/\

KORNYEZETTOXIKOLOGIAI TESZTEK TALAJRA

N

Gruiz Katalin
Molnar Monika

\

Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem

Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomdnyi Tanszék




A kornyezettoxikologia helye és szerepe

= A kornyezettoxikoldgia a vegyi anyagoknak az okoldgiai rendszerek szerkezetére €s
funkcidjara gyakorolt hatasat vizsgalja. Az embert az 6koldgiai rendszer részekent
kezeli.

= Az okologiai rendszereket teljes komplexitasaban atfogja, a molekularis szinttdl az
egyed ¢és a kozosseg szintjén keresztiil a teljes 0koszisztémaig.

= Multidiszciplinaris, egy sor szakteriilet egylittmiikodésére alapoz.

= A kornyezettoxikologia eredményei hasznalhatoak egyes vegyi anyagok valamint
szennyezett teriiletek kockazatanak jellemzésére, tamogatjak a
kornyezetmenedzsment €s kornyezetpolitika donteseit.

» Hatason alapulo6 hatarértékek és mas kornyezetmindsegi kritériumok képzéséhez
* Monitoringrendszerek tervezés¢hez

» Kockazatcsokkentesi intézkedésekkel kapcsolatos dontésekhez
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A talaj komplex rendszere

*++.* = Bacteria

= Filamentous
fungi

* = Protozoa

A talaj komplex €16, dinamikus rendszer. A szennyezett talaj még az ¢p talajnal is
Osszetettebb, ahol a talaj haromfazisu szervetlen-szerves kolloid matrixaval nemcsak a
fajok szazait ¢s egyedek milliardjait magiban foglald talajmikroflora, de a
komponensek akar szazait is tartalmazo szennyezoanyag is kolcsonhatasba 1¢ép.
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Vegyi anyagok viselkedése a kornyezetben

Vegyi anyagok sorsa ¢és viselkedése a kornyezetben: mozgékonysag,
hozzaférhetoség, biodegradalhatosag befolyasoljak az aktualis
toxicitast

Integralt megkozelités: fizikai-kémiar  jellemzok +  biologiai-

okotoxikologiai jellemzok  helyszin specifikus kockazat.

Mozgékonysag, hozzaférhetoség befolydsolja az aktualis toxicitast:
kolcsonhatds a szennyezOanyagok, valamint a szennyezOanyag ¢€s a
matrix kozott. Transzport ¢€s hozzaférhetOség integralt metodikaval
jellemezheto.

Szorpcios kapacitas: a szennyezOanyag ¢&s toxicitasa megoszlik
kornyezeti elemek fazisai kozott : kiligzas, deszorpcio, parolgas.
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Vegyi anyagok viselkedése a kornyezetben

A toxicitas megoszlasa a talaj szilard-viz, valamint szilard-gaz fazisai
kozott kockazatot jelent a felszin alatti vizre és a leveg6re. Uledékek
eseteben a szilard fazis €s a porusviz kozotti megoszlas a felszini viz
mindségeét veszélyezteti.

Eros kotodes €s rossz biodegradalhatosag a kémiai 1ddzitett bomba
jelenségéhez vezet.

Az aktualis toxicitast (az okoszisztémaban realizalodo hatdst) szilard
fazisu mintak és adszorbealt szennyezdanyag esetében a direkt kontakt
vagy interaktiv tesztek  jellemzik  megfelelden,  ahol
megnyilvanulhatnak a kolcsonhatasok. Ezek eredményer magukban
foglaljdk  az  0Osszes  komponens  kozotti  kolcsOnhatast:
szennyezOanyagok, szennyezett kozeg, organizmus(ok).

Page = 5



Szennyezett talaj okotoxikologiai tesztelése (1)

Kornyezeti mintak tesztelésének problémai:

* SzennyezoOanyagok kevereke
« Kolcsonhatasok: szennyezOanyagok, matrix €s a biota kozott
« Vizsgalt kozeg: extraktum, teljes talaj

Szennyezett talaj tesztelésének problémai
* Szennyezdanyag keverék: szinergizmus, antagonizmus
Biotranszformacio: termékek hatasa
Biodegradacio
HozzaférhetOség: elterd fizikai-kémiai €s biologial hozzaferhetdseg

Az analitikal program csak a szennyezdanyagok kis hanyadat
tartalmazza

» A kornyezeti minta biotikus €s abiotikus tulajdonsagai befolyasoljak
az eredményt
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Szennyezett talaj okotoxikologiai tesztelése (2)

Az okotoxikologiai tesztelés megoldas a problémak egy részére

* Integralja a toxikus anyagok kolcsonhatasait

* Integralja a szennyezdanyag €s a matrix kolcsonhatasait

* A szennyezdanyag biologiailag hozzaférheto részet meér

« Kémiai analitika1 mddszerrel nem kimutathatd anyagok hatasat
1S meri

» Az analitikal programba be nem vett veszélyes anyagok hatdsat
1S méri

Okotoxikologiai tesztekkel szemben tamasztott kivetelmények
Okologiai relevancia, kornyezeti realitas
Reprodukalhatosag
Megbizhatosag
Erzékenység
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Okotoxikologiai tesztek osztalyozasa

* Fajok szama szerint

- Egy fajt alkalmazo teszt - Tobb fajt alkalmazo
" A tesztorganizmus

- Baktérium - Alga

- Gomba - Novény

- Allat - T6bb faj egyiitt

" Tesztelendo okoszisztéma

- Vizi 6koszisztéma - Szarazfoldi okoszisztéma
* Expozicios szcenario

- Teljes test - Etetesi kisérletek

- Ismert mennyiség beinjektalasa (intramuszkularis, intravénas)

- Kontrollalt mennyiség gyomorba juttatasa
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Okotoxikologiai tesztek osztalyozasa

A vizsgalt kornyezeti elemek és fazisok
— Viz €s porusviz
— Extraktumok, eluatumok, csurgalékok, stb.
— Szilard fazist mintak: teljes talaj, teljes tiledek

Az okotoxikologiai tesztelés célja
— Vegyi anyagok toxicitasanak, mutagenitasanak ¢€s teratogenitasanak vizsgalata,
— Hatason alapulo6 kornyezetmindségi kritériumok képzese
— Biomonitoring (integralt monitoring)
— Korai figyelmeztetd rendszerek
— Kornyezeti mintak toxicitasanak, mutagenitasanak ¢és teratogenitasanak vizsgalata
— Keverékek, hulladékok toxicitasanak, mutagenitasanak ¢és teratogenitasanak vizsgalata

— Kozvetlen, hatason alapuld dontési rendszerek
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Okotoxikologiai tesztek osztalyozasa

= Teszt idotartama

- Rovid ideji = akut - Hosszu idejti = kronikus

= Teszt tipus

Laboratoriumi teszt (bioassay): akut, kronikus toxicitas, mutagenitas, teratogenitas
Mikrokozmosz, mezokozmosz (tobb fajt alkalmazo toxicitasi teszt)

In situ biomonitoring (aktiv, passziv)

Diverzitas

Biodegradaciods

Bioakkumulacios.

" Leggyakoribb mérési végpontok

Toxicitasi tesztek: novekedés (sejtszam, tomeg, gyokérhossz, klorofill tartalom), talélés, haléel,
immobilizacid,légzés: O, fogyasztas, CO, termelés, enzimaktivitasok, ATP termelés, szaporodas,
lumineszkalas etc.

Mutagenitasi teszt: mutansok szdma, revertansok szdma, kromoszoma hibak
Rakkeltd hatas: tumorok

Teratogenitasi teszt: reproduktivitas, cytogenetikai jellemzok

Biodegradacios tesztek: O, fogyasztas, szubsztratfogyas, termékképzés, CO, termelés

Bioakkumulacios tesztek: az akkumulalt vegyi anyag kémiai analizise
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Koncentracio (dozis) — valasz osszefiiggés tesztelese

" A mérés végpontja biokémiai, fiziologiai, viselkedési, populacios, kozosségi jellemzék
€s Okoszisztéma hatasok

= A teszt kiértékelésekor kapott végpont A jellemzd koncentraciot a koncentracid
(d6zis) — hatas gorbérdl olvassuk le: az értékelés mindig statisztikai / grafikus

o EC,,, EC,, (Effective Concentration)

u ED,, / EDy, (Effective Dose)

o LC,, / LCy,(Lethal Concentration)

o LD,, / LD, (Lethal Dose)

o NOEC/NOEL (No Observed Effects Concentration / Level)

o NOAEC /NOAEL (No Observed Adverse Effects Concentration / Level)
o LOEC/LOEL (Lowest Observed Adverse Effects Concentration / Level)
o MATC (Maximum Allowable Toxicant Concentration)

. NOEC <MATC <LOEC
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Koncentracio-valasz osszefuggés
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AKkut toxicitas - végpontok

Akut toxicitas mérése esetén (rovid idejii kitettség) a koncentracio — hatds
gorbérol leolvashatjiuk a 10, 20 50 vagy 90 %-os gatldst okozo
koncentraciot

LC,,, LC,,, LC,,, LC,, = letalis koncentracio (Lethal Concentration), mely a teszt-
organizmus 10, 20, 50 vagy 90 %-anak pusztuldsat okozza.

EC,,, EC,,, EC,,, EC,, = hatasos koncentraci¢ (Effect Concentration), mely a merési
vagy vizsgalati végpont 10, 20, 50, 90 %-os csokkenéset okozza.

LD,, LD,,, LD.,, LD,, = letalis dozis (Lethal Dose), mely a tesztorganizmus 10, 20, 50
vagy 90 %-anak pusztulasat okozza.

ED,,, ED,,, ED.,, ED,, = hatasos dozis (Effect Dose), mely a vegpont 10, 20, 50, 90 %-
os csokkenését okozza.
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Kronikus toxicitas - végpontok

Kronikus toxicitas vizsgalatabol , a koncentrdcio-hatas gorbe alapjan grafikusan,
vagy statisztikai modszerekkel meghatdrozott értékeket szoktdik megadni.

NOEC = (No Observed Effects Concentration), az a legnagyobb koncentracio,
amelynek nincs megfigyelhetod hatasa.

NOEL = (No Observed Effects Level Concentration), az a legnagyobb dozis, amely nem
okoz megfigyelheto hatast.

NOAEC = (No Observed Adverse Effects Concentration), az a legnagyobb
koncentracio, amely még nem okoz megfigyelhetd karos hatast.

NOAEL = (No Observed Adverse Effects Level), az a legnagyobb dozis, amely még
nem okoz megfigyelhetd karos hatast.

LOEC = (Lowest Observed Effects Concentration) az a legkisebb koncentracio,
amelynek hatasa mar megfigyelheto.

LOEL = (Lowest Observed Effects Level) az a legkisebb dozis, amelynek hatasa mar
megfigyelheto.

MATC = (Maximum Allowable Toxicant Concentration), a szennyezoanyag maximalis,
még megengedhetd koncentracigja.
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Okotoxikologiai tesztek statisztikai értékelése

AKkut toxicitasi tesztek értékelése

Grafikus interpolacio Probit analizis

Logit modszer Mozgo atlag
Szoftverek

TOXSTAT SAS-PROBIT

SPSS-PROBIT DULUTH-TOX ¢

Kronikus toxicitasi tesztek értékelése

ANOVA: variancia analizis: annak a koncentracionak a meghatarozasa, amely
szignifikansan eltér a kezeletlen kontrolltol

Tobb fajt alkalmazo tesztek értékelése
Az 6kologiai adatokban fellelhetd Osszefiiggesek megtalalasa tobbvaltozos
matematikai modszerekkel.
PCA: principal components analysis (linearitas feltételezett)
DPC: Detrended Principal Components
NMDS: Nonmetric Multidimensional Scaling
RDA: PCA + redundancia analizis
Cluster analizis: hasonlosag alapjan torténd csoportositas

NCAA: Nonmetric Clustering and Association Analysis: mesterseéges intelligencia tobbvaltozos
valtozata
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A tesztorganizmus: altalanos kovetelmények

1. Hozzaférhetoseég: a tesztorganizmus szeles korben elérheto
legyen

«  Laboratoriumi kultara
e  Mias kultarak, torzsgyljtemeények
*  QGyljtes szabadfoldrdl
2. Fenntartas
« Laboratoriumban fenntarthato legyen
« Nagy mennyis€égben elérhetd, beszerezhetd legyen

3. A tenyészet genetikai tulajdonsagai
e Ismert genetikai Osszetétel
» Ismert genetikai torténet (norveg patkany, Escherichia coli)
4. Erzékenysége
« Relativ érz¢kenyseg a toxikus szennyezdanyagra
« Specialis érzékenység egy vagy tobb szennyezOanyagra
Page=16e  Sz¢les spektrumu érzékenyseég



A tesztorganizmus: altalanos kovetelmenyek

5. Mennyire reprezentalja az okoszisztémat
Erzékenysége legyen jellemzd rendszertani egységére
* Lehet a legérzékenyebb
«  Erzékenyebb,mint az dkoszisztéma atlaga
o ‘““atlagos” érzekenysegl
*  Milyen rendszertani egyseget (csalad, stb.) reprezental

6. Koncentracio - valasz osszefiiggés
« A valasz legyen aranyos a toxikus anyag koncentracigjaval
« A hatasos koncentraciotartomany sze€les legyen

7. A teszt ismételhetosége, statisztikaja
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Egy fajt alkalmazo laboratoriumi tesztek - példak

* A szennyezOanyagok hatdsanak vizsgalatira széles korben hasznaljak a bakteridlis
bioteszteket. Népszeruségiket €s elterjedésiiket annak koszonhetik, hogy gyorsak, jol
reprodukalhatoak, laboratdériumi koriilmények kozott konnyen kivitelezhetOk €s kezelhetok.
A vegyl anyagok mikroflorara gyakorolt hatasat a gyakorlatban tobb eltérd vizsgalati
veégponttal kovetik (szaporodas-gatlas, enzimaktivitas-gatlas, biolumineszcencia-gatlas stb.).

" A novényi tesztek kozil a magasabb rendli novényi tesztorganizmusokat alkalmazo
eljarasok terjedtek el szennyezett talaj tesztelésére. Vizuadlisan 1s megfigyelhetoek, a
taplaléklanc alapjat képezik és egyes szennyezdanyagokra nagyon érzekenyek. A talajban
talalhatd noveényi gyokerek hatalmas, biologiailag aktiv feliiletet jelentenek. A novényi
tesztszervezeteknel a leggyakoribb végpont a csirazas-, a gyokér- ¢€s a fold feletti részek
novekedesgatlasanak a vizsgalata.

= A talajlako dllati tesztorganizmusok a talajjal, teljes testfeliiletiikkel erintkeznek, ezért
kitettségiik 1gen nagy, fontos trofikus szintet képviselnek. Egysejtii €s tobbsejtti allatot
alkalmazo okotoxikologiai tesztek szamtalan leirasa talalhatd a szakirodalomban. Ezen

crcrs

taplaléklancbeli helylik miatt jelentOsen elterd lehet.
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Bakterialis tesztorganizmus

Vibrio fischeri biolumineszcencia gatlasi teszt
» Tesztorganizmus: Vibrio fisheri NRRLB — 11177
Tengeri baktérium, fényt emittal

A kurtafarku tintahal hordozza a Vibrio fischeri-t az Ggynevezett "fényszervben".

= A teszt elve a Vibrio fischeri altal emittalt lumineszcens fény detektalasa; toxikus
anyagok jelenl¢tében a fényemisszio csokken.

Folyadék kultura
Kurtafarku tintahal Baktériumszuszpenzid 101 megvilagitott Folyadék kultura
Euprymna scolopes mikroszkdopos képe helyen sOtétben
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Vibrio fischeri biolumineszcencia gatlasi teszt

»Teszt tipusa: bakterialis, akut toxicitasi teszt;

“A Vibrio fischeri érzékenysége: mind nehézfémekre, mind szerves makro- ¢&s
mikroszennyezokre érzékeny;

*Végpont: lumineszcencia intenzitdscsOkkenese, a minta higitasi sorabol EC,,, ECs,
illetve ED,,, ED., hatarozhato meg;

»Sziikséges miiszer: luminométer;
sTesztelés idotartama: 30 perc;
"Alkalmazasi teriilet: eldzetes ¢s részletes allapotfelmeres, kockazatfelméres,

remediacio koveteése, utobmonitoring.
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Novenyi biotesztek

Csirandvény
Uvegtalca
Agarral kevert talaj

Novenyi gyokerek az agar felszinén

Alkalmazott tesztnovenyek: fehér mustar (Sinapis alba), borsé (Pisum
sativum), kert1 zsazsa (Lepidum sativum), retek (Raphynus sativus),
buza (Triticum sativum), zab (Avena sativa) €s kukorica (Zea mays).

" A nOvényi magokat kozvetleniil a talajba (v. agarral kevert talajba)
ultetjik — direkt kontakt a noveény1 gyokerek ¢s a talaj kozott.
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Sinapis alba gyokeér-, szarnovekedés gatlasi teszt

* Teszt tipusa: novényi, akut toxicitasi teszt.
* A Sinapis alba érzekenysége: a szennyezdanyagok széles skaldjara érzekeny.

= Végpont: szar ¢s gyokernovekedés gatlas szazalékban megadva, vagy ED, ¢és
ED., a mintak higitasi sorozatabol.

* Sziikséges miiszer: vonalzo, vizualis ertékelés.

= Tesztelés idotartama: 72 ora.
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Allati tesztorganizmus

Folsomia candida mortalitasi teszt

A Folsomia candida (Collembola) az ugrovillasok rendjébe tartozo,
ds1 rovar. Apro (3-4 mm hosszu) fehér allatkak.

= Talajban élnek (m?-enként ~ 100 000 allatka)

" Fontos szerepiik van a ,,talajfunkci6” fenntartasaban

= Hasi tomlOvel Ielegeznek, talajgdzokre érzékenyen reagalnak.

A vizsgdlathoz azonos koru (14 napos) dllatkak sziiksegesek

Kifejlett éllat petékkel Klfejlett egyedek fiatal allatokkal Kifejlett Collembola
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Folsomia candida mortalitasi teszt

"Teszt tipusa: allati, akut toxicitasi €s kronikus (reproduktivitasi) teszt.

"A  Folsomia candida érz¢ekenysége: nehézfémekre kevéssé, szerves
szennyezOanyagokra érzekeny, fOleg az illékonyakra és a boron at felszivodokra.

=Vegpont: higitasbol LD, és LD, reproduktivitasi tesztnél NOEC.
»Szukséges miuszer: citoplaszt mikroszkop vagy vizualis.

"Teszteles idotartama: akut: 5-10 nap, reprodukcids: 20 nap.
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