 32 7.30 | 6.12 | 6.66 2.54 7.43 ]66.99 | 25.59 | 44 [<0.02
6 S3612  |agyagbemosddésos barna erdétalaj|Szécsény 23 7.60 | 691 | 7.09 2.07 25.77 [45.90 | 28.33 |38 ] 0.03

7 S4810  |nyers Ontéstalaj Gyongyds 33 7.02 | 593 | 6.38 2.76 23.92 [41.07 | 35.01 |47 ] 0.05

8 10215  |ontés réti talaj Komoré 43 633 | 5.15 | 5.85 3.41 236 [41.72 | 5593 | 67| 0.05
9 10615  |humuszos dntéstalaj Tiszakerecseny 48 6.23 | 490 | 5.51 4.16 7.17 146.04 | 46.80 | 60 | 0.03
10 I1115  |alf6ldi csernozjom talaj Nagyhalasz 16 6.08 | 5.13 | 5.26 2.54 57.30 [ 27.61] 15.09 | 29 [<0.02
11 11415  |humuszos Ontéstalaj Csaholc 29 | 582 | 442 | 494 2.60 10.46 | 57.98 | 31.57 | 36 |<0.02
12 11715  |nyers Ontéstalaj 'Vasarosnamény 23 7.65 | 6.99 | 7.06 2.16 62.45 |27.67| 9.89 |32 [<0.02
13 12015  |kovarvanyos futbhomok Kisvarsany 14 7.96 | 742 | 749 0.84 56.76 [31.80| 11.45 | 23 [<0.02
14 12715  |kovarv. barna erdét. Pusztadobos 10 4.54 | 3.73 | 3.75 0.72 85.19 [10.63 | 4.19 |25 [<0.02
15 | Gydngyds0 [Ramann-féle barna erdétalaj Gyongyds Tas-puszta| 26 7.23 | 6.03 | 6.57 2.83 7.38 |55.31] 3731 |38 0.04
16 Cul Ramann-féle barna erdétalaj Gyongyos Tas-puszta| 28 6.80 | 580 | 6.16 2.96 7.26 | 54.57 | 38.18 |39 0.03
17 Cu 2 Ramann-féle barna erdétalaj Gyongyos Tas-puszta| 28 6.68 | 5.69 | 6.04 3.72 7.22 | 55.08 | 37.70 {39 ] 0.04
18 Cu3 Ramann-féle barna erdétalaj Gyongyds Tas-puszta| 27 6.72 | 5.62 | 599 3.78 8.57 [56.05| 35.37 | 38| 0.02
19 Cd1 Ramann-féle barna erdétalaj Gyongyos Tas-puszta| 28 6.94 | 595 | 6.30 3.51 6.84 |55.83 ] 3732 |41 0.03
20 Cd2 Ramann-féle barna erdétalaj Gyongyds Tas-puszta| 27 7.28 | 636 | 6.70 3.56 10.19 [54.37 | 35.45 [ 40| 0.04
21 Cd3 Ramann-féle barna erdétalaj Gyongyds Tas-puszta| 27 7.08 | 6.14 | 6.51 3.58 9.98 [52.93 ] 37.08 | 40| 0.04
22 Pb2 Ramann-féle barna erdétalaj Gyongyos Tas-puszta| 27 7.17 | 6.23 | 6.61 3.27 9.54 [54.25] 36.20 {39 0.04
23 Pb3 Ramann-féle barna erdétalaj Gyongyos Tas-puszta| 29 7.08 | 6.06 | 6.42 3.34 9.93 [52.54 ] 37.52 {39 0.02
24 Zn1 Ramann-féle barna erdétalaj Gyongyds Tas-puszta| 29 6.70 | 5.73 | 6.04 3.40 9.14 [55.90 | 34.96 |39 0.04
25 Zn2 Ramann-féle barna erdétalaj Gyongyos Tas-puszta| 28 6.55 | 5.56 | 5.88 4.21 8.19 [57.28 | 34.53 |38 0.03
26 Zn3 Ramann-féle barna erdétalaj Gyongyos Tas-puszta| 28 6.96 | 6.07 | 6.38 3.75 8.65 [55.17 | 36.17 | 40 | 0.04
27 Pb 1 Ramann-féle barna erdétalaj Gyongyos Tas-puszta| 28 7.54 | 6.73 | 7.02 3.42 10.09 [54.69 | 35.23 |40 | 0.03
28 | B173211.1 |réti csernozjom Karcag 24 | 6.58 | 528 | 5.61 2.84 9.23 [54.00 | 36.79 | 38 [<0.02
29 |B1732 I1.20 [réti csernozjom Karcag 33 540 | 4.59 | 4.86 3.13 5.14 |57.00| 37.87 [ 42| 0.09
30 S4920  |mohalap talaj Zalavar 121 | 7.01 | 6.52 | 6.81 28.20 5321 [33.52] 1328 |75 0.04
31 12802  |réti talaj Kolked 24 | 6.52 | 5.77 | 6.03 3.52 5.67 |62.06| 3227 |39 0.09
32 S5319  |Ramann-féle barna erdétalaj Salfold 20 6.81 | 6.17 | 6.08 2.20 63.64 [26.65| 9.72 | 27 [<0.02
33 E5107  |kiligzott csernozjom talaj Szabadegyhdza 20 | 628 | 546 | 5.59 3.37 63.80 [21.59 | 14.62 |27 [<0.02
min. 10 | 454 | 3.73 | 3.5 0.72 236 | 10.63 | 4.19 |23 0.02
max. 121 | 7.96 | 742 | 7.49 | 28.20 85.19 ]66.99 | 55.93 | 75| 0.09
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5.2. tablazat A talajbankhoz kivalasztott talajok és talajoldatok nehézfém-szennyezettsége

Talaj- Talajok nehézfémtartalma Talajoldat tulajdonsagok
minta| Cd | Cu | Pb | Zn | Cd | Cu | Pb | Zn |pH| EC |DOC|HCO3-| Ca | Mg | K | Na | mért | mért | mért | mért
szama| LE | LE | LE | LE |Osszes|0sszes|Osszes|Osszes Cd Cu Pb Zn
mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg|mg/kg mS/cm|mg/L| mg/L |mg/L|mg/L|mg/L|mg/L|mg/m3|mg/m3|mg/m3 | mg/m3
1 025 | 25 9 9 1041 ] 28 22 | 109 [6.69] 0.256 | 136 41 33 8 4 8 1.40 52 3 560
2 1.51 6 10 7 1255] 62 31 142 16.11] 0.174 | 100 34 25 1 2 8 2.20 11 <2 501
3 0.15 | 39 13 10 | 0.26 | 105 | 25 | 109 |6.05] 0.277 | 67 36 28 4 12 8 [13.00] 29 <2 4320
4 0.07 | 62 4 4 1009 110 | 12 33 |7.02| 0.205 | 92 41 25 3 11 5 [<0.20] 61 <2 71
5 0.62 | 12 16 16 | 098 | 36 57 | 183 |7.58] 0.379 | 101 | 129 56 | 11 5 10 [ <0.20 | 23 <2 45
6 0.06 | 4 6 12 10.09 | 14 61 70 |7.37| 0.512 | 144 78 61 | 10 | 32 | 11 | 1.30 49 <2 255
7 2.20 | 40 58 | 211 | 323 | 91 144 | 645 |7.04| 0.359 | 55 42 43 7 8 10 | 0.20 33 <2 122
8 0.74 | 14 21 11 | 1.06 | 45 77 | 230 |7.28] 0.236 | 127 64 30 7 5 10 | 1.00 21 5 303
9 042 9 13 9 1078 ] 36 57 | 198 |7.17] 0.205 | 91 55 23 6 3 11 | 2.60 13 <2 665
10 | 0.12 | 6 6 7 1019 21 17 71 16.71/ 0.799 | 83 31 97 | 15 | 46 | 14 | 4.50 | 229 <2 1320
11 004 | 3 5 2 |011] 13 21 57 |7.28]0.184 | 72 44 20 6 4 9 0.20 16 2 229
12 1069 | 9 17 33 1 1.02| 25 42 | 177 |7.81] 0379 | 74 106 56 9 8 9 0.20 22 <2 143
13 | 0.06 | 2 3 1 0.13 | 12 13 43 [7.56] 0.379 | 44 75 56 4 3 4 |16.50 | 65 <2 1720
14 | 0.02 1 2 1 002]| 7 17 26 |5.35/0.225 | 35 10 14 2 18 4 7.70 | 163 <2 1980
15 | 0.11 7 7 3 022 | 24 86 76 |7.25/ 0451 | 73 34 60 9 5 10 | 0.30 94 <2 154
16 | 0.18 | 11 9 9 1036 33 23 | 100 [6.62] 0.492 | 74 29 57 | 10 | 28 6 0.70 67 <2 284
17 | 0.17 | 14 9 7 1032 38 23 91 16.63| 0.563 | 50 23 70 | 12 | 24 6 030 | 147 <2 443
18 | 023 | 44 8 7 1034 73 24 89 16.75]1 0.451 | 76 28 52 9 17 [ 10 | 1.70 | 134 <2 812
19 | 535 10 8 11 1622 | 30 23 96 16.82| 0.441 | 102 36 47 | 10 | 25 8 1.60 | 112 <2 229
20 [1490] 11 9 8 |17.40] 32 27 86 [7.17] 0.389 | 121 46 47 | 10 | 13 9 2.92 20 <2 279
21 |35.10] 10 8 6 [45.10] 30 22 85 [7.07] 0.441 | 56 34 57 | 12 | 18 7 11050 | 121 <2 255
22 [368] 9 26 6 398 ] 30 41 87 [7.18] 0.635 | 56 37 88 | 17 | 18 | 11 | 2.00 | 106 <2 284
23 10251 10 38 19 1035 29 58 88 [7.09] 0.338 | 69 34 40 | 10 | 23 6 0.20 77 11 225
24 [ 022] 8 9 14 1033 | 28 23 99 16.51] 0.512 | 44 28 55 | 11 | 46 6 0.80 | 146 3 501
25 1039 9 12 21 | 057 ] 29 24 | 112 [6.35] 0.451 | 41 24 50 | 10 | 36 8 0.70 | 173 <2 761
26 | 0.23 8 10 39 | 052 ] 28 23 | 131 [6.81] 0.441 | 46 29 54 | 10 | 28 9 0.50 40 3 375
27 (041 ] 10 16 15 1054 | 29 30 84 [7.69] 0.471 | 101 81 67 | 13 | 20 7 0.60 67 <2 84
28 (012 4 5 2 1023 ] 26 23 83 16.90] 0.133 | 30 18 59 | 13 2 6 4.01 45 <2 1270
29 [0.12] 4 5 1 021 | 26 23 84 |5.87] 1.885 | 39 21 302 | 44 | 26 6 3.30 57 <2 873
30 {004] 9 7 3 048 | 29 29 58 |7.80] 0.768 | 223 | 166 | 146 | 28 1 15 [ <0.20 | 14 <2 187
31 | 0.11 5 7 4 1021 ] 24 21 71 16.06] 4.611 | 43 15 695 143 | 21 | 58 | 2.20 | 126 <2 979
32 | 0.08] 104 4 16 | 0.14 | 152 | 14 51 |7.06| 0.184 | 109 43 20 6 30 4 0.24 | 576 9 363
33 |0.05 3 5 2 [011] 10 15 36 |5.97/0.348 | 96 19 47 | 11 6 2.07 76 2 901
min. | 0.02 1 2 1 0.02 | 7 12 26 [5.35/ 0.133 | 30 10 14 1 4 0.20 11 2 45
max. |[35.10| 104 | S8 | 211 |45.10| 152 | 144 | 645 |7.81| 4.611 | 223 | 166 | 695 | 143 | 46 | 58 | 16.50 | 576 11 4320
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5.3. tablazat. A talajoldat szennyezettségének jellemzése

Talaj- Szennyezo6 koncentracio Kockazati hanyados Megoszlasi hanyados Megoszlasi hanyados
minta | Cd Cu Pb Zn Cd Cu Pb Zn Lakanen-Ervio osszes
szama | mg/m3 |mg/m3 |mg/m3 |mg/m3 Cd Cu Pb Zn Cd Cu Pb Zn
A=04]A=10] A=3 |[A=65 Lkg | Lkg | Lkg | L/kg | L/kg | L/kg | Lkg | Lkg
1 1.0 42 495 4 5 1 9 176 474 | 3385 | 17 293 536 | 8296 | 195
2 1.8 1 436 6 1 686 541 13 1159 | 5469 283
3 12.6 19 4255 33 3 66 12 1344 2 20 3608 25
4 51 6 6 1 1016 60 1792 472
5 13 2 1 533 361 1586 4103
6 0.9 39 190 3 5 4 43 73 45 68 288 274
7 23 57 1 3 2 11000 | 1226 1730 | 16150 | 2771 5287
8 0.6 11 2 238 3 2 2 5 738 675 | 4644 | 38 1060 | 2108 | 17178 | 759
9 2.2 3 600 7 1 10 163 669 14 302 | 2712 298
10 4.1 219 1255 11 23 20 26 27 5 43 93 54
11 6 164 1 2 1 210 189 | 2229 7 550 796 | 10190 | 250
12 12 78 1 2 2 3445 417 231 | 5100 | 1161 1238
13 16.1 55 1655 41 7 26 4 31 1 8 182 25
14 7.3 153 1915 19 16 30 2 6 0 3 44 13
15 84 89 1 9 2 363 70 20 727 251 494
16 0.3 57 219 2 7 4 261 156 32 514 487 351
17 137 378 1 15 7 577 93 16 1070 | 259 205
18 1.3 124 747 4 13 12 137 325 9 201 544 109
19 1.2 102 164 4 11 4 3344 87 49 3888 | 271 418
20 2.5 10 214 7 2 4 5103 567 27 5959 | 1582 309
21 10.1 111 190 26 12 4 3343 80 25 4295 | 248 335
22 1.6 96 219 5 11 4 1840 89 21 1990 | 284 307
23 67 8 160 1 8 4 3 1240 125 | 3372 | 85 1755 | 374 | 5106 | 391
24 0.4 136 436 2 15 1 8 273 56 | 3395 | 27 414 189 | 8261 | 197
25 0.3 163 696 2 17 12 563 50 28 813 165 147
26 0.1 30 310 1 4 1 6 454 205 | 3168 | 103 1038 | 699 | 7205 | 349
27 0.2 57 19 2 7 1 682 152 184 902 435 1001
28 3.6 35 1205 10 4 20 31 88 1 57 577 65
29 2.9 47 808 8 6 13 35 63 1 62 462 96
30 4 122 1 3 600 18 2056 309
31 1.8 116 914 6 13 15 49 43 4 93 188 73
32 566 6 298 1 58 3 6 317 181 | 486 45 563 264 | 1567 | 139
33 1.7 66 836 5 8 1 14 25 36 | 2386 2 53 128 | 7333 40
min. 0.1 1 2 6 1 1 1 1 2 6 486 0 3 44 1567 13
max. | 16.1 566 8 4255 41 58 4 66 11000 | 1344 | 4644 | 1730 | 16150 | 5469 | 17178 | 5287




[\
(=]

—_
[V}

Cd-talajoldat (ug/L)
=

10

15 20 25 30 35 40
Cd-LE (mg/kg)

Cd-talajoldat (ug/L)

20

15

10

(=)

10 20 30 40 50
Cd-6sszes (mg/kg)

700
600 -
500

400 A
300

Cu-talajoldat (ug/L)

200 3%
100 ‘
L 2
0

PS L 2

L 2

0

50 100 150
Cu-LE (mg/kg)

Cu-talajoldat (ug/L)

800
600

400

200 {4

g

50 100 150
Cu-0sszes (mg/kg)

200

Pb-talajoldat (ug/L)
o

40 60 80
Pb-LE (mg/kg)

Pb-talajoldat (ug/L)

21 o

50 100 150 200
Pb-0sszes (mg/kg)

5000

4000

3000

2000 ¢

Zn-talajoldat (ug/L)

1000 &
O T \’

0

100 200
Zn-LE (mg/kg)

300

Zn-talajoldat (ug/L)

5000
4000 -
3000 -

2000

0

L 4
v
" s
O B T T T *

200 400 600 800

Zn-0sszes (mg/kg)

5.1. dbra. A talajoldat Cd, Cu, Pb, Zn tartalma a talaj nehézfémtartalméanak fiiggvényében. A
reaktiv, konnyen felvehetd nehézfémtartalmat Lakanen—Ervid modszerrel, az dsszes nehéz-
fémtartalmat feltarassal hataroztuk meg.
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2. szamu melléklet: Fluorescens in situ hibridizacié (FISH) talajmikroorganizmusok
mindségi és mennyiségi meghatarozasara

hebodrdrd targdemezen

2. abra: Talaj vizes szuszpenziojanak autofluoreszcenciaja. Felvételek festés néliil fénymikro-
szképpal illetve specialis mikroszképiaval
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3. abra: Talajszuszpenzio flureszcens in situ hibridizacié utan. A talajmatrixba kevert
Pseudomonas baktériumok bekarikazva, felvétel UV mikroszkopiaval: UV megvilagitas, G-2A
sziirével

4. abra: Pseudomonas fluorescens inokulummal beoltott 3,5 % formaldehiddel fixalt kontroll

srers
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szamu melléklet. Toxikus fémek novényakkumulacidja: bioakkumulaciés teszt megalapozasa

7.1.tablazat: A bioakkumulacios kisérlet inditdsanak koriilményei

Talajok
M45, M45+m, M45+5B | K14, S1, S2
Novények
Soska (Rumex acetosa) —  Pallagi nagylevelil Soska (Rumex acetosa) —  Pallagi nagylevelii
Petrezselyem (Petroselinum crispum) — Korai cukor Petrezselyem (Petroselinum crispum) — Korai cukor

Séargarépa (Daucus carota) — Nantesi

Metéléhagyma (Allium schoenoprasum) — Kinai metéloh.

Parhuzamos mintak szama

Harom | kettd
sargarépa soska
30 12
R e : e gof ¢ e
()]
g 20 v ¢ Tg® o0 ¢
= 15 y B MASHmM = 64 M5
o ° =
3 10 54 mm mmm =® Ll
8 Sim 8 2
0 0 ; ; ;
110 1115 1120 125 1130 1110 M5 120 M25 1130
metéléhagyma petrezselyem
30 . . 30
%251 25 LA
()]
g 20 S o 20 . . * M5
£ 15 B Mg+ £ 15 L = Mi5Hm
.g 10 g 10
g5 o g 5{
0 8 : : : 0 " : :
1111 143 1115 1117 1119 11.21 110 115 1120 125 1130

7.1. dbra: A szennyezettség hatdsa a névények csirazasara a bioakkumulacios kisérletben

. . . 1 h(’)napos. novények a “medddvel szennyezett
1 honapos ndvények a szennyezetlen M45 talajban M45-+m talajban

2.1. abra. A bioakkumulacios kisérlet (soska, sargarépa, petrezselyem, metél6hagyma) 1 honap elteltével
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7.2.tablazat. A bioakkumulacios kisérletbdl kapott mintdk BCFi,es értékek

BCFosszes
As pH Cd pH Cu pH Pb pH Zn pH
0,03 | 4,02 | M45+m gy petr | 21,92 | 4,02 | M45+m hagyma | 0,44 | 4,02 | M45+m hagyma | 0,16 | 4,70 M45hs.aépa | 2,00 | 4,02 | M45+m hagyma
0,03 | 4,02 | M45+m hagyma | 4,39 | 4,02 | M45+m hs.répa | 0,36 | 4,70 M45 gy petr 0,08 | 4,70 M45 soska 1,05 | 4,02 | M45+m soska
0,02 | 4,70 M45 h petr 3,21 | 4,02 | M45+msoska | 0,35 | 4,02 | M45+m gy petr | 0,07 | 4,70 | M45 hagyma | 0,80 | 4,70 M45 h s.répa
0,02 | 6,29 K14 h petr 1,30 | 5,28 S2 soska 0,34 | 4,70 M45 hagyma 0,03 | 4,02 | M45+m gy petr | 0,76 | 4,02 | M45+m h petr
0,02 | 5,28 S2 h petr 1,08 | 4,02 | M45+m gy petr | 0,29 | 4,02 | M45+msoska | 0,02 | 4,02 | M45+m hs.répa | 0,74 | 5,28 S2 soska
0,02 | 4,70 M45hs.répa | 0,83 | 4,70 M45 soska 0,26 | 4,70 M45hs.répa | 0,02 | 4,02 |M45+m gy s.répa| 0,59 | 4,70 | M45 hagyma
0,02 | 5,61 S1 h petr 0,77 | 4,02 |M45+m gy s.répal 0,25 | 4,02 | M45+m hs.répa| 0,02 | 4,02 | M45+msoska | 0,59 | 4,70 M45 soska
0,01 | 5,28 S2 soska 0,76 | 4,70 M45 hagyma 0,25 | 4,70 M45 h petr 0,01 | 4,02 [ M45+mhpetr | 0,46 | 4,02 | M45+m h s.répa
0,01 | 4,02 | M45+mhpetr | 0,54 | 4,02 | M45+mhpetr | 0,22 | 4,70 M45 soska 0,01 | 4,70 | M45 gys.répa | 0,40 | 4,02 | M45+m gy petr
0,01 | 4,02 | M45+mso6ska | 0,52 | 4,70 M45 h s.répa 0,22 | 4,02 | M45+mhpetr | 0,01 | 4,02 | M45+m hagyma | 0,35 | 4,70 M45 h petr
0,01 | 4,02 [M45+m gy s.répa] 0,28 | 4,70 | M45 gys.répa | 0,21 | 4,02 |M45+m gy s.répa] nsz | 6,29 K14 soska 0,29 | 4,70 M45 gy petr
0,01 | 4,70 M45 soska 0,22 | 5,61 S1 soska 0,16 | 4,70 | M45gys.répa | nsz | 5,61 S1 soska 0,27 | 5,61 S1 soska
nsz | 6,29 K14 soska 0,18 | 6,29 K14 soska 0,13 | 5,28 S2 soska nsz | 5,28 S2 soska 0,22 | 4,02 [M45+m gy s.répa
nsz | 4,02 | M45+mhs.répa| 0,11 | 5,28 S2 h petr 0,08 | 6,29 K14 soska nsz | 5,28 S2 h petr 0,22 | 6,29 K14 s6ska
nsz | 4,70 M45 hagyma 0,08 | 4,70 M45 gy petr 0,07 | 5,61 S1 soska nsz | 6,29 K14 h petr 0,21 | 5,28 S2 h petr
nsz | 5,61 S1 soska 0,05 | 5,61 S1 h petr 0,07 | 5,28 S2 h petr nsz | 4,70 M45 gy petr 0,17 | 4,70 | M4S5 gy s.répa
nsz | 4,70 M45 gy petr 0,02 | 6,29 K14 h petr 0,06 | 6,29 K14 h petr nsz | 4,70 M45 h petr 0,09 | 5,61 S1 h petr
nsz | 4,70 | M45 gy s.répa nsz | 4,70 M45 h petr 0,06 | 5,61 S1 h petr nsz | 5,61 S1 h petr 0,07 | 6,29 K14 h petr
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7.3.tablazat. A bioakkumulaciés kisérletbdl kapott mintdk BCF,,qpiiis €rtékek

BCFmobilis

Cd pH Cu pH Pb pH Zn pH
40,70 | 4,02 |M45+m hagyma 1,65 | 4,02 |M45+m hagyma 0,60 | 4,70 |M45 h s.répa 13,11 | 4,70 [M45 h s.répa
8,15 | 4,02 [M45+m h s.répa 1,31 | 4,02 |M45+m gy petr 0,28 | 4,70 [M45 sbéska 12,41 | 4,02 |M45+m hagyma
5,96 | 4,02 |M45+m soska 1,15 | 4,70 |M45 gy petr 0,28 | 4,70 |M45 hagyma 9,78 | 4,70 |M45 hagyma
2,28 | 4,70 |[M45 soska 1,11 | 4,02 [M45+m soska 0,25 | 4,02 (M45+m gy petr 9,71 | 4,70 |[M45 séska

2,08 | 4,70 (M45 hagyma 1,09 | 4,70 |M45 hagyma 0,19 | 4,02 |M45+m h s.répa 6,51 | 4,02 [M45+m soska
2,03 | 5,28 [S2 soska 0,95 | 4,02 [M45+m h s.répa 0,15 | 4,02 |M45+m gy s.répa 5,77 | 4,70 |[M45 h petr

2,01 | 4,02 [M45+m gy petr 0,85 | 4,70 [M45 h s.répa 0,14 | 4,02 |M45+m soska 4,78 | 4,70 |[M45 gy petr
1,43 | 4,02 |M45+m gy s.répa 0,82 | 4,02 [M45+m h petr 0,12 | 4,02 |M45+m h petr 4,74 | 4,02 [M45+m h petr
1,42 | 4,70 |M45 hs.répa 0,81 | 4,70 [M45 h petr 0,06 | 4,02 |M45+m hagyma 2,86 | 4,02 |M45+m h s.répa
1,00 | 4,02 |M45+m h petr 0,80 | 4,02 |M45+m gy s.répa 0,04 | 4,70 [M45 gy s.répa 2,81 | 4,70 |M45 gy s.répa
0,78 | 4,70 [M45 gy s.répa 0,72 | 4,70 |M45 séska 0,01 | 6,29 [K14 s6ska 2,49 | 4,02 |M45+m gy petr
0,44 | 5,61 |S1 soska 0,52 | 4,70 |M45 gy s.répa 0,01 | 5,61 |S1 soska 1,65 | 5,28 |S2 soska

0,27 | 6,29 |K14 s6ska 0,29 | 5,28 |S2 soska 0,01 | 5,28 |S2 soska 1,39 | 4,02 |M45+m gy s.répa
0,23 | 4,70 [M45 gy petr 0,17 | 6,29 |K14 s6ska nsz | 5,28 |S2 h petr 0,72 | 5,61 |S1 soska

0,18 | 5,28 [S2 h petr 0,16 | 5,61 |S1 soska nsz | 6,29 |K14 h petr 0,50 | 6,29 |K14 s6ska

0,08 | 5,61 [S1 hpetr 0,16 | 5,28 |S2 h petr nsz | 4,70 [M45 gy petr 0,48 | 5,28 [S2 h petr

0,04 | 6,29 |K14 h petr 0,13 | 6,29 |K14 h petr nsz | 4,70 (M45 h petr 0,23 | 5,61 [S1 hpetr

nsz | 4,70 [M45 h petr 0,12 | 5,61 |S1 hpetr nsz | 5,61 [S1 hpetr 0,16 | 6,29 |K14 h petr

7.4. tablazat. A bioakkumulacios kisérletbdl kapott kiemelkedd BCF yopilis értékek

Cd Cu Pb Zn
40,7|M45+m metéldhagymal|l,65{M45+m metéldhagymal0,60{M45 s.répa hajtas  |13,1|M45 s.répa hajtas
8,15|M45+m s.répa hajtds |1,31|M45+m petr. gyokér 0,28/ M45 soska 12,4|M45+m metéldhagyma
5,96|M45+m soska 1,15|M45 petr. gyokér 0,28(M45 metéléhagyma |9,78|M45 metéléhagyma
1,11|M45+m soska 0,25(M45+m petr. gyokér|9,71{M45 soska
1,09|M45 metéléhagyma
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3. szamu melléklet: Nitrifikacios gyorsteszt szennyezett talajok kornyezettoxikologiai teszte-

Iésére

8.1. tablazat. Harom teszt 0sszehasonlitasa 8 talajminta nitrifikalo aktivitasanak mérésére

Talajminta Berg és Rosswall Sh | Berg és Rosswall 24h | Winther és Nielsen 6h
[ug NO,-N * g talaj*h™']
1 0,173 0,074 0,119
2 0,135 0,070 0,140
3 0,118 0,034 0,119
4 0,291 0,157 0,291
5 0,166 0,078 0,157
6 0,215 0,127 0,200
7 0,510 0,052 0,751
8 0,431 0,048 0,728

crer

8.1. abra A fémekkel mesterségesen szennyezett kerti talaj koncentracio-valasz gorbéje

[mg*kg™ talaj] |Zn Cu Ni Co Ba Pb Mo Cd
0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 8,9 2,7 - - - 0 - 6,3
150 - - - - - - - 18,7
200 - 4,8 7,8 - - 0 6,4 -
250 19,8 - 13,2 - - - - 26,3
300 - 7,9 19,9 11 - - - 34,5
400 - 10,3 - - - - - -
500 44 4 11,4 37 - - 0 - 51,4
600 - - - 23,1 - 0 - -
700 - - - - 6,1 - - -
750 - - - - - - - 69,6
900 - : : 444 - - - -
1000 798 | 34,0 67,6 : - : 6,3 84,7
1500 3 51,5 : 63,9 164 3 3 3
2000 ] 69,7 99,3 744 18,7 3 } 3
- Zn
L] Cu
100 Ni
v Co
< 80 cd
B 7
g /////4/;.{5})//
Koncentracié [mg fem*kg™’ talaj]
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8.3. tablazat: A fémekkel szennyezett talajok ECy és ECs értékei nitrifikacios gyorsteszt alapjan

Szennyezéanyag B: szennyezettségi EC, [mg*kg™ talaj] ECs, [mg*kg™ talaj]
hatarérték

Cd 1 185 481

Zn 250 241 565

Ni 40 322 708

Co 30 505 1059

Cu 100 698 1442

Ba 250 >1000 >1000

Pb 100 >1000 >1000

Mo 10 >1000 >1000

crer

nyében
1d6 [nap] 3000 6 000 10 000 30 000
[mg*kg™ talaj] [mg*kg”’ talaj] [mg*kg”’ talaj] [mg*kg”’ talaj]
Dizel olaj
2 12,3 22,4 21,1 23,8
7 24,0 30,9 36,0 46,9
17 - - 68,4 59,8
24 - - 44.9 57,7
Transzformatorolaj (TO 40A)
2 5,4 6,7 53 7,0
7 11,5 11,3 21,9 20,6
17 35,6 38,2 49,0 38,4
Haztartasi tiizel6 olaj
2 17,5 22,3 18,6 22,0
7 20,3 29,4 39,0 44,2
17 - - 70,4 68,9
24 - - 63,9 57,6




4. szamu melléklet Tetrahymena pyriformis szaporodasgatlasi tesztszennyezett talajok
kornyezettoxikologiai tesztelésére

®  Sejtkoncentracio [*1000 db/ml]
® Optikai denzitas

180

B n

160 o

140 ./}./

120 -

100 /

80 &
] / .

60 /

40 -

20 ] n/

-20 T T T T T T T T T T T T T 1
-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160

1d6 [h]

9.1. abra Tetrahymena pyriformis sejtkoncentracio €s az optikai denzitas valtozasa az idében

9.1. tdblazat Mikroszkoppal és részecskeszamlaloval meghatarozott egysejtii koncentraciok

A minta B minta
Tenyészido Mikroszkopos Miiszeres sejt- Mikroszkdpos Miiszeres sejt-
[h] sejtszdam szamlaloval sejtszdam szamlaloval
[1000 db*ml’] [1000 db*ml’] [1000 db*ml’] [1000 db*ml’]
0 2,8 233 2,8 2?3
27,5 20,1 12,3 25,3 13,7
48 226,1 60,7 137,5 45
53 240,9 6,7 239,3 11,3
73,5 558,3 4,5 402,1 12
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400ppm Cu hatasa Oh tenyészet 400ppm Cu hatasa 20h-s tenyészetre
80 80
—_ 7 -
5 0 = 10 .
© 60 i 60
< < n
2 50 2 50
. 20 [ ] M 0 4 400ppm Cu
€ 1 L]
£ %0 # 400ppm Cu ~§ 30 ® Kontroll
% 20 . = Kontroll _% 20
D q0 - - D10 g 5 . 28
0 LD SN SN S— ) 0 D —
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Hatoid6 Hatoid6é
400ppm Cu hatasa 138h-s tenyészetre 400ppm Cu hatasa 165h-s tenyészetre
80 120
%
T Ofsw " = 100 o . .y | .
< 60 * * iy [
2 50 t& o 8 > 5
= 400ppm C =
€ 40 5 ’A * ppm Cu = 60 o
8 30 = Kontroll T 40 ®
-‘% 20 2 ¢ 400ppm Cu
[}
a 10 o 20 = Kontroll
0 T T T T T 0 : : : : : 1
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Hatoid6é Hatoid6é

9.2. abra Réz-oldat hatasa a kiilonb6z6 koru Tetrahymena pyriformis tenyészetekre

7 m Kvarchomok a=7.42
35%04+— e OECD a=6.86
T Kertitalaj a=9.21
300
250
200

Sejtkoncentracié [*1000 db/ml]

1d6 [h]

70 80

T
90

1
100

9.3. abra Tetrahymena pyriformis szaporodasa szennyezetlen, kontroll talajokon
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300 - = Kontroll

® 100 ppm Cu
200 ppm Cu

v 300 ppm Cu
400 ppm Cu

N

[$))

o
|

200
150

100

Sejtkoncentracié [*1000 db/ml]
3
1

1d [h]

9.4. abra: Az aktualis sejtkoncentracid a rézzel szennyezett talajokat tartalmazo tesztcsovekben
Tetrahymena pyriformis szaporodasgatlasi teszt esetén

9.2. tablazat: Tetrahymena pyriformis szaporodasgatlasa szennyezdanyagok hatasara

6. Szennyezéanyag| Koncentracio a | Koncentracio a tap- | Szaporodas gatlas
talajban [mg*kg’l] oldatban [mg*l’l] [%]
Cu 2170 100 50
4 340 200 58
6510 300 79
8 680 400 100
Cd 2 0,1 0
40 1,8 0
300 13,8 13
500 23,0 100
1 000 46,0 100
Pb 50 2,3 0
100 4,6 20
Zn 250 11,5 0
500 23,3 11
750 34,6 34




5. szamu melléklet: Az els6 munkaszakaszban készitett kutatasi jelentések listaja

BME:
CYL:

BME:

TAKI:

CYL:
CYL:
CYL:
CYL:

CYL:

TAKI:
TAKI:

BME:
BME:

BME:
BME:
BME
BME:
BME:

BME:

BME:
BME:

BME:

Szennyezett talaj jellemzésére szolgaldo modszeregylittes — TalajTesztel6Triad

Az anyagok hidrofob jellegét jellemz6 oktanol-viz megoszlasi hanyados (Kow) meghatéaro-
zaséanak kisérleti és in silico mddszerei

Az oktanol-viz megoszlasi hdnyados (Kow) elméleti és kisérleti 0sszefliggései, meghataro-
zasanak modszerei

Szervetlen szennyezdanyagok talajbol és talajvizbdl torténd meghatarozasanak modszerei az
EU-ban

Szerves szennyezdanyagok és komponensek miiszeres kémiai analizise (gdzkromatografia)
Oktanol-viz megoszlasi hanyados (Kow) meghatarozasanak kidolgozasa
Ciklodextrinek szennyezdanyagok megoszlasara gyakorolt hatdsanak vizsgalata

Talaj-viz megoszlasi hanyadosok (Kd) meghatdrozdsa kiilonb6zd tipusu talajokra egyes
szerves szennyezOanyag komponensekre ¢€s tipikus talajszennyez6 szénhidrogén-keverékek-
re, a kiilonféle ciklodextrinek hatdsa a megoszlasra

A ciklodextrinnel extrahalhat6 szennyez6anyag mennyisége és a biodegradalhatosag kozotti
Osszefliggés vizsgalata
Szennyezett talajbank Gsszeallitasa

Osszes és mobilizdlhaté nehézfémtartalom meghatarozasa kiilonbdz6 kémiai modszerekkel.
A kémiai mobilizacio kockéazata talajokban.

ATP mennyiség meghatarozasa talajban lumineszcencian alapulo eljarassal

Fluorescens in situ hibridizaciéo (FISH) talajmikroorganizmusok mindségi és mennyiségi
meghatarozasara

Novényakkumulacios teszt megalapozasa toxikus fémekre (BCF meghatarozasa)
Mikrokozmosz teszt toxikus fémekkel szennyezett talajok stabilizacidjara
Novényi bioakkumuléacids gyorsteszt kifejlesztése

Nitrifikacids gyorsteszt szennyezett talajok kornyezettoxikologiai tesztelésére

Tetrahymena pyriformis szaporodasgatlasi teszt szennyezett talajok kornyezettoxikologiai
tesztelésére

Nematoda (Panagrellus redivivus) mortalitdsi teszt szennyezett talajok kornyezet-
toxikoldgiai tesztelésére

Szennyezdanyagok mutagén hatdsanak vizsgalatara szolgalo géntoxikologiai modszerek
Ames-teszt szennyezett talajok mutagén hatasanak jellemzésére

Laboratoriumi mikrokozmosz kisérletek tervezése a kidolgozott modszerek alkalmazasara
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